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Resumo  

 

Introdução: O óleo essencial (OE) das folhas de Piper gaudichaudianum 

Kunth possui propriedades biológicas, tais como anti-inflamatória, 

antimicrobiana e antitumoral. Previamente, foi demonstrado que este OE 

possui pronunciada ação citotóxica, mutagênica e genotóxica em células V79, 

como consequência do potencial oxidativo do mesmo. O presente trabalho 

pretende ampliar o conhecimento sobre o seu mecanismo de citotoxicidade. 

Objetivos: Avaliar a citotoxicidade e o mecanismo de ação do OE em células 

V79, por meio da análise da composição química do OE, viabilidade celular, 

função mitocondrial, formação de radicais livres, proteínas envolvidas na 

resposta celular, indução de morte celular e ação da N-acetilcisteína, após o 

tratamento com diferentes concentrações do OE, durante 3 h e 24 h. 

Material e Métodos: O OE foi extraído por hidrodestilação e analisado por GC-

FID e GC-MS. A viabilidade celular e o efeito da N-acetilcisteína foram 

verificados com Azul de Trypan; a formação de espécies reativas, com DCFH-

DA; a função mitocondrial com Rodamina 123; o tipo de morte celular, com 

Anexina V-PE e 7-AAD; a atividade da superóxido dismutase e catalase por 

espectrofotometria; e, a expressão de PADPR e SIRT-1 por Western Blotting. 

Resultados: Foram identificados como componentes majoritários (E)-nerolidol 

(31,13%), -humuleno (14,83%) e (E)-cariofileno (6,79%). O OE diminuiu a 

viabilidade celular, com IC50 de 4,15 µg/mL (3 h) e 4,49 µg/mL (24 h); 

aumentou a despolarização mitocondrial e a produção de espécies reativas; 

reduziu a atividade da superóxido dismutase; aumentou a expressão de 

PADPR e diminuiu a de SIRT1; induziu a morte celular por necrose e apoptose 
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tardia; O pré-tratamento celular com N-acetilcisteína restabeleceu a viabilidade 

celular. 

Conclusão: O OE exerce efeito citotóxico, concentração-dependente, pela 

indução de estresse oxidativo celular com envolvimento de dano mitocondrial e 

modulação da resposta antioxidante e de reparo no DNA.  

Palavras-chave: Piper gaudichaudianum Kunth, óleo essencial, citotoxicidade. 
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Abstract 

 

Introduction: The essential oil (EO) of Piper gaudichaudianum Kunth leaves 

has biological properties such as anti-inflammatory, antimicrobial and antitumor 

activities. Previously, it was shown that EO showed pronounced cytotoxic, 

mutagenic and genotoxic effects in V79 cells as a result of its oxidative 

potential. This work aims to increase the knowledge about EO cytotoxic 

mechanism. 

Purpose: To evaluate the cytotoxicity and the mechanism of action of EO in 

V79 cells, by analyzing the chemical composition of EO, as well as cell viability, 

mitochondrial function, free radicals formation, proteins involved in cellular 

response, cell death induction and N-acetylcysteine action, after treatment with 

different concentrations of EO, for 3 h and 24 h. 

Material and Methods: EO was extracted by hydrodistillation and analyzed by 

GC-FID and GC-MS. Cell viability and the effects of N-acetylcysteine were 

checked with Trypan Blue; ROS formation with DCFH-DA; mitochondrial 

function with Rhodamine 123; cell death with Annexin V-PE and 7-AAD; 

superoxide dismutase and catalase activities by spectrophotometry; and the 

expressions of SIRT-1 and PADPR by Western Blotting. 

Results: The molecules identified as major components of EO were               

(E)-nerolidol (31.13%), -humulene (14.83%) and (E)-caryophyllene (6,79%). 

EO decreased cell viability, with IC50 of 4.15 g/ml (3 h) and 4.49 g/ml (24 h); 

increased mitochondrial depolarization and ROS production; decreased 

superoxide dismutase activity; increased PADPR levels and decreased levels of 
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SIRT1; induced cell death by necrosis and late apoptosis. Cellular pretreatment 

with N-acetylcysteine restored cell viability. 

Conclusion: EO exerts cytotoxic effect in a concentration-dependent manner, 

by the induction of cellular oxidative stress with involvement of mitochondrial 

damage and modulation of antioxidant response and DNA repair.  

Keywords: Piper gaudichaudianum Kunth, essential oil, cytotoxicity. 
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1. Introdução 

O Brasil possui uma rica biodiversidade de plantas naturais, sendo, há 

muitos anos, alvo de pesquisa de inúmeros botânicos e estudiosos nacionais e 

internacionais. Como exemplo, podem ser citados os manuscritos de Auguste 

de Saint-Hilaire, um naturalista francês que identificou cerca de 7000 espécies 

de plantas na América do Sul, das quais 4500 espécies pouco conhecidas até 

o momento. Ele publicou dois livros em 1824 denominados Plantes usuelles 

des Brasiliens e Histoire des plantes plus remarcables du Brésil et du 

Paraguay. Sua coleção está depositada no Museu Nacional de História Natural 

em Paris e tem dados de 283 plantas nativas brasileiras dos estados de Minas 

Gerais, Espírito Santo, Rio de Janeiro e Goiás, identificadas quando a flora 

desta região ainda era preservada e inexplorada (Brandão et al., 2012).   

Outro botânico taxonômico que dedicou 50 anos estudando a família 

Piperaceae, com ênfase nos gêneros Peperomia e Piper, foi Truman George 

Yuncker. Este pesquisador descreveu 839 novas espécies, 211 novas 

variedades e teve como sua última grande obra, The Piperaceae of Brazil 

(1972-1975), completada com o auxílio de Ethel Claflin Yuncker. Sua coleção 

está depositada no New York Botanical Garden Herbarium (Yuncker, 1958; 

Yuncker, 1961; Holmgren et al., 1996). 

O Brasil possui 20% da flora mundial e a habitação humana de áreas 

florestais, antes preservadas, conduziu ao desmatamento, comércio irregular e 

consequente extinção de várias espécies vegetais nativas. Este fato, aliado ao 

pouco conhecimento sobre muitas outras espécies ainda existentes, ressalta a 

necessidade de implantação de políticas públicas eficazes no intuito de 
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preservar e identificar esta imensa biodiversidade vegetal brasileira (Brandão et 

al., 2013). 

A identificação de espécimes vegetais é essencial, pois medicamentos a 

base de plantas medicinais vêm sendo utilizados ao longo do tempo (Rates, 

2001; Thomas et al., 2011; Petrovska, 2012), sempre com crescente interesse 

na pesquisa e no desenvolvimento de novos fármacos contendo produtos de 

origem vegetal (Cordell, 1995; Shu et al.,1998; Simões et al., 2007; Chen et al., 

2011; Groussin e Antoniotti, 2012; Sireeratawong et al., 2012a; Sireeratawong 

et al., 2012b). São exemplos de alcaloides derivados de plantas medicinais, 

utilizados como medicamentos: a quinina, antimalárica, e a quinidina, utilizada 

no tratamento de arritmias cardíacas (oriundas da casca da Cinchona spp); 

além de tantos outros, como a atropina, que possui ação anticolinérgica 

(derivada das folhas e flores da Atropa belladonna); a fisostigmina, com 

atividade parassimpaticomimética (obtida das sementes da fava-de-calabar), 

utilizada no tratamento do glaucoma; e a morfina (derivada do ópio obtido do 

látex da flor da papoula, Papaver sominiferum), ainda considerada um dos 

analgésicos opioides de ação central mais utilizados (Phillipson, 2001; Gurib-

Fakim, 2006). Cabe ressaltar que o mercado da indústria farmacêutica é um 

dos mais lucrativos (Lobo, 2013) e a inovação tecnológica aliada à união entre 

universidade, empresa e governo são consideradas impulsionadoras do 

conhecimento, na busca por medicamentos para o tratamento de diversas 

doenças (Santos e Siani, 2012).  

Com o aumento da expectativa de vida também se elevaram os índices 

de doenças crônicas degenerativas e tumorais. Com o propósito de amenizar 
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sintomas e buscar a cura de doenças infecciosas, neurodegenerativas e 

tumorais, diversos estudos, aliados ao desenvolvimento biotecnológico, visam 

identificar novas moléculas, derivadas de plantas medicinais, que tenham 

interações com alvos moleculares específicos (Cragg e Newman, 2013; 

Phillipson, 2007; Mishra e Tiwari, 2011; Ansari et al., 2013; Lee et al., 2013). 

Como exemplo de agentes antitumorais comercializados, oriundos de plantas 

medicinais, podemos citar os alcaloides derivados da Vinca rósea Linn, 

Vimblastine e Vincristine; o quimioterápico Paclitaxel (Taxol), originário da 

casca da árvore do Teixo do Pacífico (Taxus brevifolia); e o Topotecan, 

antitumoral procedente da Camptotheca acuminata (Prakash et al., 2013; 

Sisodiya, 2013). 

A busca por novas drogas antitumorais, com eficácia superior às já 

utilizadas ou com mecanismos de ação diferentes, que tenham resultados 

significativos, no que se refere à resistência aos medicamentos atuais, aliada a 

menor toxicidade para o paciente (Alfaro et al., 2013; Yousef e Hussiem, 2015) 

são fundamentais, especialmente quando se considera que, somente em 2012, 

ocorreram 14,1 milhões de novos casos de câncer e 8,2 milhões de mortes por 

câncer no mundo. A previsão para 2030 é de uma incidência de 21,4 milhões 

de casos de câncer, com 13,2 milhões de óbitos (Ferlay et al., 2012). Nos 

Estados Unidos, os tipos de tumores mais prevalentes foram os de pele, 

pulmão, colon e reto, em ambos os sexos. Os homens foram mais acometidos 

por câncer de próstata e as mulheres por câncer de mama (Siegel et al., 2014). 

No Brasil, em 2014, a estimativa foi de 576 mil novos casos, portanto um 

problema de saúde pública. Os tumores de pulmão, colon e reto também 

acometeram os brasileiros de ambos os sexos. Os canceres de próstata, 
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estômago e da cavidade oral foram mais prevalentes nos homens. Já os 

tumores de mama, colo do útero e glândula tireoide apresentam uma 

frequência maior em mulheres (Instituto Nacional de Câncer José Alencar 

Gomes da Silva, 2014).  

A correta identificação e preservação de plantas medicinais, aliada ao 

conhecimento sobre a composição química, efeitos biológicos, segurança e 

interação medicamentosa de produtos de origem vegetal são indispensáveis 

para a comercialização e utilização destes compostos na pesquisa científica, 

indústria farmacêutica e pela população (Hu et al., 2005; Bhattarai, 2012; 

Rodrigues e Barnes, 2013).  

1.1. Piper gaudichaudianum Kunth 

Piper gaudichaudianum Kunth é uma planta medicinal da família das 

angiospermas, pertencente à ordem Piperales e à família Piperaceae, que 

compreende aproximadamente três mil espécies distribuídas em oito gêneros, 

dos quais se destacam os gêneros Piper, Peperomia e Pothomorphe. A família 

Piperaceae se destaca por produzir substâncias com grande potencial 

comercial na produção de novas drogas terapêuticas, sendo as pertencentes 

ao gênero Piper as mais estudadas e conhecidas quanto a sua composição 

química e suas propriedades biológicas. Destas, se destacam espécies como a 

pimenta, Piper nigrum, e outras de grande utilização medicinal, como a Piper 

betle, Piper longum, Piper angustifolium e Piper methysticum, de grande 

importância na medicina chinesa e indiana (Di Stasi e Hiruma-Lima, 2002). 

Azevedo e Silva (2006) destacam também o uso destas plantas por motivo 



18

religioso, contribuindo de forma negativa para o extrativismo vegetal na Mata 

Atlântica. 

As espécies do gênero Piper são as mais abundantes, com localização 

pantropical, podendo ser encontradas nas Américas Central e do Sul e em 

outros continentes, como a Ásia (Yuncker, 1958; Yuncker, 1961; Callejas, 

1989; Callejas e Johnson, 1989; Callejas, 1990; Meurer-Grimes, 1989; Luziatelli 

et al., 2010). No Brasil, comumente localizam-se na região da Mata Atlântica, 

compreendendo em torno de 460 espécies dispostas em cinco gêneros. 

Normalmente, predominam em locais úmidos abaixo das copas de árvores, 

mas também ocupam locais secos nas beiras de florestas (Carvalho-Okano e 

Alves, 1998; Figueiredo e Sazima, 2000; De Lima e Dos Reis, 2004; Medeiros, 

2006; Bardelli, 2008; Cavalheiro et al., 2013; Sarnaglia Junior et al., 2014). 

As plantas do gênero Piper caracterizam-se como arbustos, lianas, 

epífitas, ervas e pequenas árvores aromáticas, por possuírem células 

produtoras de óleos essenciais (Carvalho-Okano e Alves, 1998; Figueiredo e 

Sazima, 2000, Bratti et al., 2013). Apresentam caule nodoso, folhas pecioladas 

ou raramente sub-sésseis e estípulas adnatas ao pecíolo ou ausentes 

(Carvalho-Okano e Alves, 1998; Albiero et al., 2005). 

A análise química de espécies de Piper tem sido amplamente 

investigada em diversas partes do mundo com a identificação de vários 

compostos biologicamente ativos, como alcaloides (Gutierrez et al., 2013), 

fenilpropanoides, lignanas, terpenos, esteroides, flavonas, derivados do ácido 

benzoico, benzopirenos, dentre outros (Parmar et al., 1997; Figueiredo e 

Sazima, 2000; Lopes et al., 2007, Puhl et al., 2011; Yamaguchi et al., 2011). 
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Estes compostos derivados das espécies de Piper se destacam como potencial 

terapêutico por apresentarem propriedades analgésicas, anti-inflamatórias, 

antifúngicas, antimicrobianas (Di Stasi e Hiruma-Lima, 2002; Lago et al., 2004; 

Colvard et al., 2006; Koroch et al., 2007; Péres et al., 2009; Schmit e Riffel, 

2010; Puhl et al., 2011), antiprotozoárias (Batista Júnior et al., 2008, Batista 

Júnior et al., 2011) e antitumorais (Rai et al., 2011; Tak et al., 2011; Lai et al., 

2012; Bezerra et al., 2013; Wang et al., 2014). 

Piper gaudichaudianum é referida popularmente como iaborandi, 

jaborandi, murta ou pariparoba (Albiero et al., 2005).  Esta planta assemelha-se 

ao jaborandi verdadeiro e casos de troca ou até de falsificação comercial 

podem ocorrer. Embasado neste fato, Albiero et al. (2005) realizaram o estudo 

morfo-anatômico do caule e da folha de P. gaudichaudianum, a fim de 

estabelecer caracteres estruturais como auxílio na identificação e avaliação do 

controle de qualidade durante a comercialização desta planta como droga 

vegetal.  

Piper gaudichaudianum caracteriza-se como um arbusto de pequeno 

porte com folhas simples, alternas, curto-pecioladas, membranáceas, um 

pouco ásperas, acuminadas no ápice, assimétricas na base, estipuladas, com 

limbo inteiro de formato ovado-elíptico, de base oblíqua e de ápice cuspidado 

(Figura 1). A nervura principal apresenta, na base, oito feixes vasculares 

colaterais, que se reduzem a apenas um na região média e apical da folha. Na 

nervura, o colênquima está presente em ambas as faces da folha e, no 

parênquima, constam idioblastos cristalíferos, contendo ráfides e monocristais, 

bem como idioblastos oleíferos. Ainda, esta planta possui inflorescências do 
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tipo espiga, levemente curvadas, podendo atingir até oito centímetros de 

comprimento (Di Stasi e Hiruma-Lima, 2002; Albiero et al., 2005; Iwazaki et al., 

2006; Medeiros, 2006).   

 

Figura 1: Arbusto de Piper gaudichaudianum Kunth (Imagem do Laboratório de 

Palinologia da ULBRA). 

Insetos e morcegos utilizam a P. gaudichaudianum como fonte de 

alimento (De Lima e Dos Reis, 2004; Ramos, 2009), contribuindo para a 

dispersão de suas sementes, bem como para o processo evolutivo e a 

diversidade das florestas (Mikich et al., 2003; Teixeira, 2003). 

 Na região da Mata Atlântica, popularmente se utiliza a infusão das 

folhas frescas de P. gaudichaudianum para aliviar a dor nos dentes e as raízes 

frescas são mastigadas produzindo efeito anti-inflamatório (Figueiredo e 

Sazima, 2000; Di Stasi e Hiruma-Lima, 2002; Di Stasi et al., 2002).  

Péres et al. (2006a) estudaram a espécie P. gaudichaudianum 

comparando o método de extração clássico Soxhlet com o de extração por 

líquido pressurizado (PLE), relacionando a quantidade de material extraído com 

a sua composição química. Neste estudo foi utilizado éter de petróleo e etanol 
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na extração de terpenos, ácidos graxos e vitamina E das folhas de P. 

gaudichaudianum, a fim de verificar o efeito da polaridade do solvente no 

processo de extração. A análise dos extratos foi realizada por cromatografia 

gasosa (GC) com detecção por espectrometria de massas (MS). Como 

resultados, os autores identificaram que o processo de extração por PLE foi 

mais eficaz, simples e realizado em menor tempo. Os principais compostos 

identificados foram nerolidol, fitol e ácido palmítico. A maior concentração de 

nerolidol foi obtida na extração de Soxhlet com éter de petróleo, enquanto a 

maior concentração de ácido palmítico foi encontrada no extrato por PLE e éter 

de petróleo. Seguindo o estudo, no mesmo ano, estes autores investigaram a 

influência de alguns parâmetros experimentais relacionados com a extração de 

compostos das folhas de P. gaudichaudianum por PLE utilizando éter de 

petróleo como solvente extrator e identificando os compostos majoritários dos 

extratos deste espécime por GC-MS, encontrando como principais constituintes 

ácido palmítico, ácido esteárico e nerolidol. Além do extrato etanólico, outro 

componente biologicamente ativo muito estudado da espécie P. 

gaudichaudianum é o seu óleo essencial, objeto de estudo desta dissertação. 

1.2. Óleo essencial de P. gaudichudianum Kunth  

1.2.1. Aspectos gerais dos óleos essenciais 

Óleos essenciais são compostos naturais voláteis complexos, 

decorrentes do metabolismo secundário das plantas, caracterizados por 

apresentar odor forte e característico (Bakkali et al., 2008). São sintetizados 

pelas plantas e costumam atrair insetos, contribuindo para a polinização, mas 

também atuam como fator de proteção do vegetal contra pragas e predadores 
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(Bakkali et al., 2008; Ramos, 2009; Müller e Buchbauer, 2011; Mithöfer e 

Boland, 2012; Tisserand e Young, 2014).  

O teor dos compostos presentes no óleo essencial no vegetal é 

determinado geneticamente, mas a quantidade e a natureza dos constituintes 

ativos sofrem influência do ambiente, pela disponibilidade hídrica, temperatura, 

luz, radiação ultravioleta e nutrientes do solo. Neste sentido, torna-se 

importante respeitar a época em que o espécime vegetal é coletado, devendo 

ser observados a sazonalidade, bem como o período do dia ou da noite e a 

temperatura. Além disso, a idade e o desenvolvimento do vegetal também 

devem ser considerados, pois tecidos novos podem ter maior taxa 

biossintética, influindo diretamente na quantidade dos metabólitos produzidos e 

nas proporções relativas dos componentes da mistura (Gobbo-Neto e Lopes, 

2007; Tisserand e Young, 2014). 

Os óleos essenciais são líquidos apolares, lipossolúveis e solúveis em 

solventes orgânicos, apresentam cor límpida ou claro-amarelada. São 

sintetizados pelo vegetal e armazenados em células secretoras, células 

epidérmicas ou tricomas glandulares. Podem ser extraídos de várias partes das 

plantas, como raízes, brotos, caules, cascas, folhas, flores, frutos e sementes 

(Bakkali et al., 2008). 

Geralmente, os óleos essenciais são obtidos pelo método da 

(Ferhat et al., 2006). Por ser uma mistura volátil e complexa, a análise de seus 

compostos requer a utilização de mecanismos precisos de alta resolução, 

tendo a combinação da cromatografia gasosa (GC) acoplada à espectrometria 
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a 

cromatografia gasosa correlacionada acoplada à espectrometria de massas de 

relação de isótopos (GC-IRMS) por meio de uma interface de combustão tem 

provado ser um método ideal para avaliar a autenticidade de óleos (Tisserand e 

Young, 2014). Além disso, a utilização da Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência com detector ultra violeta (HPLC-UV) pode representar um método 

alternativo ou complementar para a análise de óleos voláteis, devido à sua 

versatilidade, sensibilidade e seletividade, constituindo-se o método de escolha 

para os compostos menos voláteis (Pourmortazavi e Hajimirsadeghi, 2007; 

Adams e Dev, 2010 et al., 2013; 

Bagheri et al., 2014; Tisserand e Young, 2014).  

Após a extração, Tisserand e Young (2014) preconizam que o óleo 

essencial deve ser corretamente armazenado, pois todos os compostos 

orgânicos estão sujeitos à degradação química, o que leva à perda das 

propriedades biológicas. Portanto, destacam que o óleo essencial deve ser 

armazenado em frasco âmbar fechado e refrigerado, ou seja, protegido da luz, 

do oxigênio e do calor, a fim de evitar a degradação decorrente da oxidação 

das suas moléculas. Ressaltam ainda que a presença de água provoca a 

deterioração, promovendo a oxidação e hidrólise de moléculas, tornando o óleo 

essencial opaco.   

Os óleos essenciais são amplamente conhecidos pelas suas 

propriedades biológicas com utilização na indústria de alimentos (Frutuoso et 

al., 2013), na cosmética e na agricultura, como larvicidas e pesticidas (Ferraz et 

al., 2010; Oh et al., 2012). Na indústria farmacêutica são empregados no 
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tratamento de diversas doenças, sendo incorporados em formulações de 

medicamentos antiespasmódicos, analgésicos locais, antinflamatórios, 

antiparasitários, antimicrobianos, fungicidas e antitumorais (Bakkali et al., 

2008).  

A resistência de micro-organismos aos antibióticos existentes, a 

resistência de diversos tumores a várias drogas antitumorais e a toxicidade 

elevada para o paciente, na utilização de inúmeros medicamentos no 

tratamento do câncer, conduziu à necessidade de alavancar a pesquisa e o 

desenvolvimento de novos antimicrobianos e antitumorais para tratar diversas 

doenças, impulsionando a busca por novos medicamentos derivados de óleos 

essenciais e de seus componentes. Para tal, há a necessidade da elucidação 

do mecanismo de ação destes compostos para a identificação de novos alvos 

terapêuticos, a fim de atingir vias biossintéticas não inibidas pelas drogas 

atuais (Alfaro et al., 2013; Boire et al., 2013). 

1.2.2. Característica química do óleo essencial de P. gaudichaudianum  

A análise química do óleo essencial de espécies de Piper tem sido 

amplamente investigada, identificando como compostos majoritários 

hidrocarbonetos monoterpenos, sesquiterpenos e os derivados de 

fenilpropanóides (Martins et al., 1998; Mundina et al., 1998; Sumathykutty et al., 

1999; Dos Santos et al., 2001; Mesquita et al., 2005; Péres et al., 2009; Ferraz 

et al., 2010; Morandim et al., 2010; Do Carmo et al., 2012; Santos et al., 2014). 

Von Poser et al. (1994) investigaram o óleo essencial das folhas frescas 

de P. gaudichaudianum e P. mikanianum, coletadas no sul do Brasil, 

encontrando pequenas quantidades de monoterpenos, dentre os quais, -
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-

-cariofileno (17,4%) foram majoritários.  

Andrade et al. (1998) verificaram duas amostras das folhas de P. 

gaudichaudianun denominadas A e B, encontrando como compostos 

majoritários do óleo essencial, respectivamente, 12,1% e 19,3% de -

cariofileno, 13,3% e 29,2% -humuleno, 15,7% e 3,7% -selineno e 

16,6% e 8,9% -selineno. Calderari (2002) encontrou os mesmos 

compostos majoritários no óleo essencial das folhas de P. gaudichaudianum, 

- -selineno (ambos 

com 5%), além de outros como espatulenol (5%) e óxido cariofileno (6%). 

Seguindo, De Morais et al. (2007) identificaram como constituintes majoritários 

do óleo essencial das folhas de P. gaudichaudianum, -selineno (15.77%) e 

óxido de cariofileno (16.63%).  

Péres et al. (2009) também investigaram a composição química do óleo 

essencial extraído das folhas secas de P. gaudichaudianum pelo método de 

hidrodestilação durante 4 horas, utilizando um aparelho do tipo Clevenger, em 

conformidade com o método recomendado pela European Pharmacopoeia 

(1983), produzindo 0,51% (w/v) de óleo essencial. O óleo destilado foi seco, em 

uma coluna de sulfato de sódio anidro, armazenado em frascos escuros 

fechados, acondicionados a 4ºC até a caracterização química realizada por 

cromatografia gasosa com detector de ionização de chama (GC-FID) e GC-MS. 

Foram identificados 47 componentes no óleo essencial bruto, representando 

92,3% do total de picos cromatográficos. Os compostos majoritários 

sesquiterpênicos totalizaram 87,6% da amostra, dentre os quais se destacaram 
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o (E)-nerolidol (22,4%), (E)- -humuleno (16,5%) e 

biciclogermacreno (7,4%). Monoterpenos e fenilpropanóides foram identificados 

em pouca quantidade (4,7%).  

1.2.3. Atividades farmacológicas de óleos essenciais, do óleo essencial 

de P. gaudichaudianum e de seus componentes majoritários 

 Diversas propriedades biológicas decorrentes de óleos essenciais de 

plantas têm sido descritas na literatura, tais como anti-inflamatória, analgésica, 

anticonvulsivante, anti-ulcerativa, antiprotozoária, antimicrobiana, antifúngica, 

antioxidante, antitumoral, larvicida, pesticida e repelente (Crowell, 1996; 

Ruberto e Baratta, 2000; Sylvestre et al., 2005, Sylvestre et al., 2006; De 

Morais et al., 2007; Autran et al., 2008; Bakkali et al., 2008; Ferraz et al., 2010; 

Miguel, 2010; Morandim et al., 2010; Nerio et al., 2010; Prakash et al., 2010; De 

Almeida et al., 2011; Lang e Buchbauer, 2012; De Sousa, 2011; Afoulous et al., 

2013; Frutuoso et al., 2013; Guimarães et al., 2013; Nogueira Neto et al., 2013; 

Nuzhat e Vidyasagar, 2013; Bagheri et al., 2014; Dias et al., 2014; Ghosh et al., 

2014, Oliveira et al., 2014; Da Silva et al.; 2014). Ademais, o uso de compostos 

derivados de óleos essenciais como potencializadores da ação de 

antimicrobianos e outros agentes convencionais utilizados em quimioterapia e 

radioterapia tem se mostrado uma estratégia promissora no tratamento de 

doenças infecciosas e tumorais (Legault e Pichette, 2007; Hemaiswarya et al., 

2008; Ravizza et al., 2008; Chiu et al., 2011; Gonçalves et al., 2011; Lesgards 

et al., 2011; Lesgards et al., 2014; Monteiro et al., 2014). 

 Bakkali et al. (2008) realizaram uma revisão sobre os efeitos biológicos 

dos óleos essenciais, referindo que a maioria dos óleos essenciais estudados 
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foi considerada antioxidante,  esta propriedade também foi reportada no estudo 

de Anthony et al. (2012). Entretanto, estudos recentes em células eucarióticas 

revelaram que os óleos essenciais também poderiam agir como pro-oxidantes, 

afetando principalmente as membranas celulares internas e organelas, tais 

como as mitocôndrias. Destacam ainda que estes compostos não são 

considerados genotóxicos, mas que, mesmo assim, podem exibir efeitos 

citotóxicos, de forma dose-dependente em células vivas. Estes autores 

enfatizaram que, em alguns casos, mudanças no potencial redox intracelular e 

disfunções mitocondriais, induzidas por óleos essenciais, poderiam estar 

associadas à capacidade de exercer efeitos anti-genotóxicos. 

As atividades biológicas dos óleos essenciais são consequência da sua 

composição, da ação e do sinergismo de seus componentes majoritários, 

agindo sobre diversos alvos moleculares celulares, como membranas e 

organelas, podendo interferir na síntese de energia celular (Bakkali et al., 2008; 

Tisserand e Young, 2014). Apesar dos benefícios da utilização de óleos 

essenciais, alguns de seus componentes podem comprometer a instabilidade 

genômica de células de mamífero, induzindo alterações como o aumento de 

células micronucleadas e multinucleadas, mitoses irregulares com fusos 

multipolares e mal localizados, bem como quebras cromossômicas, 

consequentes do aumento de espécies reativas de oxigênio intracelular 

(Catanzaro et al., 2012).  

Péres et al. (2009) investigaram os efeitos citotóxicos, mutagênicos e 

genotóxicos do óleo essencial das folhas de P. gaudichaudianum em células 

V79. Os resultados obtidos neste estudo revelaram que os efeitos citotóxicos 
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foram dose-dependentes, e uma diminuição significativa na sobrevivência 

celular foi observada a partir das concentrações de 0,5 µg/mL. Além disso, 

foram verificadas quebras simples no DNA em concentrações acima de 2 

µg/mL, bem como um aumento significativo na frequência de micronúcleos nas 

concentrações de 4 µg/mL, 6 µg/mL e 10 µg/mL. Os autores também referiram 

um aumento na peroxidação lipídica em doses crescentes a partir de 0,5 

µg/mL, sugerindo que o potencial oxidante observado foi, provavelmente, o 

responsável pelo efeito citotóxico e pelos efeitos genotóxicos no modelo celular 

estudado. Confirmando estes achados, Pículo et al. (2011), ao testar a 

atividade do nerolidol, um dos compostos majoritários do óleo essencial de P. 

gaudichaudianum, em células de mamífero, demonstraram que houve uma 

fraca indução dose-dependente nos níveis de danos no DNA das células 

analisadas, com aumento do número médio de células micronucleadas, nas 

doses mais elevadas testadas, apoiando a visão de que o nerolidol induziu 

clastogênese e genotoxicidade muito fraca nas células de ratos testadas. 

Entretanto, ao analisar a citotoxicidade do óleo essencial de P. 

gaudichaudianum em Saccharomyces serevisiae, Sperotto et al. (2013) 

revelaram que tanto o óleo essencial quanto o nerolidol não foram mutagênicos 

e que a citotoxicidade estava relacionada com a formação de lesões oxidativas. 

 Arruda et al. (2005) avaliaram a atividade do nerolidol contra os 

protozoários Leishmania amazonensis, L. braziliensis, L. chagasi promastigotas 

e L. amazonensis amastigotas, causadores de Leishmaniose, demonstrando 

uma inibição no crescimento dos protozoários com IC-50 de 85 µM, 74 µM, 75 

µM, e 67 µM, respectivamente. Com a dose de 100 µM ocorreu uma diminuição 

de 95% da infecção, mas em longo prazo, a infecção não foi curada. Os 
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autores atribuíram o efeito da droga ao bloqueio de um passo inicial na via do 

mevalonato, interferindo na síntese de isoprenóides e inibindo a biossíntese de 

dolicol, ergosterol e ubiquinonas, gerando danos às membranas celulares 

destes parasitas. Marques et al. (2011) consideraram o efeito do (E)-nerolidol 

sobre L. amazonensis decorrente da inibição da arginase, uma metaloenzima 

dependente de magnésio, essencial para a produção de ornitina e 

sobrevivência do protozoário. Monzote et al. (2010) mencionam a atividade do 

safrol (IC-50 de L. donovani. Do Carmo et 

al. (2012) também destacam a ação antiprotozoária do limoneno (IC-50 de 278 

µM) e do cariofileno  (IC-50 de 96 µM), referindo que estes compostos podem 

ser promissores coadjuvantes no tratamento da leishmaniose. 

Fernandes et al. (2007) descrevem as propriedades anti-inflamatórias de 

dois sesquiterpenos isolados do óleo essencial de Cordia verbenacea, mas 

também presentes no óleo essencial de P. gaudichaudianum -humuleno e 

(E)-cariofileno, demonstrando que o tratamento oral com ambos os compostos 

reduziu o fator de ativação de plaquetas, a bradicinina e o edema induzido por 

carragenina nas patas dos camundongos utilizados no estudo, bem como 

diminuiu a produção de prostaglandina E2 (PGE2), a síntese de óxido nítrico e 

a expressão de ciclo-oxigenase 2 (COX-2). Os autores também consideraram 

estes efeitos anti-inflamatórios comparáveis aos observados em animais 

tratados com dexametasona. 

  Brehm-Stecher e Johnson (2003) inferem que os componentes 

sesquiterpenóides de óleos essenciais, nerolidol, farnesol, bisabolol, e apritone, 

poderiam agir como coadjuvantes no tratamento de doenças infecciosas, 
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potencializando o efeito de drogas como a ciprofloxacina, clindamicina, 

eritromicina, gentamicina, tetraciclina, e vancomicina contra Staphylococcus 

aureus e, da polimixina B contra Escherichia coli, por promoverem maior 

permeabilidade bacteriana aos agentes antimicrobianos.  

Também, Gautam et al. (2014) expuseram a ação citotóxica do             

-humuleno e do -cariofileno sobre células tumorais em estudos in vivo e o 

efeito citotóxico do óleo essencial de P.gaudichaudianum sobre células V79. 

Os compostos - -humuleno demonstraram atividade contra 

células cancerígenas, sendo que o -cariofileno otimizou o efeito antitumoral do 

-humuleno, com ação superior quando utilizados juntos. -cariofileno também 

facilitou a passagem de paclitaxel através da membrana mitocondrial, 

potencializando a ação deste medicamento antitumoral (Legault e Pichette, 

2007).  

Park et al. (2011) relataram que o -cariofileno induziu a produção de 

espécies reativas de oxigênio na mitocôndria de células tumorais, sem 

aumentar o estresse oxidativo em células saudáveis. Este composto também 

apresentou propriedades antitumorais contra células de câncer de próstata e 

de mama, bem como em vários outros tipos de tumores sólidos (Kubo et al., 

1996), além de induzir apoptose em células de linfoma (Amiel et al., 2012). 

-humuleno foram ativos contra câncer de pulmão e colon 

(Sylvestre et al -humuleno ainda apresentou atividade antitumoral 

contra câncer de próstata (Loizzo et al., 2007) e de mama (Legault e Pichette, 

2007). Em contrapartida, Amiel et al -cariofileno atividade 

pró-apoptótica e antiproliferativa contra células tumorais, mas não contra as 



31

células normais, revelando uma possível ação seletiva deste composto contra 

células tumorais. 

1.2.4. Mecanismos celulares e moleculares envolvidos na citotoxicidade 

do óleo essencial de P. gaudichaudianum e de seus componentes 

majoritários 

Os óleos essenciais e seus componentes majoritários são compostos 

lipofílicos e pró-oxidantes, o que lhes confere a capacidade de atravessar a 

membrana plasmática celular (Bakkali et al., 2008), induzir citotoxicidade, 

genotoxicidade e mutagenicidade (Péres et al., 2009; Park et al., 2011; Cha e 

Kim, 2012). Mendanha et al. (2013) avaliaram a toxicidade de terpenos, dentre 

eles o nerolidol, constatando o aumento na fluidez da membrana celular.  

Buscando demonstrar o mecanismo antitumoral de diversos óleos 

essenciais de plantas, Gautam et al. (2014) realizaram uma revisão em 

aproximadamente 130 estudos disponíveis na literatura, destacando, em 

profundidade, vários mecanismos de ação dos diferentes óleos essenciais e 

seus constituintes reportados nas estratégias de tratamento para diferentes 

tipos de câncer. Este estudo verificou que os óleos essenciais e os seus 

constituintes agem por múltiplas vias e mecanismos que envolvem a indução 

de apoptose, alteração do ciclo celular, efeitos antimetastáticos e anti-

angiogênicos, além de promover o aumento dos níveis de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) e nitrogênio (ERN), modulação do reparo do DNA, dentre 

outros que demonstraram ter um efeito antiproliferativo em células tumorais, 

resumidos na Figura 2.  
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Figura 2: Mecanismo de ação dos óleos essenciais em células tumorais: OE 

podem permear a membrana celular e atuar em diferentes alvos celulares, 

induzindo a formação de ERO e ERN. O estresse oxidativo mitocondrial conduz 

à despolarização mitocondrial com a liberação do citocromo C para o 

citoplasma, clivagem da PARP, ativação de caspases e indução de apoptose 

em células cancerosas (adaptado de Gautam et al., 2014). 

Cha e Kim (2012) também destacaram a ação de monoterpenos na 

indução de morte celular em células de carcinoma oral epidermóide. Os 

autores constataram que o estresse oxidativo mitocondrial desempenhou papel 

fundamental na morte celular por apoptose, correlacionando este fato com a 

diminuição mitocondrial de proteínas Bcl2, liberação do citocromo C 

mitocondrial para o citosol com consequente ativação da via das caspases 3 e 

9, além da clivagem da proteína poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) e 

alteração do ciclo celular com o aumento do número de células na fase sub-G1 
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(Jo et al., 2012). Além do mais, Lesgards et al. (2014) inferem que estes efeitos 

poderiam ocorrer com pequenas modificações em células saudáveis e que, em 

células tumorais, também estariam relacionados com a superexpressão e 

regulação de enzimas de detoxificação do fígado, alterações no potencial de 

membrana mitocondrial, produção de radicais livres e modificação de genes 

indutores de tumor. 

A indução de apoptose tem sido relatada como o principal mecanismo 

de ação de drogas sintetizadas de plantas medicinais e de medicamentos 

antitumorais existentes (Chen et al., 2011). Além disso, Ueta et al. (2008) 

destacam que sistemas de reparo do DNA mitocondrial estão associados com 

a susceptibilidade de células cancerosas a agentes antitumorais. Estudando 

células de carcinoma oral de células escamosas, estes autores verificaram que 

a inibição da capacidade de reparo do DNA mitocondrial e a baixa regulação da 

8-oxoguanina-DNA glicosilase (OGG1) poderia ser uma estratégia útil no 

tratamento do câncer combinado com a radiação e a quimioterapia.  

Diversos autores, como já mencionado, referem alterações em 

membranas celulares e em organelas como a mitocôndria, alterações no ciclo 

celular, modulação no processo de reparo do DNA, modificação em genes 

indutores de tumor, dentre outras que culminam na indução de morte celular, 

devido à ação do óleo essencial de P. gaudichaudianum e de compostos 

- -cariofileno (Kubo et al., 1996; 

Legault e Pichette, 2007; Loizzo et al., 2007; Sylvestre et al., 2007; Amiel et al., 

2012; Cha e Kim, 2012; Gautam et al., 2014), capazes de gerar espécies 

reativas de oxigênio (ERO). 



34

Espécies reativas de oxigênio (ERO), incluindo os radicais livres, fazem 

parte do processo celular fisiológico e são resultantes do metabolismo do 

oxigênio, gerados principalmente na cadeia transportadora de elétrons 

mitocondrial, na peroxidação de lipídios e durante o processo inflamatório 

(Halliwell e Chirico, 1993; Shen et al., 2000; Barreiros e David, 2006; Burton e 

Jauniaux, 2011; Martin-Ventura et al., 2012). Fontes exógenas como a radiação 

ultravioleta (Farrukh et al., 2014) e agentes químicos, como os quimioterápicos, 

também são indutores de ERO intracelular (Campos et al., 2014). Radicais 

livres são átomos ou moléculas com um elétron desemparelhado em seu orbital 

de valência, conferindo alta reatividade química a estes elementos, dentre os 

quais se destacam, como os mais importantes, os radicais hidroxil (HO ), ânion 

superóxido (O2 ), óxido nítrico (NO ), alcoxil (RO ), peroxil (ROO ) e peroxinitrito 

, como o ácido hipocloroso (HOCl), o peróxido de 

hidrogênio (H2O2), o oxigênio singlete (1O2) e o ozônio (O3) não são radicais 

livres, mas estão envolvidos em reações que geram estes produtos (Halliwell, 

2001; Picada et al., 2003; Burton e Jauniaux, 2011; Da Silva e Ferrari, 2011; 

Halliwell, 2012). 

Além de constituírem-se produtos inevitáveis, ERO fazem parte da 

regulação de funções celulares importantes, como no controle de fatores de 

transcrição, proteínas cinases e fosfatases (Mansfield et al., 2005; Jones, 2006; 

Bartosz, 2009), bem como podem elevar os níveis de enzimas envolvidas nos 

mecanismos de defesa antioxidante e metabolização de xenobióticos (Valko et 

al., 2007; Halliwell, 2008; Circu e Aw, 2010; Ma, 2010; Procházková et al., 

2011; Altenhöfer et al., 2014; Bereiter-Hahn, 2014). Elmann et al. (2009) 

revelaram efeito protetor neuronal contra peróxidos de hidrogênio decorrente 
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do estímulo do sistema antioxidante no uso de alguns compostos encontrados 

em óleos essenciais, dentre os q -humuleno e o -

cariofileno.  Por outro lado, quando há excesso na produção de ERO, estas 

podem oxidar irreversivelmente lipídios (Halliwell e Chirico, 1993; Lima e 

Abdalla, 2001; Sultana et al., 2011; El-Beltagi e Mohamed, 2013), proteínas 

(Burton e Jauniaux, 2011) e o DNA (Berquist e Wilson, 2012; Alexeyev et al., 

2013).  

 A oxidação de lipídios pode desencadear reações em cadeia, 

danificando diferentes polissacarídeos, ácidos graxos, alterando a 

permeabilidade da membrana celular e de diferentes organelas como a 

mitocôndria, retículo endoplasmático e peroxissomos (Bakkali et al., 2008; Cao 

e Kaufman, 2014; Chaudhari et al., 2014). O aumento da fluidez da membrana 

mitocondrial leva à perda de radicais, proteínas e íons, diminuindo o potencial 

de membrana mitocondrial e induzindo a sua despolarização (Kowaltowski et 

al., 2009; Brand e Nicholls, 2011). Estes fatores levam à redução na geração 

de ATP e consequente colapso bioenergético da célula (Chandel, 2014). Além 

disso, a passagem do citocromo C mitocondrial para o citosol conduz à 

ativação da morte celular por apoptose (Candé et al., 2002; Bogner et al., 2010; 

Cha e Kim, 2012). Ferreira et al. (2012) testaram a ação do nerolidol em células 

hepáticas de ratos e em células de carcinoma hepático humano, revelando a 

redução da produção de ATP mitocondrial e diminuição da bioenergética 

destas células, refletida na diminuição da viabilidade celular e morte por 

apoptose. 



36

Ainda, a abertura de canais de íons induzida pelo estresse oxidativo, 

como ocorre no retículo endoplasmático com a abertura dos canais de cálcio, 

pode interferir no dobramento de proteínas e consequente perda de função, 

bem como o acúmulo de proteínas intracelulares, o que também pode levar à 

morte celular (Burton e Jauniaux, 2011). 

Os danos no DNA estão relacionados com alterações nas bases 

nucleotídicas e na estrutura açúcar-fosfato do DNA, originando um amplo 

espectro de lesões não volumosas, como a oxidação da guanina (8-oxo-7,8-

dihidro- -desoxiguanosina) e volumosas, como sítios abásicos, quebras 

simples (SSB) e duplas (DSB), pontes intra e inter cadeia e formação de adutos 

nas fitas de DNA (Hoeijmakers, 2001; Berquist e Wilson, 2012).  

A oxidação da guanina, pela adição de um oxigênio na posição do 

carbono 8 e de um hidrogênio na posição do nitrogênio 7, gerando a 7,8-

dihidro-8-oxoguanina (8-oxo-G), já é considerada um biomarcador estabelecido 

do efeito da oxidação no DNA. Seu potencial mutagênico consiste na formação 

de pareamentos 8- - este último, uma transversão no 

pareamento entre as bases, pareando com adenina ao invés de parear com a 

base citosina, podendo passar despercebido durante a replicação do DNA e 

induzir mutações (Cooke et al., 2003; German et al., 2013; Kasymov et al., 

2013). 

Como forma de defesa contra os efeitos deletérios das ERO, as células 

desenvolveram sistemas antioxidantes, de adaptação e vias de reparo como o 

reparo por excisão de bases (BER), reparo por excisão de nucleotídeos (NER), 

recombinação homóloga (HR) e recombinação não homóloga (NHEJ) 
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(McCullough et al., 1999; Hoeijmakers, 2001; Picada et al., 2003; Sancar et al., 

2004; Agnoletto, 2006; Jackson e Bartek, 2009; Ciccia e Elledge, 2010; 

Berquist e Wilson, 2012; Damasceno, 2013; German et al., 2013).  

O sistema de defesa antioxidante visa neutralizar espécies reativas, 

evitando danos às estruturas celulares. Para Halliwell e Gutteridge (1995), 

caracteriza-se como antioxidante qualquer substância que, quando presente 

em baixas concentrações, em comparação com um substrato oxidável, impede 

os danos oxidativos de moléculas alvo. Segundo López-Alarcón e Denicola 

(2013), a ação antioxidante engloba a regulação positiva de enzimas 

antioxidantes e desintoxicantes, modulação do redox celular e a expressão de 

genes, além de neutralizar os danos produzidos pela ação de radicais livres. 

Participam deste processo as enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (Barbosa et al., 2010; Reczek e Chandel, 

2015), assim como as proteínas ligadas ao ferro, transferrina e ferritina, 

coenzima Q10, dentre outras, além dos antioxidantes adquiridos pela dieta, 

como as vitaminas C, E, A e os compostos flavonoides (Forbes-Hernández et 

al., 2014; Vasconcelos et al., 2014). Cabe ressaltar que, dependendo de sua 

concentração, muitos destes compostos podem agir como antioxidantes ou 

pró-oxidantes (Aust, 1995; Duarte e Lunec, 2005; Villanueva e Kross, 2012; 

Carocho e Ferreira, 2013).  

A SOD é uma metaloproteina localizada na matriz mitocondrial (SOD-

Mn), no espaço intermembrana mitocondrial e no citoplasma da célula (SOD-

CuZn). Catalisa a dismutação do ânion superóxido em oxigênio molecular e 

peróxido de hidrogênio (2O2 2 + H2O2). Vários estudos 
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correlacionam alterações na SOD com doenças degenerativas (Buettner, 2011; 

Candas e Li, 2014). Outra enzima que catalisa o peróxido de hidrogênio em 

água é a CAT (H2O2 2 + H2O). Esta enzima está presente em todos os 

tecidos e contém um átomo de ferro+3 em cada uma de suas quatro 

subunidades. A literatura associa doenças metabólicas, como o diabetes, com 

mutações no gene da CAT (Camara et al., 2010; Angeli, 2011). Da mesma 

forma que a CAT, a GPx transforma o peróxido de hidrogênio em água. Sua 

atividade depende da glutationa reduzida (GSH), por meio de NADPH, que é 

oxidada (GSSG), conforme a reação: 2GSH + H2O2  3GSSG + 2H2O ou 

 GSSG + ROH + H2O (Angeli, 2011). Baixos níveis de GPx 

podem estar correlacionados com doenças cardiovasculares (Arthur, 2000). 

Para a manutenção de um nível basal de GSH no organismo, a conversão de 

GSSG em GSH é catalisada pela enzima glutationa redutase (GSSG + NADPH 

+ H+ +) (Arthur, 2000; Camara et al., 2010). Além disso, o 

tratamento com N-acetilcisteína (NAC), um aminoácido precursor da glutationa, 

poderia proteger as células de danos oxidativos por meio da manutenção dos 

níveis deste peptídeo (Raza et al., 2014). Outras proteínas antioxidantes são as 

tiorredoxinas (Trx), com ação sobre diferentes substratos, como o peróxido de 

hidrogênio, peroxinitrito e hidroperóxidos orgânicos. Sua atividade é regulada 

por fosforilação de um resíduo de cisteína, catalisando as reações: H2O2 + 

Trx(SH)2 2 -O- -OH + H2O + RSSR 

(Camara et al., 2010). 

Segundo Kannan et al. (2014), células com maior número de 

mitocôndrias podem apresentar maior absorção de oxigênio e suportar maior 

nível de ERO, bem como o acúmulo de mutações por oxidação do DNA. 
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Hipóteses como estas podem estar relacionadas com a adaptação celular ao 

estresse oxidativo e maior predisposição a doenças tumorais. Além do mais, 

falhas nos processos de reparo ou na indução de morte celular estão 

envolvidas com a etiopatogenia de diversas doenças hereditárias, 

degenerativas e tumorais (Barzilai et al., 2002; Barzilai e Yamamoto, 2004; 

David et al., 2007; Ziech et al., 2010; Kryston et al., 2011; Vurusaner et al., 

2012; Federico et al., 2012; Wallace et al., 2012; Yan et al., 2013; Bogeski e 

Niemeyer, 2014; Mofluoglu et al., 2014; Pagano et al., 2014; Scott et al., 2014; 

Wang et al., 2014), como ocorre nas síndromes de Cockayne, Xeroderma 

Pigmentoso e Anemia de Fanconi, bem como nos defeitos de desenvolvimento, 

anomalias neurológicas e envelhecimento precoce (Da Silva e Ferrari, 2011; 

Berquist e Wilson, 2012; Dizdaroglu, 2012). 

A ativação da resposta ao dano no DNA é mediada por proteínas 

cinases e poli (ADP-ribose) polimerase (PARP), comumente ativadas pela 

ruptura nas fitas de DNA (SSB ou DSB) e formação de sítios abásicos no DNA 

(Huber et al., 2004; Ciccia e Elledge, 2010; Ko e Ren, 2012; Gospodinov e 

Herceg, 2013). A poli (ADP-ribose) polimerase 1 (PARP-1) é a mais abundante 

de uma família de 18 proteínas que atuam em diversas vias, como na 

replicação do DNA e na regulação de processos celulares como transcrição, 

diferenciação celular, atividade da telomerase, organização do citoesqueleto e 

reparo do DNA (Damasceno, 2013). A PARP-1 atua como um sensor de danos 

no DNA e, quando ativada, pode contribuir para a sinalização de proteínas 

envolvidas no reparo do DNA, colaborando para a estabilidade genômica e a 

sobrevivência celular (Bouchard et al., 2003; Lilyestrom et al., 2010; Ko e Ren, 

2012). PARP-1 media o acúmulo de proteínas cinases do complexo MRN 
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(Mre11, Rad 50 e Nbs1) que identificam quebras nas fitas do DNA e recrutam 

duas proteínas transdutoras, Ataxia Telangiectasia mutada (ATM) e Ataxia 

Telangiectasia relacionada (ATR), que promovem a fosforilação de outras 

proteínas efetoras no processo de reparo do DNA (Huber et al., 2004; Lisby et 

al., 2004; Guo et al., 2010; Polo e Jackson, 2011; Williams et al., 2011; Chen et 

al., 2012; Ditch e Paull, 2012; Hegde et al., 2012; Ray et al., 2012; Gobbini et 

al., 2013). Além disso, PARP-1 e PARP-2 também ativam modificações em 

histonas pela 

cromatina, dependente de ATP, a fim de possibilitar o acesso dos fatores 

envolvidos no reparo do DNA ao local da lesão (Huber et al., 2004; Yélamos et 

al., 2008; Ciccia e Elledge, 2010; Zhu e Wani, 2010; Ko e Ren, 2012). Outras 

alterações, como a acetilação e desacetilação, também desempenham papel 

fundamental no reparo de DSBs, promovendo o relaxamento de histonas pela 

diminuição da interação N-terminal destas proteínas com grupos fosfato do 

DNA (Tamburini e Tyler, 2005).  

As proteínas sirtuínas, em especial a SIRT-1, também atuam na 

homeostase bioenergética celular e no controle da transcrição por meio de 

acetilação, agindo em diversos locais como núcleo, citoplasma e mitocôndria 

(Chang e Guarente, 2014). Sirtuínas são proteínas dependentes de NAD+, e 

contribuem na regulação da resposta ao estresse oxidativo (Liu et al., 2009; 

Nakagawa e Guarente, 2011; Cho et al., 2013), além de atuar no reparo de 

DSBs (Rahman e Islan, 2011). Como a ativação de PARP-1 consome NAD+, 

leva à diminuição da atividade de SIRT-1. Já a inibição de PARP-1 conserva os 

níveis de NAD+, modulando a atividade de SIRT-1, importante no controle de 

doenças metabólicas e tumorais (Deng, 2009; Bai et al., 2011). 
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A PARP-1 desempenha papel chave ativando a via do BER (Sodhi et al., 

2010), que atua primariamente no reparo da 8-oxoG. As proteínas DNA 

glicosilases OGG1 removem a 8-oxoG do par 8- -

et al., 2001; Paz-Elizur et 

al., 2008). Após a identificação e remoção da base alterada por endonucleases, 

a DNA polimerase e a DNA ligase restabelecem a integridade da fita do DNA 

concluindo o processo de reparo (David et al., 2007), conforme ilustrado na 

Figura 3. Sperotto et al. (2013) correlacionaram o dano oxidativo no DNA, 

induzido pelo óleo essencial de P. gaudichaudianum, em Saccharomyces 

cerevisiae, com o BER.

Figura 3: Mecanismo de reparo da via curta do BER na remoção da 8-oxoG: 

Após a identificação do dano (G-O), as DNA glicosilases OGG1 e MUTYH, em 

conjunto com endonucleases, removem a base alterada, gerando um sítio AP. 

A proteína PARP1 atua neste processo como um sensor de danos, atuando no 

reparo de quebras de fita simples (SSBs) no DNA. PARP1 inicia a síntese do 
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polímero de PADPR, o que promove sua ativação, e adiciona polímeros de 

ribose em outras proteínas, como a DNA polimerase  e a DNA ligase, 

recrutando-as para o reparo no DNA que é fielmente reconstituído. PARP1 e 

SIRT1 são dependentes de NAD+ e a ativação de uma promove a inibição da 

outra (adaptado de David et al., 2007; Ko e Ren, 2012). 

Todavia, dependendo da extensão do dano no DNA ou da inibição da 

atividade das proteínas envolvidas no processo de reparo, pode ocorrer a 

parada no ciclo celular e a ativação da morte celular por apoptose e/ou necrose 

(Boonstra e Post, 2004; Kroemer et al., 2007; Cairrão e Domingos, 2010). 

PARP-1 pode induzir a morte celular por apoptose ou necrose e a transcrição 

de genes pró-inflamatórios (Sodhi et al., 2010), pois toda a atividade da PARP 

ocorre com depleção energética celular e sua ativação consistente pode levar à 

morte celular por necrose, decorrente do colapso celular (Ying, 2008). Na morte 

celular por apoptose, a PARP-1 (113 kDa) sinaliza a liberação de AIF (fator 

indutor de apoptose) da mitocôndria para o núcleo, promovendo a clivagem da 

PARP-1 em 2 fragmentos, de 24 kDa e 89 kDa, pelas caspases 3 e 7. 

Pressupõe-se que isto ocorra, provavelmente, para preservar o ATP celular, 

inibindo o processo de reparo da célula, poupando a energia para os processos 

de morte por apoptose (Bouchard et al., 2003; Sodhi et al., 2010).  

Na terapia contra o câncer, a inibição da PARP-1 pode aumentar a 

eficiência da terapia antitumoral, por impedir a inflamação por necrose induzida 

pela superexpressão de PARP-1, decorrente do dano no DNA (Giansanti et al., 

2010). Javle e Curtin (2011) destacam o uso de inibidores da PARP (PARPi) 

como potencializadores no tratamento contra o câncer, pois estes PARPi 

atuariam em tecidos deficientes no mecanismo de reparo por recombinação 

homóloga (RH), sem danificar os tecidos normais.  
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Tendo em vista as diferentes propriedades biológicas atribuídas ao óleo 

essencial de P. gaudichaudianum, ainda há a necessidade de uma melhor 

compreensão sobre o seu mecanismo de ação. Neste sentido, este trabalho 

busca contribuir para o conhecimento dos processos celulares e moleculares 

envolvidos na citotoxicidade do óleo essencial de P. gaudichaudianum. 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo Geral 

 A proposta deste trabalho é ampliar o conhecimento sobre os 

mecanismos envolvidos na citotoxicidade do óleo essencial das folhas de P. 

gaudichaudianum em células de fibroblastos de pulmão de hamster chinês 

(V79).  

2.2.  Objetivos específicos 

 a) Identificar a composição química do óleo essencial de P. 

gaudichaudianum, utilizando as técnicas de cromatografia gasosa com 

ionização de chama (GC-FID) e cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massa (GC-MS).  

b) Avaliar a viabilidade celular após o tratamento com diferentes 

concentrações do óleo essencial de P. gaudichaudianum utilizando o ensaio de 

azul de trypan. 

c) Identificar o tipo de morte celular induzida pelo óleo essencial de P. 

gaudichaudianum utilizando marcação com anexina V-PE e 7-AAD. 

d) Avaliar a interferência do óleo essencial de P. gaudichaudianum no 

potencial mitocondrial através de marcação com rodamina 123. 

e) Verificar a formação de espécies reativas induzidas pelo óleo 

essencial de P. gaudichaudianum utilizando a marcação com DCFH. 
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f) Analisar a atividade das enzimas envolvidas na resposta ao estresse 

oxidativo, superoxido dismutase e catalase, após o tratamento com o óleo 

essencial de P. gaudichaudianum. 

g) Verificar a ação da N-acetilcisteína na citotoxicidade induzida pelo 

óleo essencial de P. gaudichaudianum. 

h) Verificar o nível de expressão das proteínas SIRT-1 e PADPR após 

tratamento com o óleo essencial de P. gaudichaudianum. 
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Abstract 

 The Piper gaudichaudianum Kunth essential oil (EO) has pharmacological 

properties such as anti-inflammatory, antimicrobial and antitumor activities as a result 

of the synergistic action of its major components. In order to improve the understanding 

of the cytotoxicity and the mechanism of action of the EO in mammalian cells, our 

study aims to evaluate the chemical composition of the EO, as well as cell viability, 

mitochondrial function, formation of free radicals, proteins involved in cellular response 

and induction of cell death after 3 h and 24 h of treatment with different concentrations 

of EO. 93.32% of EO components were identified by GC-FID and GC-MS. The major 

components were (E)-nerolidol (31.13%) and -humulene (14.83%). The EO decreased 

the percentage of viable V79 cells, exerting dose-dependent cytotoxic effect, with IC50 

4.15 g/ml and 4.49  h and 24 h treatment, respectively; increased 

mitochondrial depolarization, indicating that mitochondrial membranes are damaged by 

permeabilization; increased ROS production and reduced SOD activity, resulting in a 

pro-oxidant state; increased PADPR and decreased SIRT1 levels, acting in the cell 

death induction, by necrosis and late apoptosis. Furthermore, pretreatment of cells with 

N-acetyl cysteine (2 mM) restored cell viability, confirming the involvement of ROS in 

mediating the induced effects. Therefore, this work is an important contribution to the 

understanding of the cytotoxicity and the mechanism of action of the EO in mammalian 

cells.  

Keywords: Piper gaudichaudianum Kunth, essential oil, citotoxity.
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1. Introduction 

 Medicinal plants have been used over time, always with growing interest in the 

research and development of new drugs containing their active principles (Chen et al., 

2011; Gurib-Fakim, 2006; Monteiro et al., 2014; Rai et al., 2011; Shu, 1998). Essential 

oils are natural and volatile aromatic compounds, consisting of a variety of terpenes and 

terpenoids (Bakkali et al., 2008). They can be extracted from different parts of the plant 

by different methods, among them hydrodistillation (Ferhat et al., 2006), and their 

composition can be analyzed through gas chromatography coupled to mass 

spectrometry (GC/MS) (Bakkali et al r and Buchbauer, 2010; Smelcerovic 

et al., 2013). Essential oils have biological properties such as analgesic, anti-

inflammatory (Fernandes et al., 2007), bactericidal, virucidal, fungicidal (Boire et al., 

2013; Schmit and Riffel, 2010), antiparasitic (Ferraz et al., 2010; Marques, et al., 2011), 

insecticidal and larvicidal (De Morais et al., 2007; Dias and Moraes, 2014; Ferraz et al., 

2010; Mithöfer and Boland, 2012), with applications in medicine, agriculture and food 

industry (Frutuoso et al., 2013; Gutierrez et al., 2013). Some studies characterized some 

essential oils as antioxidants (Anthony et al., 2012; Ruberto and Baratta, 2000) and 

antitumoral agent (Legault et al., 2003; Legault and Pichette, 2007; Lesgards et al., 

2011; Lesgards et al., 2014; Monteiro et al., 2014). On the other hand, other studies 

show that essential oils may have pro-oxidant effects by acting on cell membranes and 

organelles such as mitochondria (Forbes-Hernández et al., 2014). These effects are 

dependent on the concentration used and the synergism of the major compounds of the 

EO (Bakkali et al., 2008). They can induce cytotoxicity, genotoxicity and mutagenicity 

(Bakkali et al., 2008; Tisserand and Young, 2014.). Cytotoxicity appears to be related to 

the formation of reactive oxygen species (ROS) and induction of cell death by apoptosis 

and/or necrosis (Gautam et al., 2014; Jo et al., 2012). 
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 The family Piperaceae comprises about three thousand species distributed in 

eight genera, of which Piper and Peperomia are the largest (Callejas, 1989, 1990; 

Callejas and Johnson, 1989; Meurer-Grimes, 1989; Luziatelli et al., 2010; Yuncker, 

1958, 1961), with 265 and 166 described species in Brazil, respectively, which were 

found particularly in the Atlantic Forest (Bardelli et al., 2008; Carvalho-Okano and 

Alves, 1998; Cavalheiro et al., 2013; Figueiredo and Sazima, 2000; Medeiros, 2006; 

Sarnaglia Junior et al., 2014). The species Piper gaudichaudianum Kunth belongs to the 

Piperaceae family and is popularly known as jaborandi or iaborandi, or as murta and 

pariparoba (Di Stasi and Hiruma-Lima, 2002). In folk medicine, the leaves of P. 

gaudichaudianum are used to relieve toothache, and several studies have been 

conducted to identify analgesic, anti-inflammatory and antifungal activities (Di Stasi et 

al., 2002; Di Stasi and Hiruma-Lima, 2002; Péres et al., 2009). 

 The first published work on P. gaudichaudianum species deals with the analysis 

of the essential oil and phytochemical study of the leaves, reporting as major 

compounds flavonoids, triterpenes and alkaloids (Gutierrez et al., 2013; Parmar, 1997). 

Our group started the study on the essential oil of P. gaudichaudianum (EO) with Péres 

et al. (2006a, 2006b, 2009) by investigating the chemical composition, as well as 

cytotoxicity, mutagenicity and genotoxicity of the EO in Chinese hamster fibroblasts 

lung cells (V79 cells). Oxidative damage was probably the cause of genotoxic damage; 

however, we have suggested the need for further testing to validate this hypothesis. 

Continuing, Sperotto et al. (2013) suggested that neither the essential oil nor one of its 

major compounds, nerolidol, were mutagenic. The authors also claimed that the 

cytotoxicity induced by the EO was related to the formation of oxidative lesions, 

nerolidol being primarily responsible for biological effects induced by the EO. 
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 Some of the components present in the EO, such as nerolidol, caryophyllene and 

-humulene, have cytotoxic activity against tumor cells (Legault et al., 2003; Loizzo et 

al., 2007; Sylvestre et al., 2007). There is evidence that the lipophilic character of the 

essential oil may affect the structure of cell walls and membranes, particularly 

mitochondrial membranes, which may interfere with the cellular redox state as a result 

of a pro-oxidant effect. This might cause damage to lipids, proteins and DNA, inducing 

apoptosis and/or necrosis (Bakkali et al., 2008; Gautam et al., 2014; Lesgards et al., 

2014; Ueta et al., 2008). In order to improve the understanding of the cytotoxicity and 

the mechanism of action of the EO in mammalian cells, our study aims to evaluate the 

chemical composition of the essential oil, as well as cell viability, mitochondrial 

function, free radicals formation, proteins involved in the oxidative stress response and 

cell death induction in V79 cells after treatment with P. gaudichaudianum essential oil. 

2. Materials and methods 

2.1. Materials 

 Eagle Medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), 

trypsin ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), L-glutamine, antibiotics 

(penicillin/streptomycin) were purchased from Gibco BRL (Grand Island, NY, USA). 

Annexin V-Phycoerythrin (PE) and 7-Amino-Actinomycin (7-AAD) were purchased 

from BD Biosciences (San Diego, CA). Trypan blue, hydrogen peroxide (H2O2 -

dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA), dimethylsulfoxide (DMSO) and rhodamine 

123 were purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Anti-PADPR antibody 

and horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse IgGs were supplied by Abcam 

(Cambridge, UK). Anti-SIRT1 and anti-actin specific antibodies, horseradish 
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peroxidase-conjugated anti-rabbit and anti-mouse IgGs were purchased from Santa Cruz 

Biotechnology (Dallas, TX, USA). All others reagents were analytical grade.  

2.2. Sample  

 The leaves of P. gaudichaudianum were acquired from Riozinho (Rio Grande do 

Sul) in January, 2013. The leaves were dried outdoors in the shade. The essential oil 

was obtained by hydrodistillation process for 4 h, using a Clevenger type apparatus, in 

accordance with the method recommended by the British Pharmacopoeia Commission 

(2013), producing 0.5% (w/v) of essential oil. The oil was dried over anhydrous sodium 

sulfate and stored in a closed dark vial at 4 °C until use. The essential oil was diluted 

(1:100 v/v) in hexane prior to GC-FID and GC-MS.  

2.3. Analysis by Gas Chromatography-Flame Ionization (GC-FID) and Gas 

Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) 

 Analyses were performed with a Shimadzu GC-FID (Model G17A) and two 

capillary columns: OV-05 and Supelcowax 10 (60 m x 0.25 mm i.d., film thickness 0.25 

µm). A Shimadzu GC-MS (Model QP5050-A) was also employed using 70 eV as the 

ionization energy in the electron impact mode. The carrier gas was helium with a flow 

rate of 1 mL/min. Initial column temperature for the OV-05 was 60 °C and it was 

programmed to reach 250 °C at a rate increase of 3 °C/min. For the Supelcowax the 

temperature program was set to start at 40 °C with a rate increase of 3 °C/min to a final 

temperature of 220 °C. Triplicate analyses were performed in both chromatographic 

systems with 1 µL of a 1% (v/v) hexanic solution of the essential oil. Compounds were 

identified by (I) comparison of their retention indexes (RI) relative to C9-C22 n-alkanes 

obtained on OV-05 columns, with those provided in the literature and (II) comparison 

of their mass spectra with those recorded in NIST 08 (National Institute of Standards 
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and Technology) and Wiley 275 libraries or with mass spectra from the literature 

(Adams and Dev, 2010). The percentage composition of the essential oil was computed 

by the normalization method from the GC peak areas, assuming identical mass response 

factor for all compounds. Results were calculated as mean values of two injections from 

essential oil, without using correction factors. All determinations were performed in 

triplicate and averaged. 

2.4. Cell culture and treatments 

 V79 cells were cultured under standard conditions in DMEM supplemented with 

10% heat-inactivated FBS, 0.2 mg/mL L-glutamine, 100 IU/mL penicillin, and 100 

µg/mL streptomycin. Cells were kept in tissue-culture flasks at 37 °C in a humidified 

atmosphere containing 5% CO2 and harvested by treatment with 0.15% trypsin-0.08% 

EDTA in PBS. The EO, dissolved in DMSO, was added to FBS-free media to achieve 

the different designed concentrations (1, 2.5, 5 and 10 µg/mL). The final DMSO 

concentration in the media never exceeded 0.2%, and the negative control was exposed 

to an equivalent concentration of solvent. Hydrogen peroxide (H2O2) and doxorubicin 

were used as a positive controls. Cells (5 x 105 cells) were seeded in complete media 

and grown for one day prior to treatment with the essential oil. The cells were treated 

for 3 h and 24 h under standard conditions. After treatment, cells were analyzed with 

trypan blue (survival), DCFH-DA (reactive species formation), rhodamine 

(mitochondrial function), Annexin V-PE and 7-AAD (cell death). To measure SOD and 

CAT activity, 1 x 106 cells were grown overnight before treatment, as described below.  
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2.5. Trypan blue exclusion assay (TB) 

 Cell viability was measured by TB exclusion, as previously described by Uliasz 

and Hewett (2000). Briefly, after treatment cells were detached using trypsin, 

resuspended in PBS, stained with trypan blue, and counted using a Neubauer chamber, 

and then their viability was calculated. The survival was calculated as a relative 

percentage to the survival of the negative control (considered 100% viability value). 

2.6. Assessment of cell death by flow cytometric analysis 

 Annexin V-PE was used in conjunction with a vital dye, 7-AAD, to distinguish 

apoptotic (Annexin V-PE positive, 7-AAD negative) from necrotic (Annexin V-PE 

positive, 7-AAD positive) cells. After treatment, cells were trypsinized, collected and 

-PE. Cells were incubated 

-A

of binding buffer were added. Before analysis, cells were filtered through a cell strainer 

cap fitted to a polystyrene round bottom flow cytometric tube. Data were collected and 

analyzed by a FACS Calibur flow cytometer with CellQuest software, in a total of 

10,000 events per sample; fluorescence was quantified and the percentage of viable, 

early apoptotic, late apoptotic and necrotic cells was determined. 

2.7. Rhodamine assay to determination of mitochondrial depolarization 

 Transmembrane mitochondrial potential was evaluated using Rho-123 

incorporation according to the method described by Marinho-Filho et al. (2010). Rho-

123 is a cell-permeable, cationic, fluorescent dye that is readily sequestered by active  

mitochondria without inducing cytotoxic effects. After treatment cells were washed and 
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incubated with Rhodamine 123 for 15 min in the dark at 37 °C. After incubation, cells 

were washed and incubated with PBS for 30 min in the dark. Rho-123 fluorescence was 

measured using 488 nm excitation and 530/30 nm band pass emission filters using a 

FACS Calibur flow cytometer with CellQuest software. A total of 10,000 events were 

quantified per sample and the percentage of mitochondrial depolarization was 

determined. 

2.8. DCFH-DA assay for the determination of ROS generation 

 -

dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) as a fluorescent probe. The dye is a non-polar 

compound that readily penetrates into cells. Intracellular peroxides oxidize DCFH-DA 

- -dichlorofluorescein (DCF) (Kumar et al., 2014). 

After treatment cells were washed and incubated with 10 µM DCFH-DA for 30 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 DCFH-oxidation was 

measured using 488 nm excitation and 530/30 nm band pass emission filters. As a rule, 

10,000 cells were counted in each experiment. The Cell Quest software (Becton 

Dickinson) was used to calculate the mean fluorescence. Data were expressed as 

percentages of control values. 

2.9. SOD and CAT activity determination 

 SOD activity was evaluated by quantifying the inhibition of superoxide-

dependent autoxidation of epinephrine, verifying the absorbance of the samples at 480 

nm (Misra and Fridovich, 1972). Briefly, to each sample aliquots were added a mixture 

M Glycine buffer pH 10.2 and 10 mM catalase. After that, epinephrine 

was 
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 Microplate Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 

USA). The inhibition of autoxidation of epinephrine occurs in the presence of SOD, 

whose activity can then be indirectly assayed spectrophotometrically. One SOD unit is 

defined as the amount of SOD necessary to inhibit 50% of epinephrine autoxidation and 

the specific activity is reported as SOD Units/mg protein. CAT activity was assayed 

according to the method described by Aebi (1984), based on the disappearance of H2O2 

te 

buffer pH 7.2. Subsequently, 10 mM H2O2 were added and the absorbance was 

 Microplate 

Reader. One CAT unit is defined as one µmol of H2O2 consumed per minute and the 

specific activity is calculated as CAT Units/mg protein. 

2.10. Effect of N-acetyl cysteine on P. gaudichaudianum essential oil-induced V79 cell 

death 

 To investigate the mechanism underlying the EO effect, V79 cells were initially 

pretreated for 2 h with NAC (2 mM), cells were then washed and treated with EO at 2.5, 

5 and 10 µg/mL. Cell viability, using trypan blue assay, was then evaluated after 3 h, 

and compared to cells treated only with EO. 

2.11. Protein expression analyses 

 After treatment, cells were lysed in lysis buffer [50 mM Tris-HCl, 200 mM 

NaCl, 1 mM EDTA, 1% DMSO, 1 mM PMSF, plus protease inhibitors EDTA-free 

tablets (Roche)]. Proteins were first separated by SDS-PAGE (10%) and then 

transferred to a nitrocellulose membrane. Nitrocellulose sheets were then blocked by 

incubation with blocking buffer (3% BSA and 0.05% Tween 20 in PBS) for 2 h at room 

temperature. Afterwards, membranes were incubated with a monoclonal anti-PADPR 
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antibody (1:1000) or polyclonal anti-SIRT1 antibody (1:1000) in blocking buffer for 18 

h. The monoclonal anti-actin antibody was used as a constitutive control. Assays were 

performed in triplicate. Secondary antibodies peroxidase-conjugated (1:3000) were then 

used and visualized using an ECL advanced western blotting detection kit. Photos of 

protein bands were taken by Molecular Imager Gel Logic 2200 (Carestream, Rochester, 

NY, USA). 

 2.12. Statistical analysis  

 All experiments were independently repeated at least three times, with triplicate 

samples for each treatment. Results are expressed as means ± standard deviation (SD). 

Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA), and means were 

compared using the Dunnets test, with P < 0.05 considered as statistically significant. 

3. Results 

3.1. Essential oil analysis 

 Composition of the essential oil of the P. gaudichaudianum leaves was 

established by GC-FID and GC-MS and 53 components in total were identified 

representing 93.32 % of essential oil. Table 1 shows the identified compounds and their 

percentages obtained by GC-FID as well as the retention times listed in order of their 

elution from the capillary column used. 
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 Table 1. Composition of the P. gaudichaudianum essential oil.  

  Compounds % RIa Identification 
1 n.i. 0,11 - - 
2 Tricyclene 0,09 935 MS, RI 
3 -Pinene  0,38 936 MS, RI 
4 n.i. 0,09 940 - 
5 -Pinene 0,28 983 MS, RI 
6 Myrcene 0,23 987 MS, RI 
7 Linalool 0,21 1099 MS, RI 
8 -Elemene  0,56 1338 MS, RI 
9 -Copaene  0,41 1383 MS, RI 

10 -Bourbonene  0,09 1393 MS, RI 
11 -Elemene  0,82 1395 MS, RI 
12 -Gurjunene  0,11 1417 MS, RI 
13 n.i. 0,25 1428 - 
14 (E)-Caryophyllene  6,79 1431 MS, RI 
15 Elemene gamma 0,21 1435 MS, RI 
16 n.i. 0,12 1440 - 
17 -Guaiene  0,47 1443 MS, RI 
18 Aromadendrene 1,90 1450 MS, RI 
21 Muurola-3,5-diene trans 0,10 1456 MS, RI 
22 -humulene 14,83 1469 MS, RI 
23 Allo-aromadendrene  2,48 1472 MS, RI 
24 Gurjunene gamma 0,61 1483 MS, RI 
25 Muurolene gamma 1,68 1486 MS, RI 
26 Germacrene D 0,81 1491 MS, RI 
29 Germacrene A 2,55 1501 MS, RI 
30 Butylated hydroxytoluene 5,66 1506 MS, RI 
31 -Bulnesene  0,84 1511 MS, RI 
32 n.i. 0,08 1513 - 
33 Cadinene gamma 0,80 1522 MS, RI 
34 Cadinene delta 0,90 1525 MS, RI 
35 Calamenene trans 0,26 1529 MS, RI 
36 n.i. 0,13 1531 - 
37 Nerolidol Z 0,10 1534 MS, RI 
38 Cubebol 10-epi 0,14 1539 MS, RI 
39 Cadinene alpha 0,09 1545 MS, RI 
40 Calacorene alpha 0,05 1551 MS, RI 
41 Elemol 0,29 1556 MS, RI 
42 n.i. 0,17 1559 - 
43 (E)-Nerolidol  31,13 1566 MS, RI 
44 Longipinanol 0,29 1574 MS, RI 
45 n.i. 0,24 1584 - 
46 Spathulenol 2,80 1590 MS, RI 
47 Caryophyllene oxide 3,33 1597 MS, RI 
48 Globulol 0,79 1600 MS, RI 
49 viridiflorol 0,18 1609 MS, RI 
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50 Bisabolol-11-ol Z 0,63 1613 MS, RI 
51 Eudesmol 10-epi-gamma 0,73 1620 MS, RI 
52 Citronellyl pentanoate 5,55 1626 MS, RI 
53 Alloaromadendrene epoxy-allo 0,31 1631 MS, RI 
54 n.i. 1,40 1638 MS, RI 
55 ni 0,22 1644 MS, RI 
56 n.i. 1,43 1647 MS, RI 
57 Caryophylla-4(12),8(13)-dien-5.alpha-ol 0,41 1651 MS, RI 
58 Muurolol alpha  0,46 1652 MS, RI 
59 Cadinol alpha  0,24 1654 MS, RI 
60 n.i. 0,19 1654 MS, RI 
61 n.i. 0,45 1667 MS, RI 
62 n.i. 0,70 1667 MS, RI 
63 Valerianol 0,55 1669 MS, RI 
64 Bulnesol  0,71 1672 MS, RI 
65 n.i. 0,71 1672 MS, RI 
66 Caryophyllene 14-hydroxy-9-epi-(E) 0,41 1681 MS, RI 
67 abaixo do S/N 0,00 1684 MS, RI 
68 n.i. 0,10 1688 MS, RI 
69 Bisabolol alpha 0,08 1693 MS, RI 
70 n.i. 0,04 1697 MS, RI 
71 n.i. 0,06 1704 MS, RI 
72 n.i. 0,04 1742 MS, RI 
73 n.i. 0,05 1754 MS, RI 
74 n.i. 0,08 1824 MS, RI 

  Total identified  93,32 
a = The retention index on the OV-05 column relative to C8 to C22 n-alkanes. 

3.2. Cytotoxicity in V79 cells 

 Dose-dependent changes in the viability of EO-treated cells were evaluated 

based on their effects on cell growth. As previously demonstrated by our group (Péres et 

al., 2009), results indicated that the essential oil exerts cytotoxic effect in a dose-

responsive manner in both treatment times used (3 h and 24 h) (Figure 1). The response 

parameter (IC50) was calculated and shows similar values regardless the treatment time, 

with values of 4.15 µg/mL and 4.49 µg/mL after 3 h and 24 h treatments, respectively. 

Since the cell death profile was very similar in both times of treatment used, the 

investigation of the cell death mechanism induced by EO was then conducted after 3 h 

of exposure. 
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Figure 1. Cytotoxic effects of EO oil upon V79 cells, after 3 h and 24 h treatment, by 

trypan blue exclusion assay. Results are expressed as mean percentage in treated cells 

compared to control (solvent) ± standard deviation of three independent experiments. In 

detail the IC50 value for each cell line. *Significant difference as compared to negative 

control treatment at P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001/One-way ANOVA/Dunnett's 

Multiple Comparison Test. 

3.3. Cell death type determination 

 To verify the type of cell death induced by treatment of V79 cells with EO, flow 

cytometry analysis was conducted using dual staining with annexin V-PE and 7-AAD, 

which were used to distinguish viable, early apoptotic, late apoptotic or necrotic cells. 

As expected, there is a decrease in viable cells (unlabeled with either annexin-V or 7-

AAD) treated with increasing concentrations of EO (Figure 2). After 3 h of treatment 

with EO at the highest tested concentration (10 µg/mL), approximately 24% of the V79 

cells were in necrosis (labeled with 7-AAD), 25% of cells were in late apoptosis 

(labeled with both annexin V-PE and 7-AAD), and 12% in apoptosis (Figure 2). A 

similar profile of cell death was observed at 5 µg/mL of EO. 
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Figure 2. Cell death induction in V79 cells after P. gaudichaudianum essential oil 

treatment. Quantification of the viable cells (unlabeled with either annexin-V or 7-

AAD), early apoptosis (labeled with annexin V-PE), late apoptosis (labeled with both 

annexin V-PE and 7-AAD) and necrosis (labeled with 7-AAD). a) Bars represent the 

mean ± standard deviation of three independent experiments in triplicate. b) 

Representative dot blot of the cell death profile and the quadrants represent, LL: Viable 

cells, LR: early apoptotic cells, UL: necrotic cells and UR: late apoptotic. *Significant 

difference as compared to negative control (NC)  treatment, in each type of labeling, at 

P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001/One-way ANOVA/Dunnett's Multiple Comparison 

Test. The negative control (NC) was treated with the vehicle (DMSO) used to dilute the 

essential oil. Doxorubicin was used as positive control (PC). The percentage of annexin-

V-positive cells was determined in the whole-cell population (10,000 cells) by FACS 

Calibur flow cytometry and Cell Quest software.
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3.4. Alteration in mitochondrial potential

To examine the role of mitochondria in the EO-induced effect on V79 cells, the 

effect of varying essential oil concentration was determined by rhodamine cell 

incorporation. Our flow cytometry results with V79 cells showed that, after treatment 

with EO, there is an alteration in mitochondrial function resulting in depolarization of 

this organelle (Figure 3).

Figure 3. Evaluation of P. gaudichaudianum essential oil on V79 cells mitochondrial 

depolarization at the indicated concentrations for 3 h. a) Bars represent the mean ± 

standard deviation of three independent experiments in triplicate. b) Representative 

histogram as measured of rhodamine cell incorporation. In detail the overlay of negative 

control (NC) and 10 µg/mL treatments. The NC was treated with the vehicle (DMSO) 

used to dilute the essential oil. Hydrogen peroxide was used as positive control (PC). 

*Significant difference as compared to negative control treatment at P<0.05; **P<0.01; 

***P<0.001/One-way ANOVA/Dunnett's Multiple Comparison Test.

3.5. ROS generation

In previous studies, our research group described EO as having cytotoxic 

activity in yeast and mammalian cells and that the mechanism of action is related to 

induction of reactive oxygen species generation (ROS) (Péres et al., 2009; Sperotto et 
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al., 2013). Continuing the study we analyzed the possible involvement of the EO in the 

generation of ROS using DCFH-DA assay. Our results confirm that EO caused an 

increase in the intracellular levels of ROS (Figure 4). 

Figure 4. Evaluation of P. gaudichaudianum essential oil on V79 cells inducing ROS 

formation at the indicated concentrations for 3 h. a) Bars represent the mean ± standard 

deviation of three independent experiments in triplicate. b) Representative by DCF 

oxidation as measured of the ROS formation. In detail the percent increase of 

fluorescence intensity of dye fluorescent compound DCF after 10 µg/mL essential oil 

treatment. The negative control (NC) was treated with the vehicle (DMSO) used to 

dilute the essential oil. Hydrogen peroxide was used as positive control (PC). 

*Significant difference as compared to negative control treatment at P<0.05; **P<0.01; 

***P<0.001/One-way ANOVA/Dunnett's Multiple Comparison Test.

3.6. Effect of P. gaudichaudianum on SOD and CAT activity

Our results showed that, in V79 cells exposed to EO, the SOD activity was 

significantly reduced in all concentrations tested after 3 h of treatment when compared 

to the unexposed cells (negative control), while no significant changes in CAT activity 

was observed after treatment with EO (Figure 5).
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Figure 5. SOD and CAT level in V79 cells treated with EO. The negative control (NC)

was treated with the vehicle (DMSO) used to dilute the essential oil. Doxorubicin was 

used as positive control (PC). Bars represent the mean ± standard deviation of three 

independent experiments in triplicate. *Significant difference as compared to negative 

control treatment at P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001/One-way ANOVA/Dunnett's 

Multiple Comparison Test.

3.7. Antioxidant NAC suppresses the cytotoxic effects of P. gaudichaudianum essential 

oil

Results showed that the pretreatment with NAC (2 mM), a glutathione precursor, 

protected V79 cells from the cytotoxic effect of EO as estimated by trypan blue 

exclusion assay (Figure 6). 
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Figure 6. Effect of treatment with NAC (2 mM) for 2 h prior to EO on cell viability 

assessed by trypan blue exclusion assay. The negative control (NC) was treated with the 

vehicle (DMSO) used to dilute the essential oil. Bars represent the mean ± standard 

deviation of three independent experiments in triplicate. *Significant difference as 

compared to negative control treatment at P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001/One-way 

ANOVA/Dunnett's Multiple Comparison Test. 

3.8. P. gaudichaudianum essential oil upregulated Sirt1 and PADPR expression 

 Various enzyme systems are on duty to cope with free radical-induced damage 

and hence to protect against free radical-provoked damage, among them, PARPs and 

SIRTs play prominent roles. Therefore, we examined whether EO could affect SIRT1 

and PADPR in V79 cells. As shown in Figure 7, treatment with 5 µg/mL EO for 3 h 

induces a slight decreased in SIRT1 expression. On the other hand, treatment with the 

EO induces an increase in PADPR expression (Figure 7). These results indicated that 

EO may exert its effects by modulating SIRT1 and PADPR expression in V79 cells. 
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Figure 7. P. gaudichaudianum essential oil (EO) affected the protein levels of PADPR 

EO for 3 h. The total 

proteins were harvested and the levels of PADPR and SIRT1 were analyzed by Western 

Blotting. Actin was used as a loading control.

4. Discussion

The essential oil of P. gaudichaudianum analyzed in the present study showed 

similar composition of the EO described by Péres et al. (2009). The amount of 

components identified (93.32%) was also similar to the amounts identified by Péres et 

al. (2009) (92.3%) and Sperotto et al., (2013) (93.86%). However, we identified 

compounds that were not reported in the previous studies. We have unpublished data 

demonstrating that the EO is more efficient in the induction of cytotoxic activity than its

isolated major compounds (E)-nerolidol, - -caryophyllene. Therefore, 

we conducted the further experiments on the cytotoxic mechanisms using the essential 

oil. 

Previously, we have shown that EO presents strong cytotoxic, genotoxic and 

mutagenic effects in V79 cells, which can be related to its oxidative potential (Péres et 

al., 2009). In addition, it was shown that this essential oil induces significant cytotoxic 



 87

effects on Saccharomyces cerevisiae that are related to ROS generation and the 

formation of single-strand breaks (Sperotto et al., 2013). Now, we deepen our 

understanding of the oil toxicity mechanisms using V79 cells. The EO cytotoxicity was 

confirmed using trypan blue exclusion assay after 3 h (IC50 = 4.15 µg/mL) and 24 h 

(4.49 µg/mL) of cell exposure to the EO (Figure 1). To further investigate the means by 

which EO kills V79 cells, anexin V-PE/7-AAD double staining and flow cytometry 

analyses were performed, and showed that the cells mostly die by necrosis and late 

apoptosis (Figure 2). This could be the consequence of mitochondrial dysfunction and 

extensive DNA damage (previously demonstrated by Péres et al., 2009), which in turn 

leads to ATP depletion. Because apoptosis requires ATP, the necrotic pathway will be 

activated. The late apoptosis may be a result of cell membrane disruption; as typical 

lipophiles, the essential oil compounds pass through the cytoplasmic membrane, disrupt 

the structure of their different layers of polysaccharides, fatty acids and phospholipids, 

thus permeabilize them (Bakkali et al., 2008).  

 Some works suggested that the essential oils, by penetrating through the cell 

wall and cytoplasmic membrane, disrupt and permeabilize them and especially damage 

mitochondrial membranes (Azmi et al., 2006; Bakkali et al., 2008; Park et al., 2011; 

Lesgards et al., 2014). The mitochondria, by changes in electron flow through the 

electron transport chain, produces free radicals which oxidize and damage lipids, 

proteins and DNA. Our results confirmed that mitochondrial dysfunction and oxidative 

stress are involved in essential oil-induced toxicity. Cells treated with EO showed 

significant increase in the mitochondrial depolarization (Figure 3) that probably results 

in ROS formation increase (Figure 4), indicating that the mitochondrial membranes are 

first damaged by permeabilization and this results in a prooxidant status thereafter. The 
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relationship between EO cytotoxicity and mitochondrial function (R2= 0.964) or ROS 

production (R2= 0.528) confirms this hypothesis.  

 The production of free radicals has been found in a diverse range of essential oil, 

which is one of the mechanisms of toxicity (Rathore et al., 2008; Ferreira et al., 2014; 

Sinha et al., 2014). It may result in oxidative stress, inflammation, and consequent 

damage to proteins, membranes and DNA (Schieber et al., 2014; Zorov et al., 2014). 

Thus, in our study we investigated the SOD and CAT antioxidant enzymes levels in the 

cells exposed to EO. Depletions in the SOD level were found after 3 h exposure, 

however no significant changes were observed in the CAT levels (Figure 5). The SOD 

decrease indicates a condition of oxidative stress in the cells, which may arise due to 

imbalance in the reactive oxygen species (ROS) formation and antioxidant defense 

system of the cells (Halliwell et al., 2012).  

 Interestingly, pretreatment of cells with an antioxidant prior to EO treatment 

exerted a protective effect. A restoration in V79 cells viability was obtained when cells 

were pretreated with NAC (Figure 6). Besides being used as a drug, NAC is a well-

established antioxidant that acts by increasing intracellular GSH and by scavenging 

ROS directly (Raza et al., 2014). NAC protection against the decrease in cell viability 

confirms the involvement of ROS in mediating the observed induced effects. 

 Bioenergetic regulators such as SIRT1 and PARP1 are nicotinamide adenine 

dinucleotide (NAD+)-dependent enzymes that play a vital role in many cellular events; 

in particular, they act as decision makers in oxidative stress-induced cell death (Liu et 

al., 2009). In this work we have measured the PADPR [Poly (ADP-ribose)] level, a 

polymer synthesized by PARP that becomes attached to nuclear proteins, that under 

normal conditions has low basal level, but can dramatically increase in cells exposed to 
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DNA damaging agents. Our results showed a decrease in SIRT1 with concomitant 

increase in PADPR-1, suggesting that bioenergetic regulators have the same kind of 

involvement in the death induced by EO (Figure 7). Apparently, PARP and SIRT-1, 

under oxidative conditions, regulate the activity of each other through various 

mechanisms. SIRT-1 induction leads to protection against oxidative damage, while 

PARP-1 activation is a detrimental consequence of oxidative stress (Cantó et al., 2013). 

Early observations indicated that the decline of NAD+ and the rise of NAM promoted 

by enhanced PARP activity correlates with a downregulation of sirtuin activity (Bai et 

al., 2011). PARP synthesis reflects an early cellular reaction especially to DNA single 

strand break, which reinforces our previous results showing that the increase in ROS, 

which oxidize and damage DNA, induces formation of single-strand breaks and 

activation of base excision repair (BER) machinery (Péres et al., 2009; Sperotto et al., 

2013). Furthermore, this increase in PARP activity results in the massive synthesis of 

poly (ADP-ribose) (PADPR) from NAD+ and, in consequence, intracellular NAD+ and 

ATP are rapidly depleted (Xu et al., 2006). The lack of energy prevents the progression 

of the apoptotic program and turns cell death into necrosis (Leist et al., 1997; Leist et 

al., 1999). 

 In conclusion, the molecular cell death mechanism induced by EO is 

summarized in Figure 8. The present study revealed that EO (I) decreased the 

percentage of viable cells; (II) increased the mitochondrial depolarization; (III) 

increased the ROS production; (IV) reduced SOD activity; (V) upregulated the protein 

levels of PADPR and dowregulated the protein levels of SIRT1; and (VI) induced cell 

death by necrosis and late apoptosis. Moreover, our previous results showed the DNA 

damage and increased lipid peroxidation. In general terms, this work is an important 

contribution for understanding the P. gaudichaudianum essential oil cytotoxicity in 
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mammalian cells. Further studies are required to determine its potential use as an 

antimicrobial or antitumor, alone or in combination with other conventional drugs. In 

this sense, P. gaudichaudianum essential oil-activated cell death in tumoral cell lines is 

under intensive investigation in our lab. 

Figure 8. A proposed model for the action of P. gaudichaudianum essential oil (EO) on 

V79 cells. EO induces necrosis by decreasing in NAD+ and ATP, which results from

mitochondrial dysfunction, and PARP activation as consequence of ROS increase (see 

text for details).
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4. Conclusões e Considerações Finais 

 

 O estudo sobre a análise química de Piper gaudichaudianum Kunth 

teve início no nosso grupo de pesquisa em 2005, gerando a publicação dos 

-assisted and pressurized liquid 

extraction of terpenes, fatty acids and Vitamin E from Piper gaudichaudianum 

Piper gaudichaudianum 

realizada a análise citotóxica, genotóxica e mutagênica deste espécime 

vegetal, com 

mutagenic and genotoxic activities of the essential oil from Piper 

gaudichaudianum 

as propriedades dos compostos majoritários contidos no óleo essencial de P. 

gaudichaudianum 

of Piper gaudichaudianum 

(Sperotto et al., 2013).  

 Neste trabalho, o óleo essencial das folhas de P. gaudichaudianum foi 

extraído por hidrodestilação e 93.32% dos seus componentes foram 

identificados por GC-FID e GC-MS. Os componentes majoritários encontrados 

foram (E)- -humuleno (14,83%) e (E)-cariofileno (6,79%). 

Portanto, observa-se que a composição deste óleo manteve-se estável durante 

os diferentes períodos em que foi realizada a sua análise química, mostrando o 

predomínio de sesquiterpenos.  

 O tratamento com o óleo essencial, durante os períodos de 3h e de 

24h, diminuiu a viabilidade celular, com IC50 de 4,15 µg/mL e 4,49 µg/mL, 
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respectivamente. O pré-tratamento com N-acetilcisteína restabeleceu a 

viabilidade celular, mostrando efeito protetor contra a citotoxicidade induzida 

pelo óleo essencial de P. gaudichaudianum.  Observou-se um aumento da 

despolarização mitocondrial, da produção de espécies reativas e a redução da 

atividade da superóxido dismutase. Verificou-se também o aumento da 

expressão de PADPR e a diminuição da expressão de SIRT1. O tratamento 

com o óleo essencial de P. gaudichaudianum induziu a morte celular por 

necrose e apoptose tardia, exercendo efeito citotóxico, concentração-

dependente, pela indução de estresse oxidativo celular com envolvimento de 

dano mitocondrial e modulação da resposta antioxidante e de reparo no DNA.  

 O conjunto destes resultados, somados aos trabalhos anteriores, 

fornece uma contribuição importante para a compreensão da citotoxicidade do 

óleo essencial de P. gaudichaudianum. Nosso objetivo principal é contribuir na 

identificação de novos princípios ativos celulares e no desenvolvimento de 

novas drogas com potencial antimicrobiano e antitumoral, com efetividade 

superior às existentes, ou que potencialize o efeito de outras drogas atuais, 

promovendo uma menor toxicidade para o paciente e contribuindo para uma 

melhora na sua qualidade de vida.  
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5. Perspectivas  

 

 Os resultados obtidos neste estudo revelam o mecanismo de 

citotoxicidade do óleo essencial de P. gaudichaudianum em células de 

mamífero, com envolvimento de danos na mitocôndria e no DNA, com indução 

de estresse oxidativo e de morte celular por apoptose e/ou necrose, bem como 

a modulação da atividade de proteínas dos sistemas antioxidante e de reparo 

do DNA. Estudos adicionais são necessários para identificar a capacidade 

antimicrobiana ou antitumoral do óleo essencial de P. gaudichaudianum e de 

seus componentes majoritários. Para tal, podem ser realizados ensaios como a 

quantificação dos níveis de ATP, ensaios de viabilidade combinando diferentes 

concentrações do óleo essencial ou de seus componentes majoritários com 

antimicrobianos e quimioterápicos conhecidos, além de novas abordagens em 

células tumorais.  
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6. Anexos 

6.1.  Normas para publicação da revista Food and Chemical Toxicology 
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