Potencial anticancerigeno do extrato hexinico de Piper alatipetiolatum sobre
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1. Introducio

O cancer ¢ um grande problema global, sendo uma doenca complexa e multifacetada
que afetam milhdes de pessoas em todo o mundo.(1,2). Embora os avangos médicos nas opgoes
de tratamento tenham sido significativos, os altos custos e a resisténcia terapéutica representam
desafios continuos.

Nesse contexto, a busca por novos farmacos de origem natural, especialmente na rica
biodiversidade amazdnica, tem ganhado destaque. Isso se deve ao fato de que compostos
naturais, com suas propriedades terap€uticas unicas, podem servir como base para o
desenvolvimento de novas formula¢des com perfis de seguranca otimizados(3).

O género Piper, pertencente a familia Piperaceae, apresenta uma grande diversidade de
espécies, amplamente utilizadas em diferentes culturas devido as suas propriedades medicinais,
culindrias e ornamentais.(5) Os compostos quimicos sesquiterpenos, encontrados no 6leo
essencial de Piper alatipetiolatum, sao considerados raros e tém sido detectados
predominantemente em plantas dos géneros Piper, Peperomia e Aristolochia. Entre eles,
destaca-se a ishwarona, associada a uma ampla gama de atividades bioldgicas, muitas ainda
pouco exploradas, incluindo o potencial anticancerigeno.(6).

Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial citotoxico de uma fragao
derivada de P. alatipetiolatum, uma planta da flora amazonica, contra linhagens celular do
cancer de mama triplo negativo e cancer hepatico.

2. Material e Métodos

Para preparagdo do extrato, folhas secas de P. alatipetiolatum foram maceradas com
metanol, e o extrato bruto resultante foi submetido a parti¢do liquido-liquido usando solventes
de polaridade crescente. Esse processo produziu hexano, diclorometano, acetato de etila e
fragdes aquosas.(7)

A proliferagdao celular foi medida por ensaio de Metiltiazoletrazolium (MTT). Em
resumo, as linhagens celulares: Vero, células epiteliais renais de Cercopithecus aethiops,
MDA-MB231 (cancer de mama triplo negativo) e HuH-7 (carcinoma hepatocelular humano)
(1 x 103células/pogo) e as primarias células mononucleares de sangue periférico PBMC (5 x
10° células/pog¢o) foram cultivadas em placas de cultura de 96 pocos e tratadas com
concentragdes variando de 3 a 100 ug/mL de compostos naturais. Meio de cultura foi utilizado
como controle negativo, enquanto DMSO 100% foram utilizados como controle positivo do
teste. As placas foram incubadas por 24, 48 e 72 h a 37°C. Apds o periodo de incubagao, foi
adicionado 10 pL nos pogos de uma solucdo de MTT 5 mg/mL e incubado a 37°C durante 4 h.
A reagdo foi interrompida utilizando 100 pL de DMSO 100%. O crescimento celular foi
avaliado por meio da absorbancia através de espectrofotometria utilizando um filtro de
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comprimento de onda de 570 nm. A viabilidade celular relativa das células foi estimada usando
a seguinte equacdo: (absorbancia optica A570 da amostra tratada) / (A570 da amostra nao
tratada) x 100. Todos os testes foram feitos em triplicata.(8)

Amostras de sangue periférico foram coletadas de doadores saudaveis, mediante a
assinatura do TCLE, conforme parecer nimero 3.138.343 do projeto aprovado pelo comité de
¢ética. As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram isoladas por meio de
centrifugacdo gradiente de densidade utilizando Ficoll-Hypaque (GE Healthcare). Os dados
obtidos foram analisados por meio do software GraphPad Prism (v.8.0). Todas as variaveis
numéricas foram expressas por média + desvio padrao. Teste ANOVA foram utilizados para
avaliar citotoxicidade dos compostos testados. Para analise de PBMCs foi utilizado teste One
Way ANOVA. Valores de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3. Resultados e Discussao

A fracdo hexanica de P. alatipetiolatum exibiu citotoxicidade seletiva contra as
linhagens cancerigenas testadas, com efeito reduzido em células ndo-cancerigenas. O extrato
reduziu significativamente a viabilidade das linhagens MDA-MB-231 (cancer de mama) e
HuH-7 (cancer de figado). A maior reducdo percentual (96) % foi observada na linhagem
MDA-MB-231apo6s 72 horas de tratamento (p < 0,0001) conforme ilustrado na Figura 1A. No
entanto, a linhagem HuH-7 demonstrou maior sensibilidade a a¢do do extrato, exibindo menor
ICso (38,28 pg/mL), conforme demonstrado na Figura 1D. A toxicidade para as linhagens nao
tumorais (Vero e PBMC) foi significativa apenas nas maiores concentragcdes, mas com menor
reducdo da viabilidade em comparagao com as células cancerosas (Figuras 2A e 2B). Esse dado
evidencia a seletividade da atividade citotoxica do extrato, um critério importante para explorar
farmacologicamente o potencial anticancerigeno de produtos naturais.

Os achados com P. alatipetiolatum estdo em consonancia com a vasta literatura que
descreve a atividade citotoxica de outras espécies do género Piper. Por exemplo, o extrato de
P. sarmentosum também mostrou sua capacidade de inibir o crescimento de células tumorais.(9)
Além disso, P. nigrum, a espécie mais conhecida do género, ¢ amplamente estudada por seu
principal alcaloide, a piperina, que j& demonstrou ter atividade anticancerigena, anti-
inflamatoria e antioxidante.(5) A presenga de compostos apolares, como a piperina e outros
alcaloides, na fracdo hexanica, ¢ possivelmente responsavel pela atividade observada, o que
justifica a necessidade de estudos futuros para o isolamento e identificacdo dos compostos
bioativos, bem como a elucidacdo do mecanismo de agdo celular.(10)

A B
MDA-MB 231 HuH-7

;\-ﬁ\ 120 § 120+

- 1 . 24h - !

Z 100 | e | 4 2 1004

5 ] mm 48h = ] kKK B 24h
E 80— é 80

= ] 1 72h T B 48h
< = 1

E 60 = 604 1 72h
: I

g 40 o 404

= ] -

=2 20 = 20-

= . = 1

] «

g ] g 0

0 3 6 12 25 50 100DMSO 0 3 6 12 25 50 100DMSO

Concentracio (Jg/mL) Concentragio(ig/mL)



@}
=]

MDA-MB231 HuH-7

120 120
< 1004 LoglICs = 1.753 ig/mL £, 004 LogICs = 1.583 /mL
A °c o ICs0 = 56.67 jig/mL = 1Cs5 = 38.28 pg/mL
§ 80 R?=0.923 E 80 R*=0.912
z I s
g 0] = 60
1] 4 S 4
s =
< 40— «3 40_
£ ] : "
2 20 2 204
<= 7 2

=}
L

0 T T T * 1 T T T 4 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Log (mg/mL) Log (mg/mL)

S
=)

Figura — 1: Atividade citotoxica da fracfio hexanica de P. alatipetiolatum em células cancerigenas.
Viabilidade celular apos tratamento em concentragdes de (3-100 pg/mL) em cinética de 24, 48 e 72 h.
MDA-MB231(A) HUH7 (B). Resultado de ICso em 72 h, por regressdo ndo linear, MDA-MB31 (C) e
HUH-7 (D). A significancia estatistica foi representada por asteriscos ****p < 0,0001.
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Figura — 2: Atividade citotoxica da fracdo hexinica de P. alatipetiolatum em células nao
cancerigenas. Viabilidade celular apds tratamento em concentragdes de (3-100 pg/mL) em cinética de
24,48 ¢ 72 h. Vero (A) e PBMC (B). A significancia estatistica foi representada por asteriscos ****p
<0,0001.

4. Conclusoes

A seletiva atividade anticancerigena da fracao hexanica de P. alatipetiolatum observada
nesse estudo evidencia o vasto potencial farmacologico do género Piper. Os achados deste
estudo sdo inéditos e sugerem que a planta ¢ uma promissora fonte para ser explorada
farmacologicamente como fonte novos agentes anticancerigenos. Estudos adicionais sdo
essenciais para isolar e caracterizar os compostos bioativos do extrato, assim como investigar
seus mecanismos de acao.
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