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RESUMO 

 

A Ottonia corcovadensis é uma planta nativa do Brasil, bastante utilizada na medicina 

popular, conhecida popularmente como “João brandinho”. O objetivo desse trabalho 

foi otimizar as condições de extração e desenvolver um modelo quimiométrico 

preditivo utilizando imagens digitais para determinação da atividade antioxidante, 

antimicrobiana, citotoxicidade celular, estresse oxidativo do extrato etanoico e também 

do óleo essencial, assim como a sua composição química. Combinação dos fatores 

concentração de solvente, temperatura e tempo de extração foram realizadas e os 

resultados tratados pelo modelo linear generalizado (MLG), avaliado quanto ao teor 

de compostos fenólicos totais, atividade antioxidante (ABTS, DPPH e FRAP), 

atividade antimicrobiana (MIC e MBC), viabilidade celular (MTT), marcadores 

bioquímicos de estresse oxidativo. O modelo quimiométrico foi desenvolvido com a 

utilização do algoritmo Floresta Randômica (FR), utilizando as análises de compostos 

fenólicos totais (CFT) e atividade antioxidante DPPH. A melhor condição de extração 

foi a proporção 80/20% de etanol/água, a 80 ºC em banho maria durante 120 min, a 

qual obteve resultado de 11,64 mg EAG g-1 e 21,27 mg Trolox g-1 para CFT e DPPH . 

O extrato não apresentou citotoxicidade celular e atividade antitumoral, nem alteração 

nos marcadores de estresse oxidativo e não apresentou atividade antimicrobiana. 

Para o óleo essencial foi possível identificar 38 compostos, sendo os majoritários 

foram E-sesquisabineno hidrato, E-cariofileno, ß-pineno, E-ß-farneseno, os quais 

apresentaram atividade antioxidante por ABTS e DPPH com valores de 2,88 e 6,26 

mg Trolox g-1 respectivamente, e CFT de 5,41  mg EAG g-1, também não apresentou 

citotoxicidade celular e apresentou atividade antitumoral nas concentrações de 62,50 

e 250 µg mL-1, não foi identificada alterações dos marcadores de estresse oxidativo e 

apresentou atividade antimicrobiana frente aos microrganismos Bacillus subtilis, 

Listeria monocytogenes e Salmonella typhimurium, Escherichia coli nas 

concentrações 10,46 e 2,61 ug mL-1 testadas. Desta forma o extrato etanoico e óleo 

essencial pode ser considerado com potencial antioxidante, antimicrobiano não 

citotóxico e o óleo essencial apresenta potencial antitumoral. 

 

Palavras chaves: Ottonia corcovadensis, Otimização de extração, atividade 

antioxidante, viabilidade celular, atividade antimicrobiana 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Ottonia corcovadensis is a plant native to Brazil, widely used in folk medicine, popularly 

known as “João brandinho”. The objective of this work was to optimize the extraction 

conditions and develop a predictive chemometric model using digital images to 

determine the antioxidant, antimicrobial, cellular cytotoxicity, oxidative stress of the 

ethanolic extract and also of the essential oil, as well as its chemical composition. a 

combination of the factors solvent concentration, temperature and extraction time were 

performed and the results treated by the generalized linear model (MLG), evaluated 

for the content of total phenolic compounds, antioxidant activity (ABTS, DPPH and 

FRAP), antimicrobial activity (MIC and MBC), cell viability (MTT), biochemical markers 

of oxidative stress. The chemometric model was developed using the random forest 

(RF) algorithm, using the analysis of total phenolic compounds (CFT) and DPPH 

antioxidant activity. The best extraction condition was the 80/20% ethanol/water ratio, 

at 80 ºc in a water bath for 120 min, which obtained a result of 11.64 mg EAG g-1 and 

21.27 mg Trolox g-1 for CFT and DPPH. the extract did not show cellular cytotoxicity 

and antitumor activity, nor change in oxidative stress markers and did not show 

antimicrobial activity. For the essential oil, it was possible to identify 38 compounds, 

the majority of which were E-sesquisabinene hydrate, E-caryophyllene, ß-pinene, E-

ß-farnesene, which showed antioxidant activity by abts and dpph with values of 2.88 

and 6 .26 mg trolox g-1 respectively, and cft of 5.41 mg EAG g-1, also did not show cell 

cytotoxicity and showed antitumor activity at concentrations of 62.50 and 250 µg mL-1, 

no alterations in the markers of oxidative stress and showed antimicrobial activity 

against the microorganisms Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes and Salmonella 

typhimurium, Escherichia coli at the concentrations 10.46 and 2.61 ug mL-1 tested. In 

this way, the ethanolic extract and essential oil can be considered with antioxidant, 

non-cytotoxic antimicrobial potential and the essential oil has antitumor potential. 

 

Keywords: Ottonia corcovadensis, extraction optimization, antioxidant activity, cell 

viability, antimicrobial activity 
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1 INTRODUÇÃO 

A Ottonia corcovadensis é uma planta da família das Piperáceas, conhecida 

popularmente como João Brandinho, e é encontrada geralmente em regiões tropicais, 

mais especificamente nas regiões norte e nordeste do Brasil. É utilizada 

empiricamente no tratamento de gripes, resfriados e tosse e possui propriedades 

anestésicas. Essa planta também é utilizada no tratamento para aliviar a dor de dente 

(DA SILVA et al., 2016).  

O uso da planta na medicina popular por indígenas e ribeirinhos da Floresta 

Amazônica vem despertando interesse de pesquisadores e cientistas, uma vez que 

os dados de sua bioatividade e caracterização química são escassos. 

De modo geral, a conhecida bioatividade dos compostos oriundos do 

metabolismo especializado é necessária para garantir a sobrevivência e perpetuação 

da espécie (MATSUURA et al., 2018). Esses compostos podem ser classificados em 

compostos fenólicos, terpenos, alcaloides e glicosinolatos (DA HORA et al., 2021).  

Além das funções especificas de defesa nas plantas, esses compostos 

apresentam potencial antioxidante, capazes de inibir a ação dos radicais livres, 

reduzindo os efeitos ocasionados pelo estresse oxidativo (SIHAG et al., 2022). 

Estudos comprovam que o desequilíbrio na produção de radicais livres pode ser o 

ponto de partida para o desenvolvimento de algumas doenças degenerativas e pode 

estar relacionado com o desenvolvimento de células tumorais (VASCONCELOS et al., 

2019).  

Os compostos oriundos do metabolismo especializado das plantas podem ter 

atividade anti-inflamatória, antioxidante, antitumoral e antimicrobiana. Nesse último 

caso, os compostos podem agir como agente bacteriostático e até mesmo bactericida 

(CHIOCCHIO et al., 2021; DURAZZO et al., 2019).  

A extração eficiente dos compostos bioativos é de grande importância em 

pesquisas nas áreas alimentícia e farmacêutica. De fato, a otimização das condições 

de extração dos compostos, como determinar a melhor forma de extração, com o 

melhor tempo, melhor temperatura e o melhor tipo de solvente é peça chave para 

obter extratos com uma maior disponibilidade de compostos de interesse (QIU et al., 

2022). 
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Neste sentido, os modelos de extração e tratamento de dados podem ser uma 

peça fundamental na pesquisa, trazendo maior confiabilidade nos dados obtidos. 

Modelos de tratamentos de dados como Modelo Linear Generalizado - MLG, ajudam 

a encontrar as melhores condições de tratamento de dados, enquanto o uso de 

algoritmos de Machine Learning - ML garante a validação mais precisa quanto aos 

dados obtidos (QIN et al., 2015).  

Modelos utilizando outras abordagens também podem ser desenvolvidos a 

partir dos dados obtidos. É possível desenvolver modelos quimiométricos utilizando 

imagens digitais, com o uso de um aparelho celular e de algoritmos computacionais, 

onde tempo e recursos podem ser poupados (TAHIR et al., 2017). 

Nesse sentido, essa dissertação foi realizada pela interação entre diversas 

ferramentas de análises químicas e biológicas realizadas em diferentes instituições 

posteriormente aqui descritas. O estudo se deu em função de se tratar de uma planta 

medicinal de uso empírico com pouco embasamento científico na literatura e que 

apresenta potencial antioxidante dentre outras propriedades aqui abordadas. 

Para que as hipóteses (escritas a seguir) fossem testadas, inicialmente se fez 

necessário a realização de estudo para otimizar as condições de extração para 

obtenção de um extrato efetivo, capaz de quantificação de suas propriedades 

biológicas (antioxidantes, antimicrobiana)  

Além disso, pensando em utilizar uma abordagem mais rápida na quantificação 

de compostos com potencial antioxidante, foi aqui estudado um modelo quimiométrico 

para tal utilizando diferentes ferramentas estatísticas.  

Sendo assim, com extrato das folhas do modelo estudo e óleo essencial 

comumente utilizado da planta, ambas foram avaliadas quanto ao seu potencial 

antioxidante, antimicrobiano, citotoxicidade e propriedade antitumoral, frente a células 

saudáveis de sangue periférico (PBMCs) e células tumorais de melanoma cutâneo 

humano (SK-MEL-28). Por fim, o óleo essencial foi também avaliado para identificação 

de metabólitos com tais propriedades.  
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2  DELIMITAÇÃO DO PROJETO 

A crescente procura por produtos saudáveis e tecnologias adequadas na área 

de processamento de alimentos, fármacos e cosméticos fez alavancar o interesse em 

pesquisas científicas para descobrir biomoléculas a partir de plantas com potencial 

antioxidante com a finalidade de substituir os antioxidantes sintéticos comuns por 

antioxidantes naturais (FADIL et al., 2022). 

Compostos oriundos do metabolismo especializado das plantas apresentam 

atividade antioxidante que, além de inibir os radicais livres, são capazes de reduzir a 

oxidação lipídica, inibir a atividade microbiana e tumoral (CAKMAKCI et al., 2015; 

HUANG; DUDAREVA, 2023). Dessa forma, se faz necessária a busca pela obtenção 

de extratos otimizados, com maior disponibilidade de compostos com potencial 

antioxidante biológico para posterior aplicação (JOVANOVIĆ et al., 2023) 

Deste modo, no presente trabalho foi realizada a otimização das condições de 

extração dos compostos fenólicos com potencial antioxidante, antimicrobiano e 

viabilidade de células saudáveis e tumorais do extrato etanoico e do óleo essencial 

das folhas da Ottonia corcovadensis, bem como a construção de modelo 

quimiométrico com a finalidade da construção de um modelo preditivo utilizando 

imagens digitais e algoritmos computacionais com a capacidade de prever a 

composição fenólica e atividade antioxidante dos extratos.   
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3 HIPÓTESES 

• A otimização das condições de extração é capaz de obter um extrato eficiente, 

de rápida obtenção com disponibilidade de compostos das folhas de Ottonia 

corcovadensis,  

 

• Utilizar abordagem preditiva possibilita uma rápida caracterização quantitativa 

dos compostos fenólicos e com potencial antioxidantes presentes nas folhas 

da planta, através de um modelo quimiométrico utilizando imagens digitais, com 

baixo custo operacional, ao contrário das abordagens antioxidantes 

tradicionais. 

 

• Compostos fenólicos e compostos com potencial antioxidante das folhas e do 

óleo essencial da Ottonia corcovadensis apresentam atividade antioxidante, 

antimicrobiana, citotoxicidade celular ausente, diminuição da viabilidade celular 

de células tumorais e melhora dos marcadores bioquímicos de estresse 

oxidativo e defesa endógena intracelular. 
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4   OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

Objetivo geral estudo 1: Realizar a obtenção de um extrato otimizado quanto as 

condições de extração e sugerir um modelo preditivo de quantificação de compostos 

antioxidantes nas folhas de Ottonia corcovadensis. 

 

Objetivo geral estudo 1 parte 2: Avaliar o potencial antioxidante, antimicrobiano, 

citotoxicidade celular em células saudáveis, atividade antitumoral, marcadores 

bioquímicos de estresse oxidativo e defesas antioxidantes endógenas do extrato 

etanoico otimizado de Ottonia corcovadensis.  

 

Objetivo geral estudo 2: Avaliar o potencial antioxidante, antimicrobiano, toxicidade 

em células saudáveis, atividade antitumoral, marcadores bioquímicos de estresse 

oxidativo e defesas antioxidantes endógenas do óleo essencial da Ottonia 

corcovadensis.  

 

4.2 Objetivos específicos 
 

Objetivos específicos 
 

• Realizar combinações dos fatores tempo de extração, concentração de 

solvente (% etanol/água) e temperatura de extração para obter um extrato com 

maior disponibilidade de compostos fenólicos e compostos com potencial 

antioxidante dentre os fatores testados; 

• Utilização de Modelo Linear Generalizado (MLG) para tratamento estatístico 

dos dados com a finalidade de obter como resposta qual dos tratamentos 

possui melhor resposta, em relação a compostos fenólicos totais e atividade 

antioxidante pelo método DPPH, e a identificação de diferenças significativas 

entre as respostas obtidas.  

• Obtenção de um modelo preditivo com uso de imagens digitais, obtidas com a 

câmera de um smartphone, com baixo custo de operação com a finalidade de 
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prever de forma quantitativa os teores de compostos fenólicos totais e atividade 

antioxidantes dos extratos obtidos; 

• Quantificar o teor de compostos fenólicos totais e atividade antioxidante pelos 

métodos ABTS, DPPH e FRAP do óleo essencial e quantificar a atividade 

antioxidante do extrato com maior disponibilidade por meio dos métodos ABTS 

e FRAP; 

• Determinação na concentração inibitória mínima e concentração bactericida 

mínima frente aos microrganismos Bacillus subitilis, Listeria monocytogenes, 

Escherichia coli e Salmonella Typhimurium do extrato otimizado e do óleo 

essencial;    

• Realizar a análise de viabilidade celular (citotoxicidade) do extrato otimizado e 

do óleo essencial, com a utilização de células saudáveis (PBMCs) e células 

tumorais (SK-MEL-28); 

• Avaliação dos marcadores bioquímicos de estresse oxidativo (EROS e NOX) e 

atividade antioxidante endógenas tióis totais (PSH) e tióis não proteicos 

(NPSH); 

• Caracterização química do óleo essencial por CG/EM. 
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5 REFERENCIAL TEÓRICO 
 

5.1 Radicais livres e estresse oxidativo 
 

Radical livre é uma molécula com um elétron faltante, que pode prover grande 

reatividade. Na busca por estabilidade, os radicais livres são capazes de retirar 

elétrons de estruturas que estão próximas (WANG, X. Q. et al., 2021). Os radicais 

livres são produzidos de forma natural pelas mitocôndrias, através do processo 

inacabado de oxidação do oxigênio em células aeróbias, o que é algo importante para 

a sobrevivência das espécies (REZAEI ZONOOZ et al., 2021). 

Porém, as espécies reativas de oxigênio (EROS) podem causar disfunções 

da cadeia respiratória, causando danos ao DNA mitocondrial, o que pode gerar um 

ciclo vicioso, causando danos em toda a célula. Essas mutações podem se acumular 

ao longo do tempo (BELENGUER-VAREA et al., 2020), levando ao surgimento de 

diversas doenças. 

As espécies reativas de oxigênio (EROS) e espécies reativas de nitrogênio 

(ERN) compreendem um grupo de moléculas compostas por radicais livres como: OH 

(hidroxila), O2
- (superóxido), ONOO- (peroxidonitrito) e moléculas não radicalares 

como o H2O2 (peróxido de hidrogênio), peroxila (ROO), ácido hipocloroso (HOCl), 

nitritos (NO2
-), ácido nitroso (N2CO3) e nitratos (NO3

-) (LIN et al., 2021; LOSADA-

BARREIRO; BRAVO-DÍAZ, 2017). 

O desequilíbrio entre a produção e a estabilização de EROS e ERN leva ao 

estresse oxidativo, onde fatores exógenos como poluição, radiação, dieta e estilo de 

vida (WEN et al., 2021) podem desencadear esse processo. O estresse oxidativo leva 

ao acúmulo de moléculas radicalares que podem causar danos aos componentes 

celulares (lipídeos, proteínas, DNA), levando ao aparecimento de e doenças 

intestinais, cardiovasculares, neurodegenerativas e  câncer (WANG et al., 2020). 

A estabilização dos radicais livres pelos organismos é realizada por sistemas 

antioxidantes endógenos, que podem ser sistemas não enzimáticos e enzimáticos. 

São mecanismos de controle celular positivo, fazendo com que haja concentração 

menor de radicais livres nas células (MAYA-CANO et al., 2021). 
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5.2 Antioxidantes 
 

Os antioxidantes são compostos capazes de inibir ou reduzir a ação dos 

radicais livres e do estresse oxidativo através de reações de oxirredução, isto é, 

doações de elétrons e hidrogênios. Essa doação de elétrons faz com que os radicais 

livres, que são moléculas com um elétron faltante, sejam estabilizados, diminuindo 

assim a sua reatividade (GULCIN, 2020). Os antioxidantes podem ser endógenos, 

produzidos pelo próprio organismo, ou exógenos, que são obtidos por meio da 

alimentação. Os antioxidantes endógenos são responsáveis, entre outras funções, por 

neutralizar os radicais livres (endógenos e exógenos), quando este sistema está em 

equilíbrio dinâmico (KIM et al., 2021).  

Os antioxidantes endógenos são principalmente constituídos por sistemas 

enzimáticos, como: superóxido dismutase, peroxidase, catalase, glutationa redutase, 

glutationa peroxidase e tiorredoxinas redutases (MIROŃCZUK-CHODAKOWSKA et 

al., 2018). Esses compostos são capazes de proteger as células e tecidos (RAMOS-

GONZÁLEZ et al., 2021).  

Quando o sistema antioxidante endógeno não é capaz de estabilizar todos os 

radicais livres produzidos ou mesmo adquiridos, é precisar realizar a suplementação 

através de antioxidantes exógenos, que são sistemas na maioria não enzimáticos, 

obtidos através da alimentação (MEI et al., 2020).  

Os antioxidantes exógenos podem ser obtidos através do consumo diário de 

frutas, verduras e legumes, que são ricos majoritariamente em compostos oriundos 

do metabolismo especializado das plantas (DA HORA et al., 2021). Dentre os 

compostos presentes no metabolismo especializado das plantas, podemos destacar 

os compostos fenólicos, associados à benefícios a saúde quando consumidos 

regularmente (TULADHAR et al., 2021). 

O consumo de vitaminas e minerais, também podem trazer benefícios à 

saúde, combatendo doenças degenerativas e crônicas causadas por radicais livres, 

além de regular as funções do organismo (CHIOCCHIO et al., 2021; ZHU et al., 2021).  

 

5.3 Metabolismo especializado 
 

As plantas possuem dois tipos de metabolismo, o metabolismo primário e o 

especializado (anteriormente chamado de secundário), ambos são essenciais para a 
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existência da planta. O metabolismo primário é responsável pela biossíntese de amino 

ácidos, carboidratos, ácidos graxos, lipídeos e proteínas, moléculas essenciais para 

garantir a vida da própria planta (NAKABAYASHI; SAITO, 2020) .  

Já o metabolismo especializado, tão importante quanto o primário, é essencial 

para garantir a sobrevivência da planta. Os metabólitos especializados são originados 

por meio metabolismo primário, os compostos especializados são responsáveis pelo  

bom funcionamento das funções dos metabólitos primários, como regulação de 

temperatura, disponibilidade de água, perpetuação da espécie etc. (COLINAS; 

FITZPATRICK, 2022). 

Estima-se que existam mais de 200.000 compostos diferentes façam parte do 

metabolismo especializado (KANSTRUP; NOUR-ELDIN, 2022). A biossíntese destes 

compostos é  estimulada em situações de estresse, como alta e baixa temperatura, 

baixa ou alta incidência de luz, ataque de herbívoros e de patógenos (MURPHY; 

ZERBE, 2020). Além disso, os metabólitos especializados possuem outras funções, 

como a pigmentação, atração de agentes polinizadores, regulação de funções 

essenciais e sinalização de situações de estresse (WONG et al., 2023; ZHOU; 

JANDER, 2021).  

Situações de estresse aplicadas em plantas podem ser utilizadas para que 

sejam produzidos produtos com características químicas desejadas, sendo que a 

planta pode responder as situações de estresse com a biossíntese de compostos, 

moldando assim sua composição, crescimento e produção de sementes (ZENG et al., 

2021). 

    Os compostos fenólicos (CARRASCO-SANDOVAL et al., 2021), os 

terpenos (HU, T. et al., 2021), alcaloides (DUAN et al., 2022) e glicosinolatos (GOHAIN 

et al., 2021) são as principais classes de compostos oriundos do metabolismo 

especializado. 

 

5.3.1 Compostos fenólicos 

Os compostos fenólicos formam o grupo de metabólitos mais abundantes e 

sua estrutura é composta de um ou mais anéis aromáticos ligados a um ou mais 

grupos hidroxilas (AKOMENG; ADUSEI, 2021). Podem ser classificados em fenóis 
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simples (ácidos fenólicos) e polifenóis (flavonoides) (CARRASCO-SANDOVAL et al., 

2021). 

Este grupo pode ser constituído de moléculas simples como é o caso dos 

ácidos fenólicos até moléculas com alto grau de polimerização como os taninos, que 

podem ser encontrados de forma livre, ou ligados a açúcares e proteínas (SUO et al., 

2022). 

A biossíntese dos compostos fenólicos pode ocorrer principalmente por três 

vias metabólicas como as vias dos ácidos chiquímico, malônico e cinâmico (WANG, 

W. et al., 2022). A rota depende do composto envolvido, sendo que  o mesmo pode 

ser sintetizado por uma rota ou por duas rotas em colaboração, como é o caso dos 

flavonoides, onde o anel A é biossintetizado pela via do ácido chiquímico e o anel B 

pela via do ácido malônico (COLINAS; FITZPATRICK, 2022; ROSENKRANZ et al., 

2021).  

Os flavonoides (Figura 1) constituem um dos mais importantes e 

diversificados grupos de metabólitos do reino vegetal, com aproximadamente 9000 

moléculas relatadas (IQBAL et al., 2022; MANJESH et al., 2022; YUAN et al., 2024). 

Os flavonoides podem ser classificados em subgrupos como flavonas, flavononas, 

isoflavonas, flavonóis, flavonóis e antiocianidinas (LONG et al., 2023). 

 

Figura 1 - Estrutura química da quercetina, pertencente ao grupo dos flavonoides 

 

Fonte: Autoria própria, 2023. 

 

Já os ácidos fenólicos (Figura 2), de estrutura mais simples que os 

flavonoides, podem ser classificados em outros dois subgrupos: ácidos 

hidrobenzóicos e ácidos hidrocinâmicos (WU et al., 2022).  
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Figura 2 - Estrutura química da ácido gálico, pertencente ao grupo dos ácidos fenólicos 

 

Fonte: Autoria própria, 2023. 

 

Os taninos são compostos fenólicos que possuem de média a alta massa 

molecular e são classificados em dois subgrupos, os taninos condensados e os 

hidrolisáveis (VERA; URBANO, 2021). Os taninos hidrolisáveis são ésteres de 

polifenóis, ligados a hexoses e podem ser classificados de acordo com sua estrutura 

em galotaninos e elagitaninos (YANG et al., 2023). Já os taninos condensados podem 

apresentar peso molecular variável, podendo ser polímeros de flavan-3-ol e flavan-

3,4-diol. Podem ser encontrados na forma livre e/ou ligados a proteínas e fibras  (RIRA 

et al., 2022). 

As cumarinas são compostos que podem ser encontrados na natureza na 

forma livres e/ou ligados a outras estruturas, possuindo em torno de 3560 compostos 

relatados (AKWU et al., 2023). Geralmente, as cumarinas são lactonas do ácido o-

hidroxicinamico, são derivadas dos ácidos chiquimico e cinâmico e podem ser 

classificadas em quatro subclasses: cumarina simples, furanocurmarinas, 

piranocumarinas e cumarinas substituídas no anel de lactona (TAVARES; LIMA, 

2021).  

 

5.3.2 Alcaloides 

Os  alcaloides são compostos orgânicos geralmente caracterizados pela 

presença de um átomo de nitrogênio em sua estrutura, anteriormente chamados de 

compostos nitrogenados (MORA-VÁSQUEZ et al., 2022). Este átomo de nitrogênio 

pode ser oriundo de aminoácidos que em sua forma cíclica dá origem a estrutura 

fundamental dos alcaloides, mas também pode ser originado a partir de terpenóides 

e esteróides (SIVAKUMAR et al., 2022).  

 Nas plantas, esses compostos podem desempenhar funções de proteção 

contra insetos, patógenos e fotoproteção. Esses compostos podem desempenhar 
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importante funções na farmacologia com o desenvolvimento de produtos para 

consumo humano (WANG, H. et al., 2022). 

 

5.3.3 Terpenos 

Os terpenos são uma classe de metabólitos caraterizados por grandes 

estruturas orgânicas voláteis, os hidrocarbonetos (SORVARI; HARTIKAINEN, 2021). 

Podem ser classificados de acordo com seus números de carbonos: monoterpenos 

(C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e 

de acordo com os elementos ligados em sua estrutura. São biossitetizados  através 

do isopentenil difosfato (IPP) e do dimetilalil pirofostato (DMAPP) que são produzidos 

a partir da via do mevalonato (HU, T. et al., 2021; ZHOU; PICHERSKY, 2020).  

Nas plantas, os terpenos são de grande importância na defesa contra agentes 

bióticos e patógenos como fungos, vírus e bactérias, também na defesa contra o 

ataque de insetos herbívoros (KIM et al., 2023). Os terpenos possuem grande 

importância na indústria para desenvolvimento de cosméticos, perfumes e óleos 

essências (DHANDAPANI et al., 2020). 

 

5.3.3.1  Óleos essenciais 
 

Os óleos essenciais são compostos derivados do metabolismo especializado 

das plantas (JOSEPH et al., 2023). A sua composição é bastante variada podendo 

conter terpenos (monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15) e diterpenos (C20), 

terpenóides (isoprenoides) e compostos aromáticos como aldeídos e álcoois (CALO 

et al., 2015). 

Estudos relacionam óleos essenciais com propriedades antioxidante (MAT 

SAAD et al., 2021), antimicrobiana (MEENU et al., 2023), antitumoral (YI et al., 2022), 

inseticida (LI et al., 2021), antifúngica e antidiabéticas (CHANDER et al., 2022). 

Também é relatado uso para tratamentos de saúde e terapêuticas na medicina 

popular (AL-ABRI et al., 2022). As propriedades do compostos presentes nos óleos 

essências das plantas têm sido atribuídas aos seus compostos terpenóides, 

carotenoides e fenólicos (BALAHBIB et al., 2021; BRAGA et al., 2021). 
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5.3.4 Glicosilonatos 

Os glicosinolatos são metabólitos geralmente encontrados nas hortaliças da 

família Brassicaceae (couve, brócolis, repolho, rúcula, rabanete) e consistem de um 

ß-D-tioglicosideo ligado a um átomo de enxofre com uma cadeia lateral variada, 

geralmente derivada de um aminoácido (ALMUSHAYTI et al., 2021). 

Podem ser classificados de acordo com seu aminoácido percursor em três 

tipos: glicosinolatos alifáticos, indólicos e aromáticos, que são derivadas dos 

aminoácidos metionina, triptofano e fenilalanina respectivamente (LI, Y. et al., 2021).  

Sua principal função nas plantas é a defesa contra herbívoros (CASAJÚS et 

al., 2021) e podem ter funções anticancerígenas por conta da presença de sulfurafano, 

antioxidante e também antimicrobiana, sendo a capacidade de inibir ou agir como 

bactericida contra microrganismos (GOHAIN et al., 2021). 

 

5.4  Atividade antimicrobiana 
 

A presença de microrganismos faz com que haja um equilíbrio ecológico, 

sendo que são de grande importância para a saúde dos seres humanos e animais, 

tratamento de doenças, produção de alimentos e fixação de nutrientes nas plantas 

(CUI et al., 2022; HE et al., 2022). 

 Podem degradar matéria orgânica como alimentos não consumidos e material 

fecal, mas também auxiliam na degradação de materiais inorgânicos como amônia, 

nitritos e materiais sulfurados (KHANJANI et al., 2022).  

 Os principais grupos de microrganismos são os fungos (GEERS et al., 2022), 

vírus (KOONIN et al., 2022), protozoários (ATAKORAH et al., 2022), microalgas 

(KHANRA et al., 2022) e as bactérias (SHETTY; VARSHNEY, 2021). 

 As bactérias são seres unicelulares, procariontes, que pertencem ao reino 

monera (KOWALLIK; MARTIN, 2021). Estão presentes no ar (ZHONG; XIONG, 2021), 

água (MANOLI et al., 2022), solo (DIN et al., 2021), no organismo de seres humanos 

e animais (CABRAL et al., 2022).  

 São classificadas quanto a espessura de sua parede celular, as gram-positivas 

tem a capacidade de reter o corante quando submetidas ao teste coloração de gram,  

sua parede celular é composta quase exclusivamente de uma camada espessa de 

peptidioglicano (20-80 nm), fazendo com que sua estrutura seja mais resistente, 
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diferentemente das gram-negativas que não retem o corante quando submetidas ao 

teste de gram, sua membrana celular é mais complexa, menos espessa (<10 nm) 

quanto a camada de peptideoglicano (VARGHESE; BALACHANDRAN, 2021).  

Fato esse que tem se mostrado um diferencial no uso de substâncias como 

agente antimicrobianos frente a bactérias patógenas e no uso de bactérias de 

interesse na indústria alimentícia (SHANMUGASUNDARASAMY et al., 2022).  

 As bactérias também são usadas na produção de alimentos como iogurtes 

(BASHIR MIR et al., 2021), queijos (LOPES et al., 2021), carnes fermentadas 

(RAZAVIZADEH et al., 2022) e vegetais fermentados (OKEKE et al., 2021). os 

alimentos fermentados auxiliam na digestibilidade, imunidade, nutrição (MALEKE et 

al., 2021), além de trazer uma gama de características sensórias como sabores e 

odores (ZHANG et al., 2022). 

 Porem, existem bactérias causadoras de contaminações em alimentos que 

levam a doenças em seres humanos e animais, tais como Salmonella typhimurium 

(RAZA et al., 2021), Escherichia coli (AWOSILE et al., 2022), Staphylucoccus aureus, 

Lysteria monocitogenes, entre outras (RIU; GIUSSANI, 2020). 

 A capacidade antimicrobiana de um extrato é baseada na capacidade de 

proliferação do microrganismo, o qual pode ter sua atividade inibida ou barreira celular 

rompida pelo extrato causando morte celular. Entre as principais técnicas utilizadas 

nos testes de atividade antimicrobiana pode-se citar difusão em disco, diluição em 

caldo ou ágar e microdiluição em caldo (CONSTANTE et al., 2022).   

 Uma alternativa para o controle microbiano de patógenos em alimentos é a 

atualização de extratos de plantas, que além de atividade antioxidante, podem 

apresentar atividade antimicrobiana, auxiliando no controle de contaminações e na 

incidência de patologias alimentares (HEMEG et al., 2020). 

 

5.5 Ottonia corcovadensis 
 

A Ottonia corcovadensis é uma planta encontrada em regiões de florestas 

tropicais no norte e nordeste do Brasil, bastante difundida em regiões cobertas pela 

floresta amazônica (FACUNDO et al., 2004). É pertencente à família das Piperáceas, 

que possui mais de 4000 espécies distribuídas em 5 gêneros. A Ottonia corcovadensis 

pertence ao gênero Piper (Piper Corcovadensis), maior gênero da família das 

Piperáceas (DA SILVA et al., 2016). 
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Conhecida popularmente como João Brandinho e Falso Jaborandi, é utilizada 

na medicina popular para tratamento de gripes, resfriados, tosses, reumatismo, 

insônia, e reconhecida por suas propriedades anestésicas, sendo  usada para dor de 

dente (FERNANDEZ et al., 2019). 

Estudos realizados por Costa e Mors (1981)  indicam que os gênero Piper é 

rico em amidas e que a função anestésica atribuída a Ottonia corcovadensis pode  ser 

oriunda da amida piperovatina. 

Pesquisas vêm sendo realizadas evidenciando uso desta planta para 

tratamento de tuberculose e função larvicida contra o mosquito Aedes aegypiti (DE 

LIRA PIMENTEL et al., 2022; FERNANDEZ et al., 2020). 

Além disso, alguns compostos foram identificados no óleo essencial das folhas 

por  Facundo et al., (2004) entre os majoritários então trans-cariofileno (13,6%), 

Limoneno (12,7%), epi-biciclosesquifelandreno (10,3%), bibiclogermanocreno (7,9%) 

e felandreno (7,8%), entre outros compostos em menor quantidade. 

Entretanto, a literatura ainda se encontra escassa em relação a caracterização 

química e testes biológicos quanto a Ottonia corcovadensis. Deste modo, pesquisas 

cientificas por extrato etanoico e óleo essencial devem ser conduzidas para enriquecer 

a literatura e elucidar os benefícios desta planta para as indústrias de alimentos e 

farmacêutica. 

Em  estudos realizados por Albuquerque et al., (2022), foi observada a 

necessidade da otimização das condições de extração para que haja uma melhor 

disponibilidade dos compostos para a realização de testes e caracterizações, também 

ainda é ausente na literatura estudo dos constituintes químicos presente nas folhas 

da Ottonia corcovadensis. 

 

5.6 Otimização de experimentos 
 

A otimização das condições de extração é peça chave em experimentos, 

sendo que ao encontrar as condições ideais, há maior disponibilidade dos compostos, 

trazendo melhores resultados nas análises que podem vir a ser realizadas (RAIS et 

al., 2020; YUSUFF, 2021). 

  Na otimização de extratos, diferentes fatores podem ser otimizados para que 

sua influência e interação com outros fatores possam ser estudadas. Dependendo da 

matriz de estudo, fatores como pH, polaridade de solventes, temperatura, tempo de 
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extração, agitação por ultrassom, entre outros podem ser variados (VERA-CANDIOTI 

et al., 2021).  

De acordo com Chew et al., (2011), os fatores que mais influenciam a extração 

de compostos bioativos são concentração de solvente, temperatura e tempo de 

extração. Aliado a influência e interação de fatores, ferramentas estatísticas sao 

utilizadas para melhorar e validar os dados referentes à otimização. Podemos citar, 

por exemplo, planejamentos experimentais do composto central rotacional 

(GUALBERTO et al., 2022), fatorial fracionado (BRUNO SIEWE et al., 2021) e Box-

Behnken (RAIS et al., 2020). Além dos exemplos já citados, outras ferramentas 

estatísticas podem ser utilizadas com a finalidade de investigar as respostas obtidas 

em uma otimização, tais como o MGL (LIU et al., 2022). 

 

5.7  Modelo linear generalizado – MLG 

O Modelo Linear Generalizado é um modelo de regressão onde pode haver 

uma flexibilidade de aceitação de dados, podendo estes não serem dados normais. É 

realizada uma generalização da regressão linear, permitindo que a amplitude da 

variância seja uma função de valor predito (LEE et al., 2021; ZHOU et al., 2021). 

O MLG difere do modelo linear clássico em dois aspectos principais: a 

resposta pode ser de origem exponencial (heterocedástica) ou estar linearmente 

relacionada às variáveis explicativas (ADESINA et al., 2021; CARRIZOSA et al., 

2021).  

Na classificação de dados, podemos citar a classificação de hidrocarbonetos 

(WANG, Y. et al., 2021), previsão de risco epidemiológico (MUDELE et al., 2021), 

previsões meteorológicas (CHANDLER, 2020) entre outras áreas do conhecimento. 

Entretanto, no tratamento de dados de pesquisa na área de alimentos a literatura 

ainda é escassa. 

Além de abordagens de tratamento e classificação de dados, outros métodos 

podem ser utilizados, como o método de aprendizagem de máquina (machine learning 

- ML) para garantir maior confiabilidade dos resultados (TIAN et al., 2022). 
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5.8  Aprendizagem de máquina – Machine Learning (ML) 

A técnica de ML é uma ferramentas de inteligência artificial de investigação e 

obtenção de dados, onde um algoritmo computacional cria um modelo esperado a 

partir do treinamento de parte dos dados cedidos (OLDONI et al., 2022). Com o 

restante dos dados, é criado um modelo de validação para o mesmo conjunto de 

dados (KUMBHAR et al., 2021). 

Cada conjunto de dados pode se ajustar de forma diferente, de acordo com o 

algoritmo utilizado para a análise de dados (YERLIKAYA; BAHTIYAR, 2022). A 

Floresta Randômica (FR) é um algoritmo onde são elaboradas árvores de decisão 

para regressão e classificação (MA et al., 2023).  

É construído através de subconjuntos de dados, formados aleatoriamente, com 

dados observados (experimental) e preditos (modelo desenvolvido pelo algoritmo), 

separados em dados de treinamento e validação (SAHA et al., 2022; SIRCAR et al., 

2021). O algoritmo FR é capaz de melhorar a precisão preditiva de dados através da 

validação cruzada entre os dados preditos e observados do modelo de validação e 

treinamento (EL BOUCHEFRY; DE SOUZA, 2020). 

Estudo anteriores já foram efetuados utilizado ML para predição de compostos 

oriundos do metabolismo especializado da planta Bertholletia excelsa, o qual 

apresentou resultados promissores, dentro dos padrões de avaliação dos modelos 

(RMSEC, RPD e R2) na utilização do algoritmo FR, garantindo um modelo preditivo 

seguro (FONTOURA et al., 2023). 

Assim como os modelos desenvolvidos por ML, a quimiometria é capaz de 

gerar modelos preditivos de baixo custo operacional e fácil aplicação, gerando dados 

confiáveis para aplicação nas diversas áreas do conhecimento. 

 

5.9   Modelos quimiométricos  

Os modelos quimiométricos buscam obter uma função matemática que 

relaciona os resultados químicos e espectrais (CHEN et al., 2020). O modelo gerado 

é capaz de correlacionar os dados preditos pelo modelo com os observáveis obtidos 

experimentalmente, podendo sua precisão ser avaliada através do coeficiente de 

correlação e cálculos de erros (WANG, C. et al., 2021). 
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Modelos quimiométricos podem ser utilizados na pesquisa de alimentos, na  

otimização da extração de compostos bioativos, sendo uma ferramenta de predição 

de compostos fenólicos e compostos com potencial antioxidante (RANAWEERA et al., 

2021), micronutrientes (HU, N. et al., 2021), características sensórias (LI, X. et al., 

2021), entre outros. 

Também, é possível gerar modelos quimiométricos com uso de imagens 

digitais, onde os padrões de cores RGB são extraídos e a partir desses canais de 

cores é desenvolvido um modelo predito que pode ser correlacionado com dados 

observados experimentalmente (NGUYEN et al., 2021; QIU et al., 2021; SABZI et al., 

2021).  

Pesquisas utilizando quimiometria por imagens já vem sendo realizadas com 

plantas, obtendo-se resultados promissores. O trabalho realizado com a planta 

Calycophyllum spruceanum (PERIN et al., 2020a) otimizou a extração e o 

desenvolvimento de um modelo quimiométrico robusto e confiável e com 

reprodutibilidade para predizer teores de compostos fenólicos totais e de atividade 

antioxidantes. 

 

5.10 Viabilidade celular (citotoxicidade) e parâmetros bioquímicos de estresse 
oxidativo 

 

A viabilidade celular é a capacidade de medir a quantidade de células viáveis 

presentes antes e após a aplicação de agentes de estudo (extratos e óleos essenciais 

por exemplo)., através da alteração do metabolismo celular. Também pode ser 

chamada de citotoxicidade, é capaz de alterar o metabolismo de células saudáveis e 

ou doentes (tumorais), causando morte celular (ZHANG et al., 2023).  

Entre os métodos mais utilizados, estão o ensaio da sulforrodamina B (SRB), 

de liberação de lactato desidrogenase (LDH), que mede a liberação de enzimas 

celulares como resultado da perda da integridade da membrana, de exclusão de 

corante Azul de Tripan ou Iodeto de Propídio e de redução do composto MTT (brometo 

de 3-(4,50dimetil-2-tiazoli) -2,5-difenil-2H-tetrazólio). Neste último, o MTT é reduzido 

por meio da liberação de enzimas (oxidorredutases e desidrogenases) pelas células 

quando expostas a ambientes tóxicos (ABEL; BAIRD, 2018). 

O estresse oxidativo é o acumulo exagerado de espécies radicalares que 

podem trazer danos oxidativos, entre elas podemos citar as espécies reativas de 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/oxidoreductase
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/dehydrogenase
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oxigênio (ROS), que são heteromoléculas e espécies radicalares que estão bastante 

envolvidas em processos celulares normais (processos de imunidade imediata e 

defesa), quando sua produção está em equilíbrio com os processos de defesa celular 

endógenos (DIAZ; SHI, 2022).  

Uma das principais fonte de ROS é cadeia transportadora de elétrons que 

ocorre a nível mitocondrial e são elevadas em células tumorais, o que evidencia que 

a produção elevada de ROS pode ser prejudicial ao organismo (HOLE et al., 2013; 

RAY et al., 2012; TRACHOOTHAM et al., 2009).  

As espécies reativas de nitrogênio (ERN) são todos os estados de oxidação 

dos produtos de óxido nítrico oxigenado (LI et al., 2023). Sua síntese acontece devido 

a alguns cofatores como oxigênio e NADPH (oxidorredutase) (PITOCCO et al., 2009).  

As ERN participam de diversas regulações fisiológicas (como homeostase), 

mas a elevações de ERN podem ser indicativos de inicio e progressão de diversas 

enfermidades, como inflações, disfunções hepáticas e câncer (ZHOU et al., 2023).   

Outro importante marcador bioquímico é o nível de tióis totais (PSH)  tióis 

totais não proteicos (NPSH), os quais correspondem as defesas celulares e tecidos e 

também a diversas ações biológicas como reações enzimáticas, transporte molecular, 

biossíntese de proteínas, expressão gênica e proteção de células contra dano 

oxidativo (TABREZ et al., 2012).  

A glutationa, NPSH mais abundante, é um exemplo de antioxidante endógeno 

que protege células e tecidos contra o estresse oxidativo (DOS SANTOS NUNES et 

al., 2019). Já os PSH são os principais antioxidantes extracelulares ligadas a proteção 

das proteínas plasmáticas, sendo responsáveis pelos processos de resposta em 

inflamações e infecções. A cisteína e cistina, seus principais compostos, são 

essenciais na síntese da glutationa (GIUSTARINI et al., 2021). 

Portanto, se faz necessário entender os mecanismos desses marcadores 

bioquímicos de estresse oxidativo e suas atuações metabólicas frente a extrato de 

plantas e óleo essencial de Ottonia corcovadensis. 
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6  MATERIAIS E MÉTODOS 

Amostras de Ottonia corcovadensis foram obtidas na zona rural do município 

de Alto Paraíso – RO no mês de outubro de 2021, cedidas pela empresa Fonte Clara 

Industria e Comércio de Produtos Naturais LTDA com sede no município de Bom 

Sucesso do Sul – PR. A exsicata foi preparada e o material está depositado no 

herbário da Universidade Estadual do Centro Oeste – Campus Guarapuava sob 

número: ARAUCA1154 - Ottonia corcovadensis Miq. 

 

6.1  Obtenção do extrato de folhas de Ottonia corcovadensis 
 

Preliminarmente, o tipo de solvente e o método de extração em banho-maria 

ou ultrassom foram avaliados e os seus resultados estão expressos na Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Testes preliminares para determinar a melhor condição de extração 

Teste Solvente 

(50% V/V) 

Extração CFT 

(mg EAG g-1) 

DPPH 

(mM Trolox g-1) 

1 Etanol/água Banho-maria (50 ºC)  2,74a 5,46a 

2 Metanol/água Banho-maria (50 ºC) 2,27b 5,24ab 

3 Etanol/água Ultrassom (25 ºC) 2,37b 4,40b 

4 Metanol/água Ultrassom (25 ºC) 1,78c 3,74c 

Média ± desvio padrão (n=2). Valores seguidos por letras diferentes em uma mesma coluna indicam 

diferenças significativas pelo teste de Tukey (p<0,05) 

Fonte: Autoria própria, 2022. 

 

 Os testes preliminares foram desenvolvidos no intuito de reduzir o número de 

experimentos necessários para estabelecer as condições a serem testadas no método 

de extração em um planejamento experimental (concentração e polaridade do 

solvente, temperatura de extração), mantendo o tempo de extração fixado para ambos 

os testes em 30 min. 

De acordo com os testes realizados, a melhor condição de extração para as 

condições testadas foi a utilização de Etanol e água como solvente, utilizando 

temperatura de 50 ºC em banho-maria. Posteriormente, foi então realizada a 

acidificação do solvente contendo 0,1% HCl a fim de ajudar a romper a barreira celular 

e obter um extrato mais rico em compostos (SEKE et al., 2021). 
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Os testes preliminares nos mostraram que as melhores condições a serem 

utilizadas para a otimização é a extração com etanol e água V/V, utilizando 

aquecimento em banho-maria. 

 De acordo com os testes, foram elaboradas combinações de fatores 

(concentração de solvente, tempo de extração e temperatura) para obtenção do 

extrato com maior disponibilidade de compostos fenólicos, as condições estão 

expressas na Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Tratamentos com as combinações dos fatores para otimização da extração dos compostos 
bioativos com potencial antioxidante em folhas de Ottonia corcovadensis. 

Tratamento Temperatura 

(ºC) 

Solvente 

(Etanol/Água %V/V) 

Tempo 

(Min) 

1 50 20/ 80 50 

2 50 20/ 80 120 

3 50 80/ 20 50 

4 50 80/ 20 120 

5 70 20/ 80 50 

6 70 20/ 80 120 

7 70 80/ 20 50 

8 70 80/ 20 120 

9 40 50/ 50 80 

10 80 50/ 50 80 

11 60 0/ 100 80 

12 60 100/ 0 80 

13 60 50/ 50 30 

14 60 50/ 50 150 

15 60 50/ 50 80 

Fonte: Autoria própria, 2022. 

 

6.2  Obtenção do óleo essencial 
 

O óleo essencial obtido de Ottonia corcovadensis foi extraído no mês de 

outubro de 2020, utilizando a técnica de extração por arraste de vapor, em planta 

industrial na empresa Fonte Clara Industria e Comércio de Produtos Naturais LTDA, 

localizada na comunidade de Alto Paraiso, zona rural, Bom Sucesso do Sul - PR. 
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Foram utilizadas na extração 1 tonelada de material vegetal (folhas, caule e 

raiz) com rendimento de 1 litro de óleo essencial. 

 

6.3 Compostos fenólicos totais e atividade antioxidante 

6.3.1 Compostos fenólicos totais 

A determinação de compostos fenólicos foi realizada através do método 

espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, utilizando ácido gálico como padrão de 

referência, descrito por Singleton et al. (1999). Uma alíquota de 0,5 mL de extrato e 

2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu (1:10) foram colocados em tubos de ensaio. 

Após 5 minutos em repouso, foram adicionados 2,0 mL de uma solução de Na2CO3 

4%. A mistura foi mantida ao abrigo da luz por 2 horas à temperatura ambiente. As 

leituras foram realizadas em espectrofotômetro (UV-Vis Bel Photonics, 2000 

Piracicaba, Brasil) e os resultados foram expressos em g.100 g-1 EAG (Equivalente 

em ácido gálico). 

 

6.3.2 Atividade antioxidante pelo método ABTS 

 

 A atividade antioxidante pelo método ABTS•+ (2,2-azino-bis-(3-etil-

benzotiazolina-6-ácido sulfônico)) foi realizada de acordo com método descrito por Re 

et al. (1999).  Uma solução de ABTS 7 mM com persulfato de potássio 140 mM foi 

mantida por 12-16 h à temperatura ambiente e ao abrigo da luz para produzir o radical 

ABTS•+. Passado o tempo de incubação, o radical foi diluído em etanol absoluto em 

quantidade suficiente para obter um valor de absorbância de 0,7 em 

espectrofotômetro a 734 nm. As leituras posteriores também foram realizadas na 

mesma faixa espectral. O Trolox, um antioxidante sintético análogo a vitamina E, foi 

utilizado como padrão. Os resultados da atividade antioxidante foram expressos em 

mM TEAC g-1 (TEAC: Trolox Equivalent Antioxidant Capacity).  
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6.3.3 Atividade antioxidante pelo método DPPH 

 

 A medida da atividade do sequestrante do radical DPPH (1,1-difenil-2-

picrilhidrazil) foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Öztürk e Kolayli, 

(2016). Para avaliação da atividade antioxidante, os extratos foram reagidos com o 

radical estável DPPH em uma solução de etanol. Na forma de radical, o DPPH possui 

uma absorção característica a 517 nm, a qual desaparece após a redução pelo 

hidrogênio doado por um composto antioxidante (STANKEVIČIUS et al., 2010). A 

mistura foi constituída da adição de 0,5 mL de extrato, 3 mL de etanol absoluto e 0,3 

mL da solução do radical DPPH 0,3 mM em etanol. O antioxidante sintético Trolox foi 

utilizado para construção da curva padrão. Os resultados foram expressos em mM 

TEAC g-1. 

 

6.3.4 Atividade antioxidante pelo método FRAP 
 

O ensaio do FRAP (Poder Antioxidante de Redução do Ferro) ocorreu de 

acordo com metodologia descrita por Singleton et al., (1999) e baseia-se na 

capacidade do antioxidante reduzir o Fe+3 em Fe+2, na presença de 2,4,6-tri(2-piridil)-

1,3,5-triazina (TPTZ) e em condições ácidas, formando-se um complexo de coloração 

azul intensa com o Fe+2. A análise foi realizada em ambiente escuro, transferindo-se 

uma alíquota de 90 μL de extrato diluído e 2,7 mL de reagente FRAP. Após 

homogeneização, manteve-se as amostras em banho-maria à 37 °C por 30 minutos. 

Posteriormente, realizou-se a leitura das absorbâncias em espectrofotômetro em 595 

nm. Uma curva padrão de sulfato ferroso foi preparada e os resultados da atividade 

antioxidante foram expressos em mM Fe+2 g-1. 

 

6.4  Caracterização química do óleo essencial 
 

A análise foi realizada com a injeção de 1 µL em CG-EM (Shimadzu, modelo 

GC-2010 Plus) acoplado a detector de massas em tandem do tipo triplo quadrupolo 

(TQ8040) e injetor automático (AOC-5000 Plus).  

Utilizou-se coluna capilar de sílica fundida,  modelo RTX-5MS (5% difenil + 95% 

dimetil polissiloxano) com  dimensões de: 30 m x 0,25 mm x 0,25 µm, Fluxo de gás de 

arraste: 1,02 mL min-1 (gás hélio), modo split 1:90, Temperatura do injetor: 250 °C, 
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Rampa de aquecimento: temperatura inicial 60 °C até 250 °C com aquecimento de 3 

°C min-1 e Sistema de ionização: 70 eV. 

Os componentes das amostras de óleo essencial foram identificados com base 

no índice aritmético (IA), determinado por meio da utilização de uma série homóloga 

de hidrocarbonetos lineares saturados contendo de C9-C19 átomos de carbono, 

injetados nas mesmas condições cromatográficas. Os índices aritméticos foram 

calculados com base nos tempos de retenção obtidos e comparados aos índices 

aritméticos da literatura (ADAMS, 2007) e seus respectivos espectros de massa. A 

análise foi realizada na Universidade Federal do Paraná na cidade de Curitiba – PR, 

no mês de junho de 2022 

 

6.5       Construção do modelo quimiométrico preditivo utilizando imagens digitais 
 

6.5.1 Análise estatística do conjunto de dados por meio de um modelo linear     
generalizado da otimização utilizando MLG 

 

A análise estatística foi realizada utilizando modelo linear generalizado (MLG), 

através do software R e R Studio (R Core Team (2022). R: A language and 

environment for statistical computing. R Foundation for Statistica Computing, Vienna, 

Austria. URL).  

Foram realizados os testes de Médias Marginais Estimadas, Comparações de 

Pares e teste de Bonferroni. 

 

6.5.2 Construção de modelos preditivos para validação da otimização de extração por 

aprendizado de máquina (ML) utilizando os algoritmos computacionais 

 

A construção dos modelos preditivos foi realizada por aprendizagem de 

máquina ML, utilizando o software WEKA® 3.8.5. Para tal, os dados obtidos da 

triplicata foram divididos em dois conjuntos: modelo e validação, de acordo com já 

estuda por Fontoura et al., (2023).   

O conjunto modelo foi formado por duas repetições e o conjunto validação foi 

formado pela repetição restante, ambas escolhidas de modo aleatório. Essa divisão 

dos dados em dois conjuntos ocorreu a fim de o conjunto modelo ser treinando pelo 

algoritmo e pelo conjunto validação ser o responsável pela validação propriamente 



30 

 

 

 

dita do modelo pelo algoritmo. Nesta etapa, diversos algoritmos foram testados e os 

que apresentaram melhor adaptação ao modelo foram utilizados. 

 

 

6.5.3  Construção do modelo quimiométrico por imagens 
 

Os extratos obtidos e os ensaios realizados na otimização (CFT e DPPH) 

tiveram suas imagens registradas em estúdio fotográfico (56 leds Evodobox 60 cm 

plus – Evodobox plus) utilizando uma câmera de celular, Apple iPhone, modelo SE 

(câmera 12 MP) em condições padronizadas, de acordo com metodologia proposta 

por  Perin et al., (2020b). 

As imagens digitais (8 bits) foram recortadas em condições apropriadas para 

cada ensaio utilizando o software GIMP (versão 2.10.18) (software livre). Foram 

extraídos os canais de cores RGB (Vermelho, verde e azul), os padrões HSL (tom, 

saturação e luminosidade) e os padrões V e I (vórtice cromático e intensidade ou 

brilho) 

Foram construídos os modelos utilizando as imagens da vista superior das 

análises de compostos fenólicos totais e atividade antioxidante pelo método DPPH.  

Para a extração dos canais de cores foi utilizado o software Chemostat® V e 

a regressão realizada utilizando o software WEKA® 3.8.5. os gráficos preditos x 

observados serão desenvolvidos utilizando o software OriginPro 8.5 (OriginLab 

Massachusetts, EUA). 

A avaliação da precisão e desempenho dos modelos gerados foram obtidos 

por meio do erro quadrático médio de calibração (RMSEC), coeficiente de 

determinação (R2) e valor preditivo residual (RPD). 

 

6.6        Viabilidade celular e parâmetros bioquímicos de estresse oxidativo 

6.6.1 Cultivo celular de células de melanoma humano SK-MEL-28 
 

As linhagens celulares de melanoma humano SK-MEL-28 (ATCC HTB-72D) 

foram obtidas no banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (BCRJ), 

Brasil.  As células foram cultivas em frascos de cultivo celular com meio DMEM – Alta 
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glicose – L-glutamina, contendo antibiótico e antifúngico com concentração de 1% 

(penicilina/estreptomicina) e suplementadas com 10% de soro fetal bovino (FBS). As 

células foram cultivadas em condições adequadas com atmosfera umidificada e 

controlada com 5% de dióxido de carbono (CO2) a 37 ºC. O extrato liofilizado e o óleo 

essencial de Ottonia corcovadensis foram dissolvidos em dimetilsulfóxido (DMSO) 

0,2% e meio de cultura apropriado para obtenção de diferentes concentrações. As 

células foram tratadas por 24 horas com as soluções nas concentrações de 15,63, 

62,5 e 250 µg mL-1 do extrato liofilizado e do óleo essencial. As células do grupo 

controle negativo (CT) receberam apenas o meio de cultivo.  

 

6.6.2 Células mononucleares do sangue periférico (PBMCS) dos extratos etanoicos, 

óleo essencial e nanopartículas 

 

Células PBMCS foram utilizadas para a avaliar a citotoxicidade de compostos 

em células normais. O sangue periférico foi coletado por punção venosa de um 

indivíduo saudável, usando tubos de coleta de sangue BD Vacutainer® (BD 

Biosciences San Diego, CA, EUA) com anticoagulante K2-EDTA (1,8 mg mL-1). Para 

isolamento de PBMCS, 20 mL de amostra de sangue foram transferidas e separadas 

em tubos de 15 mL contendo Histopaque®-1077 Meio Gradiente de Densidade 

Celular (1,077 g mL-1) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) (2:1). Para coleta 

interfásica, os tubos foram centrifugados por 30 min a 1800 rpm e os PBMCS foram 

coletados e transferidos para um novo tubo, lavados com solução salina (0,9%) e 

centrifugados por 10 min a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado e, em seguida, 

foram adicionados 5 mL de tampão hemolítico para remover os remanescentes de 

hemácias. As células foram novamente centrifugadas por 10 mim a 1500 rpm, o 

sobrenadante foi novamente descartado e as células foram lavadas com solução 

salina (0,9%). Após a centrifugação, as células foram ressuspensas em RPMI 

(Roswell Park Memorial Institute) 1640 (GibcoTM Thermo Fischer Scientific Grand 

Island, NY, EUA) contendo 10% de FBS suplementados com penicilina/estreptomicina 

e anfotericina B em concentração de 1% e cultivadas em placas de 96 poços com 

densidade celular de 1x106 células mL-1.  As células foram mantidas em um 

incubadora de atmosfera modificada a 37 ºC com 5% de CO2. 

 



32 

 

 

 

6.6.3 Viabilidade celular por ensaio MTT dos extratos etanoicos e óleo essencial  
 

A citotoxicidade sobre células SK-MEL-28 (Linhagem celular de melanoma 

humano) foi realizado através do ensaio de redução do sal MTT (brometo de 3-

(4,50dimetil-2-tiazoli) -2,5-difenil-2H-tetrazólio), descrito por Mosmann, (1983). 

As células foram semeadas em placas de 96 poços, em 8 repetições, em 

densidade celular de 1x105 células/poço e tratadas com as concentrações de 15,63, 

62,5 e 250 µg mL-1 do extrato liofilizado e óleo essencial. Após os tempos de exposição 

(24 horas), o sobrenadante foi removido e as células foram lavadas uma vez com 

solução salina tamponada com fosfato (PBS) (0,1 M e pH 7,4) para evitar qualquer 

interferência do composto utilizado no tratamento. O reagente MTT (Sigma-Aldrich, 

EUA) (5 mg mL-1) dissolvido em PBS foi adicionado e as placas foram incubadas por 

2 horas a 37 ºC. 

Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e 200 µL de DMSO foram 

adicionados para dissolver os cristais de Formazan gerados pela redução do sal MTT 

pelas células viáveis. A absorbância foi medida a 570 nm usando um leitor de 

microplacas (Multiskan GO Thermo Scientific TM, Thermo Scientific, EUA). 

  

6.6.4 Ensaios de estresse oxidativo dos extratos etanoicos e óleo essencial  
 

Para os ensaios de estresse oxidativo, células de melanoma foram semeadas 

em placas de 6 poços, em densidades de 1x106 célula/poço, e tratadas com as 

concentrações de extrato liofilizado e óleo essencial já citados anteriormente. Após os 

tempos de exposição (24 horas), o sobrenadante foi coletado para realizar as análises 

de Detecção de óxido nítrico (NOX), níveis de tióis totais (PSH) e tióis não proteicos 

(NPSH), as análises foram realizadas em triplicata. 

 

6.6.4.1  Detecção de espécies reativas de oxigênio intracelular (ROS) 
 

Para as determinações dos níveis de ROS, foi utilizado o diacetato de 2`,7`- 

diclorofluoresceía (H2DCF-DA), uma substância não fluorescente permeável às 

células, é oxidada em uma molécula fluorescente a 2`,7`- diclorofluresceína (DCF). A 

análise consiste na aplicação de 100 uM de uma solução de H2DCF-DA por 30 min a 

37 ºC nas células cultivadas (PBMCs) anteriormente e o produto da reação 
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fluorimétrica é proporcional a quantidade de ROS presente. As amostras foram 

medidas em excitação em 485 nm e emissão em 525 nm em Thermo Scientific TM 

Varioskan TM LUX. Os resultados foram expressos como porcentagem de ROS (%) em 

relação ao controle. 

 

6.6.4.2  Detecção de óxido nítrico (NOX) 

 A detecção do ácido nítrico foi realizada pelo método de Griess modificado 

pelas reduções de nitrato e nitrito conforme relatado na literatura por Tatsch et al., 

(2011). Primeiramente, o reagente de Griess foi preparado pela adição de 

sulfanilamida 2% e N-1-naftil-etilendimina-dicloridrato (NED) 0,2% em meio de ácido 

ortofosfórico (H2PO4) 5%. Em seguida, 100 µL das amostras foram misturas a 100 µL 

de reagente de Griess e incubados a 37 ºC por 20 minutos. A sulfanilamida reage com 

o nitrito para formar um sal de diazônio, que reage com NED para produzir como 

produto o corante azo púrpura medido a 540 nm. Uma curva de calibração foi 

preparada de azo purpura e os resultados foram expressos em µM. 

 

6.6.4.3  Níveis de tióis totais (PSH) e tióis não proteicos (NPSH) 
 

Ambos os níveis de tióis foram determinados de acordo com Ellman., (1959). 

com adaptações. Este método consiste na redução de 5,5’0 ditiobis (ácido 2-

nitrobenzóico) (DTNB) e medido em comprimento de onda de 412 nm. Para o ensaio 

de tiol, 30 µL de sobrenadante foram adicionados em placa de 96 poços a 260 µL de 

tampão fosfato de potássio (PPB) (1M, pH 6,8) e 15 µL de DTNB com leitura imediata. 

 O mesmo procedimento experimental foi realizado para o ensaio de tióis não 

proteicos, as amostras foram desproteinidas com a adição do ácido tricloroacético 

(TCA) a 10% antes da realização da análise. Os resultados colorimétricos foram 

determinados usando uma curva padrão de cisteína e expressos em µmol/L. 

As análises biológicas foram realizadas no laboratório de cultivo celular da 

Universidade Federal da Fronteira Sul – UFFS, campus Chapecó – SC. 
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6.7 Atividade antimicrobiana dos extratos etanoicos e óleo essencial  
 

O potencial antimicrobiano do extrato etanoico e do óleo essencial foram 

avaliados pelos métodos da concentração inibitória mínima (CIM) e concentração 

bactericida mínima (MBC) de acordo com protocolo  experimental  CLSI, (2006). 

 O potencial antimicrobiano foi avaliado frente aos microrganismos Bacillus 

subtilis (ATCC 19659), Escherichia coli (ATCC 25922), Listeria monocytogenes 

(ATCC 19111) e Salmonella typhimurium (ATCC 0028). As cepas foram fornecidas e 

as análises realizadas por meio do Laboratório de Microbiologia da Universidade 

Tecnológica Federal do Paraná – UTFPR, campus Pato Branco – PR. 

As cepas foram reativadas por 12 horas a 37 ºC em ágar nutriente. Após a 

reativação, as colônias foram transferidas para um tubo contendo 5 mL de solução 

fisiológica estéril (0,9%) e padronizada em 660 nm pela escala McFarland (0,5) até 

uma concentração final de 1x108 UFC mL-1 de solução fisiológica. Dessa suspensão 

bacteriana, 50 µL foram utilizados para inocular 50 mL de caldo BHI (Brain Heart 

Infusion).  

A concentração inibitória mínima (CIM) do extrato e do óleo essencial foi 

determinada pelo método de microdiluição utilizando placas de 96 poços. Foram 

realizadas diluições seriadas partindo da concentração de extração do óleo essencial 

e de 0,01 mg mL-1 para o extrato etanoico.  

O caldo de cultura sem cultura microbiana foi utilizado como controle de 

crescimento e como controle positivo cloranfenicol (1,2 mg mL-1). Para o crescimento 

microbiano, foram incubadas em agitador de microplacas a 37 ºC por 24 horas. Após 

o tempo de incubação, para interromper a reação foram adicionados 30 µL de 

resazurina (0,1 mg mL-1). Os poços onde houve mudança de cor de azul para 

vermelho foram considerados negativos, ou seja, não houve crescimento microbiano 

(ARAUJO; LONGO, 2016). 

A concentração bactericida mínima foi avaliada em resultados positivos de 

CIM. Realizadas em placa de Petri contendo ágar nutriente, para avaliar se houve 

além de bacteriostático o extrato e o óleo essencial podem ser considerados 

bactericidas, ou seja, que causam a morte celular de micro-organismos. As análises 

foram realizados em triplicata e expressos em mg mL-1 para o extrato etanoico e µg 

mL-1 para o óleo essencial. 
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CAPÍTULO 1 

 

Otimização e validação quimiométrica da extração de compostos fenólicos e 

compostos com potencial antioxidante das folhas de Ottonia corcovadensis. Atividade 

antitumoral, citotoxicidade celular em células saudáveis e estresse oxidativo.  
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7. RESULTADOS E DISCUSSÃO CAPÍTULO 1 

 

7.1      Otimização das condições de extração utilizando Modelo Linear Generalizado 

– MLG, utilizando como resposta compostos fenólicos totais (CFT) e atividade 

antioxidante pelo método DPPH 

 

 Para a obtenção de extratos de plantas com boa disponibilidade de compostos 

fenólicos e compostos com potencial antioxidante, é necessário que pesquisas 

voltadas para a extração sejam realizadas. 

 São diversos os fatores que podem influenciar na extração de compostos de 

interesse como tipo da matriz de extração (folhas, caule ou raiz), sazonalidade, pH e 

polaridade do solvente extrator, entre outros (KASHYAP et al., 2022).  

Porém, de acordo com CHEW et al., (2011) os fatores que devem ser 

observados por apresentarem maior influência na extração são: concentração do 

solvente extrator, temperatura e tempo de extração. 

 Desta forma, para a realização da otimização da extração dos compostos 

fenólicos e compostos com potencial antioxidantes das folhas de Ottonia 

corcovadensis foram considerados os fatores concentração de etanol/água, 

temperatura de extração em banho-maria e tempo em que o material vegetal ficou 

exposto aos demais fatores (solvente e temperatura). 

A otimização foi realizada em 15 corridas (Tabela 2), com a combinação dos 

fatores escolhidos para que otimização fosse realizada (concentração de solvente, 

temperatura e tempo de extração). Após o preparo dos extratos, foram realizados os 

ensaios de compostos fenólicos totais (CFT) e atividade antioxidante pelo método 

DPPH de todas as 15 corridas e os dados foram tratados por meio do Modelo Linear 

Generalizado (MLG). 

Dentre os métodos mais usuais de atividade antioxidante foram escolhidas: 

compostos fenólicos totais (CFT) e atividade antioxidante pelo método DPPH para a 

otimização e construção de modelos, que serão abordados nos próximos tópicos, 

pelos mecanismos de reações, sendo que a extração com etanol visa compostos 

fenólicos e que são em sua maioria de natureza polar, o qual o mecanismo de reação 

DPPH é mais adequado. 
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Também para a construção de modelos, foi levado em conta a estabilidade 

das reações considerando o tempo necessário entre a leitura e a obtenção das 

imagens dos ensaios. 

 

Tabela 3 - Condições de extração e resultados da otimização da extração de compostos fenólicos totais 
(CFT) e atividade antioxidante pelo método DPPH de folhas de Ottonia corcovadensis 

Tratamento Solvente 

(% etanol/água) 

Temperatura 

(ºC) 

Tempo 

(min) 

CFT 

(mg EAG* g-1) 

DPPH 

(mM ET** g-1) 

T1 20/80 50 50 7,48±0,007d*** 15,42±0,733e 

T2 20/80 50 120 7,34±0,060d 15,37±0,192e 

T3 80/20 50 50 9,52±0,066b 19,13±0,176b 

T4 80/20 50 120 10,25±0,307a 19,79±0,195b 

T5 20/80 70 50 8,30±0,044c 15,80±0,282e 

T6 20/80 70 120 8,65±0,073c 17,20±0,242d 

T7 80/20 70 50 10,86±0,00a 21,01±0,230a 

T8 80/20 70 120 11,64±0,044a 21,27±0,535a 

T9 50/50 40 80 9,42±0,207b 18,76±0,402c 

T10 50/50 80 80 10,98±0,095a 20,52±0,634a 

T11 0/100 60 80 6,53±0,074d 13,89±0,297f 

T12 100/0 60 80 7,29±0,142d 19,56±0,188b 

T13 50/50 60 30 9,80±0,051b 18,77±0,492c 

T14 50/50 60 150 10,52±0,051a 19,50±0,449b 

T15 (C) 50/50 60 80 10,24±0,247a 18,27±0,348c 

*EAG: Equivalente ácido gálico                          Fonte: Autoria própria, 2023. 

**ET: Equivalente Trolox. 

*** Letras iguais na mesma coluna representam que não há diferença significativa entre os tratamentos e letras diferentes representam 

diferença significativa entre os tratamentos de acordo com teste de Bonferroni (p>0,05) 

 

Pode-se observar por meio da Tabela 3 e por meio da estimativa das médias 

marginais, com intervalo de confiança de 95%, que o tratamento que obteve mais 

extração de compostos fenólicos e compostos com potencial antioxidante foi o T8 com 

valores de 11,64±0,044 mg EAG g-1 e 21,27±0,535 mg Trolox g-1 respectivamente. O 

T8 corresponde ao tratamento em que foi utilizado 80/20% de etanol/água, 

temperatura de 80 ºC e 120 min de tempo de extração. 

Ao analisar a diferença entre as médias dos tratamentos para CFT, pelo teste 

de Bonferroni, pode-se verificar que não houve diferença significativa (p>0,05) entre 
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T8 e os tratamentos 4, 7, 10, 14 e 15. Já entre os demais tratamentos podemos 

observar que houve diferença significativa (p<0,05). 

Podemos observar que o fator concentração do solvente se mostrou 

fundamental na extração dos compostos fenólicos, em que a interação entre os 

solventes utilizados (água/etanol) foi essencial para uma melhor extração, como 

podemos observar que os tratamentos em que houve uma interação entre os 

solventes houve uma melhor extração. Já os ensaios T11 e T12, onde foram utilizados 

100% água e 100% etanol respectivamente, foram os tratamentos com níveis 

menores de compostos fenólicos 6,53±0,074 e 7,29±0,142 mg EAG g-1 

respectivamente.  

Já os demais tratamentos 1,2, 3, 5, 6, 8, 9 correspondem aos tratamentos em 

que o teor de etanol foi menor no solvente extrator, pode-se observar que em 

tratamentos onde houve teor maior que 50% de etanol houve uma melhor resposta na 

extração de compostos bioativos. 

Para a quantificação de compostos com potencial antioxidante foi utilizado o 

método DPPH, pode-se observar na Tabela 3 que o tratamento T8 foi o que obteve 

melhor resposta para o ensaio, com teor de 21,27±0,535 mM Trolox g-1, isto é, maior 

teor de compostos com potencial antioxidante. Além disso o tratamento 8 foi o que 

obteve melhor resposta para os dois métodos analisados, compostos fenólicos totais 

e atividade antioxidante pelo método DPPH, garantindo assim um mesmo extrato com 

disponibilidade de compostos fenólicos e compostos com potencial antioxidante. 

O fato de obter um mesmo extrato para os dois métodos é essencial para 

aplicações voltadas para a tecnologia de alimentos, onde se faz necessário extratos 

com bom potencial antioxidante, para que possa haver uma substituição eficaz de 

antioxidante sintéticos com antioxidantes naturais, garantindo assim uma melhor 

segurança a saúde da população e uma redução na oxidação lipídica dos alimentos 

(Hadidi et al., 2022). 

Ao analisar o teste de Bonferroni para o ensaio DPPH pode-se verificar que 

não houve diferença significativa (p>0,05) entre T8 e os tratamentos 7 e 10 com teores 

de 21,01±0,230 e 20,52±0,634 mM Trolox g-1 respectivamente. Já ao analisar T8 com 

os demais tratamentos observa-se que houve diferença estatística significativa entre 

si (p<0,05). 
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Assim como para a análise de, para o ensaio DPPH os extratos com teores 

maiores da mistura de solvente, mais que que 50% de etanol/água, apresentam uma 

melhor extração de compostos com potencial antioxidante, os demais tratamentos 

com quantidades menores de etanol, abaixo de 50% de etanol/água, apresentaram 

menores teores. 

Também pode-se observar por meio do tratamento 11, o qual corresponde a 

concentração de solvente de 0% de etanol e 100% água, que não havendo a interação 

entre solventes resultou em uma diminuição na extração dos compostos, sendo que 

T11, ao ser analisado pelo teste das médias marginais, indicou o menor teor de 

compostos bioativos entre todas as corridas. 

 Também pode-se observar na Tabela 3 que, conforme a porcentagem de 

etanol vai sendo diminuída, o teor de compostos bioativos nos extratos também sofre 

um decréscimo. Mas ao observar T12, que corresponde a concentração de solvente 

de 100% etanol, também houve um decréscimo no teor de compostos bioativos no 

extrato, em relação a T8, houve diferença significativa (p<0,05) entre os tratamentos. 

A utilização de solventes de alta e intermediária polaridade, como a água e o 

etanol, é eficaz na extração de compostos fenólicos, como ácidos fenólicos, 

flavonoides e taninos hidrolisáveis, devido as suas interações intermoleculares 

(dipolo-dipolo e forças de dispersão de London e ligações de hidrogênio), porém a 

adição de determinadas porcentagens de etanol no solvente extrator é capaz de 

dissolver compostos de menor polaridade, aumentando o espectro de compostos 

bioativos presente no extrato (Galanakis et al., 2013). 

 O efeito da temperatura tanto na extração de compostos fenólicos como 

compostos com potencial antioxidante não se mostrou determinante na extração. Para 

compostos fenólicos totais, como já citados anteriormente, nos tratamentos em que 

não apresentaram diferença estatística significativa, T8, T4, T7, T10, T14 e T15, foram 

utilizadas faixas de temperatura diferentes, variando entre 50 e 80 ºC. 

Também no ensaio DPPH, a mesma faixa de temperatura de extração foi 

utilizada e mais uma vez não se mostrou como fator determinante na extração. De 

fato, em extrações a temperatura utilizada envolve a taxa de agitação do material, o 

que acaba enfraquecendo a membrana celular e os tecidos, aumenta a difusão celular 

quando diminui a viscosidade do solvente e aumenta a transferência de massa dos 
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tecidos vegetais para o solvente, dessa forma levando a uma maior disponibilidade de 

compostos nos extratos (Song et al., 2019).  

Porem deve-se levar em conta que, por mais que a temperatura como citado 

anteriormente tenha efeito benéficos na extração, altas temperaturas podem acabar 

por degradar compostos fenólicos e compostos com potencial antioxidante, também 

temperaturas elevadas podem influenciar na concentração de solvente, pois o etanol 

atinge seu ponte de ebulição em torno de 78 ºC, sendo preciso para extração em 

temperaturas mais elevadas, obter uma mistura eutética de solventes e frascos 

extratores que evitem a perda de massa (Sari et al., 2020; Souza et al., 2021).  

 Com relação ao tempo de extração, não se mostrou ser fator determinante na 

disponibilidade de compostos bioativos nos extratos, como podemos observar em T8 

que para ambos os ensaios, CFT e DPPH, obteve-se os maiores teores de compostos 

bioativos, a tempo de extração foi de 50 min, já para os tratamentos em que não houve 

diferença estatística significativa os tempos de extração foram diferentes e superiores 

a 50 min. 

 Para CFT, os tratamentos T4, T7, T10, T14 e T15, que não apresentaram 

diferença estatística significativa, foram conduzidos nos tempos de 120, 50, 80, 150 e 

80 min respectivamente e para o ensaio DPPH os tratamentos T7 e T10 que não 

apresentaram diferença estatística significativa, foram conduzidos nos tempos de 120 

e 80 min respectivamente. 

Apesar do tempo de extração representar o tempo em que o material vegetal 

está em contato com o solvente, e ser de grande importância na extração, pode ser 

considerado fator não determinante em extração de compostos fenólicos e compostos 

com potencia antioxidante, sendo que o fator que apresenta maior importância é 

polaridade e concentração de solvente, seguida pela temperatura de extração 

(Chamali et al., 2023; Vergara-Salinas et al., 2012) .   

Após realizada a otimização das condições de extração, foi realizada a 

atividade antioxidante pelos métodos ABTS e FRAP do extrato otimizado (T8), ou seja, 

o extrato que apresentou a maior teor de compostos fenólicos totais e atividade 

antioxidante pelo método DPPH. 

Ao realizar-se as análises pelos métodos ABTS e FRAP (Tabela ) obtiveram-

se valores de 33,1511,66 mMol Trolox g-1 e 13,471,37 mMol Fe2+ g-1, sendo essas 

analises complementares na determinação de atividade antioxidante. 
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Tabela 4 - Atividade antioxidante pelos métodos ABTS e FRAP da condição otimizada de extração de 
Ottonia corcovadensis 

Tratamento ABTS 

(mMol Trolox g-1) 

FRAP 

(mMol Fe2+ g-1) 

T8 33,1511,66 13,47  1,37 

Fonte: Autoria própria, 2023. 

 

 É necessário que em pesquisas cientificas onde é determinada a atividade 

antioxidante que esta seja medida por diferentes métodos uma vez que cada 

metodologia possui um mecanismo de reação específico que  é capaz de determinar 

a atividade antioxidantes de determinada gama de compostos com diferentes 

polaridades (Munteanu; Apetrei, 2021). 

O estudo dos extratos de folhas de Ottonia corcovadensis ainda é escasso na 

literatura para fins de comparação, podendo ser considerado inovador esse trabalho 

nesse quesito, porém é possível a comparação de resultados entre plantas da mesma 

espécie e gênero. 

 Em trabalhos realizados com plantas da região amazônica por Lizcano et al., 

(2010), foram realizadas extrações com água (infusão) sob agitação constante por 15 

min e adicionalmente 10 min sob repouso, o estudo foi realizado com 19 plantas entre 

elas Piper glandulosissimum, Piper Krukoffii, Piper putumayoense, sendo que para os 

extratos das folhas dessas plantas foram determinados teores de 10,62±0,02, 

16,84±0,07, 22,20±0,11 mg EAG g-1, podendo ser considerado que os teores de CFT 

encontrados no presente trabalho estão de acordo as plantas estudadas pelos 

autores. 

 Em estudos dirigidos por Noor et al., (2022) em folhas de Piper betle, também 

da família das piperáceas, com extração realizada com 70/20% de etanol/água pelo 

tempo de 4 horas, foi possível identificar por cromatografia líquida de alta eficiência 

com fase reversa, a presença dos compostos epigalocatequina, ácido ascórbico, ácido 

gálico, taxifolina , naringina, quercetina, cloreto de pelargodina, luteolina , apigenina , 

alilo anisole , eugenol, varfarina. 

 Os compostos encontrados podem ser responsáveis pelas atividades 

antioxidantes obtidas no trabalho, pelos métodos ABTS e DPPH, sendo que foi obtido 

teores de 84,1 mg EAG g-1 de polifenóis totais, devemos levar em consideração que 

compostos fenólicos apresentam  propriedades antioxidante (Chamali et al., 2023). 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/taxifolin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/luteolin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/apigenin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/anisole


42 

 

 

 

 As plantas do gênero Piper são ricas em lignanas, que são metabólitos 

especializados característicos desse gênero e que possuem atividade antioxidante 

dentre as diversas atividades farmacológicas que estes metabolitos apresentam 

(Parmar et al., 1997). Estudos conduzidos por Fan et al., (2023) avaliam a atividade 

antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS de diversas lignanas obtidas de plantas do 

gênero Piper, comprovando assim que esses compostos estão presentes em plantas 

desse gênero e que podem ser também responsáveis pela atividade antioxidante 

encontrada. 

 É preciso levar em consideração os fatores que podem influenciar nos teores 

de CFT e compostos com potencial antioxidante, como já citados anteriormente, além 

de fatores como polaridade de solvente, temperatura e tempo de extração, fatores 

ambientais como localização, sazonalidade e espécie de estudo podem ser fatores 

determinantes nos resultados (Wang., et al., 2022).  

 

 

7.2       Modelagem quimiométrica preditiva utilizando imagens digitais e algoritmos 

computacionais de Leitura de Máquina (LM). 

 

Com objetivo da construção de um modelo preditivo utilizando imagens digitais, 

foram utilizadas as análises de resposta obtidas na otimização das condições de 

extração, que foram: compostos fenólicos totais (CFT) e atividade antioxidante pelo 

método DPPH. 

Após a realização das análises e leitura em espectrofotômetro, os frascos 

contendo as soluções que foram analisadas foram fotografadas, recortadas em 

tamanho específico e foram extraídos os padrões de cores R, G e B (Vermelho, verde  

e azul) (LIU et al., 2021), os padrões HSL (tom, saturação e luminosidade) (PIEPRZYK 

et al., 2022) e os padrões  V e I ( vórtice cromático e intensidade ou brilho) (ZHANG 

et al., 2021). 

Ao realizar o teste de VIF, quando VIF>10 representa que há 

multicolinearidade, logo estas variáveis com VIF>10 devem ser retiradas do modelo 

de regressão com a finalidade de obter uma melhor resposta (GÓMEZ et al., 2020).  

Desta forma, somente os valores de VIF<10 foram mantidos no modelo, para 

as imagens do ensaio de CFT com os valores reais obtidos as variáveis que foram 

mantidas no modelo foram R (VIF: 2,64) G (VIF: 5,23) e V (VIF:3,83). Para o modelo 
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construído com a imagens do ensaio de atividade antioxidante pelo método DPPH 

com os valores reais obtidos no ensaio as variáveis mantidas fora H (VIF: 2,22), S 

(VIF:1,14) e V (VIF:2,02). 

Posteriormente, realizou-se também a análise de importância, com o objetivo 

de avaliar a influência das variáveis de entrada sobre o resultado do modelo, podendo 

assim definir qual das variáveis utilizadas no modelo de regressão mais tiveram 

influência no resultado final obtido para o modelo quimiométrico construído 

(ZAITSEVA et al., 2023). 

Para o modelo construído para CFT, entre as variáveis que construíram o 

modelo após o teste VIF (R,G e V), a que mais mostrou influência sobre o modelo foi 

V (vórtice cromático), com valor de importância de 7,52, seguido de G (verde) com 

valor de  importância de 5,65 e por fim R (vermelho) com valor de 0,91, conforme 

descrito na Figura 3. 

Para o modelo DPPH, entre as variáveis selecionadas após o teste VIF para 

construção do modelo, as variáveis que apresentaram maior influência foram H, S e 

V, com valores de atributo de influência de 13,12, 8,21 e 4,04 respectivamente, a 

análise de importância está representada na Figura 4. 

 

Figura 3 - Análise importância para o modelo utilizando imagens e análise de compostos fenólicos totais 

 

Fonte: Autoria própria, 2023. 
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Figura 4 - Análise importância para o modelo utilizando imagens e análise de atividade antioxidante pelo método 
DPPH 

 

Fonte: Autoria própria, 2023. 

 

 Posteriormente, realizou-se a regressão entre os dados obtidos 

experimentalmente (observados) e os dados extraídos das imagens dos ensaios 

(predito). Nesta etapa, foram testados diversos algoritmos computacionais de 

classificação de dados para a construção do modelo, sendo apresentado neste 

trabalho apenas os algoritmos em que se obtiveram resultados satisfatórios dentro 

dos parâmetros de avaliação. 

 Os dados foram divididos em dois grupos: o grupo de construção do modelo, 

onde foram utilizados 80% dos dados, e 20% dos dados foram utilizados para 

validação do modelo. 

 Os parâmetros utilizados para verificar a eficiência dos modelos foram 

coeficiente de determinação (R2) onde R2=1 indica uma predição perfeita e quanto 

menor o valor de R2, pior é o desempenho do modelo (SHIH et al., 2022). De acordo 

com  Andrés et al., (2007), valores de R2 ≥ 0,80 já podem ser considerados confiáveis. 

A raiz do erro quadrado médio de validação e calibração (RMSEC) indica o ajuste para 
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o modelo, logo maiores valores indicam que o modelo necessita de maior ajuste e 

menores valores indicam uma menor necessidade de ajuste (GROOTEN et al., 2023).  

Outro parâmetro utilizado para avaliar o desempenho do modelo foi a razão de 

desempenho para desvio (RPD), que compara o desvio padrão (D.P) dos valores 

observados com o D.P dos valores do erro quadrado médio residual, para o RPD, os 

valores obtidos podem ser interpretados de 3 formas: Predição fraca (RPD < 1,4), 

predição razoável (1,4 ≤ RPD ≤ 2,0) e predição forte (RPD>2,0) (LU et al., 2023). 

 Para o modelo das imagens e os resultados para a análise de compostos 

fenólicos totais, foram utilizados os algoritmos FR (Floresta Randômica) e LKS (Lazy 

Kstar). A regressão utilizando o algoritmo FR está representado na Figura 5. 

 A Figura 5A representa os dados de construção do modelo, onde pode-se 

observar que o R2 para o modelo foi 0,98, sendo este um valor próximo a 1, indicando 

que o modelo está apropriado. Ainda, podemos observar que o valor de RMSEC foi 

de 0,276 e o valor de RPD foi de 5,39. Como citado anteriormente, valores baixos de 

RMSEC indicam menor necessidade de ajustes para o modelo e RPD>2,0 indica uma 

predição forte. De acordo com os parâmetros de desempenho citados anteriormente, 

a construção do modelo utilizando o algoritmo FR pode ser considerada boa.  

A Figura 5B representa a validação do modelo a qual apresenta R2 de 0,95, 

sendo considerado por este parâmetro adequado, valor de RMSEC de 600 e RPD de 

2,94, sendo considerada assim uma predição forte. 

 

Figura 5 - Regressão preditiva do modelo (fig. A) e validação (fig. B) para compostos fenólicos totais utilizando o 
algoritmo FR (Floresta Randômica) 

 

Autoria própria, 2023. 
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 Na Figura 6A pode-se observar o modelo construído utilizando o algoritmo LKS, 

onde os parâmetros para a construção do modelo, onde obteve-se um R2 de 0,97, 

com valor de RMSEC de 0,333 e RPD de 4,45, valores esses que podem considerar 

a construção do modelo como forte e confiável. Na Figura 6B temos a validação do 

modelo com R2 de 0,93, RMSEC de 0,713 e RPD de 2,56 o que  indica uma predição 

forte e uma validação confiável 

 

Figura 6 - Regressão preditiva do modelo (fig. A) e validação (fig. B) para compostos fenólicos totais 
utilizando o algoritmo LKS (Lazy KStar) 

 

Autoria própria, 2023. 

 A construção de um modelo preditivo e validação do modelo utilizando as 

imagens da análise de compostos fenólicos totais e os valores observados da análise 

a utilização do algoritmo FR se mostrou, por meio dos parâmetros avaliativos para o 

modelo e validação, capaz de gerar um modelo de previsão de dados mais robusto e 

confiável, em comparação com o algoritmo LKS. 

 Na construção do modelo preditivo utilizando as imagens da análise de 

 atividade antioxidante pelo método DPPH foram utilizados 3 algoritmos: FR (Floresta 

Randômica), RNA (Rede Neural Artifical) e MVS (Máquina de Vetor de Suporte). 

A FFigura 7A mostra o modelo e validação dos dados utilizando o algoritmo FR, 

onde obteve-se um valor de R2 de 0,99, sendo considerado uma boa regressão pela 

proximidade de 1. Os valores de RMSEC e RPD foram 0,252 e 8,48 respectivamente o 

podendo-se considerar a regressão forte e com baixa necessidade de ajustes. 

Para a validação do modelo, podemos observar na Figura 7B, que o valor de R2 

foi de 0,98, enquanto RMSEC foi 0,537 e o valor do RPD foi de 5,13, valores esses que 

fazem com que a validação para o modelo de regressão seja considerado confiável e 

forte. 
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Figura 7 - Regressão preditiva do modelo (fig. A) e validação (fig. B) para atividade antioxidante pelo 
método DPPH utilizando o algoritmo FR (Floresta Randômica) 

 

Autoria própria, 2023. 

 

A regressão utilizando o algoritmo RNA está representa na Figura 8A para os 

dados do modelo e Figura 8B para os dados de validação do modelo. Para o modelo 

obteve-se um valor de R2 de 0,90, RMSEC de 0,910 e RPD de 2,35 todos os valores 

obtidos nos parâmetros de avaliação do modelo mostram que a construção do modelo 

é forte e confiável. 

Para dos dados da validação do modelo obteve-se um valor de R2 de 0,96, 

RMSEC de 0,929 e RPD de 2,99, ambos os parâmetros nos indicam que a validação 

do modelo é confiável e possui regressão forte, porém com valor de RMSEC, que 

simboliza a necessidade de ajuste, ligeiramente elevada em comparação com o modelo 

obtido através do FR. Mesmo assim, o modelo e validação ainda pode ser considerado 

bons para o algoritmo RNA 

 

Figura 8 - Regressão preditiva do modelo (fig. A) e validação (fig. B) para atividade antioxidante pelo 
método DPPH utilizando o algoritmo RNA (Rede Neural Artificial) 

 

Autoria própria, 2023. 
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O modelo e a validação com a utilização do algoritmo MVS está representado 

na Figura 9A para a construção do modelo de Figura 9B para a validação do modelo. 

Para o modelo, obteve-se um valor de R2 de 0,88, RMSEC de 1,098 e RPD de 1,96, 

de acordo com a literatura citados anteriormente o valor de RMSEC obtidos 

representam uma necessidade grande de ajuste do modelo e também o valor do RPD 

indica que a predição foi razoável, sendo assim necessário ajuste para adequar os 

valores observados com os preditos pelo modelo. 

Desta forma, a validação do modelo apresentou R2 0,94, com RMSEC de 

1,319 e RPD de 1,94, pode-se concluir então que apesar dos valores do coeficiente 

de determinação (R2) obtidos foram maiores de 0,80. A análise dos demais 

parâmetros indicam necessidade de ajuste no modelo construído, fato esse que pode 

também ser observado por meio da Figura 9, em que os pontos da regressão se 

encontram mais dispersos e com distancia considerada da linha de tendencia. 

  

Figura 9 - Regressão preditiva do modelo (fig. A) e validação (fig. B) para atividade antioxidante pelo 
método DPPH utilizando o algoritmo MVS (Máquina de Vetor de Suporte) 

 

Autoria própria, 2023. 

 

 Nos dois modelos construídos (CFT e atividade antioxidante DPPH), o 

algoritmo FR (Floresta Randômica) foi o que mais se adequou aos dados dentre os 

algoritmos testados e apresentados no presente trabalho, sendo possível verificar que 

os parâmetros de avaliação para o modelo e avalição do modelo FR podem ser 

considerados confiáveis na predição de compostos fenólicos totais e atividade 

antioxidante, nas condições de extração testadas no presente trabalho, para extratos 

de folhas de Ottonia corcovadensis. 
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7.3  Viabilidade celular e parâmetros bioquímicos 

 

Foram realizadas as análises de citotoxicidade em células saudáveis 

mononucleares de sangue periférico - PBMCs), viabilidade celular em células tumorais 

(SK-MEL-28, células de melanoma cutâneo metastático). Posteriormente, foi avaliado 

os níveis de estresse oxidativo por meio de Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) e 

espécies reativas de nitrogênio (NOX). E por fim, foi avaliado as defesas celulares por 

meio das análises de tióis não proteicos (NPSH) e tióis totais (PSH). 

O extrato que teve seu melhor resultado na otimização para compostos 

fenólicos totais e atividade antioxidante pelo método DPPH (T8, 80/20% de 

etanol/água, 80 ºC e 120 min) foi utilizado para a realização dos testes. O extrato teve 

o etanol evaporado em evaporador rotativo e água resultante retirada por liofilização, 

com a finalidade dos solventes não causarem interferências nos resultados dos testes. 

O sólido resultante foi utilizado e ressuspendido em meio especifico para cada análise 

realizada. As concentrações utilizadas de extrato foram 15,63, 62,50 e 250 µg mL-1. 

 

7.3.1 Citotoxicidade do extrato etanoico otimizado de Ottonia corcovadensis em 

células mononucleares de sangue periférico – PBMCs 

 

As células foram tratadas com o extrato de Ottonia corcovadensis pelo tempo 

de 24 horas e os resultados podem ser observados na Figura 10. Foram testadas as 

células com ausência de extrato, o qual foi chamado de controle (CT), e as três 

concentrações definidas para o estudo (15,63, 62,50 e 250 µg mL-1) e por fim foi 

testada a viabilidade celular frente ao solvente dimetilsulfóxido (DMSO) no qual o 

extrato foi ressuspenso, com dissolução de 80% em DMS0 a 0,2%. 

Podemos observar que em comparação com o controle (CT) (p<0,0001) o 

extrato liofilizado de Ottonia corcovadensis não foi capaz de reduzir a viabilidade 

celular das células saudáveis (PBMCs). Desta forma pode-se dizer que o extrato nas 

concentrações testadas não apresenta toxicidade a nível celular no organismo 

humano. 
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Figura 10 - Viabilidade celular em células saudáveis de sangue periférico PBMCs tratadas com 
diferentes concentrações de extrato liofilizado Ottonia corcovadensis 

 

Fonte: Autoria própria, 2023. 

Assim como para a atividade antioxidante, a citotoxicidade celular de Ottonia 

corcovadensis ainda carece de estudos. Desta forma, esse trabalho pode ser 

considerado inovador, uma vez que a planta em estudo é utilizada na medicina popular 

de povos da região norte do Brasil (FACUNDO et al., 2004).  

Estudos realizados por WOLFF et al., (2019) utilizando extrato de Piper 

cernuun vell, coletadas no estado de Santa Catarina, Brasil, nas concentrações de 50, 

250 e 500 µg mL-1 não mostrou potencial para reduzir a viabilidade celular em células 

PBMCs, evidenciando assim que nessas concentrações o extrato não é considerado 

tóxico a nível celular. 

Estudos realizados com linfócitos normais de sangue humano, células não 

tumorais, com duas plantas do gênero piper, Piper decumanum e Piper aduncum 

apresentaram baixa  citotoxicidade, sendo assim os extratos dessas plantas de estudo 

sendo consideradas de baixo de nível de toxicidade a nível celular  (DAPAR et al., 

2020). 

 

 

7.3.2 Viabilidade celular do extrato etanoico otimizado de Ottonia corcovadensis em 

células de tumorais (SK-MEL-28) de melanoma cutâneo 
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Na busca por tratamentos e formas de prevenção para o câncer, diversos 

produtos naturais vêm se destacando como possíveis anticancerígenos. Desta forma, 

se fazem necessários testes para determinar esse possível potencial para o 

desenvolvimento de novas drogas  (NEWMAN; CRAGG, 2016).   

Compostos fenólicos tem sido associados a modulação de processos 

carcinogênicos, alterando a proliferação celular, podendo assim ser considerados com 

potencial anticancerígeno (GALLON et al., 2022). 

No presente trabalho, foram testadas 3 concentrações do extrato liofilizado de 

Ottonia corcovadensis, sendo os resultados expressos na Figura 11. Observa-se que 

nas concentrações de 15,63 e 62,50 µg mL-1 não houve potencial para diminuir a 

viabilidade celular em comparação com o controle (CT) (p<0,0001), houve um 

aumento na viabilidade celular nestas concentrações, enquanto que  na concentração 

de 250 µg mL-1 pode-se notar que há uma pequena diminuição na viabilidade celular, 

porém a mesma não pode ser considerada significativa quando em comparação com 

o controle (CT) (p>0,0001). 

 

Figura 11 - Viabilidade celular em células tumorais SK-MEL-28 (melanoma cutâneo) tratadas com 
diferentes concentrações de extrato liofilizado Ottonia corcovadensis 

 

Fonte: Autoria própria, 2023. 

 

Fatores como concentrações utilizadas nos testes podem ter influenciado no 

resultado da atividade antitumoral. Deve se levar em conta que quanto maior for a 

concentração mais é a disponibilidade de compostos fenólicos no meio. Mas também 
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deve ser levar em conta que a disponibilidade de compostos fenólicos no extrato pode 

não conter compostos com potencial a diminuir a viabilidade de células tumorais. 

 Em estudos conduzidos por  YANG et al.,(2022) utilizando a planta Piper hancei 

em concentrações de 0,14 g mL-1, extraídas com etanol 95%, frente a células  MGC-

803 (linha celular de câncer gástrico humano), HepG2 (linha celular de câncer 

hepático humano), SKOV-3 (linha celular de câncer de ovário humano), T24 (linha 

celular de câncer de bexiga humano), HELA (linhagem 

celular de câncer humano  cervical), apresentou atividade antitumoral moderada,  

indicando que compostos presentes nesta planta pertencente ao gênero piper pode 

ter potencial antitumoral. 

 Um estudo com compostos isolados presentes no extrato metanoico de Piper 

kadsura, onde foram identificados e isolados 14 compostos, avaliou a citotoxicidade 

do extrato frente a células SK-MEL-2 (melanoma cutâneo), A549 (células de 

adenocarcinoma pulmonar), SK-OV-3 (células de câncer de ovário) e HCT-15 (células 

de câncer de colón). Dos 14 compostos testados, 10 apresentaram inibição da 

viabilidade celular maior que 50%, indicando que maior parte dos compostos 

encontrados tem potencial antitumoral referencia. 

 

7.3.3  Detecção de espécies reativas de oxigênio intracelular (EROS) testadas frente 

as concentrações do extrato etanoico otimizado de Ottonia corcovadensis 

 

As ERO são espécies pró oxidantes que são capazes de causar estresse 

oxidativo quando ocorre o desbalanceamento dos níveis de radicais livres e as 

defesas antioxidantes das células (SUN et al., 2021), sendo também precursores de 

danos ao DNA, o que está relacionado a diversas doenças, até mesmo ao câncer 

(SALEH et al., 2023). 

A análise de detecção de espécies reativas de oxigênio intracelular foi 

conduzida frente a aplicação das concentrações de 15,63, 62,50 e 250 µg mL-1 do 

extrato liofilizado de Ottonia corcovadensis e está representada na  

Figura 12. 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/ovary-cancer
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/bladder-cancer
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Figura 12 - Detecção de espécies reativas de oxigênio intracelular (EROS) tratadas com diferentes 
concentrações de extrato liofilizado Ottonia corcovadensis 

 
Fonte: Autoria própria, 2023. 

 

As concentrações testadas em comparação com o controle (CT) não 

apresentaram diferença significativa (p>0,0001), não sendo capaz de diminuir os 

níveis de EROS intracelulares.  A concentração do extrato pode estar relacionada com 

a não diminuição dos níveis de EROS sendo que em concentrações maiores pode 

haver uma maior disponibilidade de compostos fenólicos capazes de doar elétrons e 

estabilizar os EROS (BAUNTHIYAL et al., 2017). 

Deve-se levar em conta que foi possível diluir apenas 80% do extrato 

liofilizado, uma diluição completa garantiria uma maior disponibilidade de compostos 

fenólicos, o que poderia garantir melhores resultados.  

Levando em consideração as análises de atividade antioxidante do extrato e 

compostos fenólicos totais, também pode estar relacionado aos resultados de EROS, 

uma vez que a atividade antioxidante mede a capacidade do extrato em doar elétrons 

e estabilizar os EROS. 

 

7.3.4 Detecção de óxido nítrico (NOX) testadas frente as concentrações do extrato 

etanoico otimizado de Ottonia corcovadensis 

 

O oxido nítrico (NOX), assim como EROS, é um marcador de estresse 

oxidativo, que pode estar relacionado com diversas doenças causadas pelo estresse 

oxidativo, pois age em diversos processos fisiológicos dos sistemas cardiovascular, 

imunológico e nervoso (ARNAU DEL VALLE et al., 2022). 



54 

 

 

 

 Foram testadas as concentrações 15,63, 62,50 e 250 µg mL-1 e o resultado na 

análise está representada na Figura 13. Nas concentrações de 15,63 e 62,50 não 

houve diferença significativa em comparação com o controle (CT) (p>0,0001) o que 

significa que nessas duas concentrações não foi possível diminuir os níveis de óxido 

nítrico (NOX) intracelular. 

 Porém ao observar a concentração de 250 µg mL-1 verificamos que há um 

aumento nos níveis de óxido nítrico (NOX) quando comparadas com o controle (CT) 

(p<0,0001). Nesta concentração houve um estímulo na produção de NOX o que pode 

ser interpretado como os compostos presentes no extrato terem atuado como pró 

oxidantes, que são compostos em que favorecem a produção de marcadores de 

estresse oxidativo (IWASAKI et al., 2011). 

 Compostos fenólicos em sua maioria possuem atividade antioxidante, porem 

na presença de metais de transição, como ferro e cobre, podem apresentar natureza 

pró oxidante (SPIEGEL et al., 2023). 

 A atividade pró oxidante pode estar relacionada com o número de hidroxilas 

ligadas aos compostos fenólicos, como é o caso dos flavonoides,  o maior e mais 

importes grupo de compostos fenólicos (DONG et al., 2023). Quanto maior o número 

de hidroxilas, mais propenso a ser um composto pró oxidante ele pode ser (ABOU 

SAMRA et al., 2011). 

 

Figura 13 - Detecção de óxido nítrico (NOX) tratadas com diferentes concentrações de extrato liofilizado 
Ottonia corcovadensis 
 

 

Fonte: Autoria própria, 2023. 
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7.3.5 Níveis de tióis totais (PSH) e tióis não proteicos (NPSH) testadas frente as 

concentrações do extrato etanoico otimizado de Ottonia corcovadensis 

 

Os tióis são compostos que possuem um átomo de enxofre ligado a um átomo 

de hidrogênio (-SH). Os tióis compreendem importante sistema de defesa antioxidante 

endógeno no organismo humano, dos quais podemos citar a glutationa (tiol mais 

abundante) e a cisteína/cistina. Além disso, os tióis estão envolvidos em diversas 

reações biológicas, tais como reações enzimáticas, transporte molecular, biossíntese 

de proteínas, expressão gênicas e proteção de células contra o estresse oxidativo 

(FIDELIS et al., 2021). 

Extratos de plantas, com disponibilidade de metabolitos especializados, 

podem ter potencial em alterar o níveis  de tióis, o que pode perturbar as reações  

antioxidantes intracelulares, mobilizando as defesas antioxidantes endógenas 

(GIANNERINI et al., 2001). 

As Figura 14A e 14B representam as análises de tióis totais (PSH) e tióis não 

proteicos (NPSH). Pode-se verificar que nas concentrações testadas (15,63, 62,50 e 

250 µg mL-1) não houve diferença significativa entre os níveis de tióis totais (PSH) 

(p>0,0001), contudo, na concentração de 250 µg mL-1 houve uma diminuição nos 

níveis de  NPSH  quando tratados com os extratos em relação ao controle (p<0,0001), 

indicando assim que o extrato de Ottonia corcovadensis não foi capaz de mobilizar as 

defesas antioxidantes a nível intracelular PSH e que no teste NPSH o extrato atuou 

como pró-oxidante diminuindo os níveis de potencial antioxidante endógeno. 

 

Figura 14 - Níveis de tióis totais (PSH) (A) e tióis não proteicos (NPSH) (B) em células tratadas com 
diferentes concentrações de extrato liofilizado Ottonia corcovadensis 

 

Fonte: Autoria própria, 2023.   
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7.4        Avaliação da atividade antimicrobiana do extrato etanoico de Ottonia 

corcovadensis 

 

A atividade antimicrobiana foi realizada pelo método de microdiluição em 

caldo em microplacas de 96 poços, sendo avaliada a concentração inibitória mínima 

(CIM) e concentração bactericida mínima, frente aos micro-organismos Bacillus 

subtilis (ATCC 19659), Escherichia coli (ATCC 25922), Listeria monocytogenes 

(ATCC 19111) e Salmonella typhimurium (ATCC 0028). 

Foram utilizadas diluições seriadas a partir da concentração inicial do extrato 

(0,01 g mL-1), como controle positivo (ausência de viabilidade celular) foi utilizada 

solução de cloranfenicol 0,12% m/v, e o meio inoculado sem tratamento com extrato 

como controle negativo (células viáveis), adicionalmente foi realizado em triplicata o 

tratamento das células microbianas com o solvente extrator (etanol 80/20% 

etanol/água, com acidificação de 0,1% com HCl). 

Os resultados estão expressos na Tabela 3, podemos verificar que em 

nenhuma concentração testada de extrato houve alteração no metabolismo celular, 

sendo assim o extrato nas concentrações testadas não podem ser consideradas 

bacteriostáticos ou bactericida.  

 

Tabela 3 - Resultados da atividade antimicrobiana com extrato de Ottonia corcovadensis 

Microrganismos CIM 

(µg mL-1) 

CBM 

(µg mL-1) 

Bacillus subtilis (ATCC 19659) (+) >5,00 >5,00 

Listeria monocytogenes (ATCC 19911) (+)  >5,00 >5,00 

Escherichia coli (ATCC 25922) (-) >5,00 >5,00 

Salmonella typhimurium (ATCC 0028) (-) >5,00 >5,00 

(+) micro-organismos gram-positivo                     Fonte: Autoria própria, 2023. 

(-) micro-organismo gram-negativo 

 

Concentrações acima de 5 µg mL-1 devem ser testadas para verificar a 

possibilidade de morte celular em concentrações maiores, o que resultaria em uma 

maior disponibilidade de compostos fenólicos, facilitando o rompimento da barreira 

celular de pepitdeoglicano, causando morte celular (ALI et al., 2018). 
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Levando em conta que a extração foi realizada na concentração de 0,01 g mL-

1, uma nova extração com maior quantidade de material vegetal deve ser realizada, o 

que resultaria em nova otimização das condições de extração.  

Outra possibilidade é realizar a análise com extrato liofilizado e ressuspender 

com maior concentração, porém deve-se levar em conta que o teste foi realizado com 

extrato etanoico a qual estava na concentração de 0,01 mg mL-1 baixa concentração 

para causar morte celular tradando-se da planta Ottonia corcovadensis. 

Em estudos realizados com Piper nigrum com diferentes solventes extratores, 

fica evidenciado que o solvente etanol é mais eficiente na atividade antimicrobiana 

para microrganismos gram-positivos e gram-negativos, Também é possível verificar 

em que a CIM e CBM para microrganismos gram-positivos foi de 1250 µg mL-1 e gram-

negativo 156,25. µg mL-1 Ressaltando que em concentrações maiores podem facilitar 

o rompimento da barreira celular, causando morte celular (ZARAI et al., 2013)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



58 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 2 

 

Análises de compostos fenólicos totais, atividade antioxidante, cromatografia gasosa 

acoplada com espectrometria de massas, Atividade antitumoral, citotoxicidade celular 

em células saudáveis e estresse oxidativo do óleo essencial de Ottonia corcovadensis 
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8. RESULTADOS E DISCUSSÃO CAPÍTULO 2 

 

8.1  Identificação dos compostos químicos do óleo essencial de Ottonia 

corcovadensis utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massas 

 

Com a utilização da técnica de cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas (CG-EM), foi possível identificar um total de 38 compostos 

químicos, com auxílio da literatura e banco de dados de espectros de massas, 

totalizando 86,34% do total de compostos encontrado no óleo essencial, os resultados 

podem ser observados na Tabela 4. 

A maioria dos compostos encontrados no óleo essencial foram sesquiterpenos 

(C15) e monoterpenos (C10). Os compostos majoritários no óleo essencial de Ottonia 

corcovadensis foram E-sesquisabineno hidrato (24,91%), E-cariofileno (10,75%), ß-

pineno (5,61%), E-ß-farneseno (5,22%), 14-hidroxicariofileno (4,63%), limoneno 

(3,76%), e p-cimeno (3,62%).  

Até o momento e levando em consideração os dados disponíveis na literatura, 

é a primeira vez que o composto E-sesquisabineno hidrato é relatado em óleo 

essêncial de Ottonia corcovadensis. É relatado na literatura a presença de 

sesquiterpenóides, inclusive em óleos essenciais de plantas do gênero piper, com 

atividades anti-inflamatória, antioxidante e antimicrobiana (BRAGA et al., 2021; 

OLIVEIRA et al., 2019). 

Neste trabalho, os compostos E-ß-farneseno e p-cimeno foram encontrados em 

quantidades mais significativas do que as observadas por DA SILVA et al., (2016) em 

óleo essencial de plantas coletadas em Recife (PB, Brasil). 

Os compostos E-cariofileno e ß-pineno foram identificados e quantificados, com 

teores de 4,41% e 6,96% em óleo essencial de Piper corcovadensis coletadas em 

Recife (PE, Brasil) (DE LIRA PIMENTEL et al., 2022). Além disso, o composto 

limoneno foi encontrado em óleo essencial de Piper corcovadensis de Recife (PE, 

Brasil) e Rio de Janeiro (RJ, Brasil) (DA SILVA et al., 2016; FACUNDO et al., 2004).  

Deve-se levar em conta que fatores ambientais são decisivos na composição 

química dos metabólitos produzidos pelas plantas, onde ela é capaz de sintetizar 

compostos específicos de acordo com sua necessidade (SÁ FILHO et al., 2022). A 
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planta da qual foi extraído o óleo essêncial para o presente trabalho foi obtida na 

região norte do Brasil, região de floresta tropical úmida. 

Em trabalhos presentes na literatura com Ottonia corcovadensis, foram 

utilizadas técnicas de extração por hidrodestilação, maceração, fluido supercrítico, 

headspace, destilação a vapor e ultrassom. Dentre as técnicas citadas, 

hidrodestilação de headspace obtiveram os melhores rendimentos extrativos, 

enquanto as demais técnicas tiveram baixo rendimento, sendo que a técnica por fluido 

supercrítico teve os menores teores de óleo essencial na extração (ALBUQUERQUE 

et al., 2022). 

Em estudos com plantas do gênero piper, pode-se encontrar em sua maioria 

compostos semelhantes aos encontrados no presente trabalho. Pode-se citar os 

compostos obtidos por meio da planta Piper marginatum na qual foram encontrados 

ß-pineno, limoneno e p-cimeno ambos compostos majoritários neste estudo citado e 

no presente trabalho. Compostos minoritários em comum também puderam ser 

encontrados como -pineno, ß-pineno, -felandreno, -cubebeno, ciclosativeno, ß-

elemeno and -gurjuneno (BRÚ; GUZMAN, 2016). 

No enteando, em trabalhos com Piper nigrum, foi possível observar a presença 

de isômeros dos compostos limoneno e E-cariofileno, compostos esses que foram 

encontrados de forma majoritária em Piper nigrum, também o composto p-cimeno foi 

encontrado, porém em menores quantidade. O compostos -pineno, ß-pineno, 

mirceno, ß-elemeno também foram encontrado porem podem ser classificados como 

compostos minoritários em razão de sua quantidade (BASTOS et al., 2020). 

Os compostos E-sesquisabineno hidrato, E-cariofileno foram encontradas em 

Piper aduncum (Jaborandi do mato) coletadas no sul do Brasil, ambos os compostos 

foram em encontrados em níveis mais elevados do que os obtidos no presente estudo. 

Estes compostos também foram encontrados em outros duas espécies de plantas do 

gênero piper, Piper arboreum e Piper gaudichaudianum (SILVA et al., 2019). 
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Tabela 4 - Constituintes químicos identificados no óleo essencial de Ottonia corcovadensis por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas 
(CG-EM) 

 Composto* IA  
(Determinado) a 

IA  
(Literatura) b 

Níveis 

(% no óleo) * 

 

Estrutura 
químicab 

1 -pineno 923 932 2.52 C10H16  

2 ß-pineno 967 974 5.61 C10H16  

3 Mircene 978 988 0.13 C10H16  

4 -felandreno 997 1002 0.33 C10H16 

5 -3-Carene 1000 1008 0.40 C10H16 

6 p-cimeno 1015 1020 3.62 C10H14 

7 Limoneno 1019 1024 3.76 C10H16 

8 cis-piperitol acetato 1323 1332 0.28 C12H20O2 

9 -cubebeno 1335 1345 1.32 C15H24 

10 Ciclosativeno 1358 1369 0.39 C15H24 

11 -ilongeno 1364 1373 3.98 C15H24 

12 ß-elemeno 1378 1389 0.51 C15H24 

13 3-dodecanona 1387 1389 0.15 C12H24O 

14 7-epi-sesquitujeno 1390 1390 0.12 C15H24 

15 Sibereno 1395 1400 0.27 C15H24 

16 Sesquitujeno 1400 1405 0.17 C15H24 

17 E-cariofileno 1411 1417 10.75 C15H24 

18 ß -copaeno 1426 1430 0.92 C15H24 

19 cis--bergamoteno 1430 1432 2.29 C15H24 

20 Aromadendreno 1439 1439 0.87 C15H24 

21 E-ß-farneseno 1457 1454 5.22 C15H24 

22 Linalil isovalerato 1463 1466 1.10 C15H26O2 

23 -gurjuneno 1470 1475 0.40 C15H24 
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24 -amorfeno 1491 1495 1.09 C15H24 

25 ß -himachaleno 1499 1500 2.61 C15H24 

26 ß -bisaboleno 1506 1505 0.26 C15H24 

27 10-epi-cubebol 1534 1533 0.53 C15H26O 

28 hidrato de E-sesquisabineno  1583 1577 24.91 C15H26O 

29 Guaiol 1601 1600 1.13 C15H26O 

30 2,(7Z)-bisaboladien-4-ol 1614 1618 0.67 C15H26O 

31 2-epi-ß-cedren-3-ona 1647 1643 0.97 C15H22O 

32 14-hidroxicariofileno 1667 1666 4.63 C15H24O 

33 epi-zizanona 1671 1668 2.99 C15H22O 

34 5-neo-cedranol 1676 1684 0.17 C15H26O 

35 eudesm-7(11)-em-4-ol 1704 1700 0.37 C15H26O 

36 Curcufenol 1727 1717 0.22 C15H22O 

37 Guaiol acetato 1731 1725 0.15 C17H28O 

38 8--11-elemodiol 1746 1746 1.13 C15H26O 

Monoterpenos     16.37% (7) 

Monoterpenos oxigenados     0.28% (1) 

Sesquiterpenos     30.57% (16) 

Sesquiterpenos Oxigenados     38.97% (13) 

Outros     0.15% (1) 

Total     86.35% (38) 

Fonte: Autoria própria, 2023. 
 

* Picos listados em ordem de eluição em uma coluna capilar Rtx-5MS de 30 m, detector TQ8040;  
a Índices aritméticos (IA) calculados em relação a uma série de n-alcanos C8-C30; 
b Índices aritméticos (IA) encontrados na literatura (ADAMS, 2007). 
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 De forma geral o óleo essencial de Ottonia corcovadensis é composto de forma 

majoritária por monoterpenos, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos e 

sesquiterpenos oxigenados, os quais podem ter potencial antioxidante, antitumoral, 

atividade biológicas e atividade antimicrobiana. 

 

8.2  Atividade antioxidante do óleo essencial de Ottonia corcovadensis 

 

Para avaliação da atividade antioxidante do óleo essencial foram utilizados 

diferentes métodos, levando em consideração que cada método possui 

especificidades em relação aos mecanismos de ação envolvidos. Levando em 

consideração a matriz analisada (óleo essencial), o objetivo foi estimar os 

antioxidantes lipofílicos e hidrofílicos, utilizando métodos baseados na transferência 

de elétrons e na transferência de átomos de hidrogênio. Sendo assim, foram utilizados 

os métodos da capacidade redutora do reagente de Folin-Ciocalteu (CFT) e os 

métodos de sequestro dos radicais ABTS e DPPH. 

Os resultados da atividade antioxidante estão expressos na Tabela 5. Pode-

se observar que o valor encontrado para a análise da capacidade redutora do reagente 

de Folin-Ciocalteu (CFT) foi de 5,41±0,17 mg EAG g-1. Os óleos essenciais são 

compostos por monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), 

terpenóides (isoprenóides) e por compostos aromáticos como aldeídos, álcoois, entre 

outros   (CALO et al., 2015). O método de quantificação utilizando o reagente de Folin-

Ciocalteu além de quantificar compostos fenólicos pode interagir com grupos 

hidroxilas de outras estruturas presentes no óleo essencial como as já citadas acima 

(TORRES; CHOW, 2017). 

Na Tabela 4 pode-se observar que dentre os compostos listados temos os 

sesquiterpenos oxigenados (33,76%) que também podem ser classificados como 

álcool sesquiterpeno, devido à presença do grupo hidroxila na estrutura, nesta 

classificação encontra-se o composto majoritário identificado E-sesquisabineno 

hidrato (24,91%). 

A atividade antioxidante pelo método DPPH obteve o valor de 2,88±0,17 µmol 

ET mL-1 e para o ensaio ABTS 6,26±0,02 µmol ET mL-1. A principal diferença entre os 

valores obtidos nesses dois métodos de avaliação da atividade antioxidante pode ser 

explicada pelo fato do radical ABTS ter maior afinidade com compostos hidrofílicos e 
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lipofílicos (afinidade por lipídeos) enquanto o DPPH tem afinidade com compostos 

hidrofílicos  (FLOEGEL et al., 2011; SRIDHAR; CHARLES, 2019). 

Os compostos p-cimeno, limoneno e ß-pineno, identificados neste trabalho 

como majoritários com níveis de 3,62%, 3,76% e 5,61%, foram avaliados 

separadamente  por Sharopov et al., (2015) pelos métodos ABTS e DPPH e 

apresentaram potencial antioxidante.  

Um isômero dos compostos E-sesquisabineno hidrato foi relatado em 

trabalhos com Cynometra cauliflora L. No óleo essencial dos ramos da planta foi 

quantificado em 58,77% de trans-sabineno, o qual foi relatado como composto 

majoritário. Este trabalho relata que a atividade antioxidante do óleo essencial dos 

ramos é superior a das folhas e raízes (SAMLING et al., 2021). 

Outros compostos identificados neste trabalho e seus isômeros são relatados 

na literatura com potencial antioxidante como é caso dos compostos E-cariofileno 

extraídos de sementes de Carum nigrum (SINGH et al., 2006), ß-pineno  extraído de 

Hyssopus officinalis (GHARAKHANI-BENI et al., 2022), E-ß-farneseno (composto 

isolado)  (LATEEF et al., 2013), limoneno  (SANTA et al., 2022) composto esse 

bastante utilizado na indústria cosmética e alimentícia (RAVICHANDRAN et al., 2018) 

e por fim o composto p-cimeno também tem atividade antioxidante relatada na 

literatura (BALAHBIB et al., 2021). 

 
Tabela 5 - Atividade antioxidante pelo método de redução do reagente de Folin-Ciocalteu e pelos 
métodos ABTS e DPPH do óleo essencial de Ottonia corcovadensis 

CFT  
(mg EAG mL-1)a 

DPPH 
(µmol ET mL-1)b 

ABTS 
(µmol ET mL-1)b 

5,41  0,170* 2,88  0,170 6,26  0,021 

Fonte: Autoria própria, 2023. 
*média e desvio padrão das replicatas 
aEAG: Equivalente ácido gálico 
bET: Equivalente Trolox 

 

 

8.3  Viabilidade celular e parâmetros bioquímicos 

 

Foram realizadas as análises de viabilidade celular e parâmetros bioquímicos 

nas concentrações 15,63, 62,50 e 250 µg mL-1. foram realizadas as análises de 

citotoxicidade (em células saudáveis, não tumorais, célula mononucleares de sangue 

periférico - PBMCs), viabilidade celular em células tumorais (SK-MEL-28 células de 

melanoma cutâneo). Para as variáveis bioquímicas foram testadas as concentrações 
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do óleo essencial frente os níveis de estresse oxidativo por meio de Espécies Reativas 

de Oxigênio (ERO) e espécies reativas de nitrogênio (NOX). E por fim foi avaliado as 

defesas celulares por meio das análises de tióis não proteicos (NPSH) e tióis totais 

(PSH). 

 

8.3.1 Citotoxicidade do óleo essêncial de Ottonia corcovadensis em células 

mononucleares de sangue periférico – PBMCs 

 

Os resultados da citotoxicidade do óleo essencial estão representados na 

Figura 15  é possível verificar que em nenhuma das concentrações testas houve 

diminuição da viabilidade celular das células PBMCs em comparação com o controle 

(CT) (p>0,0001). Esse resultado indica que as células saudáveis do organismo 

humano não são afetadas pelos compostos presentes no óleo essencial nas 

concentrações estudadas, garantindo assim uma maior segurança para aplicações 

futuras em produtos farmacológicos, alimentares ou cosméticos. 

 
Figura 15 - Viabilidade celular em células saudáveis de sangue periférico PBMCs 

 

Fonte: Autoria própria, 2023 

 

8.3.2 Viabilidade celular do óleo essencial de Ottonia corcovadensis em células 

tumorais (SK-MEL-28) de melanoma cutâneo 

 

Foram realizados estudos da viabilidade celular frente a células SK-MEL-28 

células de melanoma cutâneo humano e os resultados estão expressos na Figura 17, 
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foram testadas 3 concentrações de óleo essencial (15,63, 62,50 e 250 µg mL-1) com 

diluição em DMSO 0,2%. 

Pode-se observar a primeira concentração testada de 15,63 µg mL-1 não teve 

diferença significativa na viabilidade celular em comparação com o controle (CT) 

(p>0,0001). Porém as demais concentrações testadas 62,50 e 250 µg mL-1 

apresentaram diminuição na viabilidade celular das células tumorais quando 

comparadas com o controle (CT) (p<0,0001). 

 
Figura 16 - Viabilidade celular em células tumorais SK-MEL-28 (melanoma cutâneo) tratadas com 
diferentes concentrações do óleo essencial Ottonia corcovadensis 

 

Fonte: Autoria própria, 2023 

 

É possível também verificar que conforme a concentração em que as células 

foram tratadas maior foi a inibição da viabilidade celular, indicando que conforme a 

concentração é aumentada mais sensíveis as células ficam ao óleo essencial. Fato 

que esse que pode se considerar que o óleo essencial de Ottonia corcovadensis 

possui atividade antitumoral in vitro. 

Essa atividade antitumoral pode ser explicada por meio dos compostos que 

compõem o óleo essencial, alguns dos compostos que foram identificados no presente 

trabalho tem sido relatado na literatura com potencial antitumoral.  

O composto E-sesquisabineno hidrato, composto majoritário no óleo essêncial 

de Ottonia corcovadensis neste estudo (24,91%), já tem sido relatado como 

antitumoral frente a células MCF-7 (célula de câncer de mama humano) (SAMLING et 

al., 2021). 
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Além disso, outro composto majoritário encontrado neste trabalho, E-ß-

farneseno (5,22%), apresentou atividade antitumoral frente as células de tumorais de 

mieloma, câncer pancreático, carcinoma de mama e próstata  e linhagens celulares 

de leucemia (HYUCK et al., 2015). 

O composto também majoritário p-cimeno (3,62%) também apresentou 

atividade antitumoral frente as células MCF-7 (células de câncer de mama humano) 

(KALU et al., 2015). 

Um fato importante que pode ser observado neste trabalho é que na avaliação 

da viabilidade celular frente as células saudáveis PBMCs, não houve diminuição na 

viabilidade celular, conforme já relatado anteriormente, já nas células tumorais houve 

diminuição na viabilidade celular, o resultado obtido pode ser considerado promissor 

do ponto de vista farmacológico tendo em vista o citado anteriormente. 

 

8.3.3 Detecção de espécies reativas de oxigênio intracelular (EROS) e óxido nítrico 

(NOX) testadas frente as concentrações do óleo essencial de Ottonia 

corcovadensis 

 

As espécies reativas de oxigênio e espécies reativas de nitrogênio são 

compostos altamente reativos que podem originar em grande acumulo no organismo 

humano o estresse oxidativo, desta forma são importantes marcadores biológicos 

quando podem ser ponto de partida para diversas doenças (MAKRIS et al., 2023). 

As Figura 17A e 17B representam os resultados paras análises EROS e NOX 

respectivamente. Pode se observar que não houve diferença estatística significativa 

entre os níveis de EROS e NOX do controle (CT) com os tratamentos com as 

concentrações de óleo essencial de Ottonia corcovadensis. 

Pode-se então dizer que o óleo essêncial nas concentrações testadas não foi 

capaz de diminuir os níveis de estresse oxidativo frente aos marcadores EROS e NOX, 

porem pode-se observar também que as concentrações testadas impedirem o 

aumento de dos níveis de EROS e NOX, desta forma o óleo essencial de  Ottonia 

corcovadensis pode ser considerado com potencial antioxidante (WU et al., 2015), 

afirmação essa que pode ser corroborada por meio dos resultados de atividade 

antioxidante citadas anteriormente neste trabalho. 
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Figura 17 - Detecção de espécies reativas de oxigênio EROS (A) e detecção de óxido nítrico NOX (B) 
frente ao tratamento com óleo essencial de Ottonia corcovadensis 

 

Fonte: Autoria própria, 2023 

 

 

8.3.4 Níveis de tióis totais (PSH) e tióis não proteicos (NPSH) testadas frente as 

concentrações do óleo essencial de Ottonia corcovadensis 

 

Os níveis de tióis totais (PSH) e tióis não proteicos (NPSH) são marcadores 

bioquímicos dos sistemas antioxidantes endógenos de grande importância para o 

organismo humano, onde os tecidos compensam o dano oxidativo causado por 

radicais livres com a produção de antioxidantes endógenos  (SIES, 2015). 

Nas F 

Figura 18A e 18B podemos verificar os resultados das análises de PSH e 

NPSH. Os níveis de PSH não foram alterados durante a análise, isto quer dizer que o 

óleo essencial não foi capaz de mover as células de defesa, em comparação com o 

controle (CT) (p>0,0001). Porém, ao analisar os resultados para NPSH, é possível 

verificar que nas concentrações de 15,63 e 250 µg mL-1 não houve diferença 

significativa entre os níveis de NPSH do controle (CT) (p>0,0001). 

Na concentração de 62,5 µg mL-1 houve uma diminuição nos níveis de NPSH 

em comparação ao controle, com diferença estatística significativa  (p<0,0001), pode-

se entender que nessa concentração houve uma inibição dos sistemas  antioxidantes  

endógenos NPSH da qual a glutationa corresponde a 90% dos níveis de NPSH 

intracelular  (NASSAR et al., 2014). 

Visto o citado acima, é possível interpretar os resultados como se nas 

concentrações de 62,5 µg mL-1 houve um desestímulo dos níveis de NPSH, porém 

com aumento da concentração há novamente uma estimulo dos sistemas 

antioxidantes endógenos, desta forma, não foi possível concluir se a diminuição da 
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viabilidade celular das células SK-MEL-28 foi pela via do estresse oxidativo, 

necessitando assim que mais estudos para conhecer qual foi a vida responsável pelo 

resultado. 

 
Figura 18 - Níveis de tióis totais (PSH) (A) e tióis não proteicos (NPSH) (B) em células tratadas com 
diferentes concentrações de Ottonia corcovadensis 

 

Fonte: Autoria própria, 2023 

 

 

8.4  Avaliação da atividade antimicrobiana do óleo essencial de Ottonia corcovadensis 

 

A atividade antimicrobiana do óleo essencial foi testada frente aos 

microrganismos Bacillus subtilis (ATCC 19659), Escherichia coli (ATCC 25922), 

Listeria monocytogenes (ATCC 19111) e Salmonella typhimurium (ATCC 0028). 

Diluições seriadas foram realizadas partindo do óleo (10 µg mL-1), até a 

concentração final de 0,163 µg mL-1. Foram realizados controle positivo com uso de 

cloranfenicol 0,12% m/v e controle negativo meio de cultura inoculado (com viabilidade 

celular). O solvente para diluição foi água destilada esterilizada a qual foi testada como 

controle. 

Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 6, para os 

microrganismos Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes e Salmonella typhimurium 

os valores de CIM e CBM foram ≥10,46 µg mL-1 (extrato bruto, sem diluição), sendo 

que nesta concentração o óleo é considerado bacteriostático (diminuição da atividade 

celular) e bactericida (causando morte celular).  

Já para os testes frente ao microrganismo Escherichia coli os valores para 

CIM e CBM foram ≥2,61 µg mL-1 sendo que nessa concentração houve uma maior 

sensibilidade da parede celular causando a morte celular, sendo que o óleo nessa 

concentração pode ser considerado bacteriostático e bactericida. 

https://pt.wiktionary.org/wiki/%E2%89%A5
https://pt.wiktionary.org/wiki/%E2%89%A5
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Tabela 6 - Concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida mínima (CBM) do óleo 
essencial de Ottonia corcovadensis 

Bactéria MIC (µg mL-1) MBC (µg mL-1) 

Bacilus subtilis  ≥10,46 ≥10,46 

Listeria monocytogenes  ≥10,46 ≥10,46 

Escherichia coli  ≥2,61 ≥2,61 

Salmonella typhimurium   ≥10,46 ≥10,46 

Fonte: Autoria própria, 2023 

 

Entre os compostos químicos que compõem o óleo essencial de Ottonia 

corcovadensis, é relatado na literatura atividade antimicrobiana, o que pode explicar 

os resultados obtidos no presente trabalho. 

O composto E-cariofileno, um dos compostos majoritários desse trabalho, é 

relatado com potencial antimicrobiano em estudos conduzidos por SABULAL et al., 

(2006) em óleo essencial de Zingiber nimmonii. O composto  ß-pineno e seu 

enantiômero -pineno também foram relatados com atividade antimicrobiana em 

estudos de (SILVA et al., 2012; WANG et al., 2019). 

Os compostos E-ß-farneseno, p-cimeno e limoneno também tem atividade 

antimicrobiana relatada na literatura (LATEEF et al., 2013; TIAN et al., 2018; YU et al., 

2022), todos os compostos citados são majoritários no óleo essêncial de Ottonia 

corcovadensis identificados neste trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://pt.wiktionary.org/wiki/%E2%89%A5
https://pt.wiktionary.org/wiki/%E2%89%A5
https://pt.wiktionary.org/wiki/%E2%89%A5
https://pt.wiktionary.org/wiki/%E2%89%A5
https://pt.wiktionary.org/wiki/%E2%89%A5
https://pt.wiktionary.org/wiki/%E2%89%A5
https://pt.wiktionary.org/wiki/%E2%89%A5
https://pt.wiktionary.org/wiki/%E2%89%A5
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9. CONCLUSÃO 

 

Foi possível obter um único extrato para otimizado para compostos fenólicos 

totais e atividade antioxidante DPPH, fato esse considerado bom para possíveis 

aplicações futuras evitando que se tenha duas respostas diferentes para cada análise 

realizada, posteriormente o extrato otimizado (T8) teve sua atividade antioxidante 

analisa pelos métodos ABTS e FRAP os quais apresentaram também potencial 

antioxidante. 

A construção do modelo quimiométrico por imagem também foi possível, 

obtendo-se um modelo robusto e confiável obtido pela utilização do algoritmo Floresta 

Randômica (RF), que apresentou melhores respostas dentre os demais algoritmos 

testados. 

O teste citotoxicidade mostrou que o extrato liofilizado de Ottonia 

corcovadensis não apresenta toxidade frente as células PBMCs (células saudáveis de 

sangue periférico), porém nas concentrações testadas o extrato não apresentou 

atividade antitumoral frente as células SK-MEL-28 (células de melanoma cutâneo 

humano) e células bacterianas e nem foi capaz de alterar os marcadores de estresse 

oxidativo EROS, NOX, PSH e NPSH. 

Este trabalho foi dividido em duas partes, sendo que a parte dois refere-se ao 

estudo do óleo essencial, obtido por arraste de vapor, de Ottonia corcovadensis, 

através de CG-EM foi possível identificar 38 compostos (86,35% do total de 

compostos encontrados), sendo que os majoritários foram E-sesquisabineno hidrato 

(24,91%), E-cariofileno (10,75%), ß-pineno (5,61%), E-ß-farneseno (5,22%), 14-

hidroxicariofileno (4,63%), limoneno (3,76%), e p-cimeno (3,62%).  

A atividade antioxidante do extrato foi determinada, sendo que os melhores 

resultados foram obtidos pelo método ABTS o qual quantifica compostos hidrofílicos 

e lipofílicos, levando em consideração que os óleos essenciais são ricos em 

compostos lipofílicos. 

Quanto as análises de citotoxicidade e viabilidade celular das células tumorais 

pode-se observar que o óleo essencial não apresentou citotoxicidade celular em 

células saudáveis, porém diminuiu a viabilidade celular em duas das 3 concentrações 

testadas 62,50 e 250 µg mL-1, podendo ser considerado como potencial antitumoral. 
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Quanto aos marcadores bioquímicos de estresse oxidativo EROS, NOX, PSH 

e NPSH não houve diferença significativas entre o controle e as células tratadas com 

as concentrações de óleo essencial, não podendo garantir qual a via metabólica em 

que houve a morte celular das células tumorais. 

A atividade antimicrobiana teve resultados positivos (CIM e CBM) para todos 

os microrganismos testados, sendo que apenas o microrganismo E. colli apresentou 

atividade antimicrobiana (CIM e CBM) quando testada suas diluições. 

Estudos futuros com outras técnicas extrativas e outras condições de extração 

tanto para o extrato etanoico quando para o óleo essencial podem ser realizadas no 

futuro, para que se possam potencializar as atividades já encontradas, no caso do 

óleo essencial, e obter um extrato etanoico com maior disponibilidade de compostos 

fenólicos o que pode trazer novos e melhores resultados as análises. 
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