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RESUMO

O cancer de colo de utero, ou cancer cervical, € um dos tumores que mais acomete
a populacdo mundial feminina, a medida que consiste no quarto tipo de cancer mais
incidente e na quarta principal causa de mortes por cancer no mundo. As maiores
taxas de incidéncia e mortalidade por cancer cervical no mundo ocorrem em paises
de baixa e média renda, principalmente devido ao acesso precario aos servicos de
salude destinados a triagem, deteccdo e tratamento precoce das lesGes precursoras
do cancer, os quais estdo totalmente indisponiveis em alguns paises. A infeccdo
persistente pelo Virus do Papiloma Humano é o principal fator associado a etiologia
do cancer cervical, sobretudo em populacdes de baixa e média renda. Diversos
fatores atuam induzindo o desenvolvimento do cancer cervical, sobretudo, quando
associado aos gendétipos carcinogénicos do Virus do Papiloma Humano, entre eles
estdo o0s estrogénios. Nesse sentido, moléculas antiestrogénicas como 0s
fitoestrogenos seriam capazes de inibir a proliferacdo celular descontrolada e induzir
as células tumorais. Sendo assim, a busca por fitoterapicos que apresentem estes
compostos tém sido de interesse para o desenvolvimento de terapias ou tratamento
adjuvantes com efeitos menos agressivos do que aquele apresentado pelos
quimioterapicos mais utilizados. Por isso, o presente estudo objetivou o estudo da
acao do extrato bruto e da fragdo com acetato de etila das folhas da Piper nigrum
sobre a linhagem celular HeLa (adenocarcinoma cervical) e HaCaT (queratindcitos
humanos normais) para fins de comparagdo entre os efeitos que cada extrato
exerceu sobre as células tumorais e saudaveis. Os resultados evidenciaram que 0s
extratos da folha, assim como os do fruto, sdo eficientes no tratamento desse tipo de
cancer ao atuar na parada do ciclo celular e induzir as células tumorais a morte por
apoptose, o0 que revelou que esses extratos merecem mais estudos para que seus
compostos ativos e mecanismos de atuacao sejam melhores conhecidos para entéo

serem utilizados como um fitoterapico seguro e efetivo.

Palavras—chave: cancer; fitoterapico; extrato de folha; HeLa; HaCaT.



ABSTRACT

The cervical cancer is one of the tumors that most affects the female population
worldwide, as it is the fourth most common type of cancer and the fourth leading
cause of cancer deaths in the world. The highest incidence and mortality rates for
cervical cancer in the world occur in low- and middle-income countries, mainly due to
precarious access to health services aimed at screening, detection and early
treatment of cancer precursor lesions, which are totally unavailable in some
countries. Persistent infection with the Human Papilloma Virus is the main factor
associated with the etiology of cervical cancer, especially in low- and middle-income
populations. Several factors act to induce the development of cervical cancer,
especially when associated with the carcinogenic genotypes of the Human Papilloma
Virus, among which are estrogens. In this sense, antiestrogenic molecules such as
phytoestrogens would be capable of inhibiting uncontrolled cell proliferation and
inducing tumor cells. Therefore, the search for herbal medicines that present these
compounds has been of interest for the development of therapies or adjuvant
treatments with less aggressive effects than those presented by the most used
chemotherapeutics. Therefore, the present study aimed to study the action of the
crude extract and the ethyl acetate fraction of the leaves of Piper nigrum on the cell
line HelLa (cervical adenocarcinoma) and HaCaT (normal human keratinocytes) for
the purpose of comparing the effects that each extract exerted on tumor and healthy
cells. The results showed that extracts from the leaf, as well as those from the fruit,
are efficient in the treatment of this type of cancer by acting in the arrest of the cell
cycle and inducing tumor cells to die by apoptosis, which revealed that these extracts
deserve further studies to be carried out. that its active compounds and mechanisms
of action are better known so that they can be used as a safe and effective herbal

medicine.

Keywords: cancer; phytotherapy; leaf extract; HeLa; HaCaT.
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Figura 1: O extrato bruto (TE PN) e a fragdo com acetato de etila (EA PN) 18
tém o potencial de alterarar a morfologia das células HelLa (tumorais). E
possivel verificar a ocorréncia de vesicular de membrana (ponta de seta) e a
morfologia celular deformada (seta) nos tratamentos da linhagem Hela.
DMSO: controle.

Figura 2: O extrato bruto (TE PN) e a fracdo com acetato de etila (EA) de 19
Piper nigrum pararam as células no ponto de checagem do ciclo celular nas
células HeLa e HaCaT. DMSO: controle. *vs controle, *vs controle, p<0,05, **

vs controle, p<0,01; **** yvs controle, p<0,0001.

Figura 3: O extrato bruto (TE PN) e a fracdo com acetato de etila (EA PN) da 20
Piper nigrum induzem a morte celular por apoptose em células HelLa e
HaCaT. Nesse caso, Anexina V-PE (-) e 7-AAD (-) correspondem as células
viaveis (VC), Anexina V-PE (+) e 7-AAD (-) correspondem a apoptose precoce
(EA), e, Anexina V-PE (+) e 7-AAD (+) correspondem a apoptose tardia (LA)

ou necrose (N). DMSO: controle. ** vs controle, p<0,01; **** vs controle,
p<0,0001.
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1. INTRODUCAO

O céancer de colo de atero, ou céncer cervical, € um dos tumores que mais
acomete a populacdo mundial feminina. Ele é, atualmente, entre as mulheres, o
quarto tipo de cancer mais incidente, com 604.127 casos, e, a quarta principal causa
de Obitos por cancer, com 341.831 mortes. Conforme as estimativas da Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer, é previsto que, em 2040, a doen¢a acometa
em torno de 798.000 mulheres, e, eleve para 481.000 o numero de ébitos por cancer
de colo de utero (GLOBOCAN, 2020; SUNG et al., 2021).

Em paises de baixa e média renda, 88% dos casos e 91% das mortes por
cancer de colo de utero (GLOBOCAN, 2020) ocorre, em grande parte, por conta do
acesso precdrio aos servicos de saude destinados ao rastreamento, deteccao
precoce, diagnostico, e, tratamento do cancer cervical, 0s quais estdo, por vezes,
totalmente indisponiveis em algumas regides (ALLANSON; SCHMELER, 2021,
BRUNI et al., 2021), o que € um agravante ao cancer cervical, visto que em paises
de baixa e média renda ha maior prevaléncia de casos de infec¢do persistente com
genadtipos carcinogénicos do Virus do Papiloma Humano (HPV), considerado um
fator em potencial para o desenvolvimento do cancer de colo de utero (OPAS/OMS,
2013; CHEN et al.,, 2017). Embora a vacina contra o HPV seja fundamental a
imunizacao contra o Virus do Papiloma Humano, estudos apontam que a adesao e a
cobertura vacinal pelas vacinas disponiveis, principalmente em paises de baixa e
média renda, ainda sdo pouco abrangentes (DORJI et al., 2021), o que contribui
para o agravamento da alta incidéncia do HPV e de cancer cervical nesses paises.

A neoplasia, cuja malignidade acomete o epitélio de revestimento do cérvix
uterino, é classificada de acordo com o tipo histolégico do tecido em que as lesbes
se desenvolvem (HULL et al., 2020). O tipo mais frequente é o carcinoma de células
escamosas, ou carcinoma epidermoide, que tem origem nas ceélulas epiteliais
escamosas da ectocérvice, e, representa cerca de 80 a 85% dos casos de cancer de
colo de utero. O segundo tipo mais frequente é o adenocarcinoma, que tem origem
nas células epiteliais glandulares produtoras de muco da endocérvice, e, representa
cerca de 10 a 25% dos casos de cancer cervical. E, menos frequentemente, ha o
carcinoma adenoescamoso, que tem origem em um misto de células escamosas e
glandulares, e, representa cerca de 1 a 2% de todos os casos de cancer de colo do
atero (WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020).
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Referente a cada um dos tipos de cancer cervical mencionados anteriormente
pode-se dizer que o fator que os relacionam entre si diz respeito a principal etiologia
comum a cada um deles: o Virus do Papiloma Humano (HPV), considerado o
principal agente etioldgico das lesdes precursoras do cancer cervical (CHEN et al.,
2017), sendo que quase 100% dos casos de carcinoma de células escamosas e
cerca de 90 a 95% dos adecarcinomas cervicais sdo associados as infeccdes
persistentes pelo HPV néo tratado. Entre os mais de 150 tipos, 0s tipos oncogénicos
mais comuns identificados no céancer cervical sdo os: HPV16, HPV18, HPV45,
HPV31 e o HPV33, sendo os dois primeiros 0s mais recorrentes, correspondendo a
53% e 15% dos casos, respectivamente (WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020).

Estudos evidenciaram que a carcinogénese do cancer cervical induzido pelo
HPV muitas vezes estad associada a cofatores, como: tabagismo, iniciacdo sexual
precoce, gravidez precoce, multiparidade, multiplicidade de parceiros sexuais, uso
de contraceptivos orais (International Collaboration Of Epidemiological Studies Of
Cervical Cancer et al.,, 2006; 2007; International Collaboration Of Epidemiological
Studies Of Cervical Cancer, 2006a; 2006b; 2009), imunossupressdo devido a
infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (STELZLE et al., 2021) ou
preexisténcia de outras Infec¢cbes Sexualmente Transmissiveis (ISTs), como a
clamidiase (Chlamydia trachomatis) e a herpes (IARC Working Group on the
Evaluation of Carcinogenic, 2007).

Conjuntamente ao HPV, outro aliado atua induzindo o desenvolvimento do
cancer de colo de Utero: os estrogénios, os quais tém o potencial de intensificar os
efeitos das oncoproteinas virais sintetizadas pelos oncogénes E6 e E7 do HPV que,
respectivamente, degrada a p53 e inibe a pRb das células cervicais, descontrolando
a expressdo de seus genes supressores tumorais (PAL; KUNDU, 2020). Com isso,
0S estrogénios enriguecem o microambiente tumoral cervical para que quimiocinas,
citocinas e fungdes inflamatorias e imunologicas ligadas a carcinogénese atuem no
desenvolvimento do cancer de colo de Gtero. Portanto, moléculas antiestrogénicas
poderiam contribuir para o tratamento do cancer cervical (DE NOLA et al., 2019).

Um tipo de moléculas antiestrogénicas sao os fitoestrogenos (MACHADO et
al., 2021), que ja demonstraram ter efeitos na inibicdo da proliferacdo celular
(LECOMTE et al., 2017). Eles consistem em polifenois derivados de plantas, cujas
propriedades bioldgicas e estrutura molecular sdo semelhantes aos estrogénios de
humanos (GAYA et al., 2017; KRISHNA; KURIAKOSE; LAKSHMI, 2022). Ao se ligar
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nos estrégenos, esses compostos atuam como desreguladores enddcrinos,
impedindo a ligacdo desses esteroides a seus receptores, inviabilizando seus efeitos
no organismo (YILMAZ et al., 2019). Uma das classes de fitoestrogenos consiste nas
lignanas (LIU et al., 2017; JANG; KIM; CHO, 2022).

Um tipo de lignana bioativa é a cubebina, que demonstrou ter propriedades:
anti-inflamatéria (BASTOS et al., 2001), antiproliferativa, apoptética (YAM;
KREUTER; DREWE, 2008) e anticancerigena (RAJALEKSHMI et al., 2016) em
distintas linhagens celulares, além de efeitos: citotoxico (NIWA et al., 2016),
clastogénico e genotdxico, conforme a concentracdo de cubebina utilizada no
tratamento celular (MAISTRO et al., 2011). Esse tipo de lignana ocorre em plantas
do género Piper, estando presente tanto nos frutos como nas folhas da Piper nigrum
e da Piper cubeba, respectivamente, conhecidas como pimenta-do-reino e pimenta-
de-Java. Em relacdo as folhas da Piper nigrum, foi constatada a presenca de (-)-
cubebina, (-)-3,4-dimetoxi-3,4-desmetilenodioxicobina e (-)-3-desmetoxicubebi-na,
além de um elevado teor de compostos polifenélicos, os quais ainda nao tiveram
seus efeitos sobre o cancer tdo bem investigados (MATSUDA et al., 2004; HIRATA
et al., 2007a; HIRATA et al., 2007b; HIRATA et al., 2008).

Ao contrério da folha, o fruto da Piper nigrum é muito bem descrito, sobretudo
pela sua importancia comercial como especiaria e pelo seu uso na medicina tradicio-
nal chinesa, ayurvédica e tribal para o tratamento de diversas condicdes de saude,
como febre, asma e céancer, sendo associada pelo povo quilombola, no Brasil, ao
tratamento de inflamacdes (DE SOUZA GRINEVICIUS et al.,, 2016). No que se
refere as propriedades farmacolégicas da Piper nigrum, foi demonstrada atividade
anti-inflamatoéria (NGO et al., 2017), anti-hipertensiva (AZIZ; MEHMOOD; GILANI.,
2013), antioxidante (TU et al., 2015), antimicrobiana (NIKOLIC et al., 2015),
antidepressiva (HRITCU et al., 2015) e antitumoral (SRIWIRIYAJAN et al., 2016). A
atividade antitumoral foi observada pelas propriedades citotéxicas (PRASHANT et
al., 2017), quimiopreventiva (MANAYI et al., 2018), antiproliferativa (DENG et al.,
2016), apoptotica (SRIWIRIYAJAN et al., 2017), anti-metastase (NANDAKUMAR et
al.,, 2017) e genotdxica (DE SOUZA GRINEVICIUS et al.,, 2016), obtidos pelos
extratos e metabdlitos secundarios extraidos do fruto da Piper nigrum.

Tendo em vista a propriedade apoptoética da Piper nigrum e que a resisténcia
a apoptose € uma das caracteristicas mais expressas no cancer (GRIVICICH;
REGNER; DA ROCHA, 2007), estudos sobre a acdo que os extratos das folhas
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exercem na apoptose e ciclo celular de células cancerigenas podem corroborar com
0s resultados de estudos anteriores, realizados com o extrato do fruto. Atualmente,
sabe-se que os alcaloides piperina e piperidina, encontrados na Piper nigrum, ja
demonstraram potencial terapéutico contra os canceres de mama, de ovario,
gastrico, gliomal, pulm&o, prostata, reto, colon e leucemia, além do préprio cancer
cervical (MITRA et al., 2022). Sendo assim, uma melhor compreensdo da acédo dos
fitoquimicos da Piper nigrum pode contribuir para o desenvolvimento de tarapias
mais precisas e menos agressivas, tendo a apoptose como um dos alvos
terapéuticos para o tratamento de adenocarcinoma cervical.

Em decorréncia do grande enfoque de estudos dado ao fruto da Piper nigrum
devido a fins comerciais, pouco se sabe sobre as outras partes, como 0 pericarpo,
caules e folhas dessa planta, que séo tratadas como residuos nas areas de plantio
(YU et al., 2022). Conforme a demanda pela sustentabilidade ambiental e evidéncias
de muitas atividades farmacolégicas associadas as plantas, que representam mais
de 50% dos medicamentos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA)
(NEWMAN; CRAGG, 2020), o estudo desses subprodutos € de grande interesse,

demonstrando a importancia de investigar novos extratos para fins medicinais.

2. OBJETIVOS

Diante da importancia da busca por produtos naturais com fins medicinais e
da escassez de estudos envolvendo a folha da Piper nigrum, foi desenvolvido o
presente trabalho, que tem como objetivo investigar se o extrato bruto e a fragao
acetato de etila da folha da Piper nigrum possuem efeito antitumotal in vitro, a partir
da parada do ciclo celular e da inducdo da apoptose, para seu possivel uso como

tratamento coadjuvante no cancer de colo de Gtero.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Linhagens celulares

Foram utilizadas duas linhagens da American Tissue Cell Culture (ATCC):
uma de adenocarcinoma cervical (HeLa) infectada pelo HPV18 (MACVILLE et al.,
1999) e uma nao tumorigénica derivada de queratindcitos da pele humana (HaCaT),

com o objetivo de comparacéo.
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3.1.2 Materiais vegetais e isolamento da fragao acetato de etila

As folhas da Piper nigrum foram coletadas no municipio de Palmeira d’Oeste
(20°22’18” S 50°49°02” W) e apos secas e pulverizadas (50g), foram solubilizadas
em etanol aquoso 70% (400mL) durante 7 dias. Apos isso, a solucao foi filtrada e
rotaevaporada sob vacuo para obter o extrato hidroalcodlico bruto. O extrato bruto
(49g) foi inserido em um funil de separacéo, ao qual foi adicionado acetato de etila.
Esse extrato de acetato de etila foi diluido em 50% DMSO e 50% H,O. As
concentracfes de DMSO maximas foram inferiores a 0,1%, ndo sendo considerada
citotoxica para as linhagens celulares (REZK et al., 2015; SIENIAWSKA et al., 2019).

3.2 Métodos

3.2.1 Cultivo celular

A linhagem celular HeLa foi semeada em meio completo MEM-Earle (Cultilab,
Br) e a HaCaT em meio DMEM (Cultilab, Br), ambos os meios com pH 7,5,
suplementados com 10% de soro fetal bovino, 1% de antibiético / antimicético
(Invitrogen, Carlsbad, EUA), 1% de L-glutamina (200 uM) (Sigma Aldrich, EUA) e 1%
de aminoacidos ndo essenciais (10mM) (Sigma Aldrich, EUA) a 37°C em incubadora
de CO, umidificada até atingirem 70% de confluéncia. Apds esse periodo, o meio foi
trocado a cada dois ou trés dias, ou, até ter se tornado confluente. As células foram
avaliadas diariamente em microscoépio invertido e, quando a densidade celular se

mostrou alta, o material foi submetido a tripsinizacéo e subdividido em trés réplicas.

3.2.2 Tratamento farmacoldgico

O extrato bruto e a fracdo acetato de etila da Piper nigrum foram aplicados
nos experimentos na concentracdo de 50ug/mL, e, o DMSO aplicado no volume
maximo de 50%, sendo utilizado como controle. Os tratamentos foram realizados em
triplicatas experimentais (CARDOSO et al., 2019).

3.2.3 Analise de Apoptose e Ciclo Celular

As células foram analisadas pela citometria de fluxo (Guava Easy Cyte,
MILLIPORE) para investigar a apoptose e o ciclo celular, apés o tratamento com o
extrato bruto e a fracdo acetato de etila da Piper nigrum. Para a analise de apoptose
e necrose celular, as suspensées de células (1x10°) foram incubadas com anticorpo

monoclonal ANXA5 conjugado com fluorocromo PE e com 7-ADD (BD Pharmingen,
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San Diego, EUA), por 15 minutos e analisadas. Para a analise do Ciclo celular, as
suspensdes de células (1x10°% foram fixadas com etanol 70% e ressuspendidas na
solucdo Guava® Cell Cycle Reagent (MILLIPORE, EUA), seguindo o protocolo do

fabricante.

3.2.4 Analise estatistica

Apobs os ensaios, os dados foram submetidos a analise estatistica com média
+ desvio padrdo e submetidos a andlise de variancia a dois critérios (ANOVA).
Também foram aplicados os testes de Tukey e Dunnett para multipla comparacao.

Os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Duas das principais marcas do cancer sdo: a proliferagdo descontrolada de
células anormais e a resisténcia a apoptose (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Devido
a isso, essas duas caracteristicas sdo alvo nas opcdes de tratamentos em diversos
tipos de tumor, sendo a parada do ciclo celular e a inducdo a apoptose fatores de
interesse em numerosos estudos sobre o cancer (VLADU et al., 2022; GRIVICICH,;
REGNER.; DA ROCHA, 2007).

Nesse sentido, a existéncia dos pontos de checagem G1/G0, S, G2/M no ciclo
celular é fundamental para o controle da proliferacdo celular e para manter a
integridade tecidual (LAIHO; LATONEN, 2003), sendo esses pontos responsaveis
pela verificagdo da viabilidade do ciclo e pela decisdo da sua continuidade ou
cessacdo, seja pela via intrinseca, extrinseca ou perforina/granzima da apoptose
(KASTAN; BARTEK, 2004).

Conforme isso, os extratos da folha da Piper nigrum demonstrou, no presente
estudo, ter atuado na parada do ciclo celular de células in vitro de adenocarcinoma
cervical e levado as células tumorais a apoptose, evidenciando sua contribuicdo na
reducdo da progressao tumoral. Essas mudancgas no ciclo e no metabolismo celular,
primeiramente, foram observadas na forma de altera¢cdes morfologicas na estrutura
celular da linhagem tumoral, tratada separadamente com cada um dos extratos da

Piper nigrum.

Figura 1: O extrato bruto (TE PN) e a fracdo com acetato de etila (EA PN) tém o potencial de alterar a

morfologia das células HelLa (tumorais). E possivel verificar a ocorréncia de vesiculas de membrana
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(ponta de seta) e a morfologia celular deformada (seta) nos tratamentos da linhagem HelLa. DMSO:
controle.

Hela

HaCaT

Fonte: Elaborado pela autora.

Na Figura 1, foi observado que ap0s ser submetida ao tratamento com o
extrato bruto e com a fragdo acetato de etila, a linhagem celular HelLa, cuja as
células apresentavam formato fusiforme e estrelado, sofreu alteracbes em sua
morfologia, adquirindo formato arredondado e com vesiculas citoplasmaticas.

Por outro lado, a linhagem celular HaCaT mesmo apés ter sido submetida ao
tratamento com o extrato bruto da Piper nigrum e com a fracdo acetato de etila ndo
apresentou alteracdes morfoldgicas aparentes, continuando com formato estrelado.
Essas mudangas na morfologia da linhagem HelLa demonstraram aspectos fisicos
tipicos que caracterizam a morte celular por apoptose (YAN; ELBADAWI; EFFERTH,
2020), enquanto a auséncia de alteragdes morfoldgicas na linhagem HaCaT indicou

a inocorréncia da apoptose em células ndo tumorais.

Figura 2: O extrato bruto (TE PN) e a fracdo com acetato de etila (EA PN) de Piper nigrum pararam
as células no ponto de checagem do ciclo celular nas células HeLa e HaCaT. DMSO: controle. *vs

controle, *vs controle, p<0,05, ** vs controle, p<0,01; **** yvs controle, p<0,0001.
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Na Figura 2, os resultados obtidos com base na analise do ciclo celular
visaram avaliar se o extrato bruto e a fracdo acetato de etila ocasionaram a parada
do ciclo nos seus pontos de checagem G1/GO, S, G2/M.

Conforme isso foi observado que quando aplicado sobre a linhagem Hela, o
extrato bruto levou ao maior acumulo de células pela parada do ciclo celular no
ponto de checagem G1/GO, enquanto a fracdo acetato de etila levou a um maior
acumulo de células pela parada do ciclo na fase S da intérfase.

Por outro lado, quando aplicado sobre a linhagem HaCaT, a fracdo acetato de
etila parou o ciclo celular, principalmente, no ponto G1/G0, enquanto o extrato bruto
promoveu essa maior parada do ciclo no ponto de checagem G2/M, que antecede a
mitose. Estudos sobre os extratos do fruto da Piper nigrum também demonstraram a
parada do ciclo celular em células de carcinoma de mama e colon (GRINEVICIUS et
al., 2016) e em células de carcinoma pancreatico (JEONG et al., 2021) no ponto de
checagem G1/GO0, levando as células tumorais, posteriormente, a apoptose, o que

corrobora com os resultados aqui obtidos.

Figura 3: O extrato bruto (TE PN) e a fracdo com acetato de etila (EA PN) da Piper nigrum induzem a
morte celular por apoptose em células HeLa e HaCaT. Nesse caso, Anexina V-PE (-) e 7-AAD (-)
correspondem as células viaveis (VC), Anexina V-PE (+) e 7-AAD (-) correspondem a apoptose
precoce (EA), e, Anexina V-PE (+) e 7-AAD (+) correspondem a apoptose tardia (LA) ou necrose (N).

DMSO: controle. ** vs controle, p<0,01; **** vs controle, p<0,0001.
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A hipétese de que as alteragdes morfolégicas observadas na Figura 1 foram
ocasionadas devido a apoptose foi comprovada pela anélise de morte celular pela
citometria de fluxo, apresentada na Figura 3.

Essa andlise revelou que tanto o extrato bruto como a fracdo acetato de etila
levou a linhagem HelLa a apoptose precoce e tardia, havendo no entanto, uma maior
porcentagem das células tumorais em apoptose tardia ou necrose.

Também foi observado que a fracdo acetato de etila € relativamente mais
bioativa do que o extrato bruto na linhagem tumoral HelLa, diferentemente do que foi
observado na linhagem nédo tumoral HaCaT, na qual a fracdo acetato de etila ndo
desencadeou esse mesmo efeito, sendo levadas a apoptose tardia apenas quando
submetidas ao tratamento com o extrato bruto.

Logo, isso evidencia uma maior seletividade da fracdo acetato de etila pelas
células tumorais, sem que haja o comprometimento de células saudaveis, o que é
uma caracteristica fundamental aos fitoquimicos de potenciais fitoterapicos, tendo
sido destacada em estudos anteriores (LIU et al., 2021).

Pesquisas com extratos das folhas da Piper nigrum também demonstraram
propriedades farmacoldgicas e cardioprotetora em ratos (MBALLA et al., 2021) e
propriedades neuroprotetora e antioxidante em células neurolégicas (YU et al., 2022)
corroborando com o potencial terapéutico dos extratos da folha da Piper nigrum em

outras condi¢Bes de saude, que ndo seja 0 cancer.
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Possivelmente, o efeito antitumoral de ambos os extratos analisados no
presente estudo se deva as propriedades antioxidantes, visto que esse efeito atua
na regulacdo de diversos mecanismos que implicam na progressdo do cancer
(PRASAD; GUPTA; TYAGI, 2017). No mais, outro estudo com tecidos cultivados in
vitro relatou que os calos, brotos, raizes e plantulas de Piper nigrum apresentam
propriedades antioxidantes, provavelmente devido a presenca de flavonoides e
conteudo fendlico nessas partes da planta (AHMAD et al., 2010).

Os resultados aqui obtidos devem-se a participacdo de lignanas como a
cubebina e, possivelmente, de alcal6ides como piperina e piperamida. No entanto,
nao foram delimitados com exatiddo os compostos bioativos envolvidos em cada um
desses processos nem foram identificados todos os fitoquimicos presentes nas
fracbes, ndo sendo por isso, descritos a fundo no presente trabalho. Logo, isso
evidencia a necessidade de que mais estudos sejam desenvolvidos para melhor
elucidacdo dos compostos presentes nos extratos da folha da Piper nigrum e para
gue haja uma melhor compreensao sobre como cada um dos fitoquimicos presentes
atuam na parada do ciclo celular e na inducdo das células tumorais do

adenocarcinoma cervical a apoptose.

5. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, foi possivel concluir que tanto o extrato bruto
como a fracdo acetato de etila mostraram ser eficientes no tratamento de células de
adenocarcinoma cervical, sendo pouco agressivos as células ndo tumorais. Essa
eficiéncia de ambos os extratos foram evidenciadas pela da parada do ciclo celular
em seus pontos de checagem e pela induc@o das células tumorais & morte celular
por apoptose sendo, portanto, um fitoterapico promissor para o tratamento do cancer
cervical.

Conforme isso e tendo em vista a demanda pelo desenvolvimento de terapias
menos agressivas para o tratamento do cancer, deve ser ressaltada a necessidade
de que mais estudos sejam realizados utilizando os extratos da folha, ndo s6 para
maior elucidacédo de quais fitoquimicos atuam nesses processos, mas para uma
melhor comprenssao sobre quais mecanismos e vias sdo empregados por cada um

destes extratos.
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