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Estudo da atividade citotoxica/antitumoral de analogos da
capsaicina in vitro

Study of cytotoxic/antitumor activity of capsaicin analogs
in vitro

RESUMO

O consumo regular de alimentos contendo pimenta é observado ao redor do mundo e
estd atrelado a vdrias culturas. Estudos relativos as atividades bioldgicas geradas a partir
desse consumo demonstram sua importancia perante doengas cronicas, sistema
cardiovascular, respiratorio, entre outros. Todavia, um dos motivos que desencorajam o
consumo desses alimentos é a sensagdo de pungéncia sentida apds a ingestdo, sendo essa
ocasionada pela capsaicina. Com o intuito de tentar amenizar essa caracteristica de
pungéncia da capsaicina, foi realizada a sintese do composto 4-OH-3-OMe-N-
benziltetradecanamida, o qual possui uma estrutura quimica semelhante a da capsaicina.
Para a comparacdo bioldgica foi realizado o teste de citotoxicidade/atividade antitumoral
do MTT com as células tumorais hepaticas de Rattus norvegicus. Estas células foram
tratadas com as concentragdes de 10, 25, 50, 75, 100 e 125 uM dos dois compostos, por
24 e 48 horas. Os resultados obtidos mostram que, em 24 horas, somente a maior
concentracgdo testada da capsaicina apresentou efeito citotoxico. E, em 48 horas, somente
as concentrac¢des de 100, 150, 175 e 200 uM do andlogo apresentaram este efeito. Assim,
possivelmente pela diferenca estrutural, o 4-OH-3-OMe-N-benziltetradecanamida
apresentou menos pungéncia e melhor atividade citotdxica que a capsaicina.

PALAVRAS-CHAVE: Antitumoral. MTT. Atividade bioldgica.

ABSTRACT

Regular consumption of pepper-containing foods is observed around the world and is
linked to various cultures. Studies related to the biological activities generated from this
consumption demonstrate its importance in relation to chronic diseases, cardiovascular
system, respiratory, among others. However, one of the reasons that discourage the
consumption of these foods is the pungent sensation felt after ingestion, which is caused
by capsaicin. In order to try alleviate this pungency of capsaicin, the synthesis of the
compound 4-oh-3-ome-n-benziltetradecanamide, which has a chemical structure similar
to that of capsaicin, was synthesized. For biological comparison, the mtt
cytotoxicity/antitumor activity test was performed with rattus norvegicus liver tumor cells.
These cells were treated with concentrations of 10, 25, 50, 75, 100 and 125 uM of the two
compounds for 24 and 48 hours. The results show that in 24 hours only the highest tested
concentration of capsaicin had cytotoxic effect. And within 48 hours, only the 100, 150,
175 and 200 uM concentrations of the analogue showed this effect. Thus, possibly due to
the structural difference, 4-oh-3-ome-n-benzyl tetradecanamide showed less pungency
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and better cytotg%(gi%aagivity than capsaicin.
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INTRODUCAO

A capsaicina é o principal responsavel pelo sabor picante caracteristico dos
alimentos que possuem pimenta. Ela tem acdo antimicrobiana e antioxidante
(MOLINA-TORRES et. al.,, 1999, ANTONIOUS et al, 2006). Além de apresentar
diferentes atividades bioldgicas como: estimulador do sistema cardiovascular e
respiratorio, anti-inflamatério, antinociceptivo, neurotdxico, potenciador da
catecolamina adrenal e antimicrobiano (SANCHO et. al., 2002; MORITA et. al.,
2006; WANG. et. al.,, 2009). Além de todas estas atividades bioldgicas,
recentemente também vem sendo investigada sua atividade como agente
antiproliferativo, sendo responsavel pela supressdo do crescimento tumoral,
todavia seu mecanismo de inibicdo ainda desconhecido gera grande
especulagdes (DAMIAO, 2014).

Entretanto essa molécula apresenta alguns efeitos indesejaveis, como
pungéncia e irritacdo da pele e mucosas (CASTILLO et al., 2007). Sua estrutura
apresenta uma ligacdo amida que conecta um anel vanililico com uma cadeia
acila. Visando manter as caracteristicas positivas relacionadas as atividades
bioldgicas descritas enquanto se ameniza os efeitos de pungéncia sentidos, a
sintese de andlogos é uma alternativa. Andlogos como o 4-OH-3-OMe-N-
benziltetradecanamida dentre varios outros sdo alternativas apresentadas na
literatura para o uso da Capsaicina.

Com o intuito de analisar a semelhanca entre o analogo sintetizado e a
capsaicina, diferentes testes podem ser realizados, entre eles o da
citotoxicidade/atividade antitumoral. Assim, o objetivo do presente estudo foi
avaliar e comparar a atividade citotdxica/antitumoral entre a capsaicina e o 4-
OH-3-OMe-N-benziltetradecanamida, pelo ensaio de MTT, utilizando células
tumorais hepaticas de Rattus norvegicus (HTC).

METODOLOGIA

A capsaicina e seu andlago 4-OH-3-OMe-N-benziltetradecanamida foram
dissolvidos conjuntamente em dimetilsulféxido (DMSO) e em tampdo fosfato-
salino (PBS). Em seguida, foram utilizados nas solucBes tratamento nas
concentragdes de 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200 uM.

Para o teste de citotoxicidade/atividade antitumoral foi realizado o ensaio do
MTT ((3-( 4,5-dimethylthiaxolone-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide), de
acordo com o protocolo sugerido por Mosmann (1983), com modificagGes, que é
baseado na absor¢ao dptica e andlise da diminui¢ao das fungdes celulares.




Foram utilizadas, placas de cultura celular de 96 pogos, onde em cada um
foram semeadas 2,0x10* células HTC. Apds estabilizagdo, o meio de cultura foi
descartado e adicionou-se 100 uL de meio completo para os grupos: controle
negativo (CO-), uma substancia que se tem certeza que ndo afetard a
funcionalidade da célula, nesse caso utilizado o meio de cultura, controle positivo
(CO+) com o agente citotoxico metil metanossulfonato (MMS 50 uM), sendo essa
uma mistura que afetara a funcionalidade celular, controle solvente (CS) com
DMSO (200 pL/mL meio de cultura), para observar o efeito deste solvente nas
células, e as diferentes concentracdes da capsaicina e seu analogo 4-OH-3-OMe-
N-benziltetradecanamida.

Apds 24 e 48 horas de incubacdo, o meio de cultura foi substituido por 100
pL de meio de cultura, acrescido de MTT (0,2 mg/mL). A placa foi incubada por
mais 4 h antes do descarte do meio contendo MTT, seguido da adi¢ao de 100 pL
de DMSO. A leitura das absorbancias foi realizada em leitor de microplacas
(Labtech) a 550nm. Os experimentos foram realizados em trés repeticGes
independentes e a comparacgao estatistica, através do software Instat, das médias
das absorbancias foi feita pelo teste de Tukey (n=3, p=0,05).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos (Figura 1) mostram que, para a capsaicina, apenas a
maior concentracdo testada (200 uM) apresentou efeito citotdxico/antitumoral
no tempo de 24 horas. Para o analogo, nesse mesmo tempo de experimento,
nenhuma concentracao apresentou citotoxicidade.

Apds 48 horas de experimento, observa-se que nenhuma das concentracoes
testadas de capsaicina apresentou atividade citotdxica/antitumoral. Quanto ao
analogo, quatro contracdes apresentaram citotoxicidade (100, 150, 175 e 200
uM). Desta forma, possivelmente, a diferenca estrutural dos compostos pode ter
resultado na melhor atividade citotdxica do andlogo no tempo de 48 horas, onde
desde a concentracdo de 100 uM o efeito ja foi verificado.

Figura 1: Absorbancias médias dos grupos controle negativo (CO-), positivo (CO+)
e solvente (CS) e tratados com as diferentes concentragGes de capsaicina e 4-OH-
3-OMe-N-benziltetradecanamida, apds 24 e 48h de tratamento.
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* Resultado estatisticamente diferente do controle negativo (CO-). Fonte: Autoria
propria (2019).

200




Pagina | 4

CONCLUSOES

Por meio deste estudo foi possivel detectar diferencas na atividade
citotoxica/tumoral entre a capsaicina e analogo, sendo a acdo da capsaicina mais
rapida que a do andlogo, porém, de pouca durabilidade.
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