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RESUMO

Introducdo: O género Piper ¢ distribuido principalmente em regides tropicais e
subtropicais do mundo e tem sido amplamente investigado como fonte de novos
produtos naturais com potencial antifingico, antitumoral e propriedades antioxidantes.
Estudos tém demonstrado que o Oleo essencial da Piper gaudichaudianum exerce
efeitos citotoxicos, mutagé€nicos e genotdxicos em células de mamiferos V79. Em
Saccharomyces cerevisiae, a citotoxicidade observada do dleo essencial e do composto
majoritario nerolidol esta relacionado com produ¢do de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e pela a presenca de lesdes oxidativas geradas pelas quebras no DNA. Objetivos:
Avaliar a citotoxicidade do dleo essencial Piper gaudichaudianum e os seus principais
compostos, (E)-nerolidol, a-humuleno e [ -cariofileno, utilizando células tumorais
(HCT116 e MCF7) e nao tumoral (Hek293T). Métodos: As linhagens celulares foram
tratadas com diferentes concentragdes de 2.5 - 40 pg / mL no tempo de 24h. O ensaio de
citotoxicidade foi determinado pelo teste de MTT; a producgdo de espécies reativas de
oxigénio por ensaio DCF-DA; a despolarizagdo mitocondrial usando Rodamina 123; a
avaliacdo de dano ao DNA por ensaio Cometa e a morte celular (apoptose e necrose) foi
analisada por anexina V-PE / 7-AAD. Resultados: O 6leo essencial induziu efeitos
citotoxicos nas linhagens tumorais, enquanto que os compostos isolados ndo
demonstraram o mesmo efeito. O 6leo essencial induziu um aumento da geragdo de
ERO em células HCT116, maior do que a observada em células MCF7. O ¢6leo
essencial de P. gaudichaudianum induziu um aumento significativo no indice de dano
de DNA nas concentragdes mais elevadas 10 e 20 ng/ mL na HCT116, e 20 png / mL na
MCEF7 e indugdo de morte nas doses mais altas. Conclusdo: o 6leo essencial de P.
gaudichaudianum ¢ citotoxico, induz despolarizagdo mitocondrial significativa e morte
celular por necrose em linhagens tumorais e esta citotoxicidade ndo ¢ dependente da
acdo isolada dos seus componentes majoritarios. Estes dados incentivam mais estudos
para investigar o mecanismo de agdo e potenciais usos do oleo essencial e seus

principais compostos.

Palavras-chaves: dleo essencial. Piper gaudichaudianum.citotoxicidade.morte celular.
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ABSTRACT

Introduction: The genus Piper is mainly distributed in tropical and subtropical regions
worldwide and has been widely investigated as a source of novel natural products with
potential antifungal, antitumor and antioxidant properties. Previous studies have shown
that the essential oil of Piper gaudichaudianum exerts cytotoxic, mutagenic and
genotoxic effects on V79 mammalian cells, and in Saccharomyces cerevisiae the
cytotoxicity of the essential oil and its major compound, nerolidol, is related to the
production of reactive oxygen species (ROS) and to the presence of oxidative lesions
generated by DNA breaks. Objective: To evaluate the citotoxicity of the essential oil of
P. gaudichaudianum and its major compounds, (£)-nerolidol, a-humulene and (E)-
caryophyllene, using tumor (HCT116 and MCF7) and normal (Hek293T) cell lines.
Methods: Cells were treated with different concentrations 2.5 — 40ug/mL of the
essential oil and its major compounds for 24h. Cytotoxicity was assessed by MTT
assay; ROS production was evaluated by DCF-DA; mitochondial depolarization was
measured with Rhodamine 123; DNA damage was assessed with comet assay; and cell
death (apoptosis and necrosis) was analyzed with annexin V-PE and 7-AAD. Results:
The essential oil induced cytotoxic effects in both tumor cell lines, whereas the isolated
compounds did not present cytotoxicity. The ROS generation induced by the essential
oil was greater in HCT116 cells than in MCF7 cells. The essential oil of P.
gaudichaudianum significantly increased the DNA damage index at the highest
concentrations: 10 and 20 pg/mL in HCT116, and 20 pg/mL in MCF7 cells and
induction of death in higher doses. Conclusion: the essential oil of P. gaudichaudianum
induce cytotoxicity, as well as significant mitochondrial depolarization and cell death
due to necrosis in tumor cells. Moreover, its cytotoxicity is not dependent on the
isolated action of its major compounds. These data encourage further studies in order to
investigate the mechanism of action and potential uses of the essential oil and its major

compounds.

Key-words: essential oil; Piper gaudichaudianum; cytotoxicity; cell death.
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1. INTRODUCAO

1.1. Plantas medicinais

As plantas sdo fontes importantes de compostos biologicamente ativos, muitos dos
quais se constituem em modelos para sintese de um grande numero de firmacos. Apesar
da grande participacdo brasileira, as pesquisas cientificas sobre as plantas tradicionais
utilizadas ainda sdo recentes e pouco documentadas em fun¢do da disponibilidade e uso de
plantas nativas para fins terapéuticos, devido as alteragdes ambientais. A utilizacdo de
plantas na cura e alivio de doencas, contribui para avango de pesquisas cientificas
relacionadas a fitoquimica e farmacologia (Wang et al.,2014;Bratti, 2013).

Os produtos naturais sdo fonte de inspiragdo para diversas éareas, inclusive na
produgdo de farmacos, como por exemplo a obten¢do de medicamentos através de varias
plantas: digoxina (Digitalis spp.), quinina e quinidina (Cinchona spp.), vincristrina e
vinblastina (Catharanthus roseus), atropina (Atropa belladona), morfina e codeina
(Papaver somniferum) (Brazdo, 2012; Lima et al., 2007).

O uso da fitoterapia na pratica médica vem crescendo ao longo dos anos na busca
de novas alternativas para melhorar a eficicia do tratamento de doencas de grande
impacto, como por exemplo, o cancer. A propria Organizagdo Mundial de Saude (OMS),
reconhece e encoraja a preservagdo e promo¢do do conhecimento oriundo das plantas
medicinais, sendo o Brasil o pais com maior diversidade genética vegetal do mundo, com
compostos bioativos e espécies com propriedades medicinais comprovadas (Branddo et
La.,2013).

Neste contexto, as plantas aparecem como uma das fontes mais importantes de
novas substancias utilizadas como agentes medicinais. Além disso, fornecem modelos
para modificagdes estruturais e otimizagdo das propriedades farmacologicas e bioquimicas
servindo, inclusive, para a inspiracio de quimicos sintéticos, estimulando-os para
enfrentar desafios na construcdo sintética de novas arquiteturas moleculares naturais (Braz
Filho, 2010).

O uso da fitoterapia vem demonstrando crescimento visivel ao longo dos anos na
busca de novas alternativas na pratica médica e faemacéutica,buscando consolidagdo na
area cientifica (Branddo et al., 2010).

As plantas medicinais representam um importante componente econdmico e de

conservagdo da biodiversidade. Informacdes do conhecimento tradicional de plantas
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medicinais e seus usos representa um papel vital na descoberta de novos produtos a partir
de plantas como agentes quimioterapicos. Membros do género Piper sdo de grande
importancia comercial, econdmica e medicinal. Estas espécies tem sido extensivamente
investigada como uma fonte de novos produtos naturais com potenciais atividades
antitumoral, antimicrobiana, antifungica e inseticida (Lago et al., 2004).

Deste modo, o presente trabalho objetiva contribuir para a pesquisa cientifica no
que se refere a investigagdo fitoquimica e farmacoldgica do Odleo essencial de
P.gaudichaudianum e seus compostos majoritdrios, na perspectiva de encontrar um

produto natural com possivel atividade antitumoral.

1.1.2. Piper gaudichaudianum Kunth

A familia Piperacea possui cerca de trés mil espécies distribuidas em oito géneros,
dos quais se destacam os géneros Piper, Peperomia e Pothomorphe. Incluindo ervas,
arbustos e arvoretas, frequentemente epifitas ou lianas. O caule ¢ nodoso, as folhas sdo
alternas, simples, com margem inteira, pecioladas, com ou sem estipulas (Yano et al.,
2012). Espécies dessa familia encontram-se distribuidas por toda a América. No Brasil
ocorrem cinco géneros e cerca de 500 espécies, encontradas principalmente na Mata
Atlantica. Este grande niimero de espécies caracteriza-se pelo uso medicinal popular e
pela importancia economica e comercial, devido a producdo de 6leos essenciais utilizados
pela industria de condimentos, industria farmacéutica e também pela industria de
inseticidas (Puhl et al., 2011).

Diversas espécies do género Piper sdo usadas na medicina popular e muitas tém
importancia econdmica, especialmente devido a presenca de conteudo oleifero em suas
estruturas. Dentre as espécies com tal caracteristica estdo Piper crassinervium H.B. & K.,
conhecida como jaborandi, Piper hispidinervum C.DC. (pimenta-longa), P. aduncum L.
(pimenta-de-macaco), Piper nigrum (pimenta-do-reino), entre outras (Araujo et al., 2012).

Devido a presenga dos 6leos essenciais nas espécies de Piperaceae, varios estudos
tém sido desenvolvidos a fim de identificar os componentes quimicos presentes nas suas
estruturas. No entanto, s@o poucas as informacdes disponiveis na literatura sobre a
anatomia e morfologia das estruturas das plantas destas espécies (Gogosz et al., 2012).

No género Piper destacam-se espécies como a pimenta, P. nigrum, e espécies
medicinais de ampla utilizacdo, como a Piper betle, Piper longum, Piper angustifolium,

Piper methysticum, Piper tuberculatum Jacq. e Piper aduncum L. de grande importancia



15

em sistemas tradicionais de medicina, como, por exemplo, a chinesa (Di Stiasi e Hiruma-
Lima, 2002). Investigacdes fitoquimicas realizadas com espécies do género Piper tém
conduzido ao isolamento de varias classes de compostos ativos, tais como: amidas,
alcaldides, profenilfendis, lignanas, neolignanas, terpenos, esteroides, chalconas,
dihidrochalconas, flavonas e flavononas (Puhl et al., 2011; Ghosh,2014).

Piper gaudichaudianum Kunth (Figura 1) € uma planta da familia Piperaceae, que
se desenvolve em toda a Mata Atlantica, sendo conhecida popularmente como
“pariparoba” no Sul do Brasil e “jaborandi ou iaborandi” nas outras partes do Brasil
(Péres et al., 2009). E um arbusto de pequeno porte, com folhas curto-pecioladas,
membrandceas, um pouco dsperas, acuminadas no dapice, assimétricas na base, com
inflorescéncia tipo espiga, levemente curvadas, chegando a alcancar 8§ cm de comprimento

(D1 Stiasi e Hiruma-Lima, 2002).



16

Figura 1 - Arbusto caracteristico de P. gaudichaudianum (Sperotto, 2012).

A P. gaudichaudianum ¢ uma espécie amplamente coletada para comercializagido
como adulterag@o do jaborandi verdadeiro, pois apresenta grande semelhanca morfologica
(Di Stiasi e Hiruma-Lima, 2002). Floresce durante todo o ano e frutifica em janeiro,
mar¢o, agosto e de outubro a dezembro. As maiorias das espécies desse género
apresentam uma grande importdncia ecologica dentro de seu habitat natural,
principalmente nas florestas imidas. As folhas das plantas do género Piper servem de
alimentos para insetos enquanto que os frutos nutrem uma variedade de animais como
morcegos e passaros (Nascimento, 2011).

Na regido da Mata Atlantica, tanto a infusdo das folhas, como as folhas frescas de
P. gaudichaudianum sdo utilizadas para aliviar a dor de dente, ao passo que as raizes
frescas sdo mastigadas em fungao do seu efeito anti-inflamatdrio, sendo também utilizadas

no tratamento de distirbios hepaticos (Di Stiasi e Hiruma-Lima, 2002).

1.1.2.1. Composiciio quimica e atividades farmacolégicas de Piper gaudichaudianum

Os estudos referentes aos extratos fitoquimicos da P. gaudichaudianum tém
mostrado uma grande diversidade de metabdlitos com marcantes atividades bioldgicas.
Rorig et al., (1991) identificaram a presenca de flavondides (tragos), triterpenos e
alcaloides. No estudo realizado por Stipp (2000), que permitiu a caracterizagdo qualitativa
dos componentes presentes nas folhas, foram encontrados metabdlitos secundarios como,
catequinas, esteroides, flavonas, flavonoides, saponinas, taninos catéquicos, triterpenos
pentaciclicos e xantonas.

Teixeira (2003) identificou os componentes volateis em doze amostras diferentes de

frutos de P. gaudichaudianum, sendo seis destas extraidas pelo método de aeracdo: frutos
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imaturos coletados pela manha (majoritarios: 31% de B-cariofileno e 9,11% de sabineno),
frutos imaturos coletados pela tarde (majoritarios: 21,07% de sabineno e 20,87 de [-
cariofileno), frutos imaturos coletados pela noite (majoritarios: 21,44 de B-cariofileno e
16,24% de sabineno), frutos maduros coletados pela manha (majoritarios: 11,06% de
sabineno e 8,69% de trans-Hidrato do sabineno), frutos maduros coletados pela tarde
(majoritarios: 12,75% de sabineno e 12,62% de a-humuleno), e frutos maduros coletados
pela noite (majoritarios: 3,83% de sabineno e 2,97% de aromadendreno). Outras seis
amostras de frutos, extraidas pelo método de hidrodestilacdo, também foram avaliadas:
frutos imaturos coletados pela manha (majoritarios: 15,43% de B-cariofileno e 10,45% de
a-humuleno), frutos imaturos coletados pela tarde (majoritarios: 14,68% de fenchona e
13,91% de (£)-nerolidol), frutos imaturos coletados pela noite (majoritarios: 17,26% de
fenchona e 11,45% de (E)-nerolidol), frutos maduros coletados pela manha majoritarios:
10,76% de B-cariofileno e 2,79% de a-humuleno), frutos maduros coletados pela tarde
(majoritarios: 15,74% de p-cariofileno e 10,67% de a-humuleno), e frutos maduros
coletados pela noite (majoritarios: 10,80% de a-humuleno e 8,38% de linalol).

Péres et al. (2006) em estudo da composi¢do das folhas e inflorescéncias de P.
gaudichaudianum encontraram os seguintes componentes majoritarios nas flores, o-
humuleno (23,05%), P-cariofileno (10,40%) e o P-pineno (7%). Nas folhas foram
identificados o (E)-nerolidol (38,13%), a-humuleno (18,00%) e B-cariofileno (8,24%).
Posteriormente, foi quantificada uma série de compostos de dois extratos com polaridades
diferentes, o éter de petroleo e o etandlico. Os compostos identificados e quantificados nos
dois extratos foram o (E)-nerolidol, 4cido palmitico, acido linoleico, acido 9, 12,15-
octadecatrienoico, fitol, &acido estedrico, acido lignocérico, esqualeno, vitamina E,
estigmasterol e B-sitosterol.

O uso tradicional da P. gaudichaudianum ¢é fundamentalmente como anti-
inflamatorio e analgésico. Entretanto, estudos com o extrato aquoso para avaliagdo de
atividade analgésica (1000 mg Kg' de sélidos totais, via oral em camundongos), pelo
modelo de contor¢des abdominais induzidas por peréxido de benzoila, ndo revelaram um
efeito promissor. O extrato diminuiu a frequéncia das contor¢des em alguns dos intervalos
testados, entretanto, ndo ficou definido qual o periodo critico para a caracteriza¢do da
melhor atividade analgésica. Além disso, os efeitos observados foram de curta duragéo,
sendo que ndo houve atividade analgésica detectada no teste de imersdo de cauda (Di

Stiasi, 1987).
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Em andlise dos extratos das folhas de P. gaudichaudianum, Pulh et al. (2011)
testaram a atividade antimicrobiana do extrato bruto aquoso, o qual apresentou uma boa
atividade contra Bacillus subtilis e Cdndida tropicalis (concentragdo inibitéria minima
(CIM)=62,5 pg ml'), uma atividlade moderada contra Staphylococcus aureus
(CIM=250 pg ml™"), e uma atividade fraca contra Trichophyton rubrum (CIM=1.000 pg
ml™). A fragio hexdnica mostrou boa atividade contra C. tropicalis (CIM=62,5ug ml™") e
atividade moderada contra 7. rubrum (CIM=500ng ml™). A fragdo diclorometano-acetato
de etila (50:50) mostrou boa atividade contra B. subtilis (CIM=31,2 pg ml™), atividade
moderada contra S. aureus (CIM=125 pg ml"), C. tropicalis (CIM=250 pg ml') e T.
rubrum (CIM=500 pg ml™"). A fragio acetato de etila mostrou atividade moderada contra
C. tropicalis (CIM=500 pg ml™).

Espécies de Piper tém sido relatadas na literatura para tratamento de diversos
tumores e/ou sintomas relacionados em muitos paises, como por exemplo, no México a
Piper aduncum L. é usada em tumores de pele e problemas dermatoldgicos, ainda o
extrato diclorometano de P. aduncum apresenta citotoxicidade em células de glioma
(SF-268), carcinoma de pulmio (H-460) e carcinoma de mama (MCF7) com os valores de
1Cs 23, 25, e 27 ng/ ml, respectivamente. Piper cubeba, espécie originaria da Asia, sendo
o fruto seco conhecido como pimenta-de-java, foi citada como uma das plantas mais
importantes contra o cancer de prostata, visando multiplos aspectos da via de sinalizagdo
androgénica. Ainda os extratos brutos das espécies P. aduncum L., Piper barbatum Kunth,
Piper fragile Benth. Piper jacquemontianum Kunth, e Piper pellucidum L. foram
avaliados para citotoxicidade in vitro e mostraram atividade inibidora (ICsy < 30 ug / ml)
contra pelo menos um tipo de tumor com valor de ICsy inferior 4 pg/ml ( Wang et
al.,2014).

As indica¢des medicinais populares para as enfermidades em que esta planta ¢
utilizada s@o as seguintes: como diurético, para reumatismo, bronquite, cicatrizante,
diabetes, doencas venéreas, anti-inflamatério, tonico, ferimentos, expectorante, infec¢des
das vias urindrias, inflamag¢do do figado, problemas renais, antidiarréico, problemas
estomacais e como analgésico (Bratti, 2013). Dentro deste contexto a investigagdo do 6leo

essencial é de fundamental relevancia considerando os estudos abordados acima.
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1.2. Oleos Essenciais

1.2.1. Aspectos gerais

Os Oleos essenciais sdo derivados de uma variedade de fontes naturais, como
plantas medicinais. Estes oleos sdo misturas complexas, utilizados na medicina tradicional
desde a antiguidade para diversas doengas, como pneumonia, bronquite, faringite doencas
periodontais, infec¢des e inflamagédo (Boire et al., 2013).As plantas aromaticas, bem como
os respectivos 6leos essenciais, sdo utilizadas desde o inicio da histéria da humanidade
para saborizar comidas e bebidas; empiricamente usadas para disfarcar odores
desagradaveis, atrair outros individuos e controlar problemas sanitdrios, contribuindo
também para a comunicacdo entre os individuos e influenciando o bem-estar dos seres
humanos e animais, demonstrando assim uma antiga tradi¢do socio-cultural e socio-
econdmica da utilizagdo destes produtos (Franz, 2010).

Os 6leos essenciais sdo utilizados nas industrias alimenticia, agrondmica, sanitaria,
cosmética, de perfumes e nas industrias farmacéuticas, como substancias com atividade
carminativa, antimicrobiana, inseticida, analgésica e anti-inflamatdria, entre outras
(Mishra e Tiwari., 2011). Na natureza, os Oleos essenciais desempenham um papel
importante na protecdo das plantas como agentes antibacterianos, antivirais, antifingicos,
inseticidas e também contra herbivoros, reduzindo seu apetite por essas plantas. Eles
também podem atrair alguns insetos para favorecer a dispersdo de pdlen e sementes, ou
repelir outros indesejaveis (Bakkali et al., 2008).

Os Oleos essenciais sdo compostos naturais, volateis e complexos, caracterizados
por um forte odor sendo sintetizados por metabolismo secunddrio das plantas e
normalmente encontrados em plantas de paises quentes, como as do mediterraneo e dos
tropicos, onde representam parte importante da farmacopeia tradicional. Sdo obtidos de
diferentes partes da planta, como flores, brotos, galhos, folhas, sementes e frutos,
geralmente extraidos das partes da planta pelo método de destilagdo por arraste com vapor
d’4gua, também conhecida por hidrodestilagdo (Mishra e Tiwari., 2011).

As propriedades farmacoldgicas atribuidas aos oleos essenciais sdo diversas e
algumas sdo preconizadas por apresentarem vantagens importantes, quando comparadas a
outros medicamentos, como, por exemplo, a sua volatilidade, que os torna ideal para uso
em nebulizagdes, banhos de imersdo ou simplesmente em inalagdes .Varios estudos tém

apontado as propriedades bioldgicas de dleos essenciais como antiviral, antiespasmodica,
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analgésica, antimicrobiana, cicatrizante, expectorante, antiseptica e anti-inflamatoria
(Bhalla et al., 2013).

Adicionalmente, os oléos essenciais constituem uma fonte potencial de compostos
com acdo anticancerigena. Os componentes dos 6leos essenciais s3o geralmente de facil
acesso e contém uma grande variedade de estruturas. Com o auxilio de técnicas
cromatograficas, sua composicido quimica pode ser analisada mais profundamente do que
a maior parte dos extractos naturais ndo-volateis. Isto facilita consideravelmente a
identificacdo dos componentes ativos individuais. Além disso, apesar da aparente
simplicidade das suas estruturas, a combinag@o do baixo peso molecular com um carater
apolar frequentemente resulta na boa biodisponibilidade de muitos destes dleos, o que
entre outros fatores tem despertado interesse da comunidade médica como uma alternativa
em potencial as quimioterapias atuais (Lesgards et al., 2014). Os 6leos e seus componentes
individuais ja mostraram atividade supressora tumoral quando testadas em linhagens
tumorais, como glioma, cancer de colon, cancer gastrico, tumor hepatico, cincer de mama,
leucemias entre outros (Edris, 2007; Bhalla et al., 2012; Lesgards et al., 2014).

A composi¢do do 6leo essencial de uma planta é determinada geneticamente,
sendo geralmente especifica para um determinado 6rgdo e caracteristica para o seu estagio
de desenvolvimento, mas as condi¢des ambientais sdo capazes de provocar variagdes
significativas . A insolagdo, temperatura, umidade do ar e o tipo de solo, especialmente no
que diz respeito a disponibilidade de agua pelas plantas, sdo fatores que afetam a producdo

dos oleos essenciais. Na grande maioria, sdo constituidos de substincias terpénicas,

monoterpenos (Cig) e sesquiterpenos (Ci5), € frequentemente de fenilpropandides. A

época de colheita, o hordrio e 0 modo de secagem do material vegetal também sdo fatores
fundamentais (Franz, 2010).

Devido ao grande nimero de constituintes presentes nos oleos essenciais, ¢
provavel que estes ndo possuam alvos celulares especificos. De fato, analises realizadas
por microscopia eletronica revelam que os mesmos alteram os diferentes compartimentos
celulares, como a membrana plasmatica, o citoplasma e o nucleo (Bakkali et al., 2007).

Os Oleos essenciais e seus componentes apresentam caracteristica hidrofobica
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permitindo a sua interagdo com membranas celulares. Sendo assim, possuem capacidade
de penetrar na célula e interagir com componentes intracelulares ou, ainda, atuar no
rompimento das membranas celulares. Isto ocasiona a perda da permeabilidade seletiva da
célula, levando ao comprometimento de suas fung¢des e, por fim, em eventual morte
celular (Cristiani et al., 2007).

As propriedades farmacéuticas das plantas aromaticas sdo em parte devidas aos
seus Oleos essenciais. Por esse motivo, esses compostos estdo sendo pesquisados para a
utilizacdo na terapia do cancer, uma vez que estudos demonstram suas propriedades tanto

na quimioterapia quanto na quimioprevengao.

1.2.2. Oleo essencial da planta P. gaudichaudianum

As andlises da composi¢do quimica do Oleo essencial das folhas de P.
gaudichaudianum descrevem os terpenos como principais componentes. Rorig et al.
(1991) identificaram por Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massa (GC/MS), com
rendimento de 0,30%, como principais constituintes do 6leo essencial das folhas de P.
gaudichaudianum, os compostos d-limoneno, citral A, citral B, geraniol, linalol [-
cariofileno e para-cimeno. Poser et al. (1994), em outro estudo com o 6leo essencial das
folhas coletadas na mesma regido da amostra do trabalho anterior, apresentando o mesmo
rendimento, determinaram a presenga de 12% de monoterpenos, sendo os principais o 3-
pineno e o linalol, e 85% de sesquiterpenos, especialmente o a-humuleno (37,5%) e o B-
cariofileno (17,45 %). Andrade et al. (1998) analisaram duas amostras do 6leo essencial de
partes aéreas de P. gaudichaudianum. A primeira (A) amostra obteve rendimento de 0,8%
e a segunda amostra (B) rendimento de 0,6% na producdo de oleo essencial. Os
constituintes majoritarios em ambas as amostras foram -cariofileno (A:12,1%; B:19,3%),
o-humuleno (A:13,3%; B:29,2%), B-selineno (A:15,7%; B:3,7%) e a-selineno (A:16,6%;
B:8,9%).

De Morais et al. (2007) realizaram uma pesquisa de 6leos essenciais de plantas do
género Piper com potencial larvicida contra o mosquito Aedes aegypti. Nesse trabalho,
extrairam e analisaram o Oleo essencial das folhas de P. gaudichaudianum, onde os
componentes majoritarios foram viridiflorol (27,50%), aromadendreno (15,55%), f-
selineno (10,50%) e selin-11-em-alfa-ol (8,48%). Nos estudos com o 6leo essencial das
folhas, utilizando cromatografia gasosa com detec¢do por ionizagdo em chama (GC-FID) e

GC/MS, identificou-se 87,6% de sesquiterpenos, sendo os principais (£)-nerolidol
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(22,4%), o-humuleno (16,5%), (E)-cariofileno (8,9%) e biciclogermacreno (7,4%) (Péres
et al., 2009).

Entre as atividades biologicas descritas para o d6leo inclui-se a atividade larvicida
contra Aedes aegypti (ICso = 121 pg mL™") (De Morais et al., 2007). Neste estudo, a
atividade foi considerada baixa em relagdo aos outros dleos essenciais testados, ricos em
fenilpropanoides. Também foi demonstrado que o o6leo essencial de P. gaudichaudianum
apresenta uma alta atividade antifungica contra Cryptococcus neoformans (CIM) = 62.5
mg mL") e Candida krusei (CIM = 31.25 mg mL™") (Morandim-Giannett et al., 2010).

Péres et al. (2009) verificaram o efeito toxico, mutagénico e genotoxico do o6leo
essencial utilizando células de fibroblasto de pulmao de hamster chinés (células V79). A
citotoxicidade do 6leo essencial foi avaliada utilizando o ensaio colorimétrico MTT (sal 3-
(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium), de exclusdo com azul de
Trypan (TB) e sobrevivéncia clonogénica, verificando-se que o oleo essencial induz
citotoxicidade dose dependente (ICsp = 4.0 pg/mL"). Foi detectado a indugdo de danos no
DNA pelo ensaio cometa alcalino, o qual analisa quebras de cadeia simples e dupla do
DNA e sitios alcali-labeis, a partir da dose de 2.0 pg/mL. Na versdo neutra do ensaio, que
analisa somente formagdo de quebras duplas no DNA, foi verificado que o 6leo essencial
de P. gaudichaudianum nao induz formagao de quebras duplas. No teste de microntcleo
foi verificada indugdo significativa de danos no DNA a partir da concentragdo de 4.0
pg/mL. Na avaliacdo da peroxidagdo lipidica pelo ensaio do acido tiobarbiturico (TBA)
detectou-se um aumento da formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) a partir da
concentragdo de 2.0 pg/mL. Dados de regressdo linear destes resultados indicam que as
ERO tém um papel importante na citotoxicidade e genotoxicidade deste 6leo, indicando a
capacidade deste em afetar o equilibrio redox celular. Os efeitos encontrados neste estudos
estdo relacionados a presenca dos compostos (E)-nerolidol, a-humuleno e (E)-cariofileno,
que ja se sabe, possuem atividade citotoxicas (Legault et al., 2003).

Sperotto et al. (2013) verificaram que tanto 6leo essencial quanto o seu composto
majoritario nerolidol apresentam efeito citotoxico nas linhagens XV185 e NI123 de
Sacharomyces cerevisiae, nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL. Também, utilizando
mutantes deficientes na enzima superoxido dismutase e linhagens deficientes em vias de
reparo do DNA, verificaram um aumento da sensibilidade nos ensaios com 6leo essencial
de P. gaudichaudianum e nerolidol, assim ambos apresentam a capacidade de gerar ERO,

que pode estar relacionado ao mecanismo de a¢do, de acordo com estudo de Ferreira et al.
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(2011), que demostraram que o nerolidol pode afetar a fun¢do da membrana mitocondrial,
diminuindo a viabilidade celular via interagdo com membrana, aumentando a quantidade
de ERO e diminuindo a quantidade de ATP. Estes resultados sugerem que a citotoxicidade
estd relacionada com geracdo de quebras simples decorrentes da geracdo de lesdes
oxidativas, sendo o nerolidol o principal responsavel pelos efeitos bioldgicos induzidos
pelo oleo essencial de P. gaudichaudianum.

De acordo com os dados obtidos na literatura, as principais atividades descritas
para o 6leo essencial das folhas P. gaudichaudianum sao: atividade larvicida moderada,
antiflingica, citotoxica em células V79, citotoxica em S. cerevisiae. Estas acdes estdo
correlacionadas com a capacidade de formar ERO, geracdo de quebras simples na

molécula de DNA e efeito pro-oxidante.

1.2.3. Compostos majoritarios do 6leo essencial de P. gaudichaudianum
1.2.3.1. Nerolidol

O nerolidol (Figura 2) ¢ o principal componente do 6leo essencial, extraido a partir
das folhas da P. gaudichaudianum (Péres et al., 2009). E um sesquiterpeno natural,
encontrado nos o6leos essenciais de muitos tipos de plantas e de grande importancia
econdmica. Foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) como agente
aromatizante de alimentos, e tem um amplo uso na industria de cosméticos, sendo um
componente importante na fixacdo de aromas, podendo ser encontrado nas fragrancias de
perfumes, sabonetes, xampus e artigos de higiene, produtos de limpeza e detergentes. O
nerolidol ¢ utilizado em testes de penetracdo da pele como um potenciador transdérmico
de medicamentos (Lapczynski et al., 2008).

O nerolidol € um membro do grupo dos alcoois de cadeia insaturada e ramificada,
as caracteristicas estruturais deste composto correspondem a um grupo hidroxila em sua
molécula, com uma cadeia de carbonos com um ou vérios grupos metila ou ainda com

cadeias laterais etilicas com quatro ligagdes simples conjugadas (Fonseca, 2012).
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Figura 2 - Estrutura quimica (E)-Nerolidol (Lapczynski et al., 2008).

Brehm-Stecher e Johnson (2003) verificaram a atividade inibitoria do nerolidol
para Staphylococcus aureus e Escherichia coli por meio de ensaios de difusdo em disco, e
confirmaram que o nerolidol € um bom potencializador de permeabilidade bacteriana para
antimicrobianos. Lee et al. (2007) estudaram a atividade antifungica do nerolidol em
porcos infectados com Microsporum gypseum e analisaram por CIM a lesdo de
pele, cultura de cabelo e exame histopatologico dos tecidos. Com base nos CIMs o
nerolidol foi clinicamente eficaz na melhora das lesdes. Também foi confirmado através
de ensaios in vitro que na dose de 100 pg/ml o nerolidol inibe em 100% o crescimento do
trofozoito esquizonte, sendo considerado um componente promissor contra o parasita da
malaria Plasmodium falciparum (Lopes et al., 1999).

Arruda et al. (2005) testaram o efeito antileishmania do nerolidol in vitro para o
tratamento da forma promastigota da Leishmania amazonensis, L. braziliensis e L.
chagasi, e da forma amastigota da L. amazonensis. Os resultados mostraram que o
nerolidol nas concentragdes de 67, 74, 75 e 85 uM apresenta atividade inibitoria de 50%,
tanto na forma promastigota como na amastigota. A citotoxicidade do nerolidol no
parasita unicelular 7rypanossoma brucei, causador da doenga do sono ou tripanossomiase
africana, foi demonstrada in vifro na dose de 1,6 pg/ml (Hoet et al., 2006).

Segundo Piculo (2011) o nerolidol provoca clastogenicidade e fraca
genotoxicidade em células de camundongo, quando administrado em altas doses, devendo-
se tomar cuidado ao usé-lo como agente terapéutico ou aromatizante de alimentos. Em
baixas concentragdes o nerolidol pode interferir negativamente no funcionamento
mitocondrial hepatico, causando uma citotoxicidade em células da linhagem de carcinoma

hepatocelular (HepG2) (Ferreira et al., 2011). Embora n3o haja estudos sobre a
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neurotoxicidade do nerolidol, sabe-se que o farnesol, sesquiterpeno com estrutura
semelhante, ndo apresenta efeitos neurotdxicos significantes em cérebros de camundongo.

Na investigacdo da atividade farmacoldgica do nerolidol, grupos expostos de
camundongos foram tratados com as doses de 300, 500, 700, 1000 e 2000 mg/kg e
apresentaram alteracdes comportamentais sugestivas de drogas depressoras do SNC, tais
como a diminuicdo da ambulag@o, da resposta ao toque e a perda do reflexo corneal e
auricular (Nero et al.,2013; Fonseca,2012).

Nos estudos de Klopell et al. (2007) foi verificada a atividade antiulcerogénica do
nerolidol em ratos, através da indugdo de lesdes géstricas agudas por etanol, indometacina
e por estresse. Apos a indugdo das lesdes gastricas, os ratos foram tratados com nerolidol
em doses de 50, 250 e 500 mg/Kg, e foi observado que o nerolidol apresenta atividade
antiulcerogénica significativa, tanto nas tulceras induzidas por indometacina quanto na por
estresse, e nas lesdes induzidas por etanol foi significativo as doses de 250 e 500 mg/Kg.

Nos ensaios de atividade mutagénica pelo teste Salmonella/microssoma (Teste de
Ames, utilizando as linhagens TA98 e TA100), o nerolidol ndo foi mutagénico nas
concentragdes testadas de 14, 28, 56, 111 e 222 pg/placa (Gongalves et al., 2011).

Com base nos dados da literatura ralatados acima, pode-se afirmar que o nerolidol
apresenta atividade de potenciador de permeabilidade bacteriana para antimicrobianos,
induz efeitos citotoxicos em S.cerevisiae, relacionado a formacdo de ERO, atividade

antifiingica, antileishmania, antiulcerogénica, anti-inflamatoria e antiparasitaria.

1.2.3.2. a - humuleno

O o-humuleno é um sesquiterpeno, encontrado na composi¢do de diversos Oleos
essenciais, como por exemplo, nas espécies de Lauraceae e Piperaceae, tem destaque por
sua acgdo anti-inflamatdria, possui formula estrutural C;sHps e estrutura molecular

apresentada na Figura 3.
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Figura 3 - Estrutura quimica (Parissoto, 2011)

Adil El Hadri et al. (2010) demonstraram uma forte atividade citotéxica do 6leo
essencial S. officinalis, o qual tem como principal componente a-humuleno, nas células
LNCap (carcinoma de prostata) e nas células MCF7, a qual indicou ser mais resistente.
Em um estudo de Loizzo et al., (2007), avaliou-se a citotoxicidade do 6leo essencial de S.
officinalis e P. palestina, que possuem como constituintes majoritarios o trans-cariofileno
e o-humuleno, demonstrando que o 6leo essencial de cada planta foi citotoxico para
células C32 (melanoma) e ACHN (adenocarcinoma renal) com valores de ICs
21,81pug/ml e 20 pg/ml, respectivamente, mas o a-humuleno se mostrou inativo frente a
linhagem MCF7, ICsp> 50pg/ml.

Vinholes et al. (2014) testaram atividade antiproliferativa de quatro sesquiterpenos,
entre eles o a-humuleno, em células de cancer de colon, tratadas com 1 mM, através do
ensaio MTT, em diferentes tempos: 0.5, 6, 24 e 48h. Antes de 24h de exposicdo ao
sesquiterpeno ndo houve citotoxicidade, somente apds 48h, houve reducdo de 70% na
viabiliadade celular, sugerindo que o composto apresenta potencial antitumoral.

Cordia verbenacea conhecida popularmente no Brasil como Erva Baleeira ou
salicina ¢ utilizada na medicina popular para o tratamento de varios processos
inflamatorios. Estudos mostraram que tanto o 6leo essencial de C. verbendcea como os
seus constituintes, os sesquiterpenos a-humuleno e trans-cariofileno também encontrado
em outras espécies de plantas (Rogério et al., 2009), exibem propriedades anti-

inflamatorias topicas e em diferentes modelos, reduzindo os niveis de citocinas
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inflamatorias e a expressdo da proteina pro-inflamatoria através da inibicdo do fator
nuclear kB (NF-kB) (Fernandes et al., 2007).

Araujo et al. (2014), demonstraram que o 6leo essencial das folhas de Annoma
sylvatica, nativa do Brasil e conhecida popularmente por pinha ou corti¢a - amarela,
composta por sesquiterpenos como hinesol, a-humuleno, Z-cariofileno entre outros,
apresentou atividade antiproliferativa em diversas linhagens tumorais como MCF7,NCI-
H60, PC-3,HT-29 e U251, com valores de ICsy entre 36 — 45,37 pg/ml no teste de
citotoxicidade com o corante sulforodamina B (SRB), sendo que o uso deste género
Annona ¢ utilizado pela comunidade em processos inflamatorios.

Em estudo com oleo essencial de Abies balsamea (balsam fir oil), composto de
monoterpenos e sesquiterpenos, tendo o a-humuleno como principal componente, foi
avaliado atividade antitumoral em tumores como MCF7, PC-3 e A-549, sendo a-
humuleno ativo contra todas linhagens testadas com ICsy entre valores de 0,76 e 1,7
mg/mL. Em relacdo a MCF7 apresentou atividade significativa com valor de 1Csy = 73
uM. Este estudo também sugere também a deple¢do da GSH e o aumento da produgdo de
ERO foram induzidos pelo a-humuleno, ou seja ele seria o composto responsavel pela

atividade antitumoral do 6leo essencial (Legault et al.,2003).

1.2.3.3 B — cariofileno

O P-cariofileno é um sesquiterpeno encontrado em muitos 6leos essenciais como o
de cravo, pimenta preta, erva de Sdo Jodo e ainda FEugenia caryophyllata (Fam.
Myrtaceae), Piper nigrum L.(Fam. Piperaceae), Zingiber nimmonii (J. Graham) Dalzell
(Fam. Zinziberaceae), bem como em copaiba, Copaifera reticulata Ducke (Fam.
Fabaceae). P-cariofileno cheira a medeira picante e ocorre como uma mistura dos
isomeros isocariofileno, a-humuleno e B-cariofileno (Affonso et al.,2012). Sintetizado
pela primeira vez em 1964, é descrito na literatura como anti-inflamatoério, antitumoral,
bactericida e repelente (Carneiro et al.,2010). Utilizado como agente aromatizante, em
misturas de especiarias, sabores citricos, sabdes, detergentes, cremes e lo¢des, e também
de uma variedade de alimentos produtos e bebidas (Fernandes et al., 2007). Férmula

molecular C;sHy4 e estrutura molecular apresentada na figura 4.
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Figura 4 - Estrutura quimica (Parissoto,2011)

Este composto apresenta importante efeito anti-inflamatdrio, inibindo, de acordo
com Fernandes et al. (2007), a expressdo da COX-2, enzima chave na sinalizagdo do
processo inflamatorio. Parissoto (2011) avaliou o potencial antitumoral do extrato bruto e
supercritico (rico em o-humuleno e [-cariofileno) de C. verbenacea, em diferentes
concentragdes (31,25-1000 pg/ml) e observou uma diminui¢do significativa da
viabilidade de células de carcinoma de Ehrlich e MCF7.

Legault e Pichette (2007), utilizando a linhagem tumoral MCF7, verificaram a
citotoxicidade do 6leo essencial de Abies balsmea, que em estudo anterior (Legault et
al.,2003), identificaram os componentes o-humuleno e B-cariofileno, como compostos
majoritarios. Os autores avaliaram o potencial anticancer dos compostos isolados e
combinados, em que as células foram tratadas nas concentragdes de 16,32 a 64 pgml”'. O
composto PB-cariofileno ndo inibiu crescimento celular em nehuma dose testada, mas o a-
humuleno foi citotéxico em 32 e 64 pg ml'. O interessante deste estudo é que a
citotoxicidade dos dois compostos juntos foi mais significativa (75%) que a apresentada
pelo a-humuleno sozinho (50%), indicando que o B-cariofileno potencializa o efeito do a-
humuleno, o que vem de acordo com estudo de Di Sotto et al., (2010), no qual reporta que
o B-cariofileno induz aumento da atividade anticancer do a-humuleno frente a linhagens
tumorais.

Fontes et al.(2013) estudaram a atividade antitumoral in vitro e in vivo do 6leo
essencial das folhas de Guatteria pogonopus (Annonaceae), composto por (E)-cariofileno

e PB-pirene. A citotoxicidade foi avaliada em células tumorais, OVCAR-8 e PC-3M,



29

usando ensaio MTT, obtendo valores de ICsy entre 3,8 e 20 pg/mL. Em outro estudo
(Loizzo et al.,2007) o (E)-cariofileno apresentou forte citotoxicidade em linhagens de
adenocarcinoma renal (ACHN) com valor de ICsy 20 pg/mL, sugerindo que os compostos
majoritarios sdo responsaveis pelos efeitos encontrados. De acordo com Di Souto et al.,
(2010), o efeito anticancer do [-cariofileno ¢ resultado da capacidade deste induzir
detoxificag¢@o enzimatica.

Park et al. (2011) investigaram a atividade do 6xido de B-cariofileno, isolado de
6leos essenciais de vdrias plantas medicinais como a guava (Psidium guajava), orégano
(Origanum vulgare L.) e pimenta preta (Piper nigrum). Este composto apresenta atividade
antibacteriana, antifingica, antioxidante e antitumoral. Foi verificado se o composto
exerce seus efeitos através da modulacdo da via de sinalizagdo AKT/mTOR/S6K1,
utilizando linhagens PC-3 e MCF7. Pode-se concluir que o 6xido de B-cariofileno ndo
exerceu efeitos antiproliferativos e apoptoticos mas € capaz de reprimir a ativacio desta
via e induzir produ¢do de ERO mediado por ativagdo da MAPKSs, nas linhagens tumorais
avaliadas. Atuando da mesma forma sobre a mTOR, que estd alterada em diversas
patologias como céancer (Park et al., 2011).

O 6leo essencial de Commiphora gileadensis, que tem origem no Egito, apresenta
o B-cariofileno como componente principal e responsavel pelos efeitos antiproliferativos
em linhagem tumoral BS-24-1(linfoma de rato). Neste estudo de Aimel et al. (2012)
descreve-se também a a ativagdo da caspase 3, sugerindo o mecanismo de morte celular
por apoptose e a seletividade do composto, que teve efeitos nas células tumorais e ndo
apresentou efeitos nas ndo tumorais.

Dentro deste contexto, muitos isolados de dleos essenciais de plantas medicinais,
tém sido estudados in vitro e in vivo apresentando capacidade de uso combinado com os
quimioterapicos tradicionais, tais como: eugenol, carvacrol, nerolidol, a-humuleno e f3-
cariofileno entre outros. -elemene apresentou sinergismo com a doxorrubicina em
tumores de pulmao (Liu et al., 2009), B-cariofileno facilita a passagem do paclitaxel
através membrana celular das células tumorais ( Lesgards et al., 2014).

De acordo com dados da literatura as principais atividades dos compostos
majoritarios nerolidol, a-humuleno e B-cariofileno descritas sdo: citotdéxicos em diversas
linhagens tumorais (MCF7,PC-3,HT29 e HCT116), atividade anti-inflamatéria em
diversos modelos animais e ndo mutagénicos em células de mamifero ou bactéria, sendo

promissores compostos para investigar potencial antitumoral.
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1.3. Cancer e resisténcia tumoral

1.3.1 Cancer

O cancer é considerado um importante problema de satde publica em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo ainda importante causa de morte no Brasil e
no mundo, desde 2003. Estimativas prevéem que em 2030, havera 21,4 milhdes de casos
novos de cancer e 13,2 milhdes de mortes por cancer, em consequéncia do crescimento e
do envelhecimento da populacdo, bem como da redu¢do na mortalidade infantil e nas
mortes por doengas infecciosas em paises em desenvolvimento (INCA, 2014).

Céancer ¢ a denominagdo dada a um conjunto de mais de 100 doencgas
caracterizadas pela proliferagdo celular sem limite. As células cancerigenas acumulam
alteracdes estruturais e/ou funcionais nos genes responsaveis pela regulacdo do
crescimento e diferenciacdo celular, o que ocasiona falhas no mecanismo de controle de
crescimento (Alberts et al., 2002). Apesar das origens antigas desse termo serem
relativamente incertas, provavelmente deriva do termo em latim caranguejo,
presumidamente porque o cancer “agarra-se de uma maneira obstinada a qualquer parte do
que se apodera, como um caranguejo’” (Kumar et al., 2004).

Os tumores benignos crescem como massas expansivas que permanecem
localizadas em seu sitio de origem e ndo t€ém a capacidade de se infiltrar, invadir ou
metastizar para outros locais, como os tumores malignos. As metastases sdo implantes
tumorais separados do tumor primario. A metéstase caracteriza de modo inequivoco um
tumor como sendo maligno. A invasibilidade dos tumores possibilita sua penetragdo nos
vasos sanguineos, linfaticos e cavidades corporais, criando a oportunidade para uma
disseminag¢@o. Com poucas excegdes, todos os canceres podem metastizar. Em geral,
quanto mais agressivo, de crescimento mais rapido e maior o tumor primario, maior ¢
probabilidade de metastases (Bogner et al., 2010).

As células eucarioticas passam por uma série de eventos que constituem o ciclo
celular, o qual as células duplicam seu DNA e posteriormente, entram em divisdo
(mitose). As células neo-formadas podem continuar a se dividir, ou parar seu ciclo celular,
entrando no estado de quiescéncia. A regulagdo do ciclo celular é critica para o

desenvolvimento normal dos organismos multicelulares (Lodish et al., 2002).
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Segundo a oncologia molecular, o cancer é o resultado final de um actimulo de
alteracdes genéticas, algumas das quais podem ser adquiridas e outras herdadas. Os genes
que sdo alterados sdo aqueles envolvidos nos processos celulares normais e fundamentais,
como regulacdo do ciclo celular, a sinalizagdo, e a diferenciacdo (Peluzio et al., 2006).
Estes genes mutados podem ser divididos em trés grupos: oncogenes, proto-oncogenes €
genes supressores tumorais. Oncogenes sdo genes cuja presenca e/ou hiperatividade
podem predispor ao desenvolvimento de cancer. Codificam proteinas que estimulam
excessivamente a proliferacdo celular. O oncogene c-myc tem sido apontado como pega
central no processo tumorigénico em diversos canceres humanos. A proteina codificada
pelo gene c-myc, atua inativando os supressores tumorais, embora algumas vias associada
a esta proteina ndo tenham sido totalmente elucidadas. A atividade do c-myc em células
normais € regulada por sinais externos, como fatores de crescimento e componentes da
matriz extracelular. Células diferenciadas normalmente expressam baixos niveis de c-myc
(Duarte, 2010).

Os proto-oncogenes sdo uma familia de genes normais que codificam as proteinas
envolvidas no controle do ciclo celular. Por fim, genes supressores tumorais, sao genes
que codificam proteinas que inibem o crescimento de células tumorais. O principal e mais
estudado gene supressor tumoral ¢ o p53, denominado “guardido do genoma”, o qual
codifica um fator de transcri¢do protéico que se acumula quando ocorre dano ao DNA
ativando a transcri¢do de varios genes, um dos quais codifica a proteina p21. A proteina
p21 inativa complexos de ciclinas/CDKs, impedindo, assim, a fosforilagdo da proteina Rb
(a qual em células quiescentes encontra-se hipofosforilada), com conseqiiente interrupgao
do ciclo no ponto de controle 1, permitindo assim a ocorréncia do reparo do DNA. Caso o
reparo nao seja bem-sucedido, o gene p53 desencadeia um processo de morte celular
programada chamada apoptose. Sendo assim, anormalidades na expressdo do p53 estdo
associadas ao desenvolvimento de tumores malignos (Rang et al., 2004; Parisotto, 2011).

O controle do ciclo celular, denominado checkpoint (ponto de controle), representa
um mecanismo de vigilancia cujo papel principal € o de evitar o acimulo de erros
genéticos durante as divisdes celulares, dessa forma protegendo a integridade gendmica
das células. Para garantir a fidelidade da duplicagdo, os checkpoints desempenham as
sequintes tarefas: induzem um retardo no ciclo celular; ajudam a ativar o reparo do DNA;
bloqueiam o ciclo celular até que o reparo seja feito com sucesso e reiniciam a progressao

do ciclo. Os principais componentes desse sistema de controle sdo duas familias de
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proteinas: as ciclinas e as cinases dependentes de ciclinas (CDKs). As CDKs fosforilam
diversas proteinas ativando umas e inibindo outras para coordenar suas atividades. Cada
CDK ¢ inativa até que se ligue a uma ciclina, e esta ligacdo faz com que a CDK passe a
fosforilar as proteinas (mais especificamente nos residuos de serina e treonina) necessarias
para determinada etapa do ciclo celular (Rang et al, 2003). A atividade das CDKs ¢
também regulada pelos checkpoints, sendo assim mutagdes ou falhas nos mecanismos
desse controle do ciclo celular podem implicar na desrregulacdo da atividade das CDKs,
aumentando a probabilidade de desenvolvimento das transformag¢des malignas
(Malumbres e Barbacid 2009).

Multiplos sinais modulam a proliferacdo celular, sobrevida e morte celular e essa
acdo coordenada permite que a célula normal cresca e se divida até sua senescéncia.
Entretanto as células tumorais perdem capacidade de regular esses sinais, resultando no
descontrole de proliferacdo e auséncia de morte celular, contribuindo para o
desenvolvimento dos tumores. De modo geral, estimulos toxicos ou deletérios a célula
podem desencadear a morte celular por necrose ou apoptose, as quais sdo diferenciadas
pela morfologia e vias bioquimicas celulares (Kalimuth e Kim Se-Kna, 2013).

Segundo Cairrdo e Domingos (2010), a morte celular pode ser classificada em trés
tipos: morte celular programada, apoptose e necrose. A apoptose ¢ um processo celular
complexo, que desencadeia autodestruicdo individual. Pode ser desencadeada por
estimulos externos através de receptores de superficie ou por estimulos internos de
estresse intracelular ou nas vias metabdlicas. Essas vias culminam com a ativagdo de
proteases conhecidas como caspases, as quais exercem papel central no processo de morte
celular. O processo de apoptose pode ser dividido em uma fase de ativag@o, na qual as
caspases se tornam cataliticamente ativas, e uma fase de execucdo, na qual as enzimas
atuam provocando a morte celular. As caspases podem desencadear o processo apoptotico
por duas vias: via extrinseca (via receptor) ou via intrinseca (via mitocondrial). A via
extrinseca pode ser ativada por receptores de morte que contém um dominio
citoplasmatico, envolvido nas intera¢des proteina-proteina (os receptores mais conhecidos
sdo CD95 e Fas). Quando o receptor de morte € conectado com seu ligante, € ativado e se
liga a proteina adaptadora, a qual também contém um dominio de morte, chamado de
FAAD (Fas-associated death domain). Uma vez ligado ao receptor de morte, a proteina
adaptadora se liga a uma forma inativa da caspase-8, ativando-a. A caspase-8 ativada

desencadeia uma cascata de ativagdo de outras caspases, chamadas caspases efetoras,
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como a caspase-3. Essa via da apoptose pode ser inibida por uma proteina chamada FLIP,
a qual se liga a pro-caspase 8 mas ndo consegue clivar nem ativar a enzima pois ndo tem
atividade catalitica. Na via mitocondrial resulta do aumento da permeabilidade
mitocondrial e da liberagdo de moléculas pro-apoptoticas no citoplasma, sem a
participagdo dos receptores de morte (Rang et al., 2003; Kumar et al., 2004). Uma dessas
proteinas liberadas pela mitocondria é a citocromo c, a qual se liga a uma proteina
chamada Apaf-1 (apoptosis activating factor-1) e esse complexo ativa a caspase-9. O
resultado final € a ativag@o da caspase-3, que induz a clivagem de ligagdes peptidicas em
substratos importantes tais como: proteina quinase, proteina do citoesqueleto, proteinas
relacionadas com o reparo do DNA, subunidades inibitérias de endonucleases, levando a
destruicdo das fungdes celulares vitais, acarretando consequentemente ao aparecimento
das modificagdes morfoldgicas caracteristicas nas células em processo apoptotico, tais
como: contragdo do citoplasma, condensa¢do da cromatina, fragmentagdo do DNA e
formagao dos corpos apoptoticos (Parisotto, 2011; Amiel et al., 2012).

A necrose ¢ definida como uma forma violenta de morte celular iniciada por
estimulos ambientais que resultam em rapida desregulagdo da homeostasia, difere de
apoptose por representar um processo passivo onde a morte celular se processa por um
dano direto, de todas as estruturas celulares. E um fendmeno degenerativo, irreversivel
causado por agressdo intensa onde ocorre uma degradacdo progressiva das estruturas
celulares. Ha alteragdo na permeabilidade da membrana, por diminui¢gdo nos nives de
ATP, que tem como consequéncia comprometimento da bomba de Na+/K+ e de outros
fendmenos que sdo ATP-dependentes. Resultando em rompimento de organelas e
membrana plasmatica e libragdo de componentes intracelulares, ocasionando uma reacéo
inflamatoria (Duarte, 2010).

As quimioterapias convencionais causam intensos efeitos colaterais, com taxa de
sucesso limitada devido a concentracdo insuficiente da droga, alta toxicidade sistémica,
auséncia de seletividade, além de colaborarem para resisténcia desses tumores apos
tratamento prolongado. Estas drogas s@o citotdxicas, pré-apoptdticas e ndo seletivas,
sendo toxicas para as células normais e levando o paciente as inumeraveis reagdes
adversas. Acredita-se que diversas substancias apresentem potencial valor na prevengédo ao
cancer ou atuem como agentes terapéuticos, sendo assim, muitos estudos desenvolvem

uma relacdo entre substancias naturais e determinados canceres, a fim de identificar um
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agente potencialmente anticancerigeno, porém mais seletivo (Lesgards et al., 2014; Boire
etal., 2013).

Diversos processos bioquimicos tém sido propostos para explicar o efeito
antitumoral dos 6leos essenciais e seus compostos bioativos: diminui¢do da inflamagio e
estresse oxidativo; producdo de ERO na célula tumoral sem causar este mesmo efeito na
célula ndo tumoral; alterag@o sobre a polarizacdo da membrana mitocondrial; ativacdo das
capases, inativa¢do da via PI3K/Akt/NF-kB entre outros. Muitos autores sugerem que os
terpenos tém grande potencial para constituir uma nova classe de agentes anticancer
(revisado por Lesgards et al., 2014).

Existem varios farmacos ja consagrados na terapia do cancer, porém nenhuma das
estratégias terapéuticas atuais € capaz de regredir completamente as manifestacdes dessa
patologia. Além disso, os tratamentos atuais tém como principal obstaculo o
desenvolvimento de resisténcia celular aos fairmacos (MDR= multidrug resistence ou
resisténcia multifarmaco), o qual se caracteriza pela capacidade das células neoplésicas de
desenvolverem resisténcia simultdnea a diferentes agentes quimioterapicos,
estruturalmente e funcionalmente nio relacionados (Goodman &Gilman, 2001; Almeida et
al., 2005).

Os principais alvos moleculares dos varios farmacos utilizados na quimioterapia do
cancer atualmente incluem: os antimetabolitos, os quais inibem a sintese de purinas (ex:
metotrexato, tioguanina); agentes que inibem a formagdo de desoxirribonucleotideos (ex:
hidroxiuréia, fluoruracila); agentes que modificam o DNA por alquilagdo (cisplatina);
agentes que interagem com a topoisomerase Il (ex: bleomicina, doxorrubicina,
daunorrubicina); agentes inibidores da sintese de RNA ou proteinas (ex: actinomicina D,
vincristina) (Rang et al., 2003; ). Dentre esses grupos, os antibidticos antineoplésicos estdo
entre os mais importantes agentes utilizados na quimioterapia do cancer, incluindo aqui os
membros das familias da antraciclina, bleomicina, actinomicina, mitomicina € acido
auredlico. Entre aqueles clinicamente mais utilizados, encontram-se os derivados da
daunomicina, particularmente doxorrubicina/ idarrubicina e mitomicina C (Cragg;
Newman, 1999). A grande maioria desses antibioticos utilizados exerce sua atividade
antineoplasica por inibicdo da topoisomerase II, grupo de enzimas que catalisam o
relaxamento da super-hélice do DNA em seu processo de replicagdo e sintese de novo.

O cancer de mama ¢ o segundo tipo de cancer mais frequente e 0 mais comum

entre as mulheres. A cada ano, cerca de 20% dos casos novos de cancer em mulheres sdo
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de mama. Para o Brasil, em 2014 foram esperados 57.120 casos novos de cancer de mama
com risco estimado de 56,09 casos de cancer em 100 mil mulheres. Esta frequéncia ¢
aumentada em mulheres das regides Sudeste, Sul e Centro Oeste. Ja o cancer de colorretal
¢ um dos tipos mais frequentes do mundo, especialmente na Europa e América do Norte.
A estimativa para 2014 foi de 15.070 casos novos de cancer de célon e reto em homens e
17.530 em mulheres. Segundo estimativa mundial esse tipo de cancer configura-se como o
terceiro tipo mais comum entre os homens (INCA, 2014).

A resisténcia tumoral ¢ atualmente um dos maiores empecilhos para eficiéncia da
quimioterapia no tratamento de determinados tumores, através dela as células cancerosas
desenvolvem mecanismos que impedem a agdo dos agentes antitumorais resultando no
insucesso do tratamento (Huber et al., 2010). Sdo reconhecidos dois tipos de resisténcia: a
intrinsica, quando ndo ha resposta mesmo no primeiro ciclo do tratamento, e a adquirida,
quando surge no segundo ciclo (pds-terapia). A resisténcia a multiplas drogas
(MDR,“Multidrug Resistance” ou resisténcia multifarmaco) a qual se caracteriza pela
capacidade das células neoplasicas de desenvolverem resisténcia simultdnea a diferentes
agentes quimioterapicos, estruturalmente e funcionalmente ndo relacionados ( Almeida et
al., 2005), ¢ um caso de resisténcia adquirida, observada em células tumorais, que
consiste na auséncia de resposta aos quimioterapicos.

Os mecanismos celulares de resisténcia incluem a redu¢do do acumulo de drogas
quimioterapicas nas células neoplasicas, mediada por varias proteinas de membrana, as
quais pertencem a familia das proteinas transportadoras ABC (ATP Binding Cassete),
dentre os 49 genes da familia de transportadoes ABC, identificados no genoma apenas 15
sdo descritos como transportadores de quimioterapicos em sistemas in vitro dentre estes
apenas 3 estdo envolvidos diretamente na resisténcia e apresentam forte relevancia clinica
pois estdo super expressas em diversos tumores. Entre estas proteinas podem ser incluidas
a glicoproteina P (PGP) e a proteina associada a resisténcia a multiplas drogas (MRP)
(Vecchio et al., 2006). O ABC ¢ frequentemente associado com a diminui¢do do acimulo
celular de quimioterapicos hidrofobicos, expulsando-os ativamente das células quando
estas drogas estabelecem um gradiente de concentragdo. Através da hidrolise da adenosina
trifosfato (ATP) se obtém energia para que os transportadores possam agir como bombas
de efluxo, removendo varios tipos de quimioterapicos intracelulares, sendo este um dos

mecanismos predominantes de agdo do MDR (Yuan et al., 2008; Liu, 2009).
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Muitos medicamentos quimioterapicos podem induzir danos ao DNA diretamente
(por exemplo, medicamentos a base de platina) ou indiretamente (por exemplo, inibidores
de topoisomerase). A resposta celular aos danos ¢ a reparagdo ou morte celular; por
conseguinte, a capacidade de reparo nas células cancerosas tem grande influéncia sobre a
eficdcia de drogas que danificam o DNA. Os danos no DNA induzem a parada do ciclo
celular, que evoluiu para permitir que as células tenham tempo para fazer o reparo. Em
alguns tipos de cancer, a regulagdo do ciclo celular € interrompido em func¢do de
alteragcdes ou perda de fun¢@o dos genes supressores de tumor. Por exemplo, a mutagio de
p53, que possui um papel importante na regulagio do ciclo celular, também esta envolvida
na inducdo de apoptose e sua mutacdo € frequentemente associada com a resisténcia a
drogas (Holohan et al., 2013). Dependendo do contexto os sistemas de reparo de DNA
podem ser considerados inimigos ou aliados das células neoplasicas, a inativagdo de
determinadas proteinas de reparo pode facilitar o acumulo de mutagdes e assim garantir a
variabilidade necessaria para o desenvolvimento das caracteristicas cancerigenas (Sousa,
2012).

Outro mecanismo de resisténcia fundamental ¢ a desregulagdo da apoptose. Grande
parte dos farmacos antineoplasicos exercem seus efeitos citotdxicos por meio da indugdo
seletiva de apoptose levando a morte as células malignas, considerando que a resisténcia a
apoptose € uma marca registrada destas células. Entre as proteinas inibidoras de apoptose
encontra-se os membros da familia BCL-2, o papel destes na regulagdo a resposta a
quimioterapia tem sido extensamente estudado, visto que muta¢des ou superexpressio dos
genes que codificam essas proteinas sdo associado a varias malignidades e resisténcia a
diversas terapias. Entdo, os fatores que podem desencadear a apoptose sdo: ligacdo de
moleculas a receptores de membrana, agentes quimioterapicos, radiagdo ionizante, danos
ao DNA, choque térmico, privagdo de fatores de crescimento, baixa quantidade de
nutrientes e niveis aumentados de espécies reativas de oxigénio (Lugmani,2005; Holohan
etal., 2013).

Novas abordagens para superar o MDR incluem a andlise de novos agentes
quimicos com melhores propriedades farmacoldgicas. Além dos compostos de sintese
quimica, produtos naturais proporcionam uma rica fonte de alvos que possam ser
especificos para a inibi¢do do crescimento de células cancerosas, abrindo oportunidades
para encontrar novos agentes anticancer com melhores caracteristicas de acdo (Sertel et

al., 2010).



