ne-
e
e~

‘l

)
»

=

VIRTUS IMPAVIDA

L

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE ANTIBIOTICOS
CURSO DE BACHARELADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

MARILIA ALVES DA SILVA

CARACTERIZACAO QUIMICA, ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E ANTICANCER
IN VITRO DE Alpinia purpurata (Viell.) K. Schum e Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt.
& R.M. Sm

Recife
2024



MARILIA ALVES DA SILVA

CARACTERIZACAO QUIMICA, ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E ANTICANCER
IN VITRO DE Alpinia purpurata (Viell.) K. Schum e Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt.
& R.M. Sm

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao Curso de Bacharelado em Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de
Pernambuco, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Bacharela em Ciéncias
Bioldgicas.

Orientador (a): Profa. Dra Jaciana dos Santos Aguiar

Recife
2024



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor,
através do programa de geragado automatica do SIB/UFPE

Silva, Marilia Alves da.

Caracteriza¢io quimica, atividades antioxidante e anticincer in vitro de Alpinia
purpurata (Viell.) K. Schum e Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt. & R.M. Sm.
/ Marilia Alves da Silva. - Recife, 2024.

53p : il tab.

Orientador(a): Jaciana dos Santos Aguiar

Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacéo) - Universidade Federal de
Pernambuco, Centro de Biociéncias, Ciéncias Biologicas - Bacharelado, 2024.

Inclui referéncias.

1. Caracterizagdo quimica. 2. Antioxidante. 3. Citotoxica. 4. Cancer. 5. Alpinia.
1. Aguiar, Jaciana dos Santos. (Orientagdo). 1. Titulo.

570 CDD (22.ed.)




MARILIA ALVES DA SILVA

CARACTERIZACAO QUIMICA, ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E ANTICANCER
IN VITRO DE Alpinia purpurata (Viell.) K. Schum e Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt.
& R.M. Sm

Trabalho de Concluséo de Curso apresentado
ao Curso de Bacharelado em Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de
Pernambuco, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Bacharela em Ciéncias
Biologicas.

Aprovado em: 26/09/2024

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Jaciana dos Santos Aguiar (Orientadora)

Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dra. Leydianne Leite de Siqueira Patriota (Examinador Interno)

Universidade Federal de Pernambuco

Dr. Tonny Cley Campos Leite (Examinador Externo)

Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco - IFPE



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por estar sempre presente em cada vitoria e derrota, animando meu
espirito e me fortalecendo.

Agradeco a minha familia que me apoia em cada decisdo e me mostra que sou capaz de
almejar tudo que anseio. Obrigada, mée, por se entusiasmar comigo em cada conquista.
Obrigada, pai, por todo esfor¢o feito para minha educacao. Obrigada, irméos por todo carinho
gue me anima em tempos dificeis.

Agrade¢o aos amigos que estiveram comigo, tanto os de fora, quanto os de dentro da
UFPE, particularmente Sofia Soares, que desde o inicio da graduacdo foi a mais parceira e
deixou tudo mais leve. Agradeco também as colegas de laboratorio, Maria Eduarda Souza e
Evelyne Galdino por todo companheirismo. Agradeco igualmente ao meu namorado Jodo
Victor por me incentivar e me ajudar em todo 0 processo.

Agradeco a minha orientadora, professora Jaciana dos Santos Aguiar, que me deu a
oportunidade de fazer pesquisa e se disponibilizou para me ajudar no que fosse necessario.
Agradeco também aos professores Tonny Leite, Marcilio Moraes e Antdnio Oliveira que
disponibilizaram alguns dos recursos para a minha pesquisa. Agradeco a Erwelly Barros do
LEVI que compartilhou seu conhecimento comigo e a todos os integrantes dos laboratérios
parceiros que auxiliaram em etapas deste estudo.

Agradeco, por fim, a Universidade Federal de Pernambuco por ter se tornado meu lar

por muitos anos e ter me proporcionado novas experiéncias.



RESUMO

A utilizacdo de produtos naturais, particularmente da flora, com fins medicinais, nasceu com a
humanidade. Indicios do uso de plantas medicinais e toxicas foram encontrados nas civilizaces
mais antigas, servindo como importante fonte de compostos biologicamente ativos. Hoje em
dia, a importancia dos produtos naturais é confirmada atraves dos farmacos advindos dos
compostos presentes em plantas, como os farmacos dito antineoplasicos: vinca, vimblastina e
paclitaxel. Além disso, os 6leos essenciais e extratos vindos do metabolismo secundario das
plantas vém sendo utilizados em muitos estudos a respeito das atividades bioldgicas que
beneficiam a sociedade. Com base nisso, 0 presente estudo possui 0 objetivo de analisar a
constituicdo quimica, a atividade antioxidante e a atividade citotoxica in vitro dos 6leos
essenciais de Alpinia purpurata (OEAp), Alpinia zerumbet (OEAZ) e extratos de A. purpurata.
Os Oleos essenciais (OE) foram extraidos por hidrodestilacdo e ap6s submetidos a analise foi
feita a identificacdo dos compostos foram avaliados como majoritarios o B-cariofileno que
expressou 16,29 % no OEAp e o trans-B-Terpineol que expressou 21,26 % no OEAz. Os
extratos foram extraidos pelo aparelho Soxhlet, que utiliza solventes de acordo com a ordem
crescente de polaridade, foram eles o hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH)
a identificacdo dos compostos foi feita por bioprospeccao fitoquimica. A atividade antioxidante
das amostras se deu a partir do uso do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). Os OEs e o
extrato Hex ndo tiveram acdo nessa metodologia, enquanto os extratos de AcOEt e MeOH
obtiveram percentual de sequestro do radical de 52,10 e 52,45 %, respectivamente na maior
concentragdo testada de 500 pug/mL. O ensaio de citotoxicidade in vitro envolveu linhagens
cancerigenas e nao cancerigenas, foi utilizado o método do brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-
il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT), como controle positivo foi utilizado o paclitaxel (10ug/mL), e
as amostras foram testadas em uma concentracdo maxima de 50 pg/mL. As substancias que
apresentaram inibicdo maior que 70% foram OEAp, que inibiu o crescimento em 97,57 %,
OEAz inibiu em 87,79 %, Hex inibiu em 97,03 % e AcOEt 81,29 % na HL-60 (Leucemia
Promielocitica Aguda). Na linhagem HelLa (Carcinoma cervical humano), OEAp causou
inibicdo de 74,51 % e OEAZ inibiu 76,68 %. OEAp inibiu 79,79 %, 90,86 % e 88,49 %, na
MCF-7 (cancer de mama humano), na L929 (fibroblasto do tecido conjuntivo subcutaneo de
Mus musculus) e Vero CCL-81 (célula epitelial de rim de macaco verde), respectivamente. A
ClI50 das amostras variou entre 9,39 para OEAp na linhagem Vero CCL81 e 38,29 pug/mL para
OEAz na linhagem HL-60. Ademais, o calculo do indice de seletividade mostrou maior
seletividade de OEAp para as linhagens cancerigenas em relacdo a L929 e Vero CCL-81.
Portanto, os 6leos essenciais e extratos de Alpinia demonstraram resultados promissores para
0s ensaios da citotoxicidade. Por isso, sd0 necessarias mais pesquisas que investiguem o0s
mecanismos de acdo de seus compostos.

Palavras-chave: Alpinia; caracterizacdo quimica; antioxidante; citotdxica; cancer.



ABSTRACT

The use of natural products, particularly flora, for medicinal purposes was born with humanity.
Evidence of the use of medicinal and toxic plants was found in the oldest civilizations, serving
as an important source of biologically active compounds. Nowadays, the importance of natural
products is confirmed through drugs derived from compounds present in plants, such as the so-
called antineoplastic drugs: vinca, vinblastine and paclitaxel. Furthermore, essential oils and
extracts from the secondary metabolism of plants have been used in many studies regarding
biological activities that benefit the society. Based on this, the present study aims to analyze the
chemical constitution, antioxidant activity and in vitro cytotoxic activity of the essential oils of
Alpinia purpurata (OEAp), Alpinia zerumbet (OEAz) and extracts of A. purpurata. Essential
oils (EO) were extracted by hydrodistillation and after being subjected to analysis, the
compounds were identified. The majority were evaluated as -caryophyllene, which expressed
16.29 % in OEAp, and trans-B-Terpineol, which expressed 21.26 % in OEAz. The extracts
were extracted by the Soxhlet apparatus, which uses solvents according to the increasing order
of polarity, they were hexane (Hex), ethyl acetate (AcOEt) and methanol (MeOH). The
identification of the compounds was carried out by phytochemical bioprospecting. The
antioxidant activity of the samples was due to the use of the radical 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH). The EOs and the Hex extract had no effect in this methodology, while
the AcOEt and MeOH extracts obtained a radical scavenging percentage of 52.10 and 52.45 %,
respectively at the highest tested concentration of 500 ug/mL. The in vitro cytotoxicity assay
involved cancerous and non-cancer strains, the 3-[4,5-dimethyl-thiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) method was used, as a positive control it was used
paclitaxel (10 pg/mL), and samples were tested at a maximum concentration of 50 pg/mL. The
substances that showed inhibition greater than 70% were OEAp, which inhibited growth by
97.57 %, OEAZz inhibited by 87.79 %, Hex inhibited by 97.03 % and AcOEt 81.29 % in HL-60
(Promyelocytic Leukemia Acute). In HeLa (Human Cervical Carcinoma), OEAp caused 74.51
% inhibition and OEAz inhibition 76.68. OEAp inhibited 79.79 %, 90.86 % and 88.49 % in
MCF-7 (human breast cancer), L929 (Mus musculus subcutaneous connective tissue fibroblast)
and Vero CCL-81 (kidney epithelial cell green monkey), respectively. The 1Cso0 of the samples
varied between 9.39 for OEAp in the Vero CCL81 lineage and 38.29 pug/mL for OEAz in the
HL-60 lineage. Furthermore, the calculation of the selectivity index showed greater selectivity
of OEAp for cancerous lineages in relation to L929 and Vero CCL-81. So, Alpinia essential
oils and extracts demonstrated promising results for cytotoxicity assays. Therefore, more
research is needed to investigate the mechanisms of action of its compounds.

Keywords: Alpinia; chemical characterization; antioxidant; cytotoxic; cancer.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos naturais, particularmente da flora, com fins medicinais,
nasceu com a humanidade. Indicios do uso de plantas medicinais e toxicas foram encontrados
nas civiliza¢cBes mais antigas, sendo considerada uma das praticas mais remotas utilizadas pelo
homem para cura, prevengédo e tratamento de doencas, servindo como importante fonte de
compostos biologicamente ativos (Andrade et al., 2007). Hoje em dia, a importancia e
magnitude dos produtos naturais como fonte de farmacos é confirmada através do significativo
namero de medicamentos disponiveis no mercado, advindos de fontes naturais ou inspirados
neles (Dias, 2023).

Dentre os farmacos, os dito antineoplasicos descobertos em plantas, pode-se citar o da
Catharanthus roseus (L.) G. Don, conhecida também como Vinca, e seus alcaldides isolados,
vimblastina e vincristina. Inicialmente foram utilizados durante os testes de atividade
hipoglicemiante, mas descobriram ser ativos no tratamento contra leucemia linfocitica em ratos
(Gurib-Fakim, 2006). Os taxanos foram inicialmente isolados da casca do teixo do Pacifico,
Taxus brevifolia Nutt e incluem o paclitaxel (taxol®), estudos clinicos revelaram que essa
substancia era capaz de regredir o cAncer de mama e de ovario em humanos (Cragg et al.,
2005). Hoje em dia, estes farmacos continuam sendo utilizados para tratamento de diversas
neoplasias.

Na utilizacdo de plantas se destacam o0 uso de 6leos essenciais, que sdo misturas
complexas de compostos naturais e 0s extratos, que sao solugbes concentradas do material
vegetal. Ambos sdo ricos em metabolitos secundarios que sdo produzidos e armazenados nos
Orgdos secretores das plantas aromaticas, podendo ser encontradas em folhas, frutos, flores,
gomos, sementes, ramos, cascas, raizes e caules (Christaki et al., 2012; Cunha et al., 2012).
Ademais, apresentam diferentes propriedades bioldgicas, como a acdo larvicida, atividade
antioxidante, agdo analgésica e anti-inflamatoria, fungicida e atividade antitumoral (Carmo et
al., 2008; Mendes et al., 2010; Rajkumar et al., 2010; Silva, 2008; Wannes et al., 2010).

Neste contexto, o presente estudo buscou acrescentar mais conhecimentos referente a
composicgdo e propriedades dos 6leos essenciais e extratos de Alpinia, um género tdo diverso
em especies mas ainda ha muito que ser estudado quanto as atividades biologicas. Por isso,
foram selecionados experimentos que tornassem possiveis a identificacdo dos constituintes
quimicos desses Oleos e extratos, além da observacdo de possiveis agfes antioxidante e
citotoxica in vitro. Em suma, espera-se que este trabalho fornega base cientifica para

aprofundamento dessa tematica no futuro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Caracterizar os componentes quimicos dos O6leos essenciais e extratos organicos das

inflorescéncias de Alpinia purpurata (Viell.) K. Schum e Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt.

& R.M. Sm e avaliar atividades antioxidante e anticancer in vitro.

2.2 Objetivos especificos

X/
L X4

Obter 6leo essencial das inflorescéncias de Alpinia zerumbet e Alpinia purpurata e

extratos de Alpinia purpurata.
Identificar os compostos que constituem os 6leos essenciais e 0s extratos;
Observar agédo antioxidante frente ao radical DPPH;

Analisar citotoxicidade in vitro dos 6leos essenciais e extratos nas linhagens celulares
Hela, HL-60, MCF-7, L929 e Vero CCL-81.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Género Alpinia

O género Alpinia € o maior género da familia Zingiberaceae, com mais de 200 espécies
(Cronquist, 1981). Trata-se de uma planta herbacea, geralmente com 2—-4 metros, mas as vezes
até 12 metros de altura (Smith, 1990). Muitas espécies de Alpinia sdo consideradas plantas
etnomedicinais e condimentares em varios paises como China, India, Japio e Vietna (Zhang et
al., 2016). No Brasil, ainda é uma espécie com grande valor ornamental, mas também é utilizada
na medicina popular devido as propriedades medicinais a ela atribuidas, destacam-se os efeitos
hipotensor e levemente diurético obtidos através do cha das folhas, que foram confirmados
pelos estudos de Laranja et al. (1991, 1992) e Mendonca et al. (1991).

Além da variedade das espécies, Alpinia contém uma grande variedade de compostos
fitoquimicos como terpenos, fenilpropandides, diarilheptanoides, flavonoides, éleos volateis e
ligninas (Zhang et al., 2016). Ademais, grande parte do género é conhecida pelas ervas
aromaticas, ttm muitas partes que contém oleos essenciais, como frutas, sementes, folhas,
rizomas, raizes, brotos, caules, pseudocaules, inflorescéncias, flores, pétalas e sementes
possuindo diversas bioatividades antimicrobiana, antiviral, antiparasitaria e antitumoral (Ho,
2010; Samarghandian et al., 2014).

3.1 Alpinia purpurata (Vieill.) K. Schum

Alpinia purpurata é popularmente conhecida por gengibre-vermelho e alpinia (Lorenzi
et al., 2008). As plantas sdo perenes, podendo atingir até 4 m de altura, formando touceiras de
até 1,5 m de expansao. O caule é subterraneo, do tipo rizoma. As folhas sdo lanceoladas, longas,
espessas, bordas orladas e produzidas em talos densos e coloragdo verde-escura. As
inflorescéncias sdo terminais, podendo alcancar 30 cm e sdo compostas por bracteas eretas e
flores brancas (Terao et al., 2005). Por possuir facilidade de adaptacdo, hoje é cultivada em
todas as regides tropicais do planeta. Em Pernambuco, observou-se uma melhor adaptacdo na
regido do litoral e Zona da Mata, onde florescem com qualidade durante o ano inteiro (Teixeira
et al., 2008).

Na literatura, ja existem relatos de atividades biologicas de A. purpurata, como
atividade antibacteriana, larvicida, atividade antioxidante e citotoxica. De acordo com
Villaflores et al. (2010), os compostos bioativos de A. purpurata extraidos das folhas com

diferentes solventes (etanol, hexano e butanol) demonstraram atividade antimicrobiana nas
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concentragOes 72, 64 e 35 ug/mL, respectivamente contra a espécie bacteriana Mycobacterium
tuberculose H37Rv. Os 6leos obtidos a partir das inflorescéncias das variantes vermelha e rosa
apresentaram efeito larvicida em atividades contra o Aedes aegypti no estudo de Chan et al.
(2015), no qual apresentou valores de concentracdo letal (CLs0) de 81 e 72 mg/mL,
respectivamente para cada flor. Segundo Raj et al. (2012) a maior atividade de sequestro do
radical DPPH dessa espécie foi de 68,42 % para extrato de acetato de etila na concentracéo de
500 ug/mL. O mesmo extrato também apresentou atividade citotdxica in vitro contra OAW42,

células de cancer de ovario humano, com valor IC50 de 130 pg/mL.

Figura 1. Partes aéreas de A. purpurata (variante vermelha)

L

Fonte: A autora (2024)

3.1.3 Alpinia zerumbet

Segundo Corréa (1984), acredita-se que Alpinia zerumbet foi introduzida de proposito
no Brasil, sendo cultivada no Jardim Botanico do Rio de Janeiro como uma forma de presentear
a Princesa Isabel por ter assinado a Lei Aurea. Sendo assim, tal espécie nio é endémica do
Brasil, mas é naturalizada nas regides tropicais e subtropicais da América do Sul, Oceania e
Asia. A sua nomenclatura popular é bem mais extensa, sendo conhecida como Alpinias,
Galanga, Gengibre tocha, flor de cera, coldnia, paco seroca, cuité-agu, pacova, dentre outras.
Na literatura cientifica possui sinonimias como: Alpinia speciosa K. Schum., Alpinia
speciosa (JC Wendl.) K. Schum, Alpinia fluviatilis Hayata, Zerumbet speciosum J. C. Wendel,
entre outras. Trata-se de uma planta herbacea, com cerca de 2,5 metros de altura, com caule
aéreo curto agrupados em touceiras, folhas lanceoladas em disposi¢éo distica de base aguda e
apice cuspidado, pubescentes nos bordos. As folhas s&o alternas, simples e curto-pecioladas,
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com longa bainha aberta e ligula desenvolvida. A sobreposicdo das bainhas origina um
pseudocaule (Albuquerque et al., 2004; BRASIL, 2014).

Através dos trabalhos académicos ja publicados com a utilizagdo dessa espécie,
observa-se atividades antimicrobiana, antioxidante e citotoxica. O OGleo essencial das
inflorescéncias secas de A. zerumbet, teve seu potencial antibacteriano avaliado por Kerdudo et
al. (2017), foi testado contra 8 cepas de bactérias, leveduras e fungos. Na concentracéo de 0,5
% (p/v), 0 Oleo essencial exibiu inibicao significativa e superior a 90 % contra Bacillus cereus,
Escherichia coli, Aspergillus niger, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Salmonella
enteritidi e Listeria innocua. De acordo com Castro et al. (2016) o 6leo essencial das folhas de
A. zerumbet apresentou p-cimeno (32,72 %), 1,8-cineol (24,05 %) e 4-terpineol (20,23%) como
0s constituintes majoritarios. Cavalcanti et al. (2012), por sua vez, observou um efeito
antioxidante dose-dependente do 6leo essencial do fruto de A. zerumbet, através do ensaio de
eliminacdo de radicais livres por DPPH, chegando a sequestrar 80,15 % dos radicais livres a
300 pg/mL. Posteriormente, Zahra et al. (2019), destacou o0 extrato de diclorometano devido ao
potencial citotdxico in vitro exibido contra células de carcinoma de Ascite de Ehlich (EAC),
reduzindo a viabilidade celular em 91,3 %, 94,7 % e 100 % nas concentra¢des de 25 pg/mL, 50
pug/mL e 100 pg/mL respectivamente.

Figura 2. Partes aéreas de A. zerumbet

Fonte: Cristina Braga (2018).

3.2 Cancer

3.2.1 Aspectos gerais do cancer

O Instituto Nacional de Cancer (2022), traz o conceito de cancer como sendo o termo

que abrange mais de 100 diferentes tipos de doencas malignas, que tém em comum o
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crescimento desordenado de células que podem invadir tecidos ou 6rgdos adjacentes. Assim,
em cada divisdo celular, as células estdo expostas a sofrer o efeito dos inUmeros carcindgenos.
No entanto, o aparecimento e desenvolvimento de células tumorais a célula necessita romper
uma série de barreiras para se tornar cancerigena (Ward, 2002). Seguindo essa ideia, a
transformacdo da célula normal em tumoral ocorre por varias razbes, destacando-se: 1.
alteracOes genéticas que causam mutacdes ou amplificacdes nas atividades de oncogenes; 2.
anormalidades proteicas, enzimaticas ou hormonais; 3. crescimento das células tumorais (tumor
primario); 4. deslocamento do tumor primario para outros tecidos e 6rgaos (metastase) (Naoum,
2016).

Todas as células do corpo humano tem suas caracteristicas definidas a partir da
expressao do DNA que carrega nos seus genes. No entanto, quando tal expressao é alterada por
mutacdes nestes genes podem levar a desregulacdo do ciclo celular, ocasionando células
cancerigenas (NIH, 2021). Entdo, para que uma celula normal se torne cancerigena, é necessario
uma serie de mutagdes, em genes especificos, como 0s genes supressores tumorais, 0s proto-
oncogenes e 0s genes de reparo do DNA. Mutacdes essas que podem ser herdadas pelas
geracOes celulares subsequentes. Entdo, durante um ciclo celular normal, sdo esperados pontos
de checagem que identifiquem e corrijam os erros ou que induzam a apoptose dessa célula
anormal (Ward, 2002).

Tendo em vista que o cancer € um conjunto de doencas, possui etiologias e formas
distintas, podendo se apresentar de diversas formas. Os tipos mais frequentes sdo 0s carcinomas,
originados de células epiteliais, tais como os canceres de Utero e mama. Existem 0s sarcomas,
que se originam de tecidos de suporte, tais como 0ssos, gordura, muasculo e tecido fibroso.
Também se tem os linfomas, advindos de células conhecidas como linfocitos, encontradas em
glandulas linfaticas e sangue e os melanomas, que se iniciam em células chamadas de
melandcitos. Ademais, tem se a leucemia, que se origina de células da medula déssea que
produzem as células sanguineas brancas, as quais, se acumulam e causam problemas,
restringindo a criacdo de novas células (Kolstad et al., 2017; Rodrigues et al., 2016).

A partir desse conhecimento, é possivel definir os marcadores do cancer, que sdo
capacidades adquiridas pelas células cancerigenas durante o desenvolvimento do tumor,
compartilhadas por quase todo tipo de cancer. Essa definicdo foi proposta para auxiliar no
estudo dos multiplos fendtipos que as doencas poderiam apresentar. A principio, foram
definidas seis capacidades: autossuficiéncia em fatores de crescimento, insensibilidade a
supressores de crescimento, escape da apoptose, auséncia de limites do potencial de replicacdo,

sustento da angiogénese e invasdo de tecidos (Hanahan e Weinberg, 2000). A medida que o
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conhecimento dos mecanismos do cancer avancou, (Hanahan e Weinberg 2011) pontuaram
outros potenciais marcadores: metabolismo celular desregulado, escape da destruicdo
imunologica, inflamacdo promovida pelo tumor e instabilidade gendmica. Ap6s mais de uma
década, foram adicionadas novas caracteristicas consideradas apropriadas para serem
incorporadas na conceituacdo anterior, sendo elas: desbloqueio da plasticidade fenotipica,
reprogramacao epigenética ndo-mutacional, microbioma polimorfico e senescéncia celular
(Hanahan, 2022).

Até o presente momento, sdo evidenciados catorze marcadores (Figura 3), e devido a
toda complexidade que envolve o céncer, sdo necessarios cada vez mais estudos para uma

compreensdo mais completa dos mecanismos, manifestacdes e tratamentos da doenga.

Figura 3. Marcadores do cancer
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Fonte: Modificado de Hanahan (2022)

3.2.2 Cancer de mama

O céncer de mama é o tipo de neoplasia com maior incidéncia em todo o mundo,
principalmente na populagéo feminina, tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises

desenvolvidos (Dias et al., 2023). No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) o
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namero estimado de casos novos de cancer de mama, para o triénio de 2023 a 2025, ¢é de 73.610
casos, correspondendo a um risco estimado de 66 casos novos a cada 100 mil mulheres. A taxa
de mortalidade por cancer de mama no Brasil ndo € homogénea entre as regides, 0 maior risco
estimado € observado na Regido Sudeste, de (84,46 por 100 mil mulheres) e Sul (71,44 casos
por 100 mil mulheres), regides com maior indice de desenvolvimento no pais. Embora seja uma
doenca genética, nem todo caso é hereditario, 0 que indica que o curso clinico e a sobrevida
variam entre os pacientes. E uma doenca determinada por uma série complexa de fatores, tais
como a diferenca na velocidade de duplicacdo tumoral, o potencial de metastizacdo do tumor e
outros mecanismos, ainda ndo completamente compreendidos, relacionados com a condigédo
imunolégica, hormonal e nutricional do paciente (Souza et al., 2008).

A principal manifestacdo clinica da doenca é o nédulo (caro¢o) fixo na mama e/ou axila,
geralmente indolor. Outros sinais e sintomas sdo: dor mamaria, pele da mama (avermelhada
com retracOes de aspecto semelhante a casca de laranja) e saida espontanea de liquido anormal
pelos mamilos (Silva, 2011). Quando a doenca é diagnosticada no inicio, o tratamento
locorregional tem maior potencial curativo, as técnicas mais abordadas sdo a cirurgia e a
radioterapia. A cirurgia é feita para retirar o tumor, podendo ser a retirada de toda a mama, ou
apenas retirada do tumor e areas afetadas (Femama, 2021). Ja a radioterapia utiliza radiacoes
ionizantes (raio x), com o objetivo de destruir as células tumorais ou impedir que se espalhem
(INCA, 2022).

Além disso, ha o tratamento sistémico, que se faz necessario quando a metastase ja esta
instalada. A técnica mais utilizada é o uso de quimioterapicos, sendo eles: quimioterapicos
convencionais e hormonioterapicos (Kerr et al., 2022). Dentre o0s quimioterapicos
convencionais mais utilizados contra o cancer de mama estdo: os alcaldides da vinca
(vimblastina, vinorelbina, eribulina); as antraciclinas, como a doxorrubicina; 0s taxanos, como
o paclitaxel e o docetaxel; a ciclofosfamida; a cisplatina; e a carboplatina. Os
hormonioterapicos, sdo farmacos que agem inibindo a acdo de determinados hormdnios, como
por exemplo o tamoxifeno e toremifeno séo antiestrogénicos (Paludo et al., 2023). Entretanto,
esses farmacos, em sua maioria, também destroem células saudaveis, ocasionando efeitos

adversos significativos para o paciente.
3.2.3 Cancer do colo do utero

A estimativa mundial apontou que o cancer do colo do Utero foi 0 quarto mais frequente

em mulheres em todo o mundo, com uma estimativa de 604 mil casos novos, representando
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6,5% de todos os tipos de cancer em mulheres. Esse valor corresponde a um risco estimado de
13,30 casos por 100 mil mulheres, e as taxas de incidéncia mais elevadas foram estimadas para
0s paises do continente africano (Ferlay et al., 2021; Sung et al., 2021). Em termos de
mortalidade no Brasil, em 2020, ocorreram 6.627 &bitos, e a taxa de mortalidade bruta por
cancer do colo do Gtero foi de 6,12 mortes a cada 100 mil mulheres (BRASIL, 2022; Instituto
nacional de cancer José Alencar Gomes da Silva, 2020a).

O céancer do colo do atero, também chamado de cancer cervical, é um tipo de neoplasia
maligna causada pelos HPVs (papilomavirus humano), um grupo de virus com alta afinidade
por mucosa e pele. Ao menos 200 variagBes genotipicas do HPV ja foram relatadas, destas,
cerca de 12 foram associadas com o desenvolvimento de cancer de colo de utero (Queiroz et
al., 2023). A principal via de transmissdo do virus é através do contato pele a pele no momento
da relacdo sexual (genital-genital ou oral-genital) ou ainda que de forma rara, no momento do
parto (Johnson et al., 2019). As células infectadas pelo HPV tém falhas na supressdo tumoral,
devido a atividade desregulada das proteinas p53 e RB, isso consequentemente leva ao
surgimento de caracteristicas neoplasicas (resisténcia a morte celular e escape imunologico) e
por fim, o inicio da carcinogénese cervical (Nakagawa et al., 2010).

O método mais empregado para a deteccao precoce é o teste de Papanicolau, que busca
detectar as lesGes pré-cancerigenas ou cancerigenas antes que elas se expandam para os tecidos
circundantes a lesdo priméria (Medrado, 2023). Atualmente, foi elaborado um esquema de
tratamento que pode incluir sessdes de radioterapia, cirurgias de remocdo de tumores e a
administracdo de farmacos antineoplasicos, como por exemplo, a cisplatina, paclitaxel e o
topotecano (Frigo et al., 2015; Li et al., 2016). Entretanto, esses farmacos trazem muitos efeitos
indesejados aos pacientes em tratamento, tanto estéticos como fisiolégicos (American Cancer
Society, 2020b).

3.2.4 Leucemia Promielocitica Aguda

Leucemia é uma doenca hematologica, que atinge os leucdcitos (glébulos brancos)
originarios da medula 6ssea dos individuos. A origem se da na fase de maturacdo dos
leucécitos, provocando anomalias celulares. De maneira geral, as leucemias podem ser
divididas em dois grandes grupos: agudas e cronicas, ambas possuem subcategorias,
linfocitica e mieldide (Santos et al., 2019; Delfino, 2022). Dentro do que se conhece a
Leucemia Promielocitica Aguda (LPA) é um subtipo da leucemia mieldide aguda (LMA),
classificada como LMA M3, est4 associada a translocacdo t(15;17)(g22;921) que rompe o

gene do receptor acido alfa do &cido retindico (RARA). Como resultado, uma porcao do gene
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do RARA se funde com um locus no cromossomo 15, chamado PML (promyelocytic myeloid
leukemia) de onde RNA mensageiros para a proteina quimérica PML-RARA s&o expressos,
causando alterages estruturais (Lima et al., 2000; Sagrilo et al., 2005).

A LPA corresponde de 10% a 15% das leucemias mieloides agudas, a presenca de uma
sindrome hemorragica severa no momento do diagnéstico € a caracteristica mais importante
da LPA e uma das causas mais frequentes de morte precoce. Esse tipo de leucemia
desencadeia sintomas relacionados com a anemia, trombocitopenia e organomegalia.
Apresenta, também, niveis baixos de fibrinogénio e tempos prolongados de protrombina e
parcial de tromboplastina, sendo a primeira manifestacao clinica a leucopenia (Mufioz, 2001).
Caracterizam-se pela presenca de multiplos bastonetes de Auer no citoplasma, formando
feixes, dando a essas células a denominagdo de “Faggot cells” (células com magos ou feixes)
(Zago et al., 2004).

Ademais, para o tratamento da LPA normalmente é utilizado o &cido trans-retindico
(ATRA), que é um metabolito natural derivado do retinol. A combinacéo do &cido trans-
retindico com outros medicamentos como: a idarrubicina e o trioxido de arsénio (ATO) se

mostraram eficazes na inducédo de remissao completa (Li et al., 2014; Yilmaz et al., 2021).

3.3 Estudo do cancer in vitro

Com a maior incidéncia de casos de cancer no mundo, a busca por novos agentes
eficazes tem aumentado. As pesquisas iniciam-se com ensaios de triagem in vitro, permitindo
avaliar a atividade citotoxica de compostos. Portanto, a citotoxicidade é o termo utilizado para
expressar o efeito cumulativo de um composto durante um determinado periodo de tempo no
namero de células, seja devido a apoptose, necrose ou reducdo na taxa de proliferacao celular
(Xia et al., 2008).

A utilizagdo dos testes de citotoxicidade in vitro representa uma ferramenta atil e
promissora nas primeiras etapas de selecdo de compostos antitumorais (Leon et al., 2006).
Quando testados in vitro, um composto que mata as células tumorais ndo € um potencial agente
anticancer, é apenas um composto toxico. Para se tornar um potencial agente anticancerigeno,
um composto citotoxico deve matar mais células tumorais e menos células normais (Kornienko
etal., 2013).

Os ensaios de viabilidade celular sdo métodos utilizados para avaliar as células
metabolicamente ativas em resposta a estimulos extracelulares, farmacos para tratamento

terapéutico, agentes quimicos, ou a fim de otimizar as condigdes da cultura celular. Os ensaios
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de viabilidade celular podem ser classificados de acordo com o procedimento de quantificacdo
celular: métodos colorimétricos, fluorimétricos e por exclusdo de corante azul de tripano
(Gomathi et al., 2020; Larramendy et al., 2018; Nga et al., 2020; Omaiye et al., 2019; Sola-
Leyva et al., 2020).

Os ensaios colorimétricos permitem, a partir da medida de absorbancia por
espectrofotometria, avaliar a quantidade de células viaveis em relagdo ao controle (Frachini et
al., 2021). Destacam-se o do brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT),
o sal de tetrazélio mais utilizado para determinar a viabilidade celular em diferentes linhagens
de células. Este ensaio foi desenvolvido por Mosmann (1983), é considerado um método
simples, rapido e reprodutivel. A citotoxicidade de um composto também pode ser avaliada
pela quantificacdo de células mortas a partir da atividade enzimaética do lactato desidrogenase
(LDH). Essa enzima, presente no citoplasma de células eucarioticas, € liberada para 0 meio de
cultivo quando a integridade da membrana plasmatica celular é comprometida (Jahn et al.,
2011).

Dos ensaios fluorimétricos, o AlamarBlue € o mais usado, a resazurina é um indicador
colorimétrico de cor azul que na mitocdndria de células viaveis é reduzido a resorufina de cor
rosa emitindo um sinal fluorescente captado pelo espectrofotémetro, refletindo a viabilidade
celular (Goto et al., 2018).

O ensaio de exclusdo do corante azul de tripano € um teste utilizado para determinar o
namero de células viaveis presentes em uma suspensdo celular. O principio deste ensaio é que
as células vivas ttm membranas celulares intactas que excluem a coloracdo azul try-pan,
enquanto as células mortas ndo. A suspensdo celular é examinada visualmente sob microscopia
Optica para determinar que células vidveis terdo um citoplasma claro, enquanto células inviaveis
terdo um citoplasma azul. Esta é uma técnica de medicdo simples e rapida, contudo, €
considerada subjetiva, pois é determinada indiretamente pela integridade da membrana celular
(Strober, 2015).

3.4 Estresse oxidativo

A instalacdo do processo de estresse oxidativo procede da existéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em prol da geragdo excessiva de
radicais livres ou perda da velocidade de remocgédo desses. O termo radical livre refere-se a
atomo ou molécula altamente reativa, que contém numero impar de elétrons em sua ultima

camada eletrbnica, conferindo a esses atomos ou moléculas uma alta reatividade (Halliwell et
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al., 1990; 1992; 2004). Durante os processos metabolicos, esses radicais atuam como
mediadores para a transferéncia de elétrons nas rea¢@es bioquimicas, e a geracdo desses radicais
ocorre nas membranas celulares, citoplasma e nas mitocondrias, principalmente, por meio da
cadeia transportadora de elétrons, que ¢ a principal fonte geradora de radicais livres (Ferreira et
al., 1997; Koury et al., 2003; Shami et al., 2004).

O estresse oxidativo conduz a oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas
funcBes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo é o dano oxidativo
potencial contra células e tecidos (Halliwell et al., 2004). Segundo Green et al. (2004), a
cronicidade do processo em questdo tem relevantes implicacdes sobre o processo etioldgico de
numerosas enfermidades cronicas ndo transmissiveis, entre elas a aterosclerose, diabetes,
obesidade, transtornos neurodegenerativos e cancer. A partir disso, houve o desenvolvimento
de mecanismos de defesa antioxidante. Estes tém o objetivo de limitar os niveis intracelulares
de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos decorrentes. Tais objetivos podem
ser alcangados por meio de diferentes mecanismos de acéo: impedindo a formacao dos radicais
livres, impedindo a acdo dos radicais, ou favorecendo o reparo das estruturas biologicas lesadas
(Bianchi et al., 1999; Clarkson et al., 2000; Koury et al., 2003).

Dentre as defesas antioxidantes, uma delas € o sistema enzimatico, que inclui as enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A SOD catalisa a
conversdo do radical superoxido (02) em perdéxido de hidrogénio (H202), a CAT catalisa a
reducdo do H202 a H20 (agua) e O2. Ja a GPx, catalisa a reducdo do peroxido de hidrogénio
(H202) a H20, faz a custa da conversdo da glutationa reduzida (GSH) em oxidada (GSSG),
essa Ultima que promove acdo oxidante em funcdo da ligacdo dissulfeto existente em sua
estrutura (Rover et al., 2001). Sendo assim, as enzimas agem com 0 mesmo propdésito, o de
impedir o acimulo de perédxido de hidrogénio (H202), que culmina na geracao do radical OH,
indicado como o de maior potencial reativo e com extrema instabilidade, capaz de agir sobre as
proteinas, alterando-as em relagdo a sua estrutura e/ou funcéo biolégica (Welch et al., 2002). A
atividade das enzimas em questdo muitas vezes depende da participacdo de cofatores
enzimaticos, especialmente antioxidantes vindos de dietas. Por exemplo, a SOD é dependente
de cobre e zinco no citoplasma, enquanto na mitocondria, necessita do manganés como co-
fator. A GPx também pode ou nédo ser dependente de selénio no citoplasma ou na mitocondria
(Green et al., 2004; Ferreira et al., 1997).
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Figura 4. Integracéo dos sistemas de defesa enzimético
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Fonte: A autora (2024)

Outro sistema de defesa chamado ndo enzimatico, inclui 0s compostos antioxidantes
vindos da dieta, entre 0s quais se destacam: vitaminas, minerais e compostos fendlicos. Podendo
citar, o acido ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol e B-caroteno, precursores das vitaminas E e
A, respectivamente. Dentre 0os minerais destacam-se o zinco, cobre, selénio e magnésio
(Bianchi et al., 1999; Prasad et al., 2007). Os estudos que se referem a esses compostos estdo
com a fundamentacéo bastante sélida da relevancia da acdo antioxidante dessas moléculas, por
isso 0 Ministério da Saude (2022), ressalta a importancia do consumo de alimentos ricos nesses
compostos.

Outros compostos antioxidantes podem ser vistos através de ensaios usados para medir
a habilidade de sequestro de radicais livres (Alves et al., 2010). Os testes propostos na literatura
variam quanto ao tipo de radicais gerados, indicador de oxidacdo escolhido e método usado
para sua deteccdo e quantificagdo. Em todos esses ensaios, um radical é gerado e reage com
moléculas-alvo, para produzir cor, fluorescéncia, perda ou ganho de sinais de ESR (“Electron
Spin Resonance” ou Ressonadncia do Spin Eletronico) ou outra mudanga mensuravel. A
presenca de antioxidantes altera esses sinais, 0 que permite sua analise quantitativa
(Vasconcelos et al., 2007).

Dentre os testes utilizados, aqueles conhecidos pelas siglas DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) e ABTS (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) permitem avaliar,
através do grau de descoloracdo, sua capacidade antioxidante frente a adi¢do de seus radicais
no meio. Estes métodos séo considerados um dos mais faceis, precisos e reprodutivos na
avaliacdo da atividade antioxidante de sucos de frutas, extratos vegetais e substancias puras,

tais como flavonoides e terpendides (Alves et al., 2010).
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4. METODOLOGIA
4.1 Material botanico

As inflorescéncias de A. purpurata e A. zerumbet foram coletadas na fazenda Sapé, no
Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco (IFPE), Barreiros — PE, na
sua época de floracdo, no més de fevereiro de 2024. A identificacdo das espécies foi feita pela
botnica Dra Rita de Céssia Pereira, curadora do herbério do Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA) e depositadas neste herbario sob a numeragdo 92.965 para A. purpurata e
93.048 para A. zerumbet.

4.2 Extracdo dos 6leos e extratos organicos

Os oOleos essenciais foram obtidos por meio de hidrodestilacdo, usando o sistema
extrator Clevenger, acoplado a um baldo volumétrico de 1000 mL. Para A. purpurata pesaram-
se 150 g de flores e juntamente com 600 mL de agua destilada foi colocado no baldo
volumeétrico. No caso de A. zerumbet a proporcdo foi de 90 g de flores e 900 mL de agua
destilada, entdo, ambos os materiais foram aquecidos por 2 h na temperatura de 100° C. Por
fim, os materiais foram tratados com sulfato de sddio anidro para remocéo de residuos polares
e armazenados em recipientes de vidro sem entrada de luz, identificados e mantidos sob
refrigeracao.

Os extratos das inflorescéncias de A. purpurata foram adquiridos usando um extrator
de Soxhlet. Apds secagem de 4 dias das inflorescéncias em estufa com temperatura controlada,
aproximadamente 40 gramas da flor seca foram moidas em moinho de facas e acondicionadas
a baldo encaixado ao extrator. Posteriormente, foi adicionado 250 mL do solvente para extragéo,
estes foram inseridos em ordem crescente de polaridade, foram eles o Hex (hexano), AcOEt
(acetato de etila) e MeOH (metanol). O tempo de extracdo foi 0 necessario para o esgotamento
da extracdo mensurado pela coloracéo e a temperatura utilizada foi 100° C. Ap0s isso, foram

armazenados em recipientes de vidro a temperatura ambiente.

4.3 Andlise por CG-MS e identificacdo dos componentes

Os 0Oleos essenciais foram submetidos a analise por detector de ionizagdo de chama
(FID) de cromatografia gasosa (CG) e a analise de cromatografia gas - espectrometria de massa
(GC-MS). Para isso, foi utilizado um aparelho de GC Hewlett-Packard 5890 Série Il equipado
com um detector de ionizacdo de chama (FID) e uma coluna capilar de silica fundida DB-5 néo



25

polar (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). A temperatura do forno foi programada de 60 a 240 °C a
umataxa de 3 °C.min-1. As temperaturas do injetor e do detector foram de 260 °C. O hidrogénio
foi utilizado como gas de arraste a uma vazdo de 1 mL.min-1 em modo split (1:30). O volume
de injecdo foi de 0,5 pL de solugdo diluida (1/100) de 6leo em n-hexano.

Apos a andlise FID foi feita a analise de cromatografia gas - espectrometria de massa
(GC-MYS), foi realizada utilizando um sistema Varian 220-MS IT GC com detector seletivo de
massa, espectrometro de massa em El 70 eV com intervalo de varredura de 0,5 s e fragmentos
de 40 a 550 Da. equipado com o0 mesmo programa de coluna e temperatura dos experimentos
GC-FID, com os seguintes parametros: gas de arraste = hélio; vazdo = 1 mL.min-1; modo
dividido (1:30); volume injetado = 1 pL de solucdo diluida (1/100) de 6leo em n-hexano.

Para a identificacdo dos componentes, foi baseada em indices de retencdo de GC-MS
com referéncia a uma série homologa de n-alcanos C8-C40 calculados usando a equacéo de
Van Den Dool e Kratz (1963) e os espectros de massa disponiveis na publicacdo de Adams
(2007), e a comparacgao computacional utilizou a biblioteca do sistema de dados GC-MS (NIST
versdo 11 e WILEY versao 11).

| =100 X n + 100 x —RQTR® (1)
Trmn+1)~TRM)

Onde:

| = indice de retencédo

n = ndmero de carbonos do padréo adjacente menos retido
Tr() = tempo de retengdo da amostra

Trny= tempo de retengao do padrdo adjacente menos retido

Trn+1) = tempo de retencdo do padrdo adjacente mais retido

4.4 - Testes de prospeccgéo fitoquimica de classes quimicas de plantas

Para a andlise qualitativa dos componentes presentes em cada extrato (hexano, acetato
de etila e metanol) foi feita uma prospeccdo fitoquimica preliminar baseada em presenca e
auséncia. Com intuito de avaliar a presenca de alcal6ides nas amostras, foi utilizado o método
de identificacdo segundo a sociedade brasileira de farmacognosia, no qual se utiliza o reativo

Dragendorff (Farmacognosia, 2018). Os extratos foram dissolvidos com etanol e aplicados em
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vidros de relégio com auxilio da pipeta de Pasteur, seguido da adicao do reagente. A formagéo
de um precipitado vermelho-alaranjado foi interpretada como um indicativo positivo para a
presenca de alcaloides. Contudo, devido a natureza nao especifica da reacdo, € comum, a
ocorréncia de falsos positivos, sendo necessaria uma extracdo acido-base para a confirmacéo
da presenca dos compostos (Santos, 2003).

Para a deteccdo de fendis, foi utilizado o teste com cloreto férrico (FeClI3) que é
amplamente empregado para identificar substancias fenolicas em extratos vegetais. A
metodologia seguiu 0 mesmo procedimento descrito para detec¢do de alcaloides, com a
substituicdo do reagente pelo cloreto férrico. Os fendis formam complexos coloridos com ion
Fe3+, resultando em uma mudanca de cor para tons escuros, como verde-musgo e violeta,
confirmando a presenca de fendis na amostra (Shriner et al., 2004).

A presenca de flavonoides e terpenos foi investigada por meio da cromatografia em
camada delgada (CCD), conforme descrito por Wagner et al. (2001). Foram utilizadas
cromatofolhas de aluminio revestidas com uma fina camada de silica-gel, nas quais as amostras
foram aplicadas na parte inferior por sucessivas aplicagdes com tubo capilar, formando
manchas circulares. A eluicdo para flavonoides foi realizada com uma mistura de tolueno, éter
e acido acético na proporcdo 1:1:0,5 v/v (PA), enquanto para terpenos foi empregada uma
mistura de tolueno e acetato de etila na proporcdo 73:27 v/v (PA). Ap6s a eluicdo, as
cromatofolhas foram secas e observadas sob luz ultravioleta (UV) antes e depois da aplicacédo
de reveladores especificos: o reagente de NEU (difenilborinato de aminoetila) para flavonoides

e 0 anisaldeido sulfurico para terpenos. Os resultados foram devidamente registrado.
4.5 Atividade antioxidante
4.5.1 Método do DPPH

A avaliacdo da atividade antioxidante foi efetuada a partir da reducéo do radical 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), segundo metodologia descrita por Blois (1958). Essa técnica
¢ baseada na captura do radical DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil), produzindo um
decréscimo da absorbancia a 515/517 nm. Nesse processo, ocorre uma reacao de oxirredugéo,
onde o radical DPPH, que apresenta coloracdo violeta, € reduzido para DPPH-H (DPPH

reduzido e estavel), alterando a coloracdo da mistura de roxo para amarelo (Figura 5).
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Figura 5. Reacéo de reducéo do radical DPPH
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Fonte: Oliveira et al. (2021).

Para esse proposito, foi realizada diluicdo seriada dos 6leos essenciais de A. zerumbet e
A. purpurata, e extratos de A. purpurata, na concentracdo de 1mg em 1 mL de metanol para
realizar o ensaio nas concentracdes de 500, 250, 125, 62,5, 31,25 e 15,625 pg/mL. Em uma
microplaca de 96 pogos de fundo chato foi colocado 40 pL de cada amostra, em triplicata.
Também foram adicionados 40 pL de cada amostra, ¢ 250 uL. do metanol para o controle de
cor de amostras pigmentadas em suas respectivas concentrac0es. Para determinacdo do controle
do solvente e do radical se utilizou 40 uL de metanol. Em seguida, em um ambiente escuro, foi
adicionado 250 pL do reagente de DPPH distribuindo da menor concentracdo para maior,
exceto no controle de cor, e foi aguardado por um periodo de 30 minutos. Em sequéncia, foi
realizada a leitura das absorbancias dos pogos na leitora de microplacas de Elisa, no

comprimento de onda de 517 nm e a andlise se deu conforme a seguinte equacao (2):

Absg(Absgm— AbScor)
AbSO

SRL (%) =

X 100 2

Onde:

SRL (%) = percentual de sequestro do radical livre
AbsO = absorbancia do controle com o solvente e o radical
Absam = absorbancia da amostra com o radical

Abscor = absorbancia do controle de cor

4.6 Atividade citotoxica in vitro

4.6.1 Cultura de células
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A avaliacdo da atividade citotoxica in vitro foi utilizada linhagem de células
cancerigenas, cujo cultivo ocorreu no Laboratério de Experimentacdo In Vitro e In Vivo do
Departamento de Antibioticos/Centro de Biociéncias —UFPE. As linhagens celulares Hela
(carcinoma cervical humano), L929 (fibroblastos murino) e VERO (células epiteliais de rim de
macaco verde) foram mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium). As linhagens HL-60 (leucemia promielocitica aguda) e MCF-7 (adenocarcinoma de
mama humano) foram mantidas em meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute).
Ambos os meios foram suplementados com 10 % de soro fetal bovino inativado e 1 % de
solugdo de antibidticos (penicilina e estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37
°C em atmosfera Umida enriquecida com 5 % de CO2 e 95 % de umidade. Ademais, antes dos

experimentos, todas as linhagens foram confirmadas com auséncia de Micoplasma.
4.6.2 Método MTT

O método utilizado para avaliacdo da citotoxicidade dos 6leos essenciais e extratos foi
0 do brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) segundo Mosmann
(1983). Esse ensaio refere-se a um teste colorimétrico de viabilidade celular. Para isso, 0 MTT,
que é um sal de coloracdo amarelada, € reduzido a formazan por desidrogenases mitocondriais,
que sucede a formacdo de cristais de cor violeta e revela a presenca de atividade metabdlica
(Figura 6).

Figura 6. Reducdo do MTT a formazan
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Fonte: Magalhées et al. (2018).

Foram utilizadas placas de 96 pocos preparados a uma concentragdo de 1 x 10°
células/mL, e incubadas por 24h, exceto a linhagem HL—60 (3 x 10° células/mL), que n&o
precisou ser incubada por 24h e em seguida, 10 pL das solugdes dos Oleos e extratos em

dimetilsulfoxido (DMSO) (1 %) foram adicionadas aos po¢os a uma concentracao final de 50
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pg/mL. Como controle padréo foi utilizado o farmaco Paclitaxel (10 pg/mL). Ap6s 72h foi feita
uma nova incubacédo das placas e ap6s esse periodo, foi adicionado em cada pogo 25 L de
MTT (5 mg/mL) e as placas passaram por mais uma incubacdo, agora de 3 horas. A etapa
seguinte foi a aspiracdo do meio de cultura com o0 MTT, e adicionado 100 uL de DMSO em
cada poco. Por fim, a absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no comprimento de
onda de 570 nm e a porcentagem de inibicéo foi calculada no programa GraphPad Prism 9.0

demo (Figura 7).
Figura 7. Etapas do método do MTT
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Fonte: Adaptado de Magalh&es et al. (2018).

As amostras que apresentaram inibi¢do superior a 70% foram testadas em diluicGes
seriadas, indicada na figura 8, para determinacdo da concentracdo inibitdria (Cls0), a qual
ocasiona inibicdo de 50% do crescimento em relacdo ao controle negativo. Ademais, a Clso das
amostras e seus respectivos intervalos de confianca (IC 95 %) foram calculados a partir da

regressdo ndo linear no software GraphPad Prism 9.0 demo.
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Figura 8. Diluicdo seriada para construgéo da curva dose-resposta
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Fonte: A autora (2024).

4.6.3 Indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) pode representar a seletividade de um composto entre uma
linhagem normal e uma neoplasica, indicando o potencial uso deste composto em testes clinicos
(Bogo, 2012). Os resultados foram utilizando as linhagens ndo tumorais L929 e Vero CCL-81,
para as amostras que foram estabelecidas a Cls0. O célculo foi realizado de acordo com a
seguinte equacao (3):

Clso nio tumoral

IS = x 100 ©)

Clso tumoral

Onde:

IS = indice de seletividade
Clsy nao tumoral = CI50 da amostra em uma linhagem ndo tumoral
Cls, tumoral = CI50 da amostra em uma linhagem tumoral

Neste estudo, foi considerado significativo um valor de IS que quando maior que 100 a
acao citotoxica da amostra € superior em celulas tumorais, de modo que, quando IS é igual ou

menor que 100 o efeito terapéutico € obtido por meio de uma concentracdo equivalente ou
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inferior & concentracdo que desencadeia efeitos toxicos. Sendo assim, é preferivel que as
amostras apresentem indice de seletividade superior a 100 (Popiotkiewicz et al., 2005).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos 6leos

Os rendimentos dos Oleos essenciais obtidos por meio da hidrodestilagdo foram
calculados a partir de 900 g de inflorescéncia de A. purpurata e A. zerumbet. O procedimento
de hidrodestilacdo resultou em um rendimento de Oleo essencial de 0,88 e 0,55 %

respectivamente e dispostos na tabela 1.

Tabela 1. Rendimento dos 6leos essenciais de Alpinia purpurata e Alpinia zerumbet extraidos

por hidrodestilacdo das inflorescéncias frescas.

Espécies Rendimento dos 6leos (%)
OEAp 0,55
OEAz 0,88

OEAp: éleo essencial de Alpinia purpurata; OEAz: dleo essencial de Alpinia zerumbet.

Comparando a literatura, De lira et al. (2015) utilizando 528,39 de inflorescéncias da
variagdo vermelha de A. purpurata obteve um rendimento de 0,008%, considerado baixo
comparado ao relatado nesse estudo. Segundo Burt (2004), as varia¢es no rendimento de 6leo
essencial entre plantas pertencentes a mesma espécie podem ser atribuidas, principalmente, a
diferencas de época e horério de colheita, tipo de solo, clima da regido e umidade relativa do

ar.
5.1.1 Rendimento dos extratos

A partir de 40 gramas das inflorescéncias de A.purpurata foi obtido o rendimento de
extrato para cada solvente, no hexano obteve (0,28 %), acetato de etila (0,52 %) e metanol (1,44

%). Os extratos obtidos por Soxhlet teve seus rendimentos calculados e dispostos na tabela 2.

Tabela 2. Rendimento dos extratos de A. purpurata extraidos por Soxhlet das inflorescéncias

frescas.
Extratos Rendimento dos extratos (%0)
Hex 0,28
AcOEt 0,52
MeOH 1,44

Hex: Hexano; AcOEt:Acetato de etila; MeOH: Metanol.

Victorio et al. (2009) obtiveram rendimento para cada fracdo a partir de 59,4 gramas
das folhas de A. purpurata, no diclorometano (0,17 %), acetato de etila (0,18 %) e n-butanol
(2,85 %).
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5.2 Caracterizagdo quimica

Os compostos identificados do 6leo essencial da inflorescéncia de A. purpurata na
cromatografia estdo organizados na tabela 3, juntamente com seus respectivos indices de
retencdo e a porcentagem desses compostos na composicéao total dos 6leos. Dentre os vinte e
nove identificados, o composto majoritario encontrado no éleo essencial de A. purpurata, foi o
B-cariofileno (16,29%) seguido de 7-epi-a-selineno (16,04%), epi-cubebol (8,63), B-pineno
(6,80%), B-chamigrena (5,94%) e Oxido de cariofileno (5,84%).

Tabela 3. Compostos quimicos do Oleo essencial da inflorescéncia de A. purpurata seus
respectivos indices de retencdo e a porcentagem na composicao total.

Compostos Al (calculado) Al (literatura) (%)
a-pineno 932 928 2,65
Canfeno 946 945 0,90
B-pineno 974 970 6,80
Limoneno 1024 1022 0,66

Linalol 1095 1092 2,14
Isoborneol 1155 1154 0,83
Terpinen-4-ol 1174 1171 0,10
a-Terpineol 1186 1181 2,83
Mirtenol 1194 1193 0,64
Formato de isobornila 1235 1235 1,21
Mirtenato de metila 1293 1290 0,53
Silphiperfol-5,7(14)-dieno 1358 1354 1,66
p-cariofileno 1417 1415 16,29
a-humuleno 1452 1449 1,58
p-Chamigrena 1476 1477 5,94
B-Selineno 1489 1490 451
B-vetispireno 1493 1494 0,89
Epi-Cubebol 1496 1499 8,63
7-epi-a-Selineno 1520 1518 16,04
(2)-nerolidol 1531 1535 0,75
Acetato de (Z)-a-isometil-lonol 1555 1556 0,44
Oxido de cariofileno 1582 1580 5,84
Epdxido de humuleno Il 1608 1610 0,50
Cis-isolongifolanona 1612 1616 0,62
y-Eudesmol 1630 1632 0,94
Cariofila-4(12),8(13)-dien-5p-ol 1639 1640 2,02
Intermedeol 1665 1667 5,16
Germacra-4(15),5,10(14)-trien-1- 1685 1690 1,35
a-ol
Epi-a-bisabolol 1686 1692 0,66
Total 96,39

Al (calculado): indice de retencdo calculado com a equacdo de Van Den Dool e Kratz; Al (literatura): indice de
retengdo presente na literatura consultada; N° = constituintes quimicos identificados em ordem crescente de elui¢do
em coluna capilar DB-5 de 30 m.
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O oleo essencial extraido de inflorescéncias da variante vermelha de A. purpurata
apresentou os constituintes majoritarios p-cariofileno (18,26 %), p-pineno (13,93 %), Linalol
(9,64 %) e 7-epi-a-selineno (8,26 %) no estudo de Santos et al. (2012). Essa composi¢édo do
o0leo essencial relatada é semelhante a esse estudo.

Os compostos do 6leo essencial da inflorescéncia de A. zerumbet identificados na
cromatografia foram dispostos na tabela 4, juntamente com seus respectivos indices de retencao
e a porcentagem desses compostos na composicao total dos 6leos. Dos vinte e seis identificados,
0 composto majoritario encontrado no 0leo essencial de A. zerumbet, foi o trans-p-Terpineol
(21,26%) seguido de 1,8-Cineol (18,52%), Sabineno (13,89%), y-Terpineno (11,84%) e o-
Terpineno (6,65%).

Tabela 4. Compostos quimicos do 6leo essencial da inflorescéncia de A. zerumbet, seus

respectivos indices de retencdo e a porcentagem na composicao total.

Composto Al (calculado) Al (literatura) (%0)
a-Tujeno 924 925 1,43
a-pineno 932 933 1,61
Canfeno 946 948 0,53
Sabineno 969 970 13,89
-pineno 974 976 0,78
Mirceno 988 990 1,24
a-felandreno 1002 1005 1,13
a-Terpineno 1014 1016 6,65
p-cimeno 1020 1023 3,04
Limoneno 1024 1024 3,13
1,8-Cineol 1026 1025 18,52
y-Terpineno 1054 1056 11,84
Terpinoleno 1086 1090 2,74
Linalol 1095 1099 1,42
Trans-p-Terpineol 1159 1163 21,26
a-Terpineol 1186 1190 1,66
Formato de isobornila 1235 1236 0,44
Dalceno 1380 1384 0,37
[-cariofileno 1417 1421 3,39
a-Humuleno 1452 1456 0,47
-Bisaboleno 1505 1510 0,13
y-Cadineno 1513 1516 0,18
(2)-Nerolidol 1531 1536 0,57
Espatulenol 1577 1583 0,25
Carotol 1594 1599 0,51
10-epi-y-Eudesmol 1622 1630 0,52
Total 97.70

Al (calculado): indice de retencdo calculado com a equacdo de Van Den Dool e Kratz; Al (literatura): indice de
retengdo presente na literatura consultada; N° = constituintes quimicos identificados em ordem crescente de elui¢éo
em coluna capilar DB-5 de 30 m.
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Compostos como 1,8 Cineol, Sabineno e y-Terpineno ja foram relatados como 0s
principais constituintes do 6leo essencial da inflorescéncia de A. zerumbet, com percentuais de
(23.1%) para 1,8 Cineol, (14.5%) para Sabineno e (8.8%) para y-Terpineno (Zoghbi et al.,
1999). Estes percentuais se assemelham aos encontrados neste estudo.

Apesar de apresentarem composi¢fes quimicas diferentes, os dleos essenciais de A.
zerumbet e A. purpurata apresentaram alguns compostos em comum. Pode-se citar, por
exemplo, a-pineno, B-pineno, limoneno entre outros, embora em proporcdes diferentes. Vale
salientar que mesmo aquelas substancias que estdo em pequenas propor¢des na planta podem
ser responsaveis pela atividade bioldgica, dependendo do potencial de agdo da mesma e de seu
sinergismo com as demais substancias do 6leo (Lima et al., 2014).

A prospeccao fitoquimica dos extratos das inflorescéncias de A. purpurata revelou a
presenca de terpenos nos extratos Hex, ACOEt e MeOH e fendis e flavonoides nos extratos
AcOEt e MeOH (Tabela 5).

Tabela 5. Prospeccéo fitoquimica dos extratos da inflorescéncia de A. purpurata.

Extratos Alcaloides Fendis Flavonoides Terpenos
Hex - - - +
AcOEt - + + +
MeOH - + + +

“+” significa presenga, “-” significa auséncia Hex: hexano; AcOEt: Acetato de etila e MeOH: Metanol.

Estudos fitoquimicos do género Alpinia, mostraram compostos importantes com
atividade antioxidante e atividade antimicrobiana como flavonoides e fendis. Em estudo de
Oirere et al. (2015), utilizaram o extrato hexano das folhas de A. purpurata e observaram a
presenca dos mesmos metabolitos vistos nesse estudo, com adi¢do de alcaloides. De acordo
com Raj et al. (2012), a analise fitoquimica do extrato de acetato de etila das folhas de A.
purpurata revelou a presenca de muitos compostos secundarios, como alcaldides, saponinas,
fenolicos, flavonoides, terpenos e outros, e esses compostos bioativos estdo relacionados a

atividade antimicrobiana.
5.3 Atividade antioxidante
5.3.1 Sequestro do DPPH

Apbs a leitura da absorbancia das amostras, foi possivel quantificar o percentual de
sequestro do DPPH. Os 0leos essenciais de A. zerumbet e A. purpurata e o extrato hexano de
A. purpurata ndo tiveram agéo antioxidante por esta metodologia. Como é mostrado na tabela
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6, 0 extrato de acetato de etila foi capaz de realizar sequestro atingindo percentuais de 52,10,
52,68 e 50,60 para as concentra¢des de 500, 250 e 125 pug/mL, respectivamente. O extrato de
metanol, por sua vez, nas mesmas concentracdes, atingiu percentuais de 52,45, 42,27 e 16,66,

respectivamente.

Tabela 6. Percentual de sequestro do radical DPPH e seus respectivos erros padroes.

% de sequestro do radical
DPPH #+ erro padrdo médio

Concentracao AcOEt MeOH
500 52,10 £ 0,60 52,45 + 8,70
250 52,68 + 0,20 42,27 £ 1,67
125 50,60 £ 0,36 16,66 + 2,89
62,5 21,69 + 0,96 0,0+0,0
31,25 0,0+£0,0 0,0+£0,0
15,6 0,0£0,0 0,0+0,0

Valores de concentragdo expressos em pg/mL EPM: erro padrdo médio. AcOEt: Acetato de etila; MeOH: Metanol.

De acordo com Chung et al. (2006), evidenciam que esse método € comumente usado
para avaliar a capacidade dos extratos vegetais e sdo grandemente influenciados pela
composicdo fendlica da amostra, sendo assim, essa € uma hipdtese que os OEs e 0 extrato
hexano ndo apresentaram acao antioxidante.

Alam et al. (2014), demostraram que concentracdes elevadas para reduzir o DPPH em,
pelo menos, 50 % evidenciam que a amostra possui baixa atividade antioxidante. Considerando
IS0, 0s extratos ACOEt e MeOH apresentaram baixa atividade antioxidante.

Segundo Elzaawely et al. (2007), observaram no seu estudo que o extrato hexano de
flores e sementes de A. zerumbet apresentaram inibicdo do radical DPPH fraca, sendo < 50%.
Raj et al. (2012) analisaram a atividade de eliminacdo do radical DPPH das folhas de A.
purpurata, resultando percentual de 68,42 % para extrato de acetato de etila na concentracéao
de 500 pg/mL.

5.4 Atividade citotéxica

No ensaio de citotoxicidade, o método do MTT revelou que, na linhagem HL-60, OEAp
inibiu 97,57 % do crescimento celular na concentragcdo de 50 pg/mL, enquanto OEAz, 0s
percentuais de inibicdo foram de 87,79 %, o Hex inibiu 97,03 % e o AcOEt inibiu 81,29 %. Do
mesmo modo, na linhagem HeLa, OEAp inibiu 74,51 % e OEAz, 76,68%. Ja na linhagem MCF-
7, OEAp provocou percentuais de inibicdo de 79,79 %. Ademais, na linhagem L929, o OEAp
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inibiu 90,86 % e na linhagem Vero CCL-81, foi capaz de inibir 88,49 % do crescimento
(Tabelas 7 e 8).

Tabela 7. Percentuais de inibicdo e erro padrdo médio de linhagens celulares in vitro apds
exposicao de 72h aos 6leos essenciais de Alpinia spp. (50 ug/mL) e ao Paclitaxel (10 pg/mL).

% de inibicdo £ erro padrdo médio

Linhagens OEAp OEAz Paclitaxel
HL-60 97,57 £ 0,36 87,79 £1,53 93,09 +0,14
HelLa 74,51 +1,07 76,68 + 7,2 94,64 £ 0,53
MCF-7 79,79 = 0,24 32,63 0,24 94,75+ 1,10
L929 90,86 + 0,84 62,84 + 2,26 95,53+ 1,77

Vero CCL-81 88,49 + 1,40 27,91 +2,89 75,33 £ 4,02

EPM: erro padrdo médio. OEAp: dleo essencial de A. purpurata; OEAz: 6leo essencial de A. zerumbet.
Linhagens: HL-60: pro-mieloblasto de Leucemia Promielocitica Aguda; Hela: carcinoma cervical humano;
MCF-7: cancer de mama humano; L929: fibroblasto do tecido conjuntivo subcutaneo de Mus musculus e Vero
CCL-81: célula epitelial de rim de macaco verde.

Tabela 8. Percentuais de inibicdo e erro padrdo médio de linhagens celulares in vitro apds
exposicdo de 72h aos extratos das inflorescéncias de Alpinia purpurata. (50 ug/mL) e ao
Paclitaxel (10 pg/mL).

Extratos de Alpinia purpurata
% de inibicdo + erro padrao médio

Linhagens Hex AcOEt MeOH
HL-60 97,03 £ 0,36 81,29 +£0,38 43,44 £ 0,67
HelLa 67,44 £ 0,75 22,39 +£2,77 49,11 + 4,27
MCF-7 27,92 + 3,31 26,49 + 4,26 26,45 + 0,52
L929 34,75+ 1,66 54,57 + 4,79 30,06 + 3,43

Vero CCL-81 64,75 + 3,39 32,40 + 5,36 9,22+7,18

EPM: erro padrdo médio. Hex: Hexano, acOEt: Acetato de etila e MeOH: Metanol. Linhagens: HL-60: pro-
mieloblasto de Leucemia Promielocitica Aguda; Hela: carcinoma cervical humano; MCF-7: cancer de mama
humano; L929: fibroblasto do tecido conjuntivo subcutaneo de Mus musculus e Vero CCL-81: célula epitelial de
rim de macaco verde.

De acordo com a classificacdo utilizada por Rodrigues et al. (2014), um composto é
considerado muito ativo quando a inibicdo do crescimento celular € maior que 95 %. Do mesmo
modo, caso a amostra apresenta inibicdo entre 70 e 90 %, é classificado como moderadamente
ativo. Entre 50 % e 69 %, é tido como pouco ativo, e se a inibi¢do for inferior a 50 %, ¢ inativo.
OEAp demonstrou ser muito ativo na linhagem HL-60 e moderadamente ativo nas demais.
OEAz foi moderadamente ativo nas linhagens HL-60 e HeLa, na L929 foi dita pouco ativo, na
MCF-7 e Vero CCL-81 foi inativo. Na linhagem HL-60, os extratos Hex e AcOEt foram
classificados como muito ativo e moderadamente ativo respectivamente. Na HeLa e Vero CCL-
81, Hex demonstrou ser pouco ativo e nas demais inativo. O AcOEt foi dito pouco ativo na
L929 e inativo nas demais. O extrato MeOH foi inativo para todas as linhagens.

Apesar dos resultados apresentados, ndo se pode afirmar qual ou quais compostos
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identificados sdo os responsaveis pela atividade citotoxica. No entanto, no caso de OEAp pode
ser devida a presenca de terpinen-4-ol e linalol. Foi demonstrado que o terpinen-4-ol exibe
citotoxicidade moderada contra células cancerosas colorretais e pancreaticas (80-90 %)
(Shapira et al., 2016). J& o linalol possui potenciais propriedades anticancerigenas contra as
seguintes linhagens celulares SW 620, Hep G2, A549 e T-47D com valores Cl50 de 222, 224,
290 e 438 uM, respectivamente (Chang et al., 2014).

De acordo com os resultados, as substancias que apresentaram uma inibicdo maior que
70 % tornou possivel a elaboracao de curvas de inibicdo (Cls0). Conforme os dados dispostos
nas tabelas 9 e 10, a Cl50 do OEAp foi de 17,57 ug/mL, OEAz de 38,29 pg/mL, Hex foi de
16,40 pg/mL e AcOEt de 29,66 ng/mL na linhagem HL-60. Na HelLa, apresentou concentracéo
inibitoria de 37,28 pg/mL para OEAP e 26,71 pg/mL para OEAZ. Nas linhagens MCF-7, L929
e Vero CCL-81, o unico produto que apresentou inibi¢cdo > 70% foi o OEAp, com Clso de
36,76, 16,54 ¢ 9,39 ng/mL, respectivamente.

Segundo o National Cancer Institute (NCI), valores de ClI50 < 30 ug/mL para produtos
ndo puros, por exemplo, extratos e produtos naturais sdo considerados significativos (Geran et
al., 1972). No que se refere as concentragdes inibitorias estabelecidas, 0 OEAz foi considerado
significativo na linhagem HeLa e néo significativo na linhagem HL-60 de acordo com o valor
de referéncia. Nas linhagens HL-60, L929 e Vero, OEAp se mostrou significativo. Enquanto
nas linhagens HeLa e MCF-7, néo foi significativo. Dos extratos, Hex e AcOEt foram

significativos na linhagem HL-60.

Tabela 9. Concentracdo inibitdria (C150) com intervalo de confianca dos 6leos essenciais de A.
purpurata, A. zerumbet e do paclitaxel em linhagens celulares in vitro apés 72h.

Cl50 (ng/mL)
(intervalo de confianca 95%)

Linhagem OEAp OEAz Paclitaxel

HL-60 17,57 38,29 0,0024
(14,93 - 20,67) (30,02 - 48,84) (0,0022 - 0,0027)

HelLa 37,28 26,71 0,0793
(26,33 - 52,77) (22,51 - 31,68) (0,0646 - 0,0973)

MCF-7 36,76 - 6,955

(32,98 - 40,99) (6,563 - 7,370)

L929 16,54 - 0,4225
(12,60 - 21,70) (0,3447 - 0,5178)

Vero CCL-81 9,39 - 1,153
(6,56 - 13,43) (0,9000 - 1,477)

Valores expressos em pg/mL. OEAp: 6leo essencial de A. purpurata; OEAz: 6leo essencial de A. zerumbet.
Linhagens: HL-60: pr6-mieloblasto de Leucemia Promielocitica Aguda; HelLa: carcinoma cervical humano;
MCF-7: cancer de mama humano; L929: fibroblasto do tecido conjuntivo subcutaneo de Mus musculus e Vero
CCL-81: célula epitelial de rim de macaco verde.
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Tabela 10. Concentracdo inibitoria (Cls0) com intervalo de confianca dos extratos de A.
purpurata em linhagens celulares in vitro apds 72h.

Linhagem Hex AcOEt
HL-60 16,40 29,66
(15,15 - 17,77) (25,25 - 34,83)

Valores expressos em pg/mL. Hex: Hexano, acOEt: Acetato de etila. Linhagem: HL-60: pr6-mieloblasto de
Leucemia Promielocitica Aguda.

A partir dos valores de concentragdo inibitoria foi calculado o indice de seletividade
(IS) para linhagens tumorais cujos dados estdo dispostos nas tabelas 11 e 12. Em relacdo a
L929, o OEAp apresentou IS de 94,14 para HL-60, para HelLa 44,36 e 44,99 para MCF-7. Em
relacdo a Vero CCL-81, o OEAp possui IS de 53,44, 25,18 e 25,54 para HL-60, HeLa e MCF-

7 respectivamente.

Tabela 11. indices de seletividade do 6leo essencial de A. purpurata para linhagens tumorais
em relacdo a linhagem ndo tumoral L929.

indice de seletividade

Linhagens OEAp
HL-60 94,14
HelLa 44,36
MCF-7 44,99

OEAp: 6leo essencial de A. purpurata. Linhagens: HL-60: pro-mieloblasto de Leucemia Promielocitica Aguda;
Hela: carcinoma cervical humano; MCF-7: cancer de mama humano.

Tabela 12. indices de seletividade do 6leo essencial de A. purpurata para linhagens tumorais
em relacdo a linhagem nédo tumoral Vero CCL-81.

indice de seletividade

Linhagens OEAp
HL-60 53,44
HelLa 25,18
MCF-7 25,54

OEARp: 6leo essencial de A. purpurata. Linhagens: HL-60: pré-mieloblasto de Leucemia Promielocitica Aguda;

HelLa: carcinoma cervical humano; MCF-7: cancer de mama humano.

Com base apenas nos valores de Clso (Tabela 9), podemos inferir que OEAp nao
apresentou seletividade para células tumorais, em nenhuma das linhagens, exibindo valores

inferiores a 100, sendo assim mais seletivo para as linhagens ndo tumorais testadas.
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6. CONCLUSAO

Os compostos majoritarios dos 6leos essenciais de A. purpurata (OEAp) e de A.
zerumbet (OEAZz) sdo o B-cariofileno e o trans-p-Terpineol, respectivamente. Todos os extratos
apresentaram terpenos e apenas AcOEt e MeOH apresentaram fendis e flavonoides.

Além disso, OEAp, OEAz e Hex ndo apresentaram atividade antioxidante frente ao
radical DPPH e os extratos ACOEt e MeOH apresentaram baixa atividade.

Ademais, os Oleos e extratos inibiram linhagens cancerigenas e ndo-cancerigenas e
possuiram CI50 promissoras, principalmente para a linhagem cancerigena de Leucemia
Promielocitica Aguda (HL-60).

Diante do discorrido, considera-se que este estudo sera importante para a construcdo de
outros trabalhos que caracterizem as atividades bioldgicas dessas espécies tdo importantes na
medicina popular, bem como a possibilidade de, futuramente, serem utilizadas nos tratamentos
de saude.



41

7. REFERENCIAS

ALAM, M. A.; JURAIMI, A. S.; RAFII, M. Y.; HAMID, A. A.; ASLANI, F.; HASAN, M.
M.; ZAINUDIN, M. A. M.; UDDIN, M. K. Evaluation of antioxidant compounds, antioxidant
activities, and mineral composition of 13 collected purslane (Portulaca oleracea L.)
accessions. BioMed Research International, v. 2014, 1D: 296063, 2014.

ALVES, Emanuele Amorim; GUIMARAES, Anna Christina Rosa. Cultivo celular. In:
MOLINARO, Etelcia Moraes; CAPUTO, Luzia Fatima Gongalves; AMENDOEIRA, Maria
Regina Reis (Org.). Conceitos e métodos para a formacéo de profissionais em laboratdrios
de saude. v.2. Rio de Janeiro: EPSJV, 2010. p. 215-253.

ADAMS, R. P. Identification of Essential Oil Components by Gas Chromatography/Mass
Spectrometry. 4a ed. Carol Stream, IL: Allured Publishing Corporation, 2007.

ALBUQUERQUE, E. S. B.; NEVES, L. J.. Anatomia foliar de Alpinia zerumbet (Pers.) Burtt
& Smith (Zingiberaceae). Acta Botanica Brasileira, v.18, n.1, p.109-21, 2004. DOI:
http://doi.org/10.1590/S0102-33062004000100010

AMERICAN CANCER SOCIETY. Chemotherapy for Colorectal Cancer. American Cancer
Society, 2020b. Disponivel em: <https://www.cancer.org/cancer/types/colon-rectal-
cancer/treating/chemotherapy.html>. Acesso em: 28 mai 2024.

ANDRADE SF, CARDOSO LG, CARVALHO JC, BASTOS JK. Anti-inflammatory and
antinociceptive activities of extract, fractions and populnoic acid from bark wood of
Austroplenckia populnea. Journal Ethnopharmacol. 2007 Feb 12;109(3):464-71. doi:
10.1016/j.jep.2006.08.023. Epub 2006 Aug 30. PMID: 17055677.

BIANCHI MLP, Antunes LMG. Radicais livres e os principais antioxidantes da dieta. Revista
Nutri¢do. 1999; 12(12):123-30. doi: 10.1590/S1415-52731999000 200001.

BOGO, D. Avaliacdo da atividade antitumoral in vitro e in vivo de compostos de liquens.
2012. 110f. Tese (Doutorado em Saude e Desenvolvimento) — Programa de Pds- Graduagdo em
Salde e Desenvolvimento na Regido Centro-oeste, Universidade Federal Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, 2012.

BURT, S. Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in foods: a
review. International Journal of Food Microbiology, v.94, n.3, p.223-53, 2004.



42

BLOIS, Marsden S. Antioxidant determinations by the use of a stable free radical. Nature, v.
181, n. 4617, p. 1199-1200, 1958.

BRASIL. Ministério da Saude. Monografia das espécies Alpinia speciosa e Alpinia zerumbet
(Galanga) . Brasilia: MS, 2014

BRASIL. Ministério da Saude. DATASUS. Tabnet. Brasilia, DF: Ministério da Saude, 2022.
Disponivel em: https://datasus.saude.gov.br/informacoes-de-saude-tabnet/. Acesso em: 6 jun.
2022.

CASTRO, K. N.D. C,, LIMA, D. F., VASCONCELOQS, L. C,, SANTOS, R. C., PEREIRA,
A.M. L, FOGACA,F.H.D. S, ... & CALVET, R. M. (2016). Composi¢ao quimica e
eficacia do Oleo essencial e do extrato etanodlico de Alpinia zerumbet sobre Staphylococcus
aureus. Arquivos do Instituto Bioldgico, 83(00), e0192014.

CARMO, E. S.; LIMA, E.O.; SOUZA, E. L. The potential of origanum vulgare |. (lamiaceae)
essential oil in inhibitingthe growth of some food-related aspergillus species. Brazilian
Journal of Microbiology, v. 39, n.2, p. 362-367, June 2008.

CAVALCANTI, B. C. et al. Genetic toxicology evaluation of essential oil of Alpinia zerumbet
and its chemoprotective effects against H202-induced DNA damage in cultured human
leukocytes. Food and chemical toxicology, v. 50, n. 11, p. 4051-4061, 2012.

CORREA, M. P.. Dicionario das plantas uteis do Brasil e das exdticas cultivadas. Rio de
Janeiro: IBDF, 1984

CHAN, Eric Wei Chiang; WONG, Siu Kuin. Phytochemistry and pharmacology of ornamental
gingers, Hedychium coronarium and Alpinia purpurata: a review. Journal of Integrative
Medicine, v. 13, n. 6, p. 368-379, 2015.

CHANG, Mei-Yin; SHEN, Yi-Ling. Linalool exhibits cytotoxic effects by activating antitumor
immunity. Molecules, v. 19, n. 5, p. 6694-6706, 2014,

CHRISTAKI E., et al. (2012). Aromatic Plants as a Source of Bioactive Compounds.
Agriculture, v. 2, n. 3, p. 228-243, 2012.

CLARKSON, Priscilla M.; THOMPSON, Heather S. Antioxidants: what role do they play in
physical activity and health?. The American journal of clinical nutrition, v. 72, n. 2, p. 637S-
646S, 2000.



43

CRAGG, GORDON M., and DAVID J. NEWMAN. "Plants as a source of anti-cancer agents."
Journal of ethnopharmacology 100.1-2 (2005): 72-79.

CRONQUIST, A. 1981. An integrated system of classification of flowering plants.
Columbia University Press, New York.

CHUNG, IlI Min et al. Comparison of resveratrol, SOD activity, phenolic compounds and free
amino acids in Rehmannia glutinosa under temperature and water stress. Environmental and
experimental botany, v. 56, n. 1, p. 44-53, 2006.

DA CUNHA, A. Proenca; NOGUEIRA, Maria Teresa; ROQUE, Odete Rodrigues. Plantas
aromaticas e 0leos essenciais: composicdo e aplicacdes. Fundacdo Calouste Gulbenkian,
2012.

DIAS, Andreia da Silva. Avaliacdo do potencial biotecnoldgico de derivados sintéticos de
eugenol para o tratamento de Glioblastoma. 2023.

DIAS, THAIS PEREIRA, et al. "Os cuidados de enfermagem no tratamento de feridas
oncoldgicas em mulheres com cancer de mama.” Revista Enfermagem Atual In Derme 97.2
(2023): e023045-e023045.

DELFINO, Caroline de Oliveira Silva. Diagnostico laboratorial da leucemia promielocitica
aguda.21 p. Artigo (Graduacdo em Biomedicina) -Instituicdo de Ensino Superior UMA Anima
de Educagéo. 2022. Acesso em 06 jun. 2023.

DE LIRA, Camila Soledade et al. Evaluation of the toxicity of essential oil from Alpinia
purpurata inflorescences to Sitophilus zeamais (maize weevil). Crop Protection, v. 71, p. 95-
100, 2015.

ELZAAWELY, Abdelnaser A. et al. Antioxidant activity and contents of essential oil and
phenolic compounds in flowers and seeds of Alpinia zerumbet (Pers.) BL Burtt. & RM
Sm. Food chemistry, v. 104, n. 4, p. 1648-1653, 2007.

FARMACOGNOSIA, S. B. Alcaldides: disciplina de farmacognosia Il. Disponivel em: <
http://www.sbfgnosia.org.br/Ensino/alcaloides.html>. Acesso em: 26 jun. 2024.

FEMAMA. Conheca as possibilidades de tratamento para o cancer de mama. 2021. Disponivel
em:<https://femama.org.br/site/noticias-recentes/conheca-aspossibilidades-de-tratamento-
para-o-cancer-de-mama/. Acesso em: 05 jun. 2024,



44

FERLAY, J. et al. Cancer statistics for the year 2020: an overview. International Journal of
Cancer, New York, Apr. 2021. DOI 10.1002/ijc.33588.

FERREIRA, A. L. A.; MATSUBARA, L. S. Radicais livres: conceitos, doencas relacionadas,
sistema de defesa e estresse oxidativo. Revista da associacdo médica brasileira, v. 43, p. 61-
68, 1997.

FRACHINI, Emilli Caroline Garcia et al. Ensaios colorimétricos para determinacdo da
viabilidade celular e citotoxicidade in vitro. In: 9° Workshop do Programa de Mestrado
Profissional Tecnologia em Quimica e Bioquimica da USP-AMPT. 2021.

FRIGO, L. F., & ZAMBARDA, S. D. O. (2015). Cancer do colo de utero: efeitos do tratamento.
Cinergis,16(3), Green K, Brand MD, Murphy MP. Prevention of mitochondrial oxidative
damage as a therapeutic strategy in diabetes. Diabetes. 2004; 53(Suppl 1): 110-8

GERAN, R. 1; et al., Protocol for screening chemical agents and natural products against
animal tumours and other biological systems. Cancer Chemotherapy Reports, v. 3, p. 1-61,
1972.

GOMATHI, A. C. et al. Anticancer activity of silver nanoparticles synthesized using aqueous
fruit shell extract of Tamarindus indica on MCF-7 human breast cancer cell line. Journal of
drug delivery science and technology, v. 55, p. 101376, 2020.

GOTO, Renata Nishida et al. Anti-cancer activity of a new dihydropyridine derivative, VdiE-
2N, in head and neck squamous cell carcinoma. European journal of pharmacology, v. 819,
p. 198-206, 2018.

GURIB-FAKIM, Ameenah. Medicinal plants: traditions of yesterday and drugs of
tomorrow. Molecular aspects of Medicine, v. 27, n. 1, p. 1-93, 2006.

GREEN K, BRAND MD, MURPHY MP. Prevention of mitochondrial oxidative damage as a
therapeutic strategy in diabetes. Diabetes. 2004; 53(Suppl 1): 110-8

HALLIWELL B, Gutteridge JMC. Role of free radicals and catalytic metal ions in human
disease: an overview. Methods in Enzymology 1990.

HALLIWELL B. Reactive oxygen species and the central nervous system. Journal
Neurochem 1992; 59: 1.609-23



45

HALLIWELL B, Whiteman M. Measuring reactive species and oxidative damage in vivo and
in cell culture: how should you do it and what do the results mean? Br Journal Pharmacol.
2004; 142(2): 231-55

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A.; The Hallmarks of Cancer. Cell, v. 100, p. 57-70, 2000.

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. The Hallmarks of Cancer: The Next Generation. Cell, v.
144, p. 646-674, 2011.

HANAHAN, D. Hallmarks of Cancer: New Dimensions. Cancer Discovery, v. 12, n. 1, p. 31-
46, 2022.

HO, J.C., 2010. Chemical composition and bioactivity of essential oil of seed and leaf
from Alpinia speciosa grown in Taiwan. Journal of the Chinese Chemical Society, v. 57, n.
4A, p. 758-763, 2010..

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA. Atlas on-
line de mortalidade. [Rio de Janeiro: INCA, 2020a]. Disponivel em: https://www.inca.gov.br/
MortalidadeWeb. Acesso em: 06 jun. 2022.

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER (BRASIL). Estimativa 2023: incidéncia de cancer no
Brasil / Instituto Nacional de Cancer. — Rio de Janeiro : INCA, 2022.

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, MINISTERIO DA SAUDE. O que é cancer?
INCA, 2022. Disponivel em:<https://www.gov.br/inca/pt-br/assuntos/cancer/o-que-e-cancer>,
Acesso em: 25 de mai. 2024.

JAHN, K.; Stoddart, M. J.; In Mammalian Cell Viability: Methods and Protocols, Methods in
Molecular Biology,2011.

JOHNSON, C. A. et al. Cervical Cancer: An Overview of Pathophysiology and Management.
Seminars in Oncology Nursing, 2019.

KERDUDO, A. et al.Chemical composition, antimicrobial and insecticidal activities of f
lowers essential oils of Alpinia zerumbet (Pers.) BL Burtt & RM Sm. from Martinique Island.
Chemistry & biodiversity, v. 14, n. 4, p. €1600344, 2017.



46

KERR, Amanda J et al. Adjuvant and neoadjuvant breast cancer treatments: A systematic
review of their effects on mortality. Cancer Treatment Reviews, fev. 2022.

KORNIENKO, A. et al. Therapeutic agents triggering nonapoptotic cancer cell death. Journal
of medicinal chemistry, v. 56, n. 12, p. 4823-4839, 2013.

KOLSTAD, A. et al. Molecular Monitoring after Autologous Stem Cell Transplantation and
Preemptive Rituximab Treatment of Molecular Relapse: Results from the Nordic Mantle Cell
Lymphoma Studies (MCL2 and MCL3) with Median Follow-Up of 8.5 Years. Biology Of
Blood And Marrow Transplantation, v. 23, n. 3, p. 428-435, 2017.

KOURY JC, Donangelo CM. Zinco, estresse oxidativome atividade fisica. Revista de
Nutricéo, v. 16, p. 433-441, 2003.

LARANJA, Sandra MR; BERGAMASCHI, Cassia M.; SCHOR, Nestor. Evaluation of acute
administration of natural products with potential diuretic effects, in humans. Memdrias do
Instituto Oswaldo Cruz, v. 86, p. 237-240, 1991.

LARANJA, S.M.R.; BERGAMASCHI, C.M.; SCHOR, N. Avaliacdo de trés plantas com
potencial diurético. Revista Associacdo Médica Brasileira, v.38, n.1, p.13-6, 1992.

LARRAMENDY, Marcelo; SOLONESK, Sonia (Ed.). Genotoxicity: A predictable risk to our
actual world. BoD-Books on Demand, 2018.

LEON, C. J. et al. Caracterizacion del perfil de sensibilidad de un panel de lineas celulares para
valoracidn de citotoxicidad in vitro. Biomédica, Bogota, v. 26, p. 161- 168, 2006.

LI J. et al. Progress in the treatment of acute promyelocytic leukemia: optimization.
International journal of hematology, v. 100, p. 38-50, 2014.

LI, H ,Wu, X., & CHENG, X. (2016). Advances in diagnosis and treatment of metastatic
cervicalcancer. Journal of Gynecologic Oncology, 27(4).

LIMA, J. L. O. et al. Terapia rediferenciadora do cancer. Revista da Sociedade Brasileira
de Cancerologia, S&o Paulo, ano 111, n. 9, 2000.

LIMA, A.S.; etal., Acaricide activity of different extracts from Piper tuberculatum fruits against
Rhipicephalus microplus. Parasitology Research, v.113, n.1, p.107-112, 2014.



47

LORENZI, H.; SOUZA, H. M. de. Plantas ornamentais no Brasil: arbustivas, herbaceas e
trepadeiras. 4. ed., Nova Odessa: Instituto Plantarum, 2008. 1120 p.

MAGALHAES, W. L.E.; THA, E. L.; LEME, D. M. Método de determinag&o de concentracdes
ndo citotoxicas para avaliacdo da capacidade protetora da lignina contra danos ao DNA.
Comunicado Técnico - Embrapa, n. 427, 2018.

MEDRADO, LEANDRO, and RENATO MATOS LOPES. "Conex0es historicas entre as
politicas de rastreamento do cancer de colo do Utero e a educacédo profissional em citopatologia
no Brasil.” Trabalho, Educacéo e Saude 21 (2023): e00969206.

MENDES, S. S. et al. Evaluation of the analgesic and anti-inflammatory effects of the essential
oil of Lippia gracilis leaves. Journal of Ethnopharmacology, v. 129, n. 3, p. 391-397, 2010.
ISSN 0378-8741.

MENDONCA, V.L.M. et al. Pharmacological and toxicological evaluation of Alpinia speciosa.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v.86, p.93-7, 1991.

MINISTERIO DA SAUDE (BR). Frutas sdo fonte de fibras, vitaminas, minerais e
contribuem para a prevencao de doencas. Brasilia, Ministério da Saude, Departamento de
nutrigéo, 2022.

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to
proliferation and cytotoxicity assays. Journal Immunological Methods, v. 65, n. 1-2, p. 55—
63, 1983.

MUNOZ, K. V. Leucemia promielocitica aguda: del origem a la remission. .Acta Pediétrica
Costarricense, v. 15, n. 1, p. 12-15, 2001.

NGA, N. T. H. et al. Optimization and application of MTT assay in determining density of
suspension cells. Analytical biochemistry, v. 610, p. 113937, 2020.

NAKAGAWA, J. T. T,SCHIRMER, J., & BARBIERI, M. (2010). Virus HPV e cancer de colo
de Gtero. Revista Brasileirade Enfermagem, 63(2), 307-311

NAOUM, P. C. Interfaces celular, molecular, imunold6gica e terapéutica do cancer humano. In:
NAOUM, P. C.; NAOUM, F. A. Biologia Médica do Cancer Humano. Sao José do Rio Preto:
Vitrine Literaria Editora, 2016, p. 10-43.



48

NATIONAL CANCER INSTITUTE. What is Cancer? NIH - National Cancer Institute, 2021.
Disponivel ~ em:  <https://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-is-cancer>.
Acesso em: 25 Jul. 2023.

OLIVEIRA, Marcia Cristina C.; BARBOSA, Rodrigo César F.; FLORES, Danilo C. Atividade
antioxidante de frutas citricas: adaptacdo do Método do DPPH para experimentacao em sala de
aula. Revista Quimica Nova na Escola, v. 43, n. 4, p. 401-405, 2021.

OMAIYE, Esther E. et al. High-nicotine electronic cigarette products: toxicity of JUUL fluids
and aerosols correlates strongly with nicotine and some flavor chemical concentrations.
Chemical research in toxicology, v. 32, n. 6, p. 1058-1069, 2019.

PALUDO, Isadora Martina; ANTUNES, Julia Lara; CENTA, Ariana. Opcdes terapéuticas no
tratamento sistémico do cancer de mama: uma revisdo narrativa. Cuadernos de Educacion y
Desarrollo, v. 15, n. 11, p. 13821-13842, 2023.

POPIOLKIEWICZ, J.; POLKOWSKI, K.; SKIERSKI, J. S.; MAZUREK, A. P. In vitro toXicity
evaluation in the development of new anticancer drugs—agenistein glycosides. Cancer Letters,
v. 229, p. 67-75, 2005.

PRASAD AS, BECK FWJ, BAO B, FITZFERALD JT, SNELL DC, STEINBERG JD, et al.
Zinc supplementation decreases incidence of infections in the elderly: effect of zinc on
generation of cytokines and oxidative stress. The American journal of clinical nutrition, v.
85, n. 3, p. 837-844, 2007.

QUEIROZ, A. ,; SAID, P..; CARVALHO, R. .; MARIA, S.; ALMEIDA, A.C. G.de .; BRITO
, M. A. M. . Frequency, treatment and staging of cervical cancer cases in the northern region of
Brazil between the years 2017 to 2021. Research, Society and Development, [S. L], v. 12, n.
6, p. 11112642138, 2023.

RAJ, Chinthamony Arul et al. Evaluation of in vitro antioxidant and anticancer activity of
Alpinia purpurata. Chinese Journal of Natural Medicines, v. 10, n. 4, p. 263-268, 2012.

RAJKUMAR, S.; JEBANESAN, A. Chemical composition and larvicidal activity of leaf
essential oil from Clausena dentata (Willd) M. Roam. (Rutaceae) against the chikungunya
vector, Aedes aegypti Linn. (Diptera: Culicidae). Journal of Asia-Pacific Entomology, v. 13,
p. 107-109, 2010.



49

RODRIGUES, C. A et al. Diagnosis and treatment of chronic lymphocytic leukemia:
recommendations from the Brazilian Group of Chronic Lymphocytic Leukemia. Revista
Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, v. 38, n. 4, p. 346-357, 2016.

RODRIGUES, F. A. R et al., Mefloquine—oxazolidine derivatives: a new class of anticancer
agents. Chemical Biology and Drug Design, v. 83, p. 126-131, 2014.

ROVER Jr L, HOEHR NF, VELLASCO AP. Sistema antioxidante envolvendo o ciclo
metabolico da glutationa associado a métodos eletroanaliticos na avaliagdo do estresse
oxidativo. Quim Nova. 2001; 24(1): 112-9.

SAGRILLO, M. R. et al. Leucemia promielocitica aguda:caracterizacdo de alteracdes
cromossdmicas por citogenética tradicional e molecular (FISH). Revista Brasileira de
Hematologia e Hemoterapia, Sdo José do Rio Preto, v. 27, n. 2, 2005.

SAMARGHANDIANS, S., Hadjzadeh, MAR., Afshari, J.T. et al. Antiproliferative activity and
induction of apoptotic by ethanolic extract of Alpinia galanga rhizhome in human breast
carcinoma cell line. BMC Complement Altern Med 14, 192 (2014).

SANTOS, Geanne KN et al. Essential oils from Alpinia purpurata (Zingiberaceae): Chemical
composition, oviposition deterrence, larvicidal and antibacterial activity. Industrial Crops and
Products, v. 40, p. 254-260, 2012.

SANTOS, Mirella Meireles Ferreira dos et al. Leucemia mieldide, aguda e cronica:
diagndsticos e possiveis tratamentos. 2019. Revista Saude em Foco — Edicdo n° 11 — Ano:
2019.

SANTOS RI 2003. In: Simdes CMO, Schenkel EP, Gosmann G, Mello JCP, Mentz LA,
Petrovick PR. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 5% ed. Porto Alegre, Editora da
UFRGS.

SILVA, P. A. et. al.Cancer de mama: fatores de risco e deteccdo precoce. Revista
Brasileirade Enfermagem. 2011, v. 64, n. 6, pp. 1016 1021. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1590/S0034-71672011000600005>. Epub 31 Maio 2024. ISSN 1984-0446.

SILVA, P. C. B. D. (2012). Caracterizacdo quimica, atividade larvicida e deterrente de
oviposic¢ao do 6leo essencial da inflorescéncia do Bastdo do Imperador (Etlingera elatior)
frente a Aedes aegypti (Master's thesis, Universidade Federal de Pernambuco).



50

SILVA, S. L.; CHAAR, J. S.; FIGUEIREDO, P. M. S.; YANO, T. Cytotoxic evaluation of
essential oil from Casearia sylvestris Sw on human cancer cells and erythrocytes. Acta
Amazo6nica. Manaus. v. 38, n. 1, 2008.

SOLA-LEYVA, Alberto et al. Reactive oxygen species (ROS) production in HepG2 cancer cell
line through the application of localized alternating magnetic field. Journal of Materials
Chemistry B, v. 8, n. 34, p. 7667-7676, 2020.

SOUZA, V.0.; GRANDO, J.P.S.; FILHO, J.O.; Tempo decorrido entre o diagndstico de cancer
de mama e o inicio do tratamento, em pacientes atendidas no Instituto de Cancer de Londrina
(ICL). RBM Revista Brasileira de Medicina, 2008.

SUNG, H. et al. Global cancer statistics 2020: GLOBOCAN estimates of incidence and
mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA: Cancer Journal for Clinicians,
Hoboken, v. 71, n. 3, p. 209-249, Feb. 2021. DOI 10.3322/caac.21660.

SHAMI NJIE, MOREIRA EAM. Licopeno como agente antioxidante. Revista de Nutricéo, v.
17, p. 227-236, 2004.

SHAPIRA, Shiran, et al. "Terpinen-4-ol: A novel and promising therapeutic agent for human
gastrointestinal cancers.” PloS one v. 11, n. 6, p. e0156540, 2016.

SHRINER, R. L; HERMANN, C. K. F.; MORRILL, T. C.; CURTIN, D. Y. e FUSON, R. C.
The Systematic Indentification of Organic Compounds. New Jersey: John Wiley & Sons,
2004.

STROBER W. Trypan Blue Exclusion Test of Cell Viability. Current protocols in
immunology, v. 111, n. 1, p. A3. B. 1-A3. B. 3, 2015

TEIXEIRA, Maria do Carmo Ferraz, and Vivian LOGEs. "Alpinia-cultivo e comercializagdo."
Ornamental Horticulture 14.1 (2008).

TERAO, D.; CARVALHO, A. C. P. P.; BARROSO, T. C. S. F. Flores tropicais: tropical
flowers. Brasilia, DF: Embrapa Informacao Tecnoldgica, 2005. 225 p.

VAN DEN DOOL, H. A.N. D.; KRATZ, P. Dec. A generalization of the retention index system
including linear temperature programmed gas-liquid partition chromatography. Journal of
chromatography, 1963.



51

VASCONCELOS SML, GOULART MOF, MOURA JBF, MANFREDINI V, BENFATO MS,
KUBOTA LT. Espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, antioxidantes e marcadores de
dano oxidativo em sangue humano: principais métodos analiticos para sua determinacdo. Quim
Nova, 2007.

VICTORIO, C. P., KUSTER, R. M., & LAGE, C. L. S. Detection of flavonoids in Alpinia
purpurata (Vieill.) K. Schum. leaves using high-performance liquid chromatography. Revista
Brasileira de Plantas Medicinais, 2009.

VILLAFLORES, Oliver B., et al. "Phytoconstituents from Alpinia purpurata and their in vitro
inhibitory activity against Mycobacterium tuberculosis." Pharmacognosy magazine, 2010.

WAGNER, H.; BLADT, S. Plant Drug Analysis: A Thin Layer Chromatography Atlas. 2nd ed.
Germany: Springer, 2001

WANNES, W. A. et al. Antioxidant activities of the essential oils and methanol extracts from
myrtle(Myrtus communis var. italica L.) leaf, stem and flower. Food and Chemical
Toxicology, v. 48, n.5, p. 1362-1370, 2010.

WARD, Laura Sterian. Entendendo o processo molecular da tumorigénese. Arquivos
Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia, v. 46, p. 351-360, 2002.

WEINBERG, Robert A.: A biologia do cancer / traducdo Gaby Renard ... [et al.]. — Porto Alegre
. Artmed, 2008.

WELCH KD, Davis TZ, Eden MEV, Aust SD. Deleterious iron-mediated oxidation of
biomolecules. Free radical biology and medicine, v. 32, n. 7, p. 577-583, 2002.

XIA, Menghang et al. Compound cytotoxicity profiling using quantitative high-throughput
screening. Environmental health perspectives, v. 116, n. 3, p. 284-291, 2008.

YILMAZ, M et al. Acute promyelocytic leukemia current treatment algorithms. Blood Cancer
J, 2021.

ZAHRA, M. H. et al. Alpinia zerumbet (Pers.): Food and Medicinal Plant with Potential In
Vitro and In Vivo Anti-Cancer Activities. Molecules, v. 24, n. 13, p. 2495, 2019.

ZAGO, M. A. et al. Hematologia: fundamentos e pratica. Sdo Paulo: Atheneu, 2004.



52

ZHANG, Wei-Jie; LUO, Jian-Guang; KONG, Ling-Yi. The genus Alpinia: a review of its
phytochemistry and pharmacology. World Journal of Traditional Chinese Medicine, v. 2, n.



