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RESUMO: Xylopia laevigata, conhecida como pindaiba ou meil, € uma espécie nativa da
Mata Atlantica e popularmente aplicada como planta medicinal em algumas regides do pais.
O dleo essencial extraido das folhas dessa planta foi caracterizado afim de determinar a sua
composi¢ao quimica e a potencialidade citotdxica do éleo essencial frente a linhagem HepG2
de carcinoma hepatocelular (cancer de figado) foi avaliada. O 6leo essencial foi extraido por
hidrodestilagdo e os componentes identificados por cromatografia gasosa com detector DIC e
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Os componentes majoritarios
identificados no 6leo essencial das folhas de Xylopia laevigata foram: biciclogermacreno,
B-cariofileno, germacreno D, espatulenol e a-amorfeno. Para avaliar a viabilidade celular
foi utilizado o ensaio de XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-
Carboxanilide), que verifica o potencial redox celular. Nas concentra¢des 62,5 ug/ml a 250
pg/ml ocorreu a inibicdo em 100% das células de carcinoma hepatocelular. Tais resultados
direcionam a estudos fitoquimicos posteriores a fim de validar o seu potencial citotoxico e suas
possiveis aplicagdes na atividade antitumoral.

Palavras-chave: Potencial citotoxico, Produtos Naturais, Oleos Essenciais, Atividade
Antitumoral.

ABSTRACT: Chemical constituents and cytotoxic potential of essential oil Xylopia
laevigata in hepatocellular carcinoma cells - HepG2. The Xylopia laevigata, known as
pindaiba or meiu, is a native plant of the Atlantic Forest and popularly applied as a medicinal
plant in some regions of the country. The essential oil extracted from the leaves of this plant
was characterized in order to determine their chemical composition and evaluated the cytotoxic
potential of the essential oil, the front line HepG2 hepatocellular carcinoma (liver cancer). The
essential oil was extracted by hydrodistillation and components identified by gas chromatography
with FID detector and gas chromatography coupled to mass spectrometry. The major identified
compounds were bicyclogermacrene, B-caryophyllene, Germacrene-D, spatulenol and
a-amorfene. To assess cell viability was used XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-
2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide), which checks the cellular redox potential. All concentrations
62.5 mg/ml to 250 mg/ml, the inhibition occurred in 100 % cells of hepatocellular carcinoma.
These results direct the subsequent phytochemical studies to confirm their cytotoxic potential
and their possible applications in antitumor activity.
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INTRODUGAO fazendo-se necessario a descoberta de novos

O cancer é uma doenga que atinge milhdes
de pessoas no mundo, com elevado indice de
mortalidade. Embora nas ultimas décadas os
avanc¢os na producdo de novas drogas e da
medicina tenham conseguido fazer progressos no
tratamento, existem tumores de dificil destruigéo,
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farmacos antineoplasicos, visando um tratamento
com efeitos colaterais insignificantes. Sendo a
busca por substancias citotdxicas e potencialmente
anticancerigenas uma das prioridades da quimica
medicinal (Mans et al. 2000).

Diferentes abordagens vém sendo
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utilizadas nesta busca, incluindo os produtos
naturais, uma vez que os mesmos desempenham
fundamental importancia no desenvolvimento de
novos farmacos (Pisco et al. 2006). Dentre estes,
os Oleos essenciais (OEs) tem despertado grande
interesse nas pesquisas e na industria farmacéutica.
A complexidade da composig¢ao quimica dos OEs,
demostram variadas atividades farmacoldgicas,
dentre elas a inibicao do crescimento celular, tanto
in vitro como in vivo (Bakkali et al. 2008; Bagetta
et al. 2010).

Muitas espécies vegetais possuem
poucos estudos quanto as suas potencialidades
farmacoldégicas, portanto, 6leos essenciais destas
espécies com composi¢ao quimica variada sao
promissores, no ponto de vista farmacolégico, na
busca por alternativas mais ativas contra o cancer
e menos toxicas para o organismo.

Recentemente, muitos estudos estao sendo
realizados com o objetivo de isolar compostos
encontrados exclusivamente em espécies da
familia Annonaceae e que possuam atividade
biolégica comprovada, tais como: citotdxica,
imunossupressora, pesticida, antiparasitaria,
antimicrobiana e inibidoras do Complexo |
mitocondrial (Gonzalez et al. 1997; Matsumoto et
al. 2010; Lima et al. 2010).

Pertencente a familia Annonaceae, o género
Xylopia L. compreende cerca de 150 espécies
de arbustos e arvores aromaticas. A espécie
Xylopia laevigata (Mart.) RE Fries, popularmente
conhecida como “ pindaiba “ ou “ meiu “ é uma
arvoreta amplamente encontrada em areas de
remanescentes de Mata Atlantica (Maas et al. 2011),
de origem endémica e distribuida geograficamente
em toda regido brasileira (Maas et al. 2015).

Assim, reconhecendo o potencial
farmacolégico da Familia Annonaceae e a grande
variedade do género Xylopia, o objetivo dos nossos
estudos foi analisar a composigdo quimica e a
potencialidade citotéxica dos 6leos essenciais de
Xylopia laevigata frente a linhagem HepG2 de
carcinoma hepatocelular (cancer de figado).

MATERIAL E METODOS

Material boténico

As partes aéreas da espécie vegetal Xylopia
laevigata foram coletadas no més de junho de 2015,
no periodo matutino em um Fragmento Florestal
do Polo de Educagédo Ambiental (“243134,812” S,
“7702042,482” W) do IFES - Campus de Alegre
(PEAMA/IFES), localizado no distrito de Rive,
municipio de Alegre, regido Sul do Espirito Santo,
Brasil. A planta foi identificada pela Bidloga/botanica
Dr. Karla Pedra de Abreu (42.180/02) e depositada
no herbario da Universidade Federal do Espirito
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Santo-(VIES) — Subcuradoria Jerdnimo Monteiro -
ES aos cuidados do coletor JPFZ 45 responsavel
pelo processo de registro, em andamento.

Determinagao da biomassa

Para o calculo do rendimento do 6leo
essencial determinou-se a biomassa das folhas
das plantas secas. Na secagem, as folhas foram
acomodadas em um tabuleiro e posteriormente,
foram deixadas em estufa de circulagéo a 40 °C
até a massa constante. Em seguida foram pesadas
em fragoes de aproximadamente 40 g e envasadas
em sacos plastico e armazenadas em freezer com
temperatura inferior a 0 °C para posterior extragéo
do 6leo essencial.

Extragao do 6leo essencial

O ¢6leo essencial foi obtido por hidrodestilagéo
seguindo a metodologia adaptada descrita por
Craveiro (1981). Em um balao de fundo redondo de
0,5 | foram adicionados aproximadamente 40 g da
folha da planta seca e triturada e 300 ml de agua
destilada. O balao foi acoplado a um aparelho do tipo
Clevenger modificado e a hidrodestilagao foi realizada
por 6 h, apds o inicio da ebulicdo da agua. O 6leo
essencial foi coletado e separado do meio aquoso
por centrifugagéo, transferido para um eppendorf e
guardado em freezer a temperatura de 0 °C.

Caracterizagdo quimica

As amostras do 6leo essencial foram
analisadas em triplicata por cromatografia gasosa
com detector de ionizagdo de chama (CG-
DIC) (aparelho Shimadzu GC-2010 Plus) e por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM) (aparelho Shimadzu GCMS-
2010). As amostras do 6leo essencial em ambas as
analises foram analisadas nas seguintes condi¢des
cromatograficas: coluna capilar de silica fundida
(30 m x 0,25 mm) com fase estacionaria DB5 (0,25
pm de espessura do filme); N, (em analise de CG-
DIC) ou He (em analises de CG-EM) como gas de
arraste. As analises por CG-EM foram realizadas em
um equipamento operando por impacto eletrénico
com energia de impacto de 70 eV; velocidade de
varredura 1.000; intervalo de varredura de 0,50
fragmentos/segundo e fragmentos detectados de
29 a 400 (m/z). A identificacdo dos componentes
foi realizada pela comparagéo de seus espectros
de massas com os disponiveis no banco de dados
da espectroteca Willey7, NIST05, NIST05s, com a
co-injecdo de padrbes puros de componentes do
Oleo essencial e pelos indices de Kovats (IK) (Para
o calculo do IK, foi utilizada uma mistura homologa
de alcanos lineares (C, a C,,) e o valor calculado
para cada composto foi comparado com valores da
literatura (Adams, 2007).
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Teste da atividade citotéxica

A linhagem HepG2 de carcinoma
hepatocelular utilizada neste estudo, foi cultivada
em meio dulbecco’smodifiedeagle (DMEM)
suplementado com 10% de soro bovino fetal, em
frascos de cultura de 75 cm?, incubados a 5% m/m
de CO,, a 95% de umidade, a 37 °C, até alcangarem
confluéncia acima 80%. Atingida a confluéncia ideal,
as células foram lavadas trés vezes com solugéo
salina tamponante (PBS) e tripsinizadas em solugéo
de tripsina 0,05% m/v. Posteriormente, as células
foram contabilizadas com o auxilio da camara de
Neubauer, seguido por calculos de concentragao e
plagueamento.

As células HepG2 foram inicialmente
cultivadas na concentragédo de 7,5 x 10® células/
poco em placas de 96 pogos, na concentragéo
final de 200 pl/pogo a 37 °C e 5% de CO,. O dleo
essencial de X. laevigata foi adicionado em triplicata
nas concentragdes crescentes de 3,9; 7,8; 15,6;
31,2; 62,5; 125,0 e 250,0 pg/ml por 48 horas. Apos
esse periodo, os pogos foram lavados 3 vezes
com solucéo salina e foram adicionados 100 pl de
XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
[(phenylamino)carbonyl]-2H tretazolium hydroxide)
(ThermoFisher Scientific) (1 mg/ml). A placa foi
analisada em leitora de microplaca (THERMOPLATE
— TP-READER) nos comprimentos de onda de 450
nm e 630 nm. O farmaco 5-Fluorouracil foi utilizado
como controle positivo e o DMSO como controle
negativo.

Em seguida, o experimento foi incubado
por 48 h e apéds atingido o tempo de incubagéo, os
pocos foram lavados trés vezes com PBS, seguido
da adigdo 100 ul de meio Roswell Park Memorial
Institute 1640 (RPMI1640) sem fenol red, com
posterior adi¢gdo de 50 ul de solugdo composta por
XTT diluido em RPMI e metassulfato de fenazina
(PMS). O experimento foi incubado por 2 h, seguido
de leitura nos comprimentos de onda de 450 nm e
500 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O dleo essencial obtido a partir das folhas
de Xylopia laevigata por meio de extragcao por
hidrodestilagdo apresentou uma coloragao clara
esverdeada e o rendimento médio do 6leo foi de
0,66% (m/m).

Composic¢ao quimica do éleo essencial

As amostras do 6leo essencial de Xylopia
laevigata foram analisadas por cromatografia para
determinagdo da sua composi¢ao quimica. Para a
analise dos constituintes presentes no 6leo foram
considerados somente os compostos com area
relativa do pico superior a 1%. A identificacdo dos
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constituintes do 6leo foi realizada por CG-DIC
aplicando o calculo do indice de Kovats (IK) e
comparando com dados descritos por Adams (2007).
Além da identificacéo pelo IK, foi realizada a analise
do 6leo essencial por CG-EM e a composigao
quimica foi determinada pela comparagao dos
espectros de massas das substancias presentes no
6leo com dados das espectroteca Willey7, NISTO5,
NISTO05s. Havendo conformidade das informagdes
obtidas pelo calculo do IK e de espectrometria de
massas chegamos a composigao do 6leo essencial
de Xylopia laevigata apresentado na Tabela 1.

Foram observadas nas analises por
cromatografia gasosa a presenga de 28 compostos
diferentes no dleo essencial, dos quais 21 deles
foram identificados pela analise combinada do valor
do IK e dados das bibliotecas de espectrometria
de massas. A soma do teor dos 21 constituintes
identificados no 6leo essencial correspondeu a 81,5%
do total na amostra, sendo que os componentes
majoritarios presentes no 6leo essencial foram o
biciclogermacreno (16,5%), B-cariofileno (11,2%),
(D)-germacreno (8,8%), espatulenol (7,7%) e
a-amorfeno (6,5%). Segundo Costa, (2012) o
a-pineno, biciclogermacreno, (D)-germacreno,
espatulenol e (E)-cariofileno foram identificados em
diversos 6leos essenciais de espécies de Annona,
indicando que os mesmos podem ser considerados
marcadores quimiotaxondmicos do género, e da
familia Annonaceae.

Em um estudo da composigdo quimica
do 6leo essencial de espécimes X. laevigata
realizado por Quintans J.S. et al. (2013), algumas
dessas substancias foram identificadas como
0s principais constituintes dos 6leos em todas
amostras analisadas, como: y-muuroleno (0,60-
17,99%), 6-cadineno (13,45%), (B)-germacreno
(7,31%), a-copaeno (5,98%), (D)-germacreno
(44%), biciclogermacreno (14,63%) e (E)-cariofileno
(5,43-7,98%). Camara et al (2007) em estudo com
a espécie Xylopia sericea, revelou a presenca de
componentes também encontrados em menor
concentragdo na Xylopia laevigata como a- e
B-pineno, mirceno e copaeno.

Queiroz et al. (2014) identificou 36
compostos, na espécie X. laevigata que mostrou
uma predominancia de sesquiterpenos (91,30%),
como: y- muuroleno (17,78%), 6-cadineno (12,23
%), biciclogermacreno (7,77%), a-copaeno
(7,17%), (D)-germacreno (6,54%), cariofileno
(5,87%), y-cadineno (4,72%), aromadendreno
(4,66%) e y-amorfeno (4,39%). Constituintes
principais como limoneno (3,36%), a-cubebeno
(3,04%), (B)-germacreno (2,86%), espatulenol
(2,29%), p-copaeno (1,86%), a-ylangeno (1,26%),
a- pineno (1,25%), B-cubebeno (1,20%) e
a-muurolol (1,11%) foram relatados por Maia
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et. al. (2005), nos oleos essenciais de muitas
outras espécies de Xylopia, indicando que esta
espécie tem composigado quimica tipica da familia
Annonaceae.

As substancias 6xido de cariofileno,
B-cariofileno e espatulenol foram reportadas em
6leos essenciais de algumas espécies da familia
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Anonnaceae incluindo o género Xylopia, elas sdo
consideradas os constituintes predominantes para
esse género de Annonaceae (Fechine et.al. 2002;
Lima et.al. 2003).

Na Figura 1 esta apresenta as estruturas
quimica dos 21 compostos identificados nas
amostras de 6leo essencial analisado.

TABELA 1. Identificacdo da composicdo quimica do 6leo essencial das folhas da planta Xylopia laevigatas.

Nome da (%)Area ; .
. . TR IKCal IKTar m/z (Intensidade Relativa):

substancia Relativa

136(11); 121(12); 105(10); 93(100); 137(1); 79(22);
alfa-pineno 1,3 8,496 932 932 77(26); 41(14)

136 (10); 121(9), 93 (100) ; 91 (26) ; 79 (19) ; 77 (19) ;
beta-pineno 1,2 10,315 974 974 69 (28) ; 41 (30)

136 (4); 121 (5) ; 93 (100) ; 79 (14); 77 (13) ; 69 (67) ;
mirceno 0,6 11,128 991 988 53 (9); 41 (76)

136 (29); 121 (23); 107 (22); 93 (95); 79(34); 68 (100);
D-limoneno 1,8 12,773 1027 1024 53 (20); 41 (19)

204 (3); 189 (4); 161 (34) ; 136 (61); 121 (100) ; 93 (88)
elemene 1,2 27,623 1337 1335 ;55 (11);41 (19)

204 (20); 161 (91) ; 119 (92) ; 105 (100) ; 91 (38) ; 81
alfa-cubeneno 0,5 28,172 1349 1345  (34);55(17); 41(18)

204 (16); 161 (93) ; 119 (100) ; 105 (94) ; 93 (50) ; 81
alfa-copaeno 1,4 29,337 1375 1374  (30);55(18);41 (21)

204 (9); 133 (87); 105 (63) ; 93 (100) ; 91 (82) ; 79 (62)
beta-cariofileno 11,2 31,327 1419 1417 ;69 (79); 41 (70)

204 (39); 161 (95); 133 (72); 119 (69); 105 (88); 91
aromadendreno 4,0 32,117 1438 1439  (100); 79 (70) ; 41 (74)

204 (7); 147 (19); 121 (25); 93 (100); 80 (33) ; 67 (12)
alfa-humuleno 1,8 32,741 1453 1452 ;55 (11) ; 41 (16)
allo-aromadendre- 204 (54); 189 (36); 161 (89); 133 (68); 119 (66); 105
no 1,3 33,078 1461 1458  (93); 91 (100); 41 (63)

204 (26); 161 (100) ; 133 (33) ; 119 (53) ; 105 (61) ; 91
alfa-amorfeno 6,5 33,825 1478 1483  (49);79(34); 41 (24);

204 (17); 161 (100) ; 119 (39) ; 105 (65) ; 93 (27) ; 91
D-germacreno 8,8 33,981 1481 1484  (46); 81 (37); 41 (23)

204 (23); 161 (44) ; 121 (100) ; 107 (57) ; 93 (88) ; 81
biciclogermacreno 16,5 34,669 1496 1500  (33);79(40); 41 (33)

204 (22); 161 (100) ; 119 (42) ; 105 (54) ; 91 (40) ; 81
gama-cadineno 2,8 35,389 1514 1513 (29);79(27); 41 (21)

204 (49); 161 (100) ; 134 (56) ; 119 (67) ; 105 (62) ; 91
delta-cadineno 4,5 35,808 1525 1522  (37);81(33);41(20)

204 (20); 161 (43) ; 121 (100) ; 105 (70) ; 93 (91) ; 81
B-germacreno 2,2 37,126 1558 1559  (57) ;67 (52) ; 41 (47)

220 (6); 159 (65) ; 119 (76) ; 105 (67) ; 91 (89) ; 79 (56)
espatulenol 7.1 38,022 1580 1577 ;69 (44) ;43 (100)
NI 5,8 38,234 1585 -

Continua...
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TABELA 1. Continuagao
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Nome da (%)Area ) )
. . TR IKCal IKTar m/z (Intensidade Relativa)-
substancia Relativa
204 (22); 161 (72) ; 119 (62) ; 107 (84) ; 93 (84) ; 81
viridiflorol 1,5 38,565 1592 1592 (87); 79 (63) ; 43 (100)
204 (15); 149 (90) ; 107 (72) ; 93 (88) ; 81 (100) ; 69
ledol 1,6 39,010 1603 1602 (59) ; 55 (62) ; 43 (96)
NI 2,3 40,07 1632 -
204 (44); 161 (100) ; 121 (52) ; 105 (51) ; 95 (69); 81
alfa-cadinol 3,7 40,461 1642 1652 (44); 79 (35) ; 43 (63)
NI 2,1 40,593 1645 -
NI 3,4 41,069 1658 -
NI 1,3 41,675 1673 -
NI 1,6 44,604 1752 -
NI 1,0 45222 1768 -
Total 99,1

TR (Tempo de Retengdo — minutos); IKcal (indice de Kovats Calculado); IKtab (indice de Kovats Tabelado) e m/z (relagdo massa/carga e
intensidade relativa).> Adams, R. P.; 2007. <Comparado com dados das espectroteca Willey7, NIST05, NISTO5s.

A anadlise do 6leo essencial de Xylopia
laevigata mostrou uma predominéncia de
sesquiterpenos e monoterpenos. Estas classes de
compostos sdo predominantes nos 6leos essenciais
de plantas e em insetos como agentes de defesa
ou feroménio.

Atividade citotoxica

Ensaio de viabilidade (teste de XTT) —
analise qualitativa

O ¢dleo essencial das folhas de Xylopia
laevigata teve a acgao citotoxica avaliada sobre as
linhagens de células de cancer de figado (HEP-G2),
em diferentes concentragdes, cujos resultados
podem ser observados na Figura 2.

O DMSO por ser utilizado como veiculo
durante o experimento, foi utilizado como controle
negativo e o 5-Flurouacil (5-FU) foi utilizado como
controle positivo.

Nas concentracdes 3,9 pg/ml a 15,2 ug/
ml da espécie X. laevigata ocorre o estimulo
da proliferagcédo celular de forma decrescente.
Ao analisar a concentragdo 31,2 ug/ml ocorre o
aumento da proliferagcdo celular, possivelmente
causado por algum composto que se sobrepbs
nesta concentracdo. Nas concentragdes 62,5 pg/
ml a 250,0 pg/ml, ocorreu a inibicdo em 100%,
sugerindo que concentra¢des mais altas da amostra
apresentam efeito citotoxico (Grafico 1).

Os Oleos essenciais possuem diferentes
mecanismos de agao propostos a atividade

antitumoral, por serem moléculas lipofilicas
passam pela membrana citoplasmatica das células,
afetando a estrutura de suas diferentes camadas e
tornando-a permeavel, podendo estar relacionada
sua toxicidade a danos de membrana (Harzallah et
al. 2011; Jaafari et al. 2009).

Estudos mostraram o potencial dos
compostos terpénicos presentes em 6leo essencial
em atividades terapéuticas como: antibacteriano,
antifungico, analgésico, antitumoral e citotéxico
(Edris 2007; Mendes et al. 2010). Neves et al
(2010) relatam que experimentos comprovam que
O B-cariofileno é um sesquiterpeno com atividade
anti-inflamatéria, citotoxica e antineoplasica com
potencial aplicacdo em farmacos.

Rabélo (2014), observou em estudos
citotoxicos feitos com espécies de Annonaceae,
que aquelas em que o B-cariofileno apresentou
percentual inferior a 1,06% ou nao foi identificado,
ocorreu baixa ou nenhuma atividade citotodxica,
levando a concluir que isso ocorreu devido, a
auséncia de maior quantidade destes constituintes.

CONCLUSAO

A extragao e analise do 6leo essencial das
folhas da espécie Xylopia laevigata permitiram a
quantificagcdo do teor de 28 constituintes do 6leo,
dos quais 21 foram identificados pela analise
conjunta do indice de Kovats e por cromatografia
gasosa com detector de massas. Os principais
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FIGURA 1. Estrutura quimica dos compostos identificados no 6leo essencial de Xylopia laevigata.

(1) alfa-pineno; (2) beta-pineno; (3) mirceno; (4) D-limoneno; (5) elemeno; (6) alfa-cubeneno; (7) alfa-copaeno;
(8) beta -cariofileno; (9) aromadendreno; (10) alfa-humuleno; (11) allo-aromadendreno; (12) alfa-amorfeno;
(13) D-germacreno; (14) biciclogermacreno; (15) gama-cadineno; (16) delta-cadineno; (17) B-germacreno; (18)
espatulenol; (20) viridiflorol; (21) ledol; (23) alfa-cadinol.
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FIGURA 2. Pogos ap6s tratamento com XTT. E possivel observar a presenca das células dentro dos pogos.
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GRAFICO1. Efeito das diferentes concentragdes sobre a porcentagem de viabilidade celular de 6leo essencial

da espécie X. laevigata no ensaio de XTT.

componentes identificados no 6leo essencial de
Xylopia laevigata foram o biciclogermacreno,
B-cariofileno, (D)-germacreno, espatulenol e
a-amorfeno. Nas condigdes experimentais em
questdo o rendimento de extragcédo e a presenga
de compostos de interesse como farmaco
botanico indicam a viabililidade de exploragéao
desse 6leo essencial

Nas concentragdes de 62,5 ug/ml a 250
pg/ml, ocorreu a inibicdo em 100% das células,
sugerindo que concentragdes mais altas da amostra
podem apresentar efeito citotoxico em de carcinoma
hepatocelular - HepG2.

Os resultados obtidos a partir do 6leo
essencial de Xylopia laevigata direcionam a estudos

fitoquimicos posteriores para investigagdo dos
agentes bioativos Uteis, para assim, confirmar o seu
potencial citotoxico e suas possiveis aplicagdes da
atividade antitumoral. Além disso, a aplicagdo do
6leo dessa espécie pode possibilitar a exploragéao
deste material foliar como fonte de 6leo essencial
comercial, o que contribuiria para um melhor
aproveitamento dessa biomassa vegetal associada
a produgao de madeira.
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