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RESUMO

Algumas espécies da familia Piperaceae, tais como: Piper betle, Piper aborescens e Piper nigrum
tém sido relatadas na literatura por apresentarem substancias com atividade citotoxica. A espécie Piper
xylosteoides foi coletada no Estado do Rio Grande do Sul para investigacdo da atividade citotoxica.
Inicialmente, extratos organicos e aquosos foram preparados a partir de folhas e galhos secos e adiciona-
dos em cultivos de linhagens celulares provenientes de adenocarcinoma de células ndo pequenas de pulméo
(NCI-H460) e carcinoma de colon retal (HT29) derivadas de humanos. A atividade citotéxica foi ava-
liada apds 72 horas de incubacdo pelo ensaio de Sulforodamina B (SRB), tendo sido encontrado resultado
positivo para o extrato organico de folhas e galhos. A partir do extrato ativo foi realizado fracionamento
com solventes de polaridade crescente (hexano e cloroférmio). Os experimentos evidenciaram a presenca
de compostos ativos tanto na fracdo hexanica como na cloroférmica desta espécie, sendo 0s menores
valores de 1C, (concentracdo de extrato necessaria para promover inibicdo de 50% do crescimento celu-
lar) encontrados para a segunda fracao: 0,62 e 0,66 ug/ml nas linhagens HT29 e NCI-H460, respectiva-
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mente. Esta fracdo ativa encontra-se atualmente na fase de separacdo e purificacdo bioguiada de seus
compostos ativos.

ABSTRACT

Some species of the Piperaceae family have been mentioned by presenting cytotoxic activity such as
Piper betle, Piper aborescens and Piper nigrum. Piper xylosteoides has been collected in Rio Grande
do Sul so that its cytotoxic activity could be assessed. First, organic and aqueous extracts were prepared
from dry leaves and stems, which had been inoculated in cultivated human non-small cell lung cancer cell
lines (NCI-H460) and also human colorectal carcinoma cell lines (HT29). The cytotoxic activity was
evaluated after a 72-hour-incubation, with Sulforhodamine B (SRB), with positive result for the organic
extract from leaves and stems. Fractionation was then carried out from the active extract, by adding
increasing polarity solvent (hexane and chloroform). The experiment showed evidence of active compounds
in both, hexanic and chlorophormic fractions, and the best values of IC, have been found to the second
fraction: 0,62 and 0,66 ug/mL on both HT29 and NCI-H460 cell lines, respectively. The active fraction is
currently under selection to be purified for its active components.

de ecoldgica incalculavel oferecendo uma fon-
te de recursos naturais para a pesquisa de novas

INTRODUCAO

A investigacdo de novas drogas contra o can-
cer é um tema que nos Ultimos anos tem justifi-
cado esfor¢os na comunidade cientifica. Na
busca por novos agentes com agdo
antineoplasica, centenas de milhares de subs-
tancias ja foram submetidas a triagem em labo-
ratérios em varios paises. Estas substancias sao
de origem natural ou sintéticas. Entretanto, ape-
nas algumas dezenas delas se mostraram real-
mente Uteis e acabaram por gerar novos medi-
camentos. Neste particular, destacam-se varios
agentes derivados de produtos naturais, como
por exemplo a Vincristina, droga utilizada no
tratamento das leucemias, que é derivada de
uma planta que cresce na floresta tropical de
Madagascar, Catharanthus roseus. Sendo assim,
0 Brasil que possui mais de 30% das areas flores-
tais tropicais do planeta, abriga uma diversida-

drogas com potencial anticancer [1].

O género Piper, que pertence a familia das
Piperaceae e compreende aproximadamente 2000
espécies no mundo, tem sido usado pela suas pro-
priedades medicinais, além de que um grande
numero de produtos naturais bioativos séo relata-
dos para 0s extratos destas espécies [2,3]. Desta
forma, este género parece ser uma promissora fon-
te de matéria-prima para a investigacdo de novas
drogas. Muitas espécies de Piper tém sido utiliza-
das na medicina popular, como por exemplo, ex-
tratos de P aduncum L. que foram usados para o
tratamento de queimaduras além de que estudos
com esta espécie mostraram atividade antiviral [4].
P lanceaefolium HBK. foi utilizada para o tratamento
de infeccBes da pele [5], P longum L. é utilizada
popularmente contra bronquites e como
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carminativo além de apresentar uma acgao
citotdxica [6], P nigrum assim como P, betle mostra-
ram uma variedade de atividades farmacéuticas,
como por exemplo: antifdngica, antidiarréica,
antiinflamatéria, antileucémica assim como
inibidor de 5-lipoxigenase e cicloxigenase-1 (P
nigrum apenas) [7]. P methysticum é usado na me-
dicina alternativa especialmente para o tratamento
de ansiedade [8] e, por fim, alguns alcal6ides fo-
ram isolados da P, arborescens e demonstraram ati-
vidade citotdxica [9].

Portanto, nosso estudo investiga a atividade
citotoxica da espécie Piper xylosteoides em linha-
gens derivadas de tumores humanos.

MATERIAL E METODOS

Coleta do Material Vegetal

O material vegetal foi coletado em S&o Fran-
cisco de Paula (RS). Ap6s a identificacdo foi
realizado o registro botanico da planta estuda-
da. A exsicata desta espécie foi depositada no
Herbario da ULBRA (HERULBRA) [10].

Preparacado dos Extratos

Folhas, galhos e raizes foram selecionados e
secos a temperatura ambiente durante uma se-
mana e posteriormente triturados. Dois tipos de
extratos foram preparados: um extrato organico
(etandlico) e um extrato aquoso. A maceracao
foi realizada durante 48 horas, a temperatura

ambiente. Posteriormente, os extratos foram fil-
trados, concentrados em evaporadores rotatori-
o0s (extratos organicos) ou liofilizados (extratos
aquosos) e armazenados a  -20°C. Antes de
serem submetidos aos ensaios bioldgicos em li-
nhagens de células tumorais humanas, os extra-
tos foram dissolvidos em dimetilsulfoxido
(DMSO) e diluidos com meio de cultura até
uma concentrac¢do final in vitro de 0,25% em
volume. Esta concentracdo ndo possui efeito
inibidor de crescimento celular e foi utilizado
como controle [10].

Testagem in vitro

O efeito citotoxico dos extratos foi testado na
linhagem de células HT29 (adenocarcinoma de
célon humano). As células foram inoculadas em
placas de 96-wells. Ap6s 24h os extratos foram adi-
cionados (100 ug/ml) e mantidos em cultivo du-
rante 72 horas. A determinagdo do crescimento
celular foi realizada através do método
colorimétrico com Sulforodamina B (SRB) [11].
Os extratos foram considerados citotoxicos quan-
do os valores de densidade 6ptica foram inferio-
res ao valor de referéncia (tempo zero, crescimento
celular ap6s 24hs sem adicdo de extrato, To). O
valor de referéncia foi produzido pela adicdo de
acido tricloroacético (TCA 50%) as células, an-
tes da adicdo dos extratos. Os extratos que apre-
sentaram atividade citotoxica foram submetidos
a fracionamento com solventes de polaridade cres-
cente (hexano e cloroformio). Estas fracdes fo-
ram testadas novamente para avaliar os valores
de IC,, (concentragdo de extrato que inibe 50%
do crescimento celular), nas linhagens HT29 e
NCI-H460 (carcinoma de células ndo pequenas
de pulméao) [10].
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Analise estatistica

Os valores estdo expressos em forma de mé-
dia = desvio padrdo de trés experimentos inde-
pendentes. Os dados foram avaliados por Teste
“t” de Student para determinar a diferenca esta-
tistica (software Instat, Versdo 2.0 —Graphpad
Software, Inc.). Diferencas acima de 95% do
intervalo de confianca (P<<0,05) foram consi-
derados estatisticamente significantes.

RESULTADOS E
DISCUSSAO

Os resultados obtidos através do ensaio de
citotoxicidade para os extratos brutos estdo ex-

pressos na Figura 1. Os extratos que apresenta-
ram atividade citotdxica foram folhas, galhos e
raizes, da extracdo organica. Estes extratos fo-
ram entdo retestados num painel de 60 linha-
gens celulares tumorais humanas, distribuidas
em nove tipos de tecido (leucemia, sistema ner-
voso central, pulmdo, mama, colon retal, rim,
ovario, préstata e melanoma) no Instituto Naci-
onal do Céancer (NCI), nos Estados Unidos, or-
ganizacdo que mantém um programa de aquisi-
cdo de novos compostos com potencial ativida-
de contra cancer. Os extratos promoveram efei-
to citotoxico em concentracfes muito baixas,
sugerindo uma toxicidade elevada neste amplo
painel de células e pouca seletividade quanto a
este efeito. Entretanto, este instituto sugeriu a
continuidade da avaliacdo do estudo do extra-
to organico de folhas.
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Figura 1 - Efeito citotoxico dos extratos brutos (100 ug/ml) de Piper xylosteoides em HT29. S&o considerados
extratos com efeito citotdxico os que se encontram com valores inferiores aos do tempo zero (To).
Os extratos organicos de folhas, galhos e raizes apresentaram citotoxicidade obtendo os menores

valores (*p<0,05; n=3).
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Apbs a analise do NCI, o extrato de folhas or-
ganico foi fracionado com solventes de polaridade
crescente (hexano e cloroférmio) e submetido a
determinagdo do valor de IC,. Os resultados obti-
dos demonstraram inibicdo de crescimento tanto
para a fracdo hexanica como para a cloroférmica e
estdo demonstrados na Figura 2 e na Tabela 1. Para
ambas as fracOes foi observado citotoxicidade nas
duas linhagens celulares testadas.

Os resultados obtidos demonstram potencial
atividade citotoxica para P xylosteoides. Os ex-
perimentos evidenciaram a presenca de compos-
tos ativos tanto na fracdo hexanica como na
cloroférmica desta espécie, sendo 0s menores

valores de IC_; encontrados para a segunda fra-
¢do: 0,62 e 0,66 ug/ml nas linhagens HT29 e
NCI-H460, respectivamente.

Os resultados sugerem que 0s compostos res-
ponsaveis pela atividade estejam entre subs-
tancias apolares até média polaridade, com um
grande poder citotéxico, onde ndo podemos des-
cartar toxicidade, ndo elucidando muito a res-
peito da classe de metabdlitos secundarios a
que pertencem. Estas fragdes encontram-se atu-
almente na fase de separacdo e purificacdo
bioguiada de suas substancias ativas para um
posterior isolamento e identificacdo do com-
posto com atividade.

Tabela 1 - Valores de IC,, para as fragbes hexanica e cloroférmica do extrato de folhas organico de Piper

xylosteoides em HT29 e NCI-H460.

ICso (/ML)
HT 29 NCI-H 460
P. xylosteoides folhas organico hexano 2,60+ 0,88 2,22 + 0,66
P. xylosteoides folhas organico cloroférmio 0,62 + 0,07 0,66 + 0,06
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Figura 2 - Curvas de dose-resposta (0-50 ug/ml) das fragdes hexanica (A) e cloroférmica (B) de Piper
xylosteoides em HT29 e NCI-H460. Estas curvas demonstram os baixos valores de IC, .
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