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RESUMO: O cancer ¢ uma das principais causas de morte em todo o mundo. No Brasil,
estimativas preveem cerca de 483 mil novos casos em 2024, segundo o INCA (Instituto
Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva). A proteina p53 ¢ um fator essencial na
supressao tumoral, pois pode bloquear o ciclo celular, reparar o DNA celular e induzir células
a sofrer apoptose. No entanto, muta¢des no gene Tp53 podem comprometer o funcionamento
da p53 como “guardid do genoma”. Uma estratégia potencial para a prevencao e tratamento do
cancer envolve o uso de compostos bioativos alimentares. O Piper nigrum, ou pimenta-preta,
e seu principal constituinte ativo, a piperina, t€ém sido objeto de varios estudos que investigam
seu potencial anticancerigeno. Esses compostos demonstraram efeitos antiproliferativos, pro-
oxidantes, regulacdo do ciclo celular e indu¢ao de apoptose. Esta revisdo examinard estudos
sobre a relacdo entre a acao dessas substancias e a proteina p53. Extratos de P. nigrum e piperina
mostraram efeitos citotoxicos em células que ndo expressam p53, bem como em células com
p53 do tipo selvagem ou mutante. Isso sugere que essas substancias podem ser eficazes no
tratamento do cancer, independentemente do status da p53. No entanto, mais pesquisas sao
necessarias para compreender completamente os mecanismos e o potencial terapéutico dessas
substancias no combate ao cancer.
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ABSTRACT: Cancer is a major cause
of death worldwide. In Brazil, estimates
predict around 483,000 new cases in 2024,
according to INCA (The National Cancer
Institute José Alencar Gomes da Silva). The
p53 protein is an essential factor in tumor
suppression as it can block the cell cycle,
repair cell DNA, and induce cells to undergo
apoptosis. However, mutations in the 7P53
gene can compromise p53 functioning as
the “guardian of the genome.” A potential
cancer prevention and treatment strategy
involves using food-bioactive compounds.
Piper nigrum, or black pepper, and its main
active constituent, piperine, have been the
subject of several studies investigating their
anticancer potential. These compounds
have shown antiproliferative effects, pro-
oxidant activity, cell cycle regulation, and
induction of apoptosis. This review will
examine studies on the relationship between
the action of these substances and the p53
protein. P. nigrum extracts and piperine
have shown cytotoxic effects on cells that
express no p53 and those with wild-type or
mutant p53. This suggests these substances
may effectively treat cancer, regardless
of p53 status. However, further research
is necessary to fully understand these
substances’ mechanisms and therapeutic
potential in fighting cancer.

KEYWORDS: Piper nigrum; Tumor

Suppressor Protein p53; Neoplasms.

1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mun-
dial da Saude (OMS), o cancer ¢ uma das
principais causas de mortalidade no mundo,
sendo responsavel por uma estimativa de 10
milhdes de mortes em 2020'. No Brasil, o
Instituto Nacional de Cancer José Alencar
Gomes da Silva (INCA) divulgou a estima-
tiva, para o periodo entre 2023 e 2025, da
ocorréncia alarmante de cerca de 483 mil
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novos casos de cancer por ano, excetuando-se
o cancer de pele ndo melanoma (aproxima-
damente 221 mil casos novos)>.

As células de cancer geralmente sdao
conhecidas por sua rapida proliferacao e ca-
rater invasivo, em decorréncia do acumulo
progressivo de mutacdes em seu genoma.
Essas alteragdes na expressdo ou funcdo de
genes essenciais para a manutencdo da ho-
meostasia celular provocam a perda da ca-
pacidade da célula de reparar danos no DNA
e de responder aos sinais de proliferagao e
morte, adquirindo autonomia de crescimen-
to e tornando-se independente de controles
externos’. Além disso, pesquisas sobre o de-
senvolvimento do cancer tém destacado a
complexidade dessa doenga. Atualmente, ¢
conhecido que as células cancerigenas exer-
cem controle sobre um conjunto de células
e moléculas, formando o microambiente tu-
moral. Assim, essas células alteram e impac-
tam o comportamento das células normais
circundantes, promovendo mudangas na vas-
cularizagdo e oxigenagdo, o que proporciona
vantagens de sobrevivéncia e crescimento
em comparagao com as células normais*.

O desenvolvimento de tumores resul-
ta de alteragdes na atividade dos proto-on-
cogenes, que se transformam em oncogenes
e desencadeiam processos que levam as cé-
lulas normais a se tornarem malignas. Além
disso, mutagdes em genes supressores de tu-
mor, como o TP53, que codifica a proteina
pS53, uma proteina tetramérica de cerca de
53 kDa, também podem contribuir para esse
processo’. A p53 desempenha um papel cru-
cial como “guardid do genoma”, seja inter-
rompendo o ciclo celular e reparando danos
no DNA celular, seja induzindo as células
a apoptose. Recentemente, outras vias que
também sofrem regulagdo pela p53 tém sido
descritas como, por exemplo, associadas ao
metabolismo celular e ao estresse oxidativo®.
No entanto, aproximadamente 50-60% dos
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canceres apresentam mutagao no gene 7P53,
comprometendo as atividades como “guardia
do genoma” da p53’.

A espécie Piper nigrum, cujos fru-
tos sdo conhecidos tradicionalmente como
pimenta-do-reino ou pimenta-preta®, tem
sido cada vez mais estudada devido a suas
inumeras propriedades farmacolégicas, in-
clusive contra o cancer’. Acredita-se que
os extratos brutos da espécie P nigrum
tenham essa acdo antitumoral principal-
mente devido ao efeito sinérgico de seus
constituintes ativos, que parecem atuar por
meio de mecanismos moleculares distintos
que se complementam'’. Esses extratos po-
dem ser produzidos a partir de diferentes
partes da planta, como raizes, sementes e
frutos. Uma vez que cada parte da planta
possui composi¢cdo quimica diferente, po-
dem gerar efeitos citotoxicos diversos nas
células de cancer. Além disso, o processo
de extragdo com diferentes tipos de sol-
ventes também pode provocar efeitos va-
riaveis contra o cancer, uma vez que pode
extrair diferentes classes de compostos
com atividades bioldgicas distintas!®. Por-
tanto, no geral, os estudos realizados com
extratos da espécie P. nigrum destacam os
seguintes efeitos contra o cancer: atividade
pro-oxidante''; efeito antiproliferativo'!;
potencial antiangiogénico'?; regulagdo do
ciclo celular e inducdo de apoptose, me-
diados por p53".

A piperina € o principal alcaloide e
composto bioativo presente nos graos de pi-
menta-do-reino, sendo que seu teor nesses
frutos pode variar entre 3-9%'. Ja foi des-
crito previamente em estudos in vitro € in
vivo que esse composto apresenta importan-
te acdo quimiopreventiva e quimioterapéu-
tica'®>. Entre os mecanismos de agdo suge-
ridos, destacam-se: atividade antioxidante'®
e pro-oxidante'’; efeito antiproliferativo's;
potencial anti-metastatico!’; reversdo da
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resisténcia a quimioterapicos®’; regulagdo
do ciclo celular e inducao de apoptose, me-
diados por p532'.

Nessa revisao, abordaremos a relacao
entre a funcdo de p53 na regulagdo do ciclo
celular e na apoptose e os efeitos modulato-
rios dos extratos da P. nigrum, bem como de
seu principal constituinte ativo, a piperina. O
efeito dos extratos da P. nigrum, assim como
da piperina, pode se dar tanto de forma de-
pendente de p53 selvagem!''-1321"2* quanto de
forma independente dessa proteina >>?7. Além
disso, algumas mutagdes em p53 conferem
resisténcia a acdo dos extratos da P. nigrum e
da piperina, enquanto outras parecem confe-
rir certa sensibilidade®* 2. Sendo assim, para
a elucidagdo e compreensao dos mecanismos
de acdo dos extratos da P. nigrum e da piperi-
na, € necessaria a analise do envolvimento da
p53, tanto na sua forma selvagem quanto na
mutante, nos diferentes modelos estudados.

A proteina p53 como “guardia do
genoma”

A p53 ¢ amplamente conhecida como
uma proteina supressora tumoral, uma vez
que atua como um fator de transcri¢ao capaz
de regular diferentes fungodes celulares rela-
cionadas a prote¢ao das células contra o can-
cer (Figura 1). Sua ativagdo ¢ induzida por
sinais de estresse celular e, uma vez ativada,
liga-se a diversos promotores de genes en-
volvidos com 1) o bloqueio do ciclo celular,
0 que impede a proliferagdo descontrolada
das células e ainda permite 2) o reparo dos
danos ao DNA celular, quando necessario.
No entanto, caso os danos ao DNA sejam
mais intensos do que a capacidade da célu-
la de os reparar, a ativacdo prolongada da
p53 induz a 3) morte celular por apoptose.
Por isso, as principais fungdes da p53 como
“guardid do genoma” envolvem o bloqueio
do ciclo celular, o reparo de danos ao DNA e
a inducdo da apoptose®.
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Figura 1. Esquema da ativacdo da p53: estresse celular

Fonte: Funcdes da p53 como “guardid do genoma”. A p53 € uma proteina supressora tumoral que regula fungdes
celulares essenciais, como: bloqueio do ciclo celular, reparo do DNA celular e indugdo da apoptose, em caso de
danos intensos a0 DNA que excedam a capacidade de reparo da célula. Em resposta ao estresse celular persistente,
a p53 ¢ fosforilada por Chk2, resultando em sua estabilizacdo e impedindo sua degradagdo via MDM2. A p53,
quando estabilizada, pode induzir e reprimir seus genes alvo, como cipl ¢ c-Myc, provocando o bloqueio do ciclo
celular na fase G1/S ou G2/M. A p53 é capaz de induzir a transcri¢@o do gene cip1, resultando na producao da pro-
teina p21, que atua inibindo a proliferagao celular. Por outro lado, a p53 também pode reprimir transcricionalmente
alguns oncogenes, incluindo o c-Myc, impedindo a divisdo celular. Além disso, a p53 regula vias de morte celular,
como a apoptose. A p53 ativa a cascata de sinalizagdo de caspases nas vias extrinseca e intrinseca da apoptose,
ligando-se a receptores de morte na membrana celular e aumentando a expressdo de proteinas pré-apoptoéticas,

como Bax e Bid, ou interagindo com proteinas anti-apoptéticas, como a Bcl2, fora do nucleo.

Em células normais, a p53 ¢ sinteti-
zada e prontamente degradada, apresentando
um rapido furnover devido a agdo da prote-
ina MDM2 (murine double minute gene 2),
principal reguladora negativa da p53?® (Figu-
ra 1). No entanto, em situacdes de estresse
celular persistente, a p53 ¢ fosforilada pela
proteina de checkpoint 2 (Chk2), sendo es-
tabilizada e impedida de ser degradada pela
MDM2%. A estabilizagdo dos niveis celu-
lares de p53 pode provocar a indugdo e a
repressao de seus genes alvo, como cip [ e
c-Myc, respectivamente. A p53 € capaz de in-
duzir a transcricdo de um de seus principais
genes alvo, o cipl, cujo produto ¢ a proteina
p21. Quando localizada no nucleo, p21 atua
como inibidor de cinases dependentes de
ciclinas (CDKs) das fases G1/S e G2/M do
ciclo celular, impedindo a passagem da fase
G1 para fase S, assim como da G2 para M,
por meio da inibi¢do da fosforilagdo de va-
rias proteinas regulatorias do ciclo celular, o
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que leva ao bloqueio da divisdo celular®®. Por
outro lado, a p53 também pode promover a
repressao transcricional de alguns oncoge-
nes, como o c-Myc, com o objetivo de im-
pedir a proliferagdo celular por meio da ini-
bi¢do da expressao de proteinas associadas a
regulacdo do ciclo celular, como a CDK4, as
ciclinas D1, D2, E, A3'e p2132.

A p53 também ¢ capaz de modular
vias de morte celular, como a apoptose, por
meio da interagdo direta com proteinas pro-
-apoptoticas e anti-apoptodticas (Figura 1).
Os estudos demonstram que a p53 participa
dos processos apoptdticos na via extrinse-
ca (ou via do receptor de morte), ligando-se
aos receptores de morte presentes na mem-
brana das células e induzindo a cascata de
sinalizagdo de caspases; e, na via intrinseca
(ou via mitocondrial), aumentando a expres-
sdo de proteinas pré-apoptoticas, como Bax
e Bid*, capazes de formar poros na mem-
brana mitocondrial, liberando citocromo c¢
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para o citosol. Posteriormente, o citocromo
c se liga a um fator de ativagdo de proteases
apoptoticas (Apaf-1), formando o apoptos-
soma, que, por sua vez, recruta a pro-cas-
pase 9 clivando-a, o que resulta na ativagao
de caspases efetoras®*. A p53 também pode
atuar fora do nucleo, induzindo a apoptose
por meio da ligagdo a proteinas anti-apopto-
ticas, como a Bcl2%°.

Mutac¢oes no gene 7P53

Mutagdes no gene TP53 capazes de
prejudicar as atividades da p53 como “guar-
dia do genoma” podem ser classificadas
como 1. mutagdes de contato, que compro-
metem diretamente a interagdo entre a p53 ¢
o DNA da célula, como os mutantes R248Q),
R273H, R280K ou 2. muta¢des conforma-
cionais, que alteram a conformagdo da p53
e, consequentemente, sua atividade, como os
mutantes R175H e R282W36-38,

Além da perda de sua atividade
normal como proteina antitumoral®, a p53
mutante pode exercer papel importante na
formagdo do cancer por outros dois meca-
nismos: 1. Efeito de ganho de funcao (GF),
no qual a p53 mutante adquire novas fungdes
oncogénicas, especialmente por meio da in-
teragdo com outras proteinas e/ou acidos nu-
cleicos**#; 2. Efeito de dominancia negativa
(DN), em que a p53 mutante se associa as
moléculas de p53 selvagem, inativando-as*.

AlteragOes na estabilidade estrutural
da proteina, devido a ocorréncia de mutagdes
de contato ou conformacionais, podem levar
ao mau enovelamento da p53, desencadean-
do um processo de agregacdo intracelular,
gerando espécies amiloides ou agregados
amorfos*®*. Ja foi demonstrado previamente
que a agregagdo de p53 tem relagdo com o
efeito de DN, ou efeito prion-like, como foi
sugerido por nosso grupo de pesquisa** 647,
e com a perda* ou ganho de novas fungdes
capazes de promover a tumorigénese**°.
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Modulacdo da p53 pelo extrato de
Piper nigrum e pela piperina

Apesar de existirem inumeros estu-
dos cientificos sobre o efeito antitumoral
do extrato da P. nigrum ou da piperina’!*?,
o envolvimento da p53 na acdo dessas
substancias ¢ elusivo. Diferentes extratos
brutos da P. nigrum foram testados sobre
linhagens de cancer de mama: 1) extracao
com alcool''; 2) extragdo com fluido super-
critico - um método de extragdo seguro e
facilmente acessivel que utiliza uma tecno-
logia livre de solventes organicos poluen-
tes, resultando em redugdo nos custos de
pOs-processamento'?; 3) extragdo com me-
tanol®’; 4) extragdo com diclorometano®
(Tabela 1). Os extratos com alcool e com
fluido supercritico foram testados apenas
em uma das linhagens de cancer de mama
(MCF-7), mas demonstraram excelentes
valores de IC,, especialmente consideran-
do o curto periodo de incubagdo, de apenas
24 horas (27,1 £ 2,0 ug/mL " ¢ 27,8 £ 6.8
pug/mL", respectivamente). Com relagdo
ao extrato com metanol ou diclorometano,
ambos reduziram a viabilidade das 3 linha-
gens de cancer de mama (MCF-7, MDA-
-MB-468 ¢ MDA-MB-231). Entretanto, a
extragdo com diclorometano resultou em
uma maior disparidade de efeito entre es-
sas linhagens celulares apds o tratamen-
to por 72 horas, sendo o efeito citotdxico
mais pronunciado sobre as células MCF-
7 (23,46 + 1,10 pg/mL) e MDA-MB-468
(7,94 £ 4,52 pg/mL), enquanto apresen-
tou um efeito citotdoxico menor sobre a li-
nhagem MDA-MB-231 (38,82 + 0,23 pg/
mL)*». A hipétese levantada para expli-
car essa diferenca foi em funcdo do tipo
de mutacdo da célula MDA-MB-231 (p53
mutante R280K), que seria capaz de esta-
bilizar o principal regulador negativo da
p53, a proteina MDM2, o que protegeria
essas células da apoptose™.
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Tabela 1. Efeito antitumoral do Extrato de P. nigrum

Tipos de . Status de Efeito antitumoral relacionado a pS3:
o Modelo experimental
cancer pS3 Extrato bruto da P. nigrum
Extracdo com alcool: IC_ =27,1 +2,0 ug/mL (24 h) "
In vitro p53 Extracdo com fluido supercritico: IC,, = 27,8 + 6.8 ug/mL (24 h)
Linhagem MCF-7 selvagem Extracdo com metanol: IC,; = 20,25 £ 0,01 pg/mL (72 h)*
Extragdo com diclorometano: IC, = 23,46 + 1,10 ug/mL (72 h)*
In vitro Linhagem Extracdo com metanol: IC, = 22,37 2,31 pg/mL (72 h)*
Céncer MDA-MB-231 Extragfio com diclorometano: IC,, = 38,82 + 0,23 pg/mL (72 h)*
de mama
In vitro Linhagem Extracio com metanol: IC, = 9,04 + 0,71 pg/mL (72 h)*
MDA-MB-468 Extragdo com diclorometano: IC,; = 7,94 + 4,52 pg/mL (72 h)*
. Efeito quimioterapéutico: 100 mg/Kg de peso corporal '3
In vitro Bloqueio do ciclo celular na fase G1/S" ou na fase G2/M '
Ratos portadores ? N L3
de tumor de Ehrlich Indug@o da apoptose dependente de pS3 '
1 p53 e Bax ' | Bel-Xl e ciclina A3 | CDK2 2
Cancer In vitro Extragio com alcool: IC. = 80,5 + 6,6 pg/mL (24 h) !
. . - g s
colorretal Linhagem HT-29 0 =

No entanto, as células HT-29 de can-
cer colorretal também demonstraram resis-
téncia ao extrato etanolico da P. nigrum apos
24 horas de tratamento, apresentando um va-
lor de IC, de 80,5 + 6,6 pg/mL"', mesmo ex-
pressando o mesmo mutante de pS3 (R273H)
encontrado na linhagem de cancer de mama
MDA-MB-468, que se mostrou extrema-
mente sensivel tanto ao extrato com metanol
(IC,, = 9,04 = 0,71 pg/mL)* quanto com o
diclorometano (IC,, = 7,94 + 4,52 pg/mL)*
apos 72 horas de incubagdo. Apesar dos di-
ferentes periodos de incubagao testados com
os extratos de P. nigrum dificultarem a com-
paracdo entre essas cé€lulas (24 horas para
a linhagem celular HT29 e 72 horas para a
MDA-MB-468), observou-se que as células
portadoras da mutacdo R273H em p53 apre-
sentam sensibilidades variadas aos extratos
de P. nigrum. Assim, nao foi possivel estabe-
lecer uma correlacao direta entre a presenca
dessa mutacao ¢ a intensidade do efeito cito-
toxico dos extratos de P. nigrum.

Além de avaliar o efeito in vitro do
extrato alcoolico da P. nigrum, também foi
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avaliado seu efeito in vivo sobre o cancer
de mama em ratos portadores do tumor de
Ehrlich!'. Demonstrou-se que esse extrato
exerce efeito quimioterapéutico, com inibi-
¢ao do crescimento tumoral e aumento do
tempo de sobrevivéncia dos animais, quan-
do administrado na dose de 100 mg/kg de
peso corporal'’. Além disso, observou-se
inducao do bloqueio do ciclo celular na fase
G1/S e promogao da apoptose, evidenciada
pelo aumento da expressao de p53 e Bax,
enquanto houve redugdo na expressdo de
Bcl-xL e ciclina A''. O extrato da P. nigrum
obtido por fluido supercritico apresentou
efeito semelhante ao do extrato alcodlico,
utilizando um modelo experimental simi-
lar’®. A dose de 100 mg/kg de peso corpo-
ral do extrato obtido por fluido supercritico
também demonstrou inibi¢cdo do crescimen-
to tumoral e aumento do tempo de sobrevi-
véncia dos animais, provavelmente relacio-
nados ao bloqueio do ciclo celular na fase
G2/M, através da inibi¢ao da CDK2 e cicli-
na A, e a indugdo da apoptose, evidencia-
da pelo aumento da expressao de proteinas
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pro-apoptoticas, como p53 e Bax, e pela ini-
bigdo da proteina anti-apoptdtica Bel-xL'5.

Embora a piperina seja o princi-
pal constituinte ativo da P. nigrum, outros
compostos como piperlongumina, pelitori-
na, ¢ kusunoquinina também apresentaram
importantes propriedades antitumorais. A
eliminagdo da piperina do extrato de P. ni-
grum e sequencial fracionamento foi capaz
de isolar fragdes com atividade antitumoral
ainda maior do que a prdpria piperina nos
ensaios de viabilidade celular®, sugerindo o

Acio antitumoral do extrato de Piper nigrum e piperina: o
envolvimento da proteina p53

efeito sinérgico dos demais compostos bioa-
tivos presentes nesse fruto. Além disso, as-
sim como observado no extrato da P. nigrum
com diclorometano, as fragdes sem piperina
também afetaram mais a viabilidade das cé-
lulas MCF-7 e MDA-MB-468 em relagdo a
linhagem MDA-MB-231%.

O extrato de P. nigrum livre de pipe-
rina (PFPE — piperine-free P. nigrum extract)
também foi testado em outras linhagens ce-
lulares de cancer com diferencas no status
de p53%* (Tabela 2), como: cancer de mama

Tabela 2. Efeito antitumoral do Extrato de P. nigrum livre de piperina (PFPE)

Tipos de cincer Modelo experimental Status de p53

Efeito antitumoral relacionado a p53:

Extrato bruto da P. nigrum

In vitro p53
Linhagem MCF-7 selvagem

IC,, = 7,45+ 1,59 ug/mL (72 h)*;
IC*=7,45 + 0,60 pg/mL (72 h)2
Indug¢do de apoptose dependente de p53 2
1 p53 e Liberagdo de citocromo C | topoisomerase 112

In vitro Linhagem
MDA-MB-231

IC,, = 21,68 % 1,69 pg/mL (72 h)*;
IC,, = 22,67+ 2,31 pg/mL (72 h) 2

In vitro Linhagem

IC,, = 18,19 0,59 pg/mL (72 h)

Cancer MDA-MB-468 IC,, = 18,19+ 0,59 pg/mL (72 h) 2
de mama
In vitro
= e 22
Linhagem ZR-75-1 p53 selvagem IC,,= 13,85 £ 1,25 ug/mL (72 h)
Efeito quimiopreventivo: 100 e 200 mg/Kg de peso corporal »
Efeito quimioterapéutico: 100, 200 e 400 mg/Kg
[n vivo de peso corporal
Indugdo de tumores ? Inibicio da divisio celul inducio d "
com NMU em ratos nibigéo da divisdo celular ¢ indugdo da apoptose
dependente de p53 12
1 p53 | c-Myc 1 Liberagdo de citocromo ¢ 1 Bax '?
In vitro
= e 22
Cancer Linhagem HT-29 IC,,=27,74 £ 0,91 pg/mL (72 h)
colorretal .
In vitro B ”
Linhagem SW-620 IC,,=29,56 £ 2,47 pg/mL (72 h)
In vitro
. = 4 2
Cincer Linhagem HT-29 p53 selvagem IC,,=30,77 £ 1,23 pg/mL (72 h)
de pulméo In vitro Nio ex
pressa _ . »
Linhagem A-549 ps3 IC,, = 34,69 £ 3,05 pg/mL (72 h)
In vitro
= -t 22
Linhagem SK-N-SH p53 selvagem IC,, = 34,69 £ 3,05 pg/mL (72 h)
Neuroblastoma

In vitro

Linhagem LA-N-5 p53 selvagem

IC,, = 111,28 + 8,85 pg/mL (72 h) 2
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MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-468 ¢
ZR-75-1; cancer colorretal HT-29 ¢ SW-620;
cancer de pulméo A-549 e H-358; e neuroblas-
toma SK-N-SH e LA-N-5. Nio foi observa-
da uma correlacao direta entre a expressao de
pS3 selvagem e o efeito mais pronunciado do
PFPE nos experimentos de citotoxicidade®.
Por exemplo, apesar de a LA-N-5 expressar
p53 selvagem, foi a linhagem mais resistente
a agdo do PFPE (IC,, = 111,28 = 8,85 ug/mL),
enquanto a MCF-7, que também expressa p53
selvagem, foi a linhagem mais sensivel a agdo
do PFPE nos ensaios de viabilidade celular
(IC,, = 7,45 + 0,60 pg/mL), dentre todas que
foram testadas no estudo. Como o PFPE levou
a um aumento dos niveis de p53 em MCF-7,
proteinas responsaveis pela apoptose podem
ter sido ativadas, como Bax ou PUMA>*3,
provocando a liberag@o de citocromo C que foi
observada nos experimentos, a0 mesmo tempo
que também inibiu a expressdo de topoisome-
rase II, causando danos no DNA celular®?.

Da mesma forma que ocorreu com
os extratos de P. nigrum'*, também nao foi
possivel observar uma correlagdo entre a ex-
pressdo de p53 mutante e o efeito do PFPE,
uma vez que células que apresentam a mes-
ma mutacdo em p53 (R273H) demonstraram
sensibilidades distintas ao PFPE. Por exem-
plo, a linhagem de cancer de mama MDA-
-MB-468 obteve um dos menores IC, (18,19
+ 0,59 ug/mL) apods o tratamento com PFPE
por 72 horas, enquanto as células de cancer
colorretal HT-29 (IC, = 27,74 + 0,91 pg/
mL) e SW-620 (IC,, = 29,56 + 2,47 pg/mL)
tiveram um dos maiores IC, *.

Esses dados sugerem que os efeitos
dos extratos de P. nigrum ou do PFPE estio
mais relacionados ao tipo de cancer estudado
do que ao status de p53** (Tabela 2). Obser-
vou-se maior sensibilidade das células de can-
cer de mama ao efeito citotdxico dos extratos
de P. nigrum, em relacdo a célula de cancer
colorretal''*, Além disso, linhagens de cance-
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res colorretal € de pulmao mostraram-se mais
resistentes a acdo do PFPE nos experimentos
de citotoxicidade, enquanto as linhagens de
cancer de mama foram mais sensiveis, embora
também tenham sido realizados controles com
células ndo-transformadas de mama (MCF-
-12A) em que foi constatado efeito citotdoxico
reduzido do PFPE (IC, = 46,31 + 0,76)*.

Sendo assim, ndo foi possivel atribuir
o efeito citotoxico dos extratos de P. nigrum
ou do PFPE apenas a modulagao via p53 sel-
vagem ou mutante. Por isso, embora ja te-
nha sido demonstrado que a extragdo de P.
nigrum, tanto com alcool'' quanto com flui-
do supercritico', ¢ o0 PFPE? exercem efeito
direto sobre a p53, parece que esse nao € o
unico mecanismo de acao, mostrando o po-
tencial envolvimento de outras vias de sina-
lizagdo, que inclusive podem ser especificas
de acordo com cada tipo de cancer, uma vez
que podem sofrer influéncia de seu microam-
biente tumoral.

O efeito in vivo do PFPE sobre o can-
cer de mama também foi testado utilizando-
-se um modelo de inducao de danos ao DNA
com o agente alquilante N-Nitroso-N-me-
tiluréia (NMU)'>22, que ¢é capaz de provo-
car metilagdo do DNA celular”’. Observou-
-se que o PFPE (100 e 200 mg/Kg de peso
corporal) foi efetivo em proteger os ratos do
efeito tumorigénico desse agente alquilante,
demonstrando ser capaz de prevenir o apa-
recimento de tumores de mama nesse mode-
lo animal®. Além da agdo quimiopreventiva
do PFPE, também foi avaliado seu efeito no
tratamento do cancer. As concentragdes de
100, 200 e 400 mg/Kg de PFPE reduziram
significativamente o tamanho dos tumores
dos animais, sugerindo um importante efeito
antitumoral®?. O PFPE (100, 200 e 400 mg/
Kg de peso corporal) foi capaz de controlar
o tamanho do tumor, inibindo a prolifera¢ao
das células cancerigenas por meio do aumen-
to da expressdao de p53 (nas concentragdes
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de 100 e 200 mg/Kg de peso corporal) e
reducdo dos niveis de c-Myc (nas concen-
tragoes de 100, 200 e 400 mg/Kg de peso
corporal)'?. A repressdo de c-Myc ¢ um im-
portante pré-requisito para que a p53 seja
capaz de bloquear o ciclo celular na fase G1
em linhagens celulares de humanos e de ca-
mundongos, assim como em tecidos de ca-
mundongos®®. Além da possivel modulagio

Tabela 3. Efeito antitumoral da piperina

Acio antitumoral do extrato de Piper nigrum e piperina: o
envolvimento da proteina p53

do ciclo celular, o PFPE também parece ter
induzido as células de cancer a apoptose,
uma vez que foi observado aumento dos ni-
veis de Bax e citocromo ¢ nos tumores ma-
marios dos ratos tratados'?.

O efeito da piperina isolada sobre cé-
lulas de cancer de pulmao, de melanoma, de
mama, de osteossarcoma e de cancer colorre-
tal também foi avaliado?!?32+2627 (Tabela 3).

Efeito antitumoral relacionado a p53:

Tipos de cincer Modelo experimental  Stafus de p53
Extrato bruto da P. nigrum
[n vitro p33 Redugdo na viabilidade celular: 100 e 150 pM (72 h)2
Linhagem MCF-7 selvagem ¢ ’ K

In vitro Linhagem

Redugao na viabilidade celular: 150 uM (72 h)2

Cancer MDA-MB-231
de mama In vitro Linhagem Reduco na viabilidade celular: 50, 100 e 150 uM (72 h)
MDA-MB-468 Indugdo de apoptose 26
In vitro ~ o . %
Linhagem T-47D Redugio na viabilidade celular: 50, 100 e 150 uM (72 h)
In vitro IC,,=53+1uM (72 h)*
Linhagem HT-29 Bloqueio do ciclo celular na fase G1 e indugdo de apoptose >’
In vitro 53 selvagem HCT-116 (p53+/+): IC,; = 109 + 9 uM (72 h)*’
Ci Linhagem HCT-116 P77 %9V HCT-116 (p53-/-): IC_ = 118 + 7 uM (72 h) ¥
ancer 50
colorretal :
In vitro _ »
Linhagem SW-480 IC,, = 29,56 + 2,47 pg/mL (72 h)
In vitro ~ _ 27
Uity G ) Nao expressa p53 IC,,=54+5puM (72 h)
IC,, = 428 uM (48 h) !
Cancer In vitro 53 selvagem Bloqueio do ciclo celular na fase G2/M e indugéo de apopto-
de pulméo Linhagem A-549 P> £ se dependente de p53 %!
1 p53 1 caspases-3 € 9 T Bax/Bcl-2 %
IC,, =136 uM (72 h)*!
. Bloqueio do ciclo celular na fase G1 e indugo de apoptose
Melanoma [n vitro p53 selvagem dependente de p532!
Linhagem SK-MEL-28 1 p53 1 p21, caspase-3 e PARP-1 clivadas?!
| XIAP e Bid (full length)*'
IC,, =136 uM (72 h)*!
. Bloqueio do ciclo celular na fase G1 e induc@o de apoptose
In vitro
Linhacem U20S p53 selvagem dependente de p53?!
g 1 p53 1 p21, caspase-3 e PARP-1 clivadas?!
Osteossarcoma | XIAP e Bid (full length)*'
IC,, =484 uM (48 h)*
In vitro Indugio de apoptose dependente de p53

Linhagem 143B

1 p53 1 Bax | Bel-2%
Potencializagdo do efeito do quimioterapico doxorrubicina,,
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Concentragdes entre 175 e 700 uM de piperi-
na foram capazes de atuar de maneira depen-
dente de p53 em células de cancer de pulmao
A-549 (p53 selvagem), induzindo o bloqueio
do ciclo celular na fase G2/M e, ainda, levan-
do as células a apoptose pela ativagao da via
das caspases-3 ¢ 9, assim como pelo aumen-
to da rela¢do Bax/Bcl-2%.

Também foi investigado o efeito da
piperina sobre a linhagem de cancer de pele
do tipo melanoma SK-MEL-28 que expres-
sa p53 selvagem?!. Esse composto bioativo
reduziu a viabilidade dessas células de for-
ma dose-dependente (75 — 300 uM), além
de também ter bloqueado o ciclo celular na
fase G1 (100, 150 e 200 uM). A ativagdo da
proteina p53 e a indugdo de p21 que foram
observadas apds incubagdo com piperina
(100, 150 e 200 uM) podem estar relaciona-
das com o bloqueio do ciclo celular?'. Além
disso, a modulacao da p53 também pode
estar envolvida com a inducdo de apoptose,
uma vez que o tratamento com piperina (100,
150 ¢ 200 uM) gerou aumento da marcagao
com Anexina-V?!, capaz de se ligar ao fos-
folipidio de membrana fosfatildiserina, que
sofre externaliza¢do durante a apoptose®.
Esse fitoquimico também provocou aumen-
to da clivagem de caspase-3 (150 e 200 uM)
e PARP-1 (100, 150 e 200 pM), bem como
redugdo dos niveis de XIAP (100, 150 e 200
uM)?, uma das principais proteinas inibi-
doras de apoptose®!, e Bid (full length,
ndo-clivada) (150 ¢ 200 uM)?!, uma proteina
pré-apoptotica que precisa ser clivada para
desempenhar sua agao®.

No entanto, dependendo do mode-
lo estudado, a expressdao de p53 selvagem
sem altera¢dao funcional parece ndo ser um
pré-requisito para que a piperina exer¢a sua
atuagdo sobre as células de cancer®. A pipe-
rina diminuiu a viabilidade celular de forma
mais pronunciada das células MDA-MB-468,
em comparagdo com as linhagens MCF-7 e
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MDA-MB-231%, como ja tinha sido obser-
vado para os extratos brutos de P. nigrum®.
A piperina foi capaz de promover apoptose
(100 e 150 uM) na linhagem MDA-MB-468
de forma dependente de caspase. No entanto,
como essa linhagem expressa a proteina p53
nao funcional (mutante), esse mecanismo
deve ter sido induzido de forma independen-
te dessa proteina®. Além disso, o efeito des-
se composto foi menos pronunciado sobre a
linhagem MCF-7, que expressa essa proteina
selvagem, sugerindo uma a¢ao independente
da proteina p53. Resultados semelhantes fo-
ram encontrados utilizando-se um modelo de
cancer colorretal em que a linhagem HCT-
116 foi silenciada para TP53, possibilitan-
do a comparagao dos efeitos citotdoxicos da
piperina nas células que expressam ou nao
essa proteina selvagem?®’. O efeito da piperi-
na sobre a viabilidade das células HCT-116
(p537/") e HCT-116 (p537/) foi semelhante,
como pode ser visto por meio dos valores
de IC,, obtidos nos experimentos: 109 + 9
uM e 118 £ 7 uM, respectivamente. Esses
dados também sugerem que a presenga da p53
selvagem ndo ¢ essencial para que a piperina
exerca seu efeito antitumoral, sugerindo o en-
volvimento de outros mecanismos celulares?’.
Como o gene TP53 ¢ frequentemente mutado
ou nao funcional em muitos tipos de tumores,
a atividade citotoxica da piperina de forma in-
dependente da p53 pode ter relevancia clinica.

Diferentemente dos estudos anterio-
res, a piperina foi capaz de aumentar os ni-
veis de p53, tanto selvagem quanto mutante,
em células de osteossarcoma*. Esse compos-
to bioativo (200 uM) induziu as linhagens
de osteossarcoma U20S (p53 selvagem) e
143B (p53 mutante) a apoptose, resultando
em redugdo nos niveis de Bcl-2 e aumento
nos niveis de Bax e p53. Além disso, também
aumentou a suscetibilidade dessas células a
acdo do quimioterapico doxorrubicina, reve-
lando efeito sinérgico®.

48



PUBLICAGAO OFICIAL DA DIRETORIA DE SAUDE DA MARINHA

ARQUIVOS BRASILEIROS DE

MEDICINA NAVAL

N Y

Ainda nao foi possivel compreender
os mecanismos relacionados ao efeito dos
extratos da P. nigrum, com diclorometano ou
com metanol, ou da piperina sobre células de
cancer de mama que expressam mutacdes em
p53. Enquanto a célula MDA-MB-231, que
expressa o mutante R280K, demonstrou grau
de resisténcia a esses compostos nos experi-
mentos de citotoxicidade, essas substancias
apresentaram efeito pronunciado sobre a li-
nhagem MDA-MB-468, que expressa o mu-
tante R273H*>?¢. A discrepancia nesses resul-
tados pode ser explicada pelas diferengas no
potencial de agregacao dos mutantes R273H
e R280K. A agregacdo da p53 mutante pode
resultar na aquisi¢do de novas fungdes on-
cogénicas, representando um mecanismo im-
portante de resisténcia a quimioterapicos**>°.
Sendo assim, diferengas na agregacao de p53
podem influenciar o grau de resisténcia das
células a agdao de compostos, como o extrato
de P. nigrum ou a piperina.

Apesar de ambas as mutagdes em p53
serem de contato (R273H e R280K), sendo
capazes de comprometer a interagdo da p53
com o DNA da célula®*%*, ainda é debatido
o potencial do mutante R273H em formar
agregados. Experimentos de espectroscopia
de fluorescéncia com proteina recombinan-
te in vitro demonstraram que esse mutante
apresenta uma estabilidade estrutural simi-
lar a p53 selvagem®, sugerindo que podem
agregar de forma semelhante. Além disso,
ndo foi observada a ocorréncia de agrega-
dos de p53 em linhagens de cancer colorretal
WiDr®%¢ ou de cancer do sistema nervoso
central SW1783 ¢ U251% que expressam p53
R273H, e ndo ha dados na literatura sobre a
ocorréncia de agregacdo desse mutante na
linhagem MDA-MB-468. Contudo, foi de-
monstrada a presenca de agregados de p53
em amostras de tumores de pacientes que
apresentam a mutagdo R273H*. Ja o mutan-
te R280K apresenta capacidade de agregagao
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tanto in vitro, quanto em modelo de linhagem
celular de cancer de mama MDA-MB-231477,
Portanto, o mutante R273H parece apresentar
menor propensdo a agregagdo, enquanto o
R280K demonstra maior agrega¢do nos mo-
delos experimentais citados.

Sendo assim, os compostos nao
seriam capazes de reverter o processo de
agregacao do mutante R280K na linhagem
MDA-MB-231, j4 que essa linhagem foi re-
sistente aos extratos da P. nigrum, com diclo-
rometano® ou com metanol®, ou a piperina.
No entanto, uma vez que essas substancias
tiveram uma acao importante sobre a linha-
gem MDA-MB-468 (p53 R273H)*%, o po-
tencial reduzido de agregacao desse mutante
justificaria a sensibilidade dessa célula a a¢ao
desses extratos de P. nigrum ou da piperina.

Portanto, uma investigacao desse tipo
¢ de extrema relevancia, a fim de elucidar os
mecanismos de acdo dos extratos de P. ni-
grum e da piperina envolvendo o processo de
agregagdo da p53 em células que expressam
essa proteina mutante. No entanto, a utiliza-
c¢do de linhagens diferentes, com o intuito de
comparar o efeito dos compostos, parece nao
ser o melhor modelo experimental para esses
ensaios, uma vez que as células apresentam
inumeras outras diferengas, além da expres-
sdo (ou nao) de p53 mutante. Para contornar
esse problema, a utilizacdo de modelos kno-
ckin/knockout, em que ¢ possivel silenciar
parcial ou totalmente o gene 7P53 em células
que expressam a pS3 mutante, ¢ bastante rele-
vante. Caso a substincia atue por essa via, ¢
esperado que ocorra a reversao de seu efeito
ao silenciar o gene que codifica essa proteina.
Ou entdo, pode ser induzida a superexpressao
da p53 mutada em células que ndo expressam
essa proteina naturalmente, adicionando-se
copias do gene TP53 ao genoma celular. Nes-
se caso, 0 composto deve passar a ter acao so-
bre essas células modificadas, caso seu efeito
dependa da p53 mutante®®.
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2. CONCLUSAO

Os extratos de P. nigrum, assim como
seu principal composto bioativo, a piperina,
se mostraram capazes de modular a p53 sel-
vagem e induzir células, especialmente de
cancer de mama, ao bloqueio do ciclo celu-
lar e apoptose. No entanto, dependendo do
tipo de cancer, esses compostos também tém
acdo sobre células que ndo expressam p53,
demonstrando modular vias independentes
dessa proteina, 0o que seria uma importante
abordagem, considerando o elevado percen-
tual de canceres com mutacdes em 7P53.
Além disso, ndo esté claro o efeito que essas
substancias exercem sobre os diferentes mu-
tantes de p53, sendo essencial investigacao
mais aprofundada sobre os detalhes molecu-
lares envolvidos na modulag@o dessa protei-
na, especialmente sua forma agregada.
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