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RESUMO

CAL, Bruna Barros Froes. Estudos da toxicidade e do potencial antineoplésico do extrato
etandlico de folhas de Petiveria alliacea L. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Vegetal)
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2017.

O uso dos recursos naturais € uma pratica antiga, através da qual o homem busca
aumentar sua chance de sobrevivéncia. Desta forma, o homem primitivo encontrou nas
espécies vegetais muitos beneficios, inclusive a cura para muitas enfermidades.
Consequentemente foram desenvolvidos varios estudos para garantir a seguranga, e a eficacia
no uso de plantas medicinais, como a espécie Petiveria alliacea Lineu., ou guine, como é
popularmente conhecida. Nesta espécie foi descrita diversas atividades bioldgicas, dentre elas,
a atividade anti-neoplasica, que foi atribuida aos polissulfetos derivados do metabolismo
secundario. O objetivo do presente estudo consiste em avaliar o potencial antineoplésico,
citotoxico e mutagénico do extrato etanolico de folhas de Petiveria alliacea L. Amostras de
folhas foram obtidas a partir do telado do Nucleo de Biotecnologia Vegetal (NBV) da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), onde sdo mantidas plantas envasadas, as
quais foram coletadas em propriedades particulares de Niterdi. O extrato foi preparado a partir
de folhas imersas em etanol P.A. Células pulmonares humanas de carcinoma (linhagem
A549) foram tratadas com diferentes concentracBes desse extrato. Ap6s o periodo de
tratamento de 24 horas, a atividade citotdxica foi analisada pelos métodos de exclusdo por
azul de tripan, WST-1 e recuperacdo clonogénica. A dose que inibe 50% do crescimento
celular foi encontrada, quando as células foram expostas ao extrato nas concentracdes de 20 e
25ug/mL. Essas concentragOes foram testadas na linhagem normal de rim de macaco-verde
(VERO). Nesta linhagem foi observado diminuigao de 10% da viabilidade celular, através dos
testes de inclusdo por azul de tripan e WST-1. J& no ensaio de recuperacdo clonogénica, ndo
foi observado diminuicdo estatisticamente significativa da capacidade mitogénica das células
guando comparadas ao controle. Experimentos foram realizados para avaliar a taxa de
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), através de citometria de fluxo utilizando o
reagente DCFH-DA, onde o extrato apresentou-se antioxidante para ambas as linhagens
testadas. O outro modelo bioldgico utilizado neste estudo foi a levedura S. cerevisiae
FF18733 (selvagem) e CD138 (mutante). Ambas foram avaliadas quanto a fracdo de
sobrevivéncia, crescimento, mutagénese (sistema de resisténcia a canavanina) e coldnias
petites. Os resultados indicam que a concentracdo de 10 e 7,5 pg/mL diminuem a viabilidade
celular em 50% nas cepas FF18733 e CD138 respectivamente. No ensaio de crescimento as
cepas foram expostas por 48h ao extrato de P. alliacea. Ndo foi observada diminuicdo
significativa na cepa FF18733 quando comparada ao controle, ja a cepa CD138 apresentou
diferenca significativa na taxa de crescimento. Entretanto, no ensaio de resisténcia a
canavanina, o extrato mostrou-se mutagénico para ambas as cepas. Nos experimentos para
avaliar a perda da funcdo mitocondrial, foi observado que ambas as cepas apresentaram um
aumento na taxa de coldnias petites. Analisando os resultados observados em leveduras e
linhagens celulares, observamos que em ambos 0s casos ocorreu uma alteragcdo nas vias
oxidativas que afetam o metabolismo mitocondrial, sugerindo que esta organela é mais
afetada pelo extrato de P. alliacea. Sendo necessario estudos analisando a via de morte celular
e a composicao quimica do extrato.

Palavras-chave: Guiné. Citotoxicidade. Mutagenicidade. Saccharomyces cerevisiae. A549.
VERO.



ABSTRACT

CAL, Bruna Barros Froes. Studies of the toxicity and antineoplasic potential of the ethanolic
extract of Petiveria alliacea L. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Vegetal) Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2017.

The use of natural resources is an ancient practice, through which man seeks to
increase his chance of survival. In this way, primitive man found in the vegetable species
many benefits, including the cure for many diseases. Consequently, a number of studies have
been developed to ensure the safety and efficacy of medicinal plants, such as the species
Petiveria alliacea Lineu., Or guinea, as it is popularly known. In this species, several
biological activities have been described, among them, anti-neoplastic activity, which was
attributed to polysulfides derived from secondary metabolism. The objective of the present
study is to evaluate the antineoplastic, cytotoxic and mutagenic potential of the ethanolic
extract of Petiveria alliacea L. Leaf samples were obtained from the Plant Biotechnology
Nucleus (NBV) at the State University of Rio de Janeiro (UERJ), where bottled plants are
kept, which were collected in private properties of Niteroi. The extract was prepared from
leaves immersed in ethanol P.A. Human lung carcinoma cells (line A549) were treated with
different concentrations of this extract. After the 24-hour treatment period, the cytotoxic
activity was analyzed by trypan blue exclusion, WST-1 and clonogenic recovery methods.
The dose inhibiting 50% of cell growth was found when cells were exposed to the extract at
concentrations of 20 and 25 nug / mL. These concentrations were tested on normal monkey
green kidney (VERO) lineage. In this lineage, a 10% decrease in cell viability was observed
through the inclusion tests by tripan blue and WST-1. In the clonogenic recovery trial, there
was no statistically significant decrease in the mitogenic capacity of the cells when compared
to the control. Experiments were carried out to evaluate the rate of production of reactive
oxygen species (ROS) by flow cytometry using the DCFH-DA reagent, where the extract was
an antioxidant for both tested strains. The other biological model used in this study was yeast
S. cerevisiae FF18733 (wild) and CD138 (mutant). Both were evaluated for the fraction of
survival, growth, mutagenesis (canavanine resistance system) and petites colonies. The results
indicate that the concentration of 10 and 7.5 pg / mL decrease the cell viability in 50% in the
strains FF18733 and CD138 respectively. In the growth assay the strains were exposed for 48
h to the P. alliacea extract. No significant decrease was observed in strain FF18733 when
compared to the control, since the CD138 strain showed a significant difference in the growth
rate. However, in the canavanine resistance test, the extract was mutagenic for both strains. In
the experiments to evaluate the loss of mitochondrial function, it was observed that both
strains presented an increase in the rate of petites colonies. Analyzing the observed results in
yeasts and cell lines, we observed that in both cases a change occurred in the oxidative
pathways that affect the mitochondrial metabolism, suggesting that this organelle is more
affected by the extract of P. alliacea. It is necessary to study the cell death pathway and the
chemical composition of the extract.

Keywords: Guine. Cytotoxicity. Mutagenicity. Saccharomyces cerevisiae. A549. VERO.
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INTRODUCAO

1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Plantas medicinais

O uso dos recursos naturais € uma pratica antiga, através da qual o homem busca
aumentar sua chance de sobrevivéncia. Desta forma, o homem primitivo encontrou nas
espécies vegetais muitos beneficios, desde melhorias em suas construcdes até a cura para
muitas enfermidades. Assim, a utilizacdo das plantas, representou um marco histérico na
evolucdo da civilizacdo (GIRALDI; HANAZAK, 2010).

Os primeiros europeus que chegaram ao Brasil encontraram uma grande diversidade de
espécies em uso pelos povos indigenas que aqui viviam. O conhecimento sobre a flora acabou
se difundindo, e o poder curativo das espécies vegetais foi transferido as geracbes posteriores
(DEVIENNE et al., 2004). Sendo assim, o consumo das plantas com propriedades medicinais,
se intensificou ao longo do tempo passando de formas mais simples como chas, infusdes e
garrafadas, até formas mais sofisticadas, fabricadas industrialmente (LORENZI; MATOS,
2008). Devido ao grande interesse da indUstria farmacéutica, cada vez mais substancias com
atividades bioativas tém sido identificadas (FOGLIO et al., 2006).

No século XVI, foram realizadas as primeiras extracdes de produtos bioativos a partir de
material vegetal. Porém, somente no século XVIII teve inicio a identificacdo destas
substancias. Entretanto, estima-se que apenas dez por cento da flora tenha sido quimicamente
e farmacologicamente investigada, em funcdo da enorme diversidade em termos de estruturas,
propriedades fisico-quimicas, e bioldgicas dos metabdlitos secundarios presentes nos vegetais
(RATES et al., 2001; RUFFA et al., 2002).

A biodiversidade vegetal do Brasil é rica em espécies que podem ser fontes de substancias
biologicamente ativas. O territdrio brasileiro possui cerca de 60.000 espécies de angiospermas
catalogadas, e apenas 8% tiveram a composi¢do quimica definida e, destas, 1.100 espécies
foram estudadas em relagéo as suas propriedades medicinais (BARREIRO; BOLZANI, 2009;
GADELHA etal., 2013).



15

Em 2006, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) divulgou que 80-85% da populacéo
dos paises em desenvolvimento utilizavam plantas ou seus derivados no cuidado basico com a
saude. Dentre algumas das espécies de uso medicinal estdo: Peumus boldus Molina (boldo),
indicada para ma digestdo, Calendula officinalis L. (caléndula) e Matricaria recutita L.
(camomila), utilizadas como anti-inflamatdrio e antisséptico; Mentha sp (horteld), usada como
expectorante; Cassia angustifolia Vahl (sene), utilizada como laxante; Aloe vera (babosa),
usada no tratamento de queimaduras e Pimpinella anisum L. (erva-doce), indicada como
expectorante e antiplasmadico (ANVISA, 2016).

As plantas medicinais séo utilizadas tanto nas zonas urbanas quanto nas zonas rurais,
devido ao custo mais baixo, quando comparadas aos medicamentos alopaticos, que possuem
um custo mais alto em funcdo da industrializacdo. Além disso, em muitas comunidades o
conhecimento sobre as plantas medicinais simboliza o Unico recurso terapéutico disponivel
(GUERRA; NORADI, 2001).

1.2 Metabolitos secundarios

As plantas produzem uma variedade de compostos organicos que sdo divididos em
metabolitos primarios ou essenciais e secundarios ou especiais. Os metabdlitos primarios sao
responsaveis pela sintese de celulose, lignina, proteinas, lipideos, acUcares e outras
substancias importantes para a realizacdo das fungdes vitais. Ja os metabdlitos secundarios,
aparentemente ndo possuem relacdo direta com o crescimento e desenvolvimento da planta,
porém, geralmente possuem uma estrutura complexa, baixo peso molecular e atividades
biolégicas importantes. Além disso, estdo presentes em baixas concentracbes quando
comparados aos metab6litos primarios (SIMOES, 2010). Outro aspecto pelo qual os
metabolitos secundarios se diferenciam dos metabdlitos primarios € a distribuicdo restrita no
reino vegetal, isso significa que, certos metabdlitos sdo especificos de uma determinada
espeécie vegetal ou grupo de espeécies filogeneticamente relacionadas, enquanto os metabolitos
primarios sdo encontrados em todo reino vegetal (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os vegetais coevoluem com herbivoros e microorganismos patogénicos presentes nos
ecossistemas. Neste processo, o0s produtos do metabolismo secundario, que conferem

caracteristicas de resisténcia a essas pragas, muitas vezes apresentam alta toxicidade para
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animais (incluindo o Homem) e tornam-se ferramentas importantes para a defesa das plantas
(TAIZ; ZEIGER 2009).

No passado, os metabolitos secundarios foram considerados como produto de excrecdo
dos vegetais. No entanto, sabe-se hoje, que muitas dessas substancias estdo envolvidas nos
mecanismos de adaptacdo da espécie e resposta a estimulos do meio ambiente, contribuindo
para uma boa interagdo com os diferentes ecossistemas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Os produtos do metabolismo secundario apresentam diversas atividades bioldgicas, sendo
agrupadas em trés classes quimicamente distintas: compostos nitrogenados, compostos
fendlicos e terpenos (Figura 1) (SIMOES, 2010). Geralmente, 0s compostos nitrogenados s&o
compostos organicos ciclicos que possuem pelo menos um &tomo de nitrogénio em seu anel
heterociclico, sdo derivados de aminoacidos aromaticos e, como sugere 0 nome, tém
propriedades alcalinas. S&do encontrados em, aproximadamente, 20% das espécies de plantas
vasculares. Dentre as diversas atividades biologicas deste grupo, uma delas é atuar na
protecdo contra herbivoros predadores devido a sua toxicidade e paladar amargo (SANTOS et
al., 2010; TAIZ; ZEIGER 2009).

Os compostos fenolicos sdo sintetizados a partir de duas rotas metabolicas basicas, razdo
pela qual compdem um grupo bastante heterogéneo, sao elas: a rota do acido chiquimico e a
rota do acido mevalénico. Devido a sua diversidade quimica, os compostos fendlicos
apresentam fungdes variadas nos vegetais, muitos agem na defesa contra patégenos e
herbivoros, enquanto outros sdo responsaveis pelo odor e sabor agradaveis dos frutos e pela
coloracdo das flores, que servem de atrativo para polinizadores ou dispersores de frutos.
Atuam também na protecdo das plantas contra os raios ultravioleta. Além disso, algumas
espécies produzem compostos fendlicos com acdo alelopatica, inibindo o crescimento de
outras plantas competidoras (FUMAGALI, 2008; SANTOS, 2010; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os terpenos constituem a maior classe de metabdlitos secundarios, a maioria das
substancias dessa classe é insoltvel em &gua, e sdo sintetizados a partir de acetil-CoA ou de
seus intermedidrios glicosilados. Atuam como inibidores da germinacdo, na protecdo contra
predadores, na atragdo de espécies de polinizadores, na protecdo contra desidratacdo e
elevacio de temperatura (JUNIOR, 2003; SANTOS, 2010). Ja foram descritas na literatura
algumas atividades de interesse para a industria farmacéutica, como por exemplo, agéo
carminativa (relaxamento da cardia e expulsdo do ar do trato gastrointestinal), acdo

antiespasmadica, anestésica e antisséptica (SANTOS et al., 2010).



Figura 1- Ciclo biossintético dos metabolitos secundarios vegetais
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1.3 Petiveria alliacea Linné.

A espécie Petiveria alliacea Linné é nativa da floresta amazonica e das areas tropicais das
Américas do Sul, Central, Caribe e Africa (ANDRADE et al., 2012). E conhecida
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popularmente como apazoto-de-zorro, anamu, tipi ou hierba-de-gallinitas, na Argentina,;

guinea henweed na Jamaica; ipasina em Honduras; mucura, chanviro ou micura no Peru;

Yvyné no Paraguai; ojausaju no Continente Africano; anamu ou jazmillo na Colémbia

(CAMARGO, 2007). No Brasil, € conhecida como guiné, pipi, anamu, raiz-de-guiné, erva-de-

guine, erva-de-tipi, tipi, amansa-senhor, erva-de-alho, gorarema, iratacaca, gorana-timbo e

mucuracaa (Figura 2) (BEZERRA, 200

6; BLAINSK et al., 2010).
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Figura 2- Imagem ilustrativa da espécie Petiveria alliacea L.

Fonte: OLIVEIRA, 2012.

Atualmente a espécie é encontrada em todos os estados do Brasil, principalmente em
locais sombrios e umidos. Sua floracdo predominante se da entre novembro e marco e sua
frutificacdo, entre abril e maio (ABREU MATOS et al., 2011). Petiveria alliacea é conhecida
até hoje como amansa-senhor, por ter sido utilizada pelos escravos a fim de proteger as
mulheres do assédio de seus senhores. PocGes a base desta planta eram administradas
parceladamente, junto com o alimento, por tempo prolongado e a vitima morria envenenada
(CAMARGO, 2007).

Apesar de seus efeitos toxicos conhecidos desde o periodo colonial, P. alliacea é ainda
hoje utilizada na medicina tradicional da América do Sul e Central para tratamento de muitas
enfermidades, devido as suas atividades anti-inflamatéria, antimicrobiana e antiparasitaria
(GUEDES et al., 2009). Entretanto, poucos estudos estdo disponiveis na literatura sobre 0s

efeitos toxicos, que poderiam respaldar sua utilizagdo segura.
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1.3.1 Metabdlitos secundérios de P. alliacea L.

Muitas substancias biologicamente ativas ja foram identificadas nas folhas e raizes de P.
alliacea. O uso de preparados a base dessa espécie € muito comum na medicina tradicional da
Ameérica do Sul e Central (GUEDES et al., 2009; SILVA et al., 2015a).

Muitas substancias ja foram caracterizadas, com distribuicdo variada nas diferentes partes
da planta, incluindo esteroides, trans-N-metil-4-metoxiprolina, benzaldeido, isoarborinol,
acido benzoico, B-sitosterol, alcool ducosilico, benzoato de benzila, lupenona, acetato de
isoarborinol, cinamato de isoarborinol, a-friedelinol, tritiolaniacina, pinitol, acido surdnico,
acidos graxos, acidos resinosos e 0s compostos sulforados. Um 6leo essencial inodoro de cor
amarelada chamado de Petiverina também foi obtido na especie (BEZERRA, 2006; KIM et
al., 2006; LUZ et al., 2016).

A partir das folhas da P. alliacea foram identificados esteroides, flavonoides, terpenoides
e polifendis. Ja nas raizes foram isolados polissulfetos, derivados da cisteina, como sulfoxidos
e sulfetos. Dentre eles, destacam-se o dissulfeto de dibenzila (DDS), dissulfeto de dipropila e
o trissulfeto de dibenzila (DTS), sendo que este Ultimo apresenta atividade antitumoral
(BLAINSKI et al., 2010; KUBEC; KIM; MUSAH, 2002).

1.3.2 Atividades biol6gicas

A espécie P. alliacea é utilizada para diversos fins medicinais em funcdo dos efeitos
biolégicos de seus constituintes, muitos ja comprovados, como hipoglicemiante
(DOMINGUEZ et al., 2002), antihelmintico (ANDRADE et al., 2012), antimicrobiano
(ANTUNES; FREITAS; ROYO, 2016; GUEDES et al., 2009), anti-inflamatério (LOPES-
MARTINS et al., 2002), estimulante e antineoplasico (HERNANDES et al., 2014; LOWE et
al., 2014).

Estudos sobre o efeito antimicrobiano e antifungico de diversas particdes de extratos
das folhas de P.alliacea em Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Bacilus subtilis, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia

coli, Candida parapsilosis, Candida albicans e Candida kefyr mostraram que a fragéo
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hidroalcoodlica foi mais efetiva quando comparada ao tratamento com extratos metandlico,
etandlico e hexanico (GUEDES et al., 2009).

A partir do conhecimento popular a respeito dos efeitos de P. alliacea sobre a melhora
da memoria, ratos Wistar receberam doses do extrato hidroalcéolico de folhas e foram
avaliados pelo teste do labirinto. Os resultados mostraram uma melhora na memoria e na
aprendizagem ao longo do tempo (SILVA et al., 2015a).

Foi observado também que o extrato hidroalcoolico das raizes causa um atraso na
implantacdo do zigoto no Gtero de ratas, porém, o extrato ndo apresentou atividade zigotoxica
e abortiva. No entanto, outros estudos relatam que o extrato de sementes estimula a contracao
uterina, induzindo ao aborto (MAIA et al., 2010).

Os extratos aquosos de caule e folha vém sendo utilizados na medicina tradicional da
Coldmbia como imunoestimulantes. Esta atividade foi avaliada através dos efeito de extratos
e suas fracBes organicas em células dendriticas (CD) de mondcitos humanos. Essas células
promovem uma resposta imune adaptativa, através da ativagdo de linfdcitos T induzindo uma
resposta efetora dependendo do nivel de diferenciacdo. Esses estudos confirmaram que o
extrato aquoso e as fragBes induziram alteracbes morfoldgicas e estimularam a expressdo de
CD86, indicando a maturacdo parcial das CD. Além disso, houve a liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias tais como IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 e TNF-o (SANTANDER et al.,
2012).

Extratos brutos de folhas de P. allicea preparados com hexano, cloroférmio e etanol
foram usados na linhagem celular RBL (leucemia basofilica), para avaliar a atividade
antialérgica através da quantificagdo do efeito inibitério sobre a liberagdo de p-
hexosaminidase. Os resultados obtidos mostram que o extrato etandlico foi o Unico a
apresentar este efeito, indicando a presenca de significativa propriedade antialérgica
(GUTIERREZ, 2005).

Também foi descrita atividade antitumoral para o extrato etanélico de P. alliacea. Este
efeito tem sido atribuido a presenca de polissulfetos no extrato, incluindo o DTS, identificado
como um componente imunomodulatério e com atividade citotdxica e antiproliferativa em
células SH-SY5Y (neuroblastoma), sendo capaz de induzir apoptose por via mitocondrial
(SANTANDER et al., 2012). Além disso, o DTS inibiu o crescimento de algumas linhagens
celulares tumorais, como a K562 (leucemia humana) e A375 (melanoma humano) (URUENA
et al., 2008).
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Porém, sdo necessarios estudos sobre os potenciais toxicos, uma vez que grande parte
da populagéo acredita que, por ser um produto natural, sdo seguros e ndo possuem efeitos

colaterais.

1.4 Modelos bioldgicos em estudo

1.4.1 Linhagem celular de carcinoma pulmonar A549

A linhagem celular de carcinoma pulmonar A549 (células A549) foi isolada em 1972
por Giard DJ e colaboradores, atraves da cultura de tecido carcinomatoso pulmonar de um
homem caucasiano de 58 anos de idade. E um tipo de célula epitelial, aderente e que possui
um tempo de replicacdo de aproximadamente 22 horas, e vem sendo usada como modelo
bioldgico em testes de atividade bioldgica. (ATCC, 2016).

Esta linhagem ja tem o seu cultivo estabelecido no Laboratério de Radio e
Fotobiologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), sendo 0 seu manuseio de
baixo custo, rapido e facil. Das linhagens disponiveis é uma das mais utilizadas para estudos
in vitro de cancer de pulméo. E apesar da reducdo no diagnéstico de cancer de pulméo entre
0s homens na década de 80, entre as mulheres, esta reducdo sé foi observada alguns anos
depois, a partir do ano 2000. Ainda assim, o cancer de pulmdo é o segundo mais
diagnosticado em homens e mulheres, o que justifica a importancia de serem realizados
estudos com linhagens de carcinoma pulmonar como a A549 (SIEGEL; MILLER; JEMAL,
2016).

1.4.2 Linhagem celular de rim de macaco-verde (VERQO)

A linhagem de rim de macaco-verde (células VERO) ¢ um modelo eucarioto, que
possui uma alta taxa de proliferagdo celular mesmo sendo uma linhagem normal, além de

apresentar um baixo custo de manutencgdo. Esta entre os modelos eucarioticos mais utilizados
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como controle para estudos com células tumorais (ABID-ESSEF et al., 2004; ALBA et al.,
2016; AL-OQAIL et al., 2013; FRION-HERRERA et al., 2015; GUO et al., 2016).

As células VERO foram isolada a partir do rim de um macaco africano adulto da
espéecie Cercopithecus aethiops, em marco de 1962 por Y. Yasumura e Y. Kawakita na
Universidade de Chiba em Chiba, Japdo (ATCC, 2017). E um tipo de célula epitelial, aderente
e que vem sendo utilizada como modelo bioldgico para estudos de toxicidade de substancias
quimicas in vitro (FERNANDEZ FREIRE et al., 2005). Além disso, estudos para producéo de
vacinas utilizam essa linhagem, uma vez que esta atua como um excelente substrato (CHEN;
CHEN, 2009).

1.4.3 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae, € um organismo eucarioto unicelular, anaerobio
facultativo, pertencente ao reino Fungi (AZEVEDO, 1997). A facilidade de cultivo, a
caracterizacdo genética, as fases de crescimento caracteristicas e controlaveis e o grande
namero de ferramentas moleculares disponiveis, tornam a S. cerevisiae um modelo biolégico
para diferentes estudos sobre perturbacdes ambientais, drogas terapéuticas, reparo de DNA,
mecanismos de resposta ao estresse oxidativo, avaliagdo de mutagénicos quimicos, funcoes
mitocondriais, recombinacdo genética, deslocamento intracelular de proteinas, controle do
ciclo celular, degradacdo de proteinas, etc (MAGER; WINDERICKX, 2005; SILVA et al.,
2015b; TERZIYSKA; WALTSCHEWA; VENKOQV, 2000).

Uma vez que S. cerevisiae possui 40% de proteinas com sequéncias homologas a
proteinas humanas. E 31% dos genes reconhecidos como causadores de doencas em humanos,
apresentam homologos funcionais com genes de leveduras, tornando-se assim um modelo
para estudo de doencas humanas (FOURY, 1997; MAGER; WINDERICKX, 2005; SLETTA
etal., 2011).

S. cerevisiae é também descrita como sendo uma boa ferramenta em estudos para
avaliar o potencial mutagénico e genotdxico de plantas medicinais (SANTOS et al., 2012;
SILVA et al., 2015b). Os ensaios de mutagénese séo feitos com base no gene CANL1. Este
gene localiza-se no brago curto do cromossomo V, e codifica a proteina arginina permease
(CAN1p) (OPEKAROVA et al., 1998). A permeabilidade celular controlada pelo gene CAN1

é mediada por uma proteina associada a membrana celular. Durante o crescimento em meio
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minimo, a permease da arginina é o Unico sistema de transporte desse aminoacido para dentro
da célula (BROACH; STRATHERN; HICKS, 1979; WHELAN; GOCKE; MANNEY,1979).
O transporte da arginina atraves da membrana plasmatica em levedura é mediado pela enzima
permease que € codificada pelo gene GAP1 e pelo gene constitutivo altamente especifico
CAN1. O gene CAN1 de S. cerevisiae possui grande afinidade e especificidade pelo
aminoacido arginina e também apresenta afinidade pela lisina (MATIEKOVA;
SYCHROVA, 1997).

Linhagens de levedura com o gene CAN1 funcional, sdo sensiveis a um aminoacido
analogo a arginina, que foi isolado da leguminosa Canavalia ensiformis na forma de L-
canavanina. A L-canavanina é um potente inibidor do crescimento de muitos microrganismos,
incluindo S. cerevisiae (BROACH; STRATHERN; HICKS, 1979; WHELAN; GOCKE;
MANNEY, 1979). A célula produzindo a permease da arginina incorpora 0 aminoacido
arginina e por consequéncia a L-canavanina, caso esteja presente no meio, 0 que provocara
inibicdo do crescimento celular enquanto o gene CANL1 estiver sendo expresso. Porém, se 0
gene CANL1 estiver mutado, deixa de produzir a arginina permease, ndo permitindo a entrada
da L-canavanina, fazendo com que ocorra crescimento celular apds alguns dias de incubacéo
(BROACH; STRATHERN; HICKS, 1979; WHELAN; GOCKE; MANNEY,1979).

A deteccdo de atividades toxicas e/ou mutagénicas, em leveduras, é uma medida
prioritaria para avaliar o risco no uso de diversos agentes que induzem lesdes no DNA,
inclusive aquelas que podem ser causadas por plantas medicinais (Silva et al., 2015).

Muitas lesdes podem ser oxidativas, estando este estresse oxidativo associado a
fendmenos bioldgicos degenerativos como o cancer e o envelhecimento (BOITEUX &
RADICELLA, 2000). Contudo, as células possuem estratégias para combater especificamente
a formacdo e permanéncia de lesdes oxidativas no DNA. Uma delas € baseada em
mecanismos enzimaticos de reparacdo de DNA, capazes de eliminar danos causados a
estrutura do DNA e restabelecer a informacéo genética original (FRIEDBERG et al., 2006).
Se as lesdes ndo forem eliminadas, elas poderdo conduzir a fixacdo de mutacBes. Estas
mutacdes constituem uma das etapas do processo de carcinogénese, uma vez que elas podem
alterar as funcdes celulares, conferindo um poder oncogénico ou inativando genes supressores

de tumor.

1.5 Justificativa
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Este trabalho visa ampliar os conhecimentos sobre P. alliacea, uma vez que grande
parte da populagéo que faz uso desta espécie ndo tem conhecimento dos seus possiveis efeitos
toxicos. Tornando-se necessario estudos mais aprofundados dos efeitos biologicos dos

extratos dessa planta.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os potencias antineoplasico, citotxico e mutagénico do extrato etanolico de

folhas secas de Petiveria alliacea L.

2.2 Especificos

- Avaliar a citotoxicidade do extrato etandlico de P. alliacea L. aplicando as metodologias de
exclusdo por azul de Tripan e WST-1 nas linhagens A549 e VERO.
- Analisar a potencialidade antineoplésica do extrato etanolico de P. alliacea L., através da

metodologia de recuperacdo clonogénica nas linhagens A549 e VERO.

- Avaliar os niveis de producdo de espécies reativas de oxigénio em resposta ao extrato
etandlico de P. alliacea L., nas linhagens A549 e VERO, através da metodologia de
citometria de fluxo.

- Determinar a potencialidade citotoxica do extrato etandlico de P. alliacea L., através de
curva de sobrevivéncia em S. cerevisiae FF18733 e CD138.

- Determinar a influéncia do extrato etandlico de P. alliacea L., no crescimento de S.
cerevisiae FF18733 e CD138.

- Determinar a potencialidade mutagénica do extrato etanélico de P. alliacea L., atraves do
ensaio de mutagénese (sistema de resisténcia a canavanina), em S. cerevisiae FF18733 e
CD138.

-Avaliar da perda de funcdo mitocondrial, em S. cerevisiae FF18733 e CD138, através da

quantificacdo do aumento na frequéncia de col6nias petites.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material botanico

Amostras de folhas foram obtidas a partir de plantas envazadas, mantidas no telado do
Nucleo de Biotecnologia Vegetal (NBV) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(UERJ). Essas plantas foram coletadas em propriedades particulares no municipio de Niterdi,
RJ (22°53°55°. 95> S e 43°05° 09.37” O elev 54m). Um exemplar representativo foi
depositado no Herbario da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (HRJ 11.710). As folhas
foram coletadas

no més de agosto de 2015 para o preparo dos extratos.

3.1.1 Preparo do extrato vegetal

O extrato vegetal utilizado neste trabalho foi preparado no Laboratorio de Pesquisa em
Produtos Naturais (LPPN) pertencente ao NBV/UERJ. As folhas de P. alliacea foram pesadas
em balanca de precisdo para a obtencdo do peso fresco que foi de 14 g, posteriormente
lavadas em &gua corrente e desidratadas em estufa, por 24 horas, entre 45° e 50°C. O material
seco (3,720 g) foi macerado com as méaos e colocado em frasco Erlenmeyer juntamente com
1L do solvente Etanol P.A. O frasco foi lacrado com parafilme e mantido por sete dias
protegido da luz na capela de fluxo laminar. Na sequéncia, o material foi filtrado com auxilio
de funil, e acrescentou-se mais 1L etanol ao frasco, o qual foi deixado por mais sete dias na
capela. Foram realizadas trés extracdes a exaustdo. Posteriormente, todo o material filtrado foi
submetido a evaporacdo rotativa, a 50°C, para eliminacdo do etanol e obtencdo do extrato
bruto. O contetdo final teve seu rendimento determinado (1g) e o extrato foi diluido em
dimetilsulfoxido (DMSO) a 1% em &gua. Em seguida o extrato diluido foi mantido em

refrigeracdo no freezer (-19°C) até 0 momento dos experimentos.

3.2 Obtencéo da linhagem celular de carcinoma pulmonar (A549) e da linhagem de rim
de macaco-verde (VERO)
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As celulas selecionadas para o estudo foram gentilmente cedidas pela Doutora
Alessandra Saliba, do Departamento de Patologia e Laboratorios da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UERJ. Amostras previamente armazenadas em nitrogénio liquido, foram
descongeladas em &gua estéril a 37°C por 10 minutos. Em seguida, as células foram
transferidas para garrafas de cultura de 25 cm? acrescido de 5 mL de meio F12 para a
linhagem A549 e 5 mL de meio MEM para a linhagem VERO e incubados a 37°C em
atmosfera com 5% de CO: por 24 horas. Ambos os meio nutritivos foram acrescidos de
fungizona e gentamicina e suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB). Apoés este
periodo foi feita a troca do meio de cultura. A composicdo das solucBes e dos meios de
cultura utilizados encontram-se descritas no Apéndice.

Para as subculturas, o0 meio nutriente foi retirado e as garrafas lavadas duas vezes com
solucéo salina de tampéo fosfato (PBS). Em seguida foi adicionada solucéo de tripsina-EDTA
(ver quadro 4 no apéndice) e as culturas foram incubadas a 37°C até que as células se
soltassem da superficie da garrafa. A seguir foi acrescentado meio de cultura suplementado,
para inativacdo da tripsina. Ap6s homogeneizacédo, as células foram transferidas para o tubo
conico e centrifugadas a 1500 rpm, 37°C, por 10 minutos. Ap6s descarte do sobrenadante o
precipitado foi suspenso em 1mL de meio de cultura. Na sequéncia, o numero de células foi
quantificado com o auxilio de cAmara de Neubauer e 1x10° células foram distribuidas em
novas garrafas de cultura, as quais foram mantidas a 37°C em atmosfera com 5% de COx,
(American Type Culture Collection ATCC, 2016).

3.3 Avaliacéo da citotoxicidade em linhagem celular de carcinoma pulmonar (A549) e da
linhagem de rim de macaco-verde (VERO)

3.3.1 Tratamento das células com o extrato etandlico de folhas de P. alliacea

As células foram submetidas ao tratamento com tripsina-EDTA (ver item 3.2) e uma
aliquota (10 pL) foi retirada e incubada, com 10 pL de azul de tripan (0,4%), para contagem
das células viaveis em cadmara de Neubauer. Em seguida, as células foram depositadas em
placas de 24 pocos, onde a concentracdo inicial foi de 1x10° células por pogo, acrescidas de

500 pL de meio de cultura. As culturas foram incubadas a 37°C por 24 horas, para a
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ocorréncia da adesdo celular. Apés esse periodo, as células foram lavadas duas vezes com
PBS, a 37°C. Células da linhagem A549 foram incubadas com o extrato de folhas de P.
alliacea em diferentes concentracdes (10; 15; 20; 25; 30; 35; 40pg/mL) para determinacéo da
viabilidade celular com azul de tripan. A partir dos resultados obtidos neste experimento foi
calculada a ICsp (concentragdo que reduz a viabilidade em 50%) e estd concentracdo foi
testada na linhagem VERO. A doxorrubicina na concentragdo de 10nM foi utilizada como
controle positivo por ser um farmaco amplamente utilizado na quimioterapia de tumores
solidos (KIM et al.,, 2010). A fim de comprovar que os efeitos observados fossem
provenientes unicamente dos componentes do extrato vegetal, foi realizado um controle com
DMSO 1% em meio de cultura. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, em
atmosfera com 5% de CO2 (MORAES et al., 2011).

3.3.1.1 Ensaio de viabilidade celular por exclusdo em azul de tripan

Apds o tratamento descrito no item 3.3.1, 0 sobrenadante foi recolhido e as células
lavadas com PBS a 37°C. Em seguida, foi acrescentada a solucéo de Tripsina-EDTA, a 37°C,
e, apos 2 minutos, foi adicionado meio com SFB (10%), realizando-se fluxo-refluxo com o
pipetador para que as células soltassem do fundo da placa. A suspensdo celular, foi recolhida
e centrifugadas (1500 rpm), por 10 minutos a 37°C. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado suspenso em meio de cultura, sendo retirada uma aliquota (10uL)
de cada tubo e incubada com 10pL de azul de tripan (0,4%). A seguir, uma aliquota (10pL)
foi aplicada na camara de neubauer, para contagem de células viadveis e inviaveis em
microscopio oOptico invertido. A distincdo foi feita pela coloracdo, uma vez que as células
viaveis excluem o corante, pois 0 mesmo ndo atravessa membranas integras, devido a
permeabilidade seletiva das mesmas, e as invidveis assumem a coloracdo azul, pois tém as
suas membranas danificadas, ocorrendo o fluxo de corante para o interior das mesmas

(FIDALGO et al., 2009). Foram feitos trés experimentos em quintuplicata.

3.3.2 Ensaio de viabilidade por WST-1
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As células foram submetidas ao tratamento com tripsina (ver item 3.3.1) e uma
aliquota (10 pL) foi retirada e incubada com 10 puL de azul de tripan (0,4%), para contagem
das celulas viaveis em camara de Neubauer. Em seguida, as células foram depositadas em
placas de 96 pocos, onde a concentragdo inicial foi de 1x10° células por poco, acrescidos de
150uL do meio de cultura. As culturas foram entdo incubadas a 37°C, por 48 horas, para
ocorréncia da adesdo celular. Apds esse periodo, foi feito o tratamento com o extrato de P.
alliacea L. nas mesmas concentracfes utilizadas anteriormente. As células foram novamente
incubadas em estufa por 24 horas. Posteriormente, foi acrescentado 10 puL do reagente WST-1
e a placa foi levada para a estufa por 30 minutos. Logo apos, a placa foi lida com o auxilio de
um espectofotdmetro (leitor de Elisa) (Polaris leitora de microplacas), onde o comprimento de
onda primario foi de 450 nm e o secundario de 630 nm. Neste ensaio colorimétrico, avalia-se
a capacidade da mitocondria de transformar o sal tetrazolium (4-[3-(4-iodophenil)-2-(4-
nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzeno disulfonato) no corante formazam. Essa converséo é
realizada pela enzima mitocondrial succinato-tetrazolium redutase e somente ocorre em
células viaveis. Para o ensaio foi utilizado o protocolo do fabricante (com modificacdes)
(ROCHE APPLIED SCIENCE. Cell proliferation reagente WST-1,2016). Foram feitos trés

experimentos em quintuplicata.

3.3.3 Recuperacdo clonogénica

Para a avaliacdo do potencial antineoplasico do extrato de P. alliacea L., foram
selecionadas 300 células viaveis a partir dos ensaios de viabilidade por azul de tripan. Essas
celulas foram incubadas na estufa, a 37°C em atmosfera de 5% de CO: por dez dias, em
garrafas de cultura de 25 cm? com meio de cultura suplementado. No quinto dia, 0 meio de
cultura foi retirado e acrescentou-se mais 5mL de meio. Logo apés esse periodo, 0 meio foi
vertido e as células foram lavadas, duas vezes, com PBS, a 37°C. Em seguida, foram
adicionados em cada garrafa 5 mL de solucdo de fixacdo, por 30 minutos. Posteriormente, a
solucéo de fixacgdo foi vertida, sendo adicionados 5 mL de solucdo corante, por 30 minutos
(ver Apéndice). Subsequentemente, a solucdo corante foi descartada e as garrafas foram
mantidas & temperatura ambiente por 24 horas, para a total evaporacdo da solucdo corante.
Em seguida, foi realizada a contagem dos aglomerados celulares com o auxilio de uma lupa

(SANTOS, 2011). Foram realizados quatro experimentos em triplicata. Através deste ensaio,
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avaliou-se a capacidade mitogénica celular apds o tratamento, mostrando um efeito bioldgico
mais amplo, para avaliacdo da citotoxicidade.

3.3.4 Deteccdo de espécies reativas de oxigénio por DCFH-DA

As linhagens celulares foram tratadas durante 24 horas com a ICso obtida nos ensaios
de viabilidade. Logo apds, foram submetidas ao tratamento com a solucdo de tripsina- EDTA,
inativadas com meio suplementado com SFB e centrifugadas a 1500 rpm, por 5 minutos, a
25°C. Em seguida, foi descartado o sobrenadante e acrescentado PBS ao precipitado. As
celulas foram filtradas duas vezes em membrana de nylon 70 um (Corning) e contadas em
camara de Neubauer. Apds a contagem, foi transferido um volume correspondente a
1x10°células para um tubo FACS e centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos, 25°C. O
sobrenadante foi descartado e o tubo FACS foi mantido na vertical, com a abertura voltada
para baixo, até que o excesso de PBS seja retirado. Posteriormente foram adicionados 10 pL
de DCFH-DA (BioLegend) e o tubo foi incubado por 10 minutos, a temperatura ambiente e
protegido da luz, pois 0 marcador é fotossensivel. Passado esse periodo, foram adicionados
500 pL de PBS e a amostra foi avaliada por citometria de fluxo com 10.000 eventos sendo
contados no citbmetro de fluxo FACScan (BD Biosciences). Os dados obtidos foram
analisados no programa CELL Quest (BD Biosciences). Neste ensaio, 0 reagente
diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCFH-DA) (Invitrogen) que é permeével a membrana
celular e na presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs) é oxidado no interior da célula,
produz um composto fluorescente, 2", 7°- diclorofluoresceina (DCF) que é detectada pelos
sensores do citometro (SRIVASTAVA et al., 2010).

3.4 Cepa FF18733 e CD138 de Saccharomyces cerevisiae

Neste trabalho foram utilizadas duas cepas de levedura, a cepa selvagem FF18733 que
é proficiente nos mecanismos de reparo e a cepa mutante CD138 que possui deficiéncia no

gene OGG1 que codifica a DNA glicosilase oggl que faz a remocéo de lesdes do tipo 8-o0xo-
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G. As caracteristicas genéticas de relevancia para este trabalho e respectivas referéncias
bibliogréaficas estdo relacionadas no Quadro 1.

Quadro 1: Cepas de leveduras utilizadas no presente trabalho

Designacéo da cepa de

. Genotipo Origem
S. cerevisiae
FF18733 MATa, leu2-3-112, trp1-289, HEUDE; FABRE,1993
his7-2, ura3-52, lys1-1
CD138 FF18733 com ogglA:: TRP1 THOMAS et al., 1997

As cepas foram mantidas em estoque contendo a cultura na fase estacionéria, em

glicerol estéril 87% (Merck) na proporcéo de 1:1, a -70°C, sendo renovadas a cada 12 meses.

3.4.1 Obtencdo das culturas de S. cerevisiae

Inicialmente, as culturas foram transferidas do estoque a -70°C para Erlenmeyers
contendo meio YPG liquido, durante 24 horas a 28°C e mantidas sob agitagdo (120rpm) até
alcangarem a fase estaciondria de crescimento (107 células/mL).

Para obtencédo das culturas utilizadas nos experimentos, foram feitos repiques a partir
da amostra ja crescida, na proporcdo de 1:100 em meio YPG liquido, mantidos a 28°C, sob
agitacdo, por 48h. A densidade Gtica da cultura foi medida no comprimento de onda de
600nm (DO s0onm) € 0 NUmero de células viaveis foi determinado (DOsoonm= 1, corresponde a
~107 células/ml). As células foram lavadas duas vezes, por centrifugacdo durante 10 minutos

a 200xg, 20°C e suspensas em PBS.

3.5 Efeito do extrato etandlico de P. alliacea na sobrevivéncia de S. cerevisiae

Para avaliar a capacidade citotdxica do extrato, aliquotas (2mL) de suspensdes das cepas
de S. cerevisiae, na fase estacionaria de crescimento, foram suspensas em PBS e incubadas

com o extrato vegetal nas concentragdes de 5; 7,5 e 10ug/mL, ou com os controles DMSO
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1%, PBS, ou 4-nitroquilonina 1-oxido (4NQO) na concentragdo de 1 pg/mL, um agente
citotoxico, genotoxico e mutagénico (FRONZA et al., 1992).

A incubacdo das cepas, tratadas ou ndo, foi realizada a 28°C, sob agitacdo constante, por
60 minutos. Ap6s o tempo de incubacdo, aliquotas foram diluidas em PBS e semeadas
(100uL) em placas contendo meio YPG gelificado (2,2% agar). Em seguida, as placas foram
incubadas em estufa a 28°C, ao abrigo da luz, por 48 horas. Posteriormente foram contadas as
unidades formadoras de colonias (UFC).

Uma vez obtido o numero de sobreviventes para cada tempo de incubacdo, as fraces de
sobrevivéncia (FS = N/No) foram calculadas, dividindo-se o nimero de células viaveis apos o

tempo de tratamento (N), pelo nimero de células viaveis no tempo zero (No).

3.6 Efeito do extrato etandlico de P. alliacea no crescimento de S. cerevisiae

Este ensaio tem como objetivo verificar se na presenca do extrato etandlico de P.
alliacea ocorre uma alteracdo no crescimento normal das cepas S. cerevisiae. Apos a obtencédo
das culturas na fase estaciondria de crescimento (ver item 3.4.1), foi realizado um pernoite de
24 horas para obtencdo das culturas para este ensaio. Apos a leitura da DO conforme descrito
no item 3.5.1, foi realizada uma diluicdo (1:10) com o objetivo de iniciar o experimento
sempre com mesmo numero de células e, a partir desta diluicdo, foram retirados 5SulLe
colocados em tubos de ensaio, contendo 2mL de meio YPG (~10%células/mL). Cada tubo com
a cultura diluida foi incubado com 3uL do extrato (ICsp) ou com o controle. As amostras
foram submetidas a agitacdo (120 rpm), por 48 horas, a 28°C. Para o estabelecimento da curva
de crescimento, aliquotas foram retiradas apds 48h, diluidas e semeadas em meio YPG
gelificado e incubadas por 48 horas, a 28°C, para crescimento das col6nias, contagem e
construcdo da curva de viabilidade celular.

3.7 Avaliagéo da potencialidade mutagénica do extrato etandlico de P.alliacea

Para a avaliagdo da capacidade mutagénica do extrato nas culturas de S. cerevisiae, as

células foram tratadas com extrato (ICso), em PBS estéril (ver item 3.6). Depois de 48 horas,
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aliquotas de 1mL (=107 células/mL) foram centrifugadas e suspensas em 250uL de PBS. Em
seguida foram semeadas em placas de Petri contendo meio YNBD gelificado e suplementado
com aminodcidos e bases nitrogenada (uracila) requeridos pela cepa em estudo e com
canavanina (60mg/L). Apos esta etapa, as placas foram incubadas em estufa (28°C), por 48h,
e posteriormente, as UFC foram quantificadas para ser feito o célculo da mutagénese (SILVA
etal., 2015b).

O niimero de col6nias mutantes (Can®) foi calculado pela a razdo entre as médias dos
ntmeros de mutantes em 107 células e a média da sobrevivéncia. O valor foi expresso como a

frequéncia de mutantes em 107 células (Can®/107 células).

3.8 Avaliagéo de perda da atividade mitocondrial em presenca do extrato de P. alliacea

em S. cerevisiae

As culturas de S. cerevisiae, tratadas, ou ndo, com diferentes concentracdes do extrato,
foram semeadas em placas de Petri contendo YPG gelificado e incubadas a 28°C. Apds 5 dias,
as UFC foram contadas e, logo em seguida, cuidadosamente vertidos 7 mL de tampéo fosfato
com agar (0,7%) contendo TTC (2,3,5-trifenil-tetrazolio) (0,05%), a 55°C, sobre as coldnias
de células. Apo6s 15-20 minutos, tempo necessario para gelificacdo do agar, as colénias que
apresentaram cor branca foram contadas.

Este ensaio tem como objetivo verificar a frequéncia de inducdo de coldnias petites na
cepa de S. cerevisiae, empregando o teste do cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC). Neste
teste, através da diferenca de coloracdo, colénias que perderam a funcdo mitocondrial
chamada petites (apresentam cor branca) serdo distinguidas daquelas que apresentarem seu
metabolismo respiratério intacto (apresentam cor vermelha) (CHEN; CLARK-WALKER,
2000; OGUR; JOHN; NAGAI, 1957).

3.9 Analise estatistica

A analise estatistica em cada um dos ensaios experimentais, foi realizada utilizando o

programa Graphpad InStat 4.0 adotando um nivel de confianca de 95%. Os dados obtidos em
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cada experimento foram testados quanto a sua normalidade e, em seguida, foi aplicada a
andlise de variancia (ANOVA oneway) para comparar mais de duas amostras e o pds teste de
comparacOes multiplas de Tukey. O teste t de Student foi utilizado afim de comparar apenas
duas amostras.

Para a determinacdo dos valores de 1Cso (concentragdo que reduz a viabilidade em

50%) foi utilizado o software Excel®.
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4 RESULTADOS

4.1 Experimentos com as linhagens celulares de carcinoma pulmonar (A549) e de rim de
macaco-verde (VERO)

4.1.1 Exclusdo por azul de tripan na linhagem A549

Os resultados obtidos mostram a diminuicdo estatisticamente significativa da taxa de
sobrevivéncia das células A549 tratadas com o extrato etandlico de P. alliacea, em relacdo ao
controle, em todas concentragdes testadas. Uma amostra de células incubadas com
doxorrubicina (10nM) foi usada como controle positivo. N&o houve diferenga significativa
entre as concentracfes de 15ug/mL, 20pg/mL e doxorrubicina 10nM; e também entre as de
35ug/mL e 40pg/mL (Figura 3). Para calcular a concentracdo que inibe 50% (ICso) da
viabilidade celular, foi utilizado o software Excel no qual foi determinado a equacao da reta
(ver figura), e o resultado foi um R= 0,9789. A ICs calculada (25pg/mL) foi igual ao ICso
experimental. O DMSO 1%, utilizado para diluir o extrato, também foi testado nas células e

ndo se mostrou citotdxico em relacdo ao controle.
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Figura 3 - Fragdo de sobrevivéncia da linhagem celular A549, tratada com extrato etandlico

de folhas de P. alliacea.
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Legenda: Avaliacdo realizada pelo ensaio de exclusdo pelo azul de tripan apos 24h de tratamento com diferentes
concentragdes do extrato de P. alliacea. Os resultados expressam a média + desvio padrdo de trés experimentos,

com quintuplicatas. Letras diferentes significam diferenga estatisticamente significativa (p< 0,05).

4.1.2 Excluséo por azul de tripan na linhagem VERO

Os resultados demonstram que houve uma diminuigéo estatisticamente significativa

da taxa de sobrevivéncia da linhagem VERO tratada com a ICso (25ug/mL) que foi obtida no

ensaio de exclusdo com azul de tripan para a linhagem A549, quando comparada ao controle

(Figura 4). O DMSO 1%, utilizado para diluir o extrato, também foi testado nas células e nao

se mostrou citotoxico em relacdo ao controle.
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Figura 4 - Fracdo de sobrevivéncia da linhagem celular VERO tratada com extrato etandlico

de folhas de P. alliacea.
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Legenda: Avaliacéo realizada pelo ensaio de exclusdo pelo azul de tripan ap6s 24h de tratamento com a ICsp
(25ug/mL) do extrato de P. alliacea. Os resultados expressam a média *+ desvio padrdo de trés experimentos,
com quintuplicatas. Letras diferentes significam diferenga estatisticamente significativa (p< 0,05).

4.1.3 Ensaio de viabilidade WST-1 na linhagem A549

Através dos resultados obtidos, foi possivel observar a diminuicdo estatisticamente
significativa da taxa de sobrevivéncia das células A549, tratada com o extrato etandlico de P.
alliacea, em relacdo ao controle, em todas as concentracOes testadas. Ndo houve diferenca
significativa entre as concentracdes de 10ug/mL e 15ug/mL; o mesmo foi observado para as
concentracdes de 30ug/mL e 35ug/mL. Porém as concentracdes de 10ug/mL e 15ug/mL ndo
séo diferentes do controle positivo, doxorrubicina 10nM (Figura 5). Para calcular a ICs foi
utilizado o software Excel com aplicacdo da equacdo da reta, onde R=0,9114 e a ICxo
calculada foi 23,875ug/mL e a ICso experimental foi de 20upg/mL. Esta concentragdo
apresentou-se mais citotoxica do que o controle positivo. O DMSO 1%, mesma concentracdo
utilizada para diluir o extrato, também foi testado nas células A549 e ndo se mostrou

citotoxico em relacdo ao controle.
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Figura 5 - Fracdo de sobrevivéncia da linhagem celular A549 tratada com extrato etandlico de
folhas de P. alliacea.
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Legenda: Avaliacdo realizada pelo ensaio de WST-1 apds 24h de tratamento com diferentes concentra¢bes do
extrato de P. alliacea. Os resultados expressam a média + desvio padrdo de trés experimentos, com
quintuplicatas. Letras diferentes significam diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05).

4.1.4 Ensaio de viabilidade WST-1 na linhagem VERO

De acordo com a figura 6, os resultados obtidos demonstram que houve uma
diminuig&o estatisticamente significativa da taxa de sobrevivéncia da linhagem VERO tratada
com a ICsg (20pg/mL), obtida no experimento anterior, quando comparadas ao controle
(Figura 6). O DMSO 1%, na concentracao utilizada para diluir o extrato também foi testado

nas células A549, ndo se mostrou citotdéxico em relagdo ao controle.
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Figura 6 - Fracdo de sobrevivéncia da linhagem celular VERO tratada com extrato etandlico
de folhas de P. alliacea.
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Legenda: Avaliacdo realizada pelo ensaio de WST-1 ap6s 24h de tratamento com a 1Cso (20ug/mL) do extrato de
P. alliacea. Os resultados expressam a média + desvio padrdo de trés experimentos, com quintuplicatas. Letras
diferentes significam diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05).

4.1.5 Recuperacdo clonogénica com a linhagem A549

Os experimentos de recuperacdo clonogénica foram realizados incubando as células
com o extrato de folhas de P. alliacea nas concentracdes de ICso obtidas nos ensaios de
viabilidade. Os resultados demonstram que a concentracdo de 20ug/mL, quando comparada
com a concentracdo de 25ug/mL, (ICso obtidas no ensaio de exclusdo por azul de tripan e
WST-1 respectivamente), ndo possuem diferencas estatisticamente significativas. Porém
guando comparadas ao controle as diferencas séo significativas (Figura 7). As células tratadas
com o0 DMSO 1%, concentracéo utilizada para diluir o extrato, ndo apresentaram diminui¢ao

da capacidade mitogénica.

Figura 7 - Avaliagdo da capacidade mitogénica da linhagem celular A549 tratada com
0 extrato etanolico de folhas de P. alliacea.
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Legenda: Avaliacdo realizada pelo ensaio de recuperacdo clonogénica 10 dias ap@s tratamento com as
concentragdes de ICsq do extrato de P. alliacea encontradas nos ensaios de viabilidade. Os resultados expressam
a média + desvio padrdo de trés experimentos, com quintuplicatas. Letras diferentes significam diferenca
estatisticamente significativa (p< 0,05).

4.1.6 Recuperacdo clonogénica com a linhagem VERO

Os resultados obtidos demonstram que ndo héa diferenca estatisticamente significativa,
10 dias ap6s o tratamento com a maior concentracdo de ICso do extrato etandlico de P.
alliacea, quando comparada ao controle (Figura 8). As células tratadas com 0 DMSO 1%,
concentracdo utilizada para diluir o extrato, ndo apresentaram diminuicdo na capacidade

mitogénica.

Figura 8 - Avaliacdo da capacidade mitogénica da linhagem celular VERO, tratada
com o extrato etandélico de folhas de P. alliacea.
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Legenda: Avaliagdo realizada pelo ensaio de recuperagdo clonogénica ap6s 10 dias de tratamento com a maior
concentragdo de ICso do extrato de P. alliacea encontrada nos ensaios de viabilidade. Os resultados expressam a
média + desvio padrdo de trés experimentos, com quintuplicatas. Letras diferentes significam diferenga
estatisticamente significativa (p< 0,05).

4.1.7 Producéo de espécies reativas oxigénio na linhagem A549

De acordo com figura 9, foi possivel observar a diminuicdo estatisticamente
significativa da taxa de producdo de espécies reativas de oxigénio nas células A549, quando

tratadas com o extrato de etandlico de P.alliacea na concentracdo 25ug/mL.

Figura 9 - Deteccdo da taxa de produgdo de espécies reativas oxigénio na linhagem
Ab549 tratada com o extrato etandlico de folhas de P. alliacea.
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Legenda: Taxa de producdo de espécies reativas de oxigénio detectadas pelo corante DCFH-DA, por citometria
de fluxo, na linhagem A549 tratada com o extrato etanolico de P. alliacea. Os resultados expressam a média +
desvio padrdo de seis experimentos. Letras diferentes significam diferenca estatisticamente significativa (p<
0,05).

4.1.8 Producéo de espécies reativas oxigénio na linhagem VERO

De acordo com a figura 10, foi possivel observar a diminuicdo estatisticamente
significativa da taxa de producdo de espécies reativas de oxigénio nas células VERO, quando

tratadas com o extrato de etandlico de P. alliacea na concentragéo 25pg/mL.

Figura 10 - Deteccdo da taxa de espécies reativas oxigénio na linhagem VERO, tratada

com o extrato etanélico de folhas de P. alliacea.
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Legenda: Taxa de producdo de espécies reativas de oxigénio detectadas pelo corante DCFH-DA, por citometria
de fluxo, na linhagem VERO tratada com o extrato etanélico de P. alliacea. Os resultados expressam a média +
desvio padrdo de seis experimentos. Letras diferentes significam diferenca estatisticamente significativa (p<
0,05).

4.2 Experimentos com as cepas FF18733 e CD138 de Saccharomyces cerevisiae

4.2.1 Estudos para avaliar a sobrevivéncia da cepa FF18733 apds exposicdo ao extrato de P.
alliacea

Na figura 11, é possivel observar a diminuicdo significativa da fracdo de sobrevivéncia
da cepa FF18733 (selvagem) de S. cerevisiae, tratada com diferentes concentracdes do extrato
etandlico de P. alliacea, quando comparadas aos controles (DMSO1%, PBS e 4NQO (1
png/mL)). Para calcular a ICsp foi utilizado o software Excel com aplicacdo da equagédo da
reta, onde R=0,991 e a ICsg calculada foi 9,93ug/mL e a ICso experimental foi 10pug/mL. O
DMSO 1%, concentracdo utilizada para diluir o extrato, também foi testado na cepa e ndo se

mostrou citotoxico, em relagédo ao controle com PBS (p<0,05).

Figura 11 - Fracdo de sobrevivéncia da cepa FF18733 de S. cerevisiae submetida ao

tratamento com diferentes concentragdes do extrato etandlico de P. alliacea.
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Legenda: Avaliacdo realizada pelo ensaio de sobrevivéncia da cepa FF18733 apds 60 min de tratamento com
diferentes concentragdes do extrato de P. alliacea. Os resultados expressam a média + desvio padrdo de trés
experimentos, com quintuplicatas. Letras diferentes significam diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05).

4.2.2 Estudos para avaliar a sobrevivéncia da cepa CD138 ap0s exposicio ao extrato de P.

alliacea

De acordo com a figura 12, foi possivel observar a inativacdo celular, estatisticamente
significativa, da cepa CD138 (mutante) de S. cerevisiae tratada com as diferentes
concentragfes do extrato. Também foram observados diferencas quando comparadas ao
controle e ao 4NQO. O DMSO 1% ndo apresentou diferencga estatisticamente significativa
quando comparado ao controle com PBS. A ICso calculada foi 7,13ug/mL e a ICso

experimental foi 7,5ug/mL.

Figura 12 - Fracdo de sobrevivéncia da cepa CD138 de S. cerevisiae submetida ao tratamento

com diferentes concentracfes do extrato etanolico de P. alliacea.



45

=
N

a Y= 0,0604x + 0,9868
a R2= 0,0868

-
|

0
o
[=
208
>
g
(V)
8 06 d m DMS01%
(%]
[} € PBS
©
S 04 b == 04NQO
S, =
E = =5ug/mL
0,2 =
= =7,5ug/mL
0 = = =10pg/mL
DMS01% PBS 4NQO 5ug/mL 7,5ug/mly  10pg/mL
Concentragoes

Legenda: Avaliacdo realizada pelo ensaio de sobrevivéncia da cepa CD138 ap6s 60 min de tratamento com
diferentes concentragdes do extrato de P. alliacea. Os resultados expressam a média + desvio padrdo de trés
experimentos, com quintuplicatas. Letras diferentes significam diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05).

4.2.3 Estudo para avaliar o crescimento na cepa FF18733 de S. cerevisiae em presenca do
extrato de P. alliacea

Os resultados apresentados na figura 13 mostram gque ndo houve alteracdo significativa
na taxa de crescimento induzida pelo extrato (ICsp 10pg/mL), quando comparado aos
controles (PBS, DMSO 1%).

Figura 13 - Crescimento da cepa FF18733 S. cerevisiae (selvagem) na presenca do extrato

etandlico de P. alliacea.
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Legenda: Avaliagdo realizada pelo ensaio de crescimento da cepa FF18733 apds 48h de tratamento com a ICsp
(10ug/mL) do extrato etandlico de P. alliacea. Os resultados expressam a média + desvio padrdo de trés
experimentos, com quintuplicatas. Letras diferentes significam diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05).

4.2.4 Estudo para avaliar o crescimento na cepa CD138 de S. cerevisiae em presenca do

extrato de P. alliacea

Os resultados obtidos demonstram que, em presenca do extrato etanodlico de P.

alliacea (ICsp), houve uma diminuicdo estatisticamente significativa na taxa de crescimento

induzida pelo extrato, quando comparado aos controles (PBS, DMSO 1%) e ao 4NQO (Figura

14).

Figura 14 - Crescimento da cepa S. cerevisiae CD138 (mutante) na presenca do extrato

etandlico de P. alliacea.
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Legenda: Avaliagdo realizada pelo ensaio de crescimento da cepa CD138 apds 48h de tratamento com a ICsp
(7,5pg/mL) do extrato etandlico de P. alliacea. Os resultados expressam a media + desvio padrdo de trés
experimentos, com quintuplicatas. Letras diferentes significam diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05).

4.2.5 Estudo para avaliar mutagénese na cepa FF18733 de S. cerevisiae em presenca do

extrato de P. alliacea

Na figura 15 encontram-se os dados referentes aos experimentos sobre mutagénese
espontanea e/ou induzida pelo extrato etandlico de P.alliacea (ICsp). Com base nesses
resultados, € possivel observar que houve um aumento significativo na taxa de mutagénese
induzida pelo extrato, quando comparada com a taxa de mutagénese espontanea e a induzida
pelo 4NQO. A cepa tratada com o DMSO 1%, para controle, ndo apresentou diferenca

significativa, quando comparada ao PBS.

Figural5 - Frequéncia de mutagénese espontanea e induzida pela exposicdo ao extrato

etandlico de P.alliacea da cepa S. cerevisiae FF18733 (selvagem).



50
40
" b
8
>
3 30 =]
(8]
=)
<
e 20
[§]
o
10
a a
0 [ -
DMS01% PBS 4NQO (1ug/mL)
Concentragoes

S
etk
S
etk
S
T
R

£
i
£
i

£
%

10pg/mL

48

B DMSO1%

PBS
O4NQO (1pg/mL)
# 10pg/mL

Legenda: Avaliacdo realizada pelo ensaio de resisténcia a L-canavanina da cepa FF18733 apds 48h de incubagdo
com a ICso (10ug/ml) do extrato etandlico de P. alliacea. Os resultados expressam a média + desvio padrdo de
trés experimentos, com quintuplicatas. Letras diferentes significam diferenga estatisticamente significativa (p<

0,05).

4.2.6 Estudo para avaliar mutagénese na cepa CD138 de S. cerevisiae em presenca do extrato

de P. alliacea

Na figura 16 é possivel observar um aumento significativo na taxa de mutagénese

induzida pelo extrato, quando comparada com a taxa de mutagénese espontanea e a induzida

pelo 4NQO na cepa CD138. A cepa tratada com o DMSO 1%, para controle, ndo apresentou

diferenca significativa, quando comparada ao PBS.
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Figura 16 - Frequéncia de mutagénese esponténea e induzida pela exposicdo ao extrato

etandlico de P. alliacea da cepa CD138 S. cerevisiae (mutante).
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Legenda: Avaliacdo realizada pelo ensaio de resisténcia a L-canavanina da cepa CD138 apds 48h de incubagdo
com a I1Cso (7,5pg/ml) do extrato etanolico de P. alliacea. Os resultados expressam a média + desvio padréo de
trés experimentos, com quintuplicatas. Letras diferentes significam diferenca estatisticamente significativa (p<

0,05).

4.2.7 Estudo para avaliar a frequéncia de colbnias petites na cepa FF18733 de S. cerevisiae na

presenca do extrato de P. alliacea

O tratamento da cepa com o extrato etanolico de P. allicea (10ug/mL) causou
instabilidade no DNA mitocontrial (mtDNA) na cepa selvagem de 18%. Indicando que houve
alteracdo no metabolismo respiratério (Figura 17). Neste estudo, 0 4NQO (controle positivo)
confirmou seu potencial oxidativo. O PBS e 0 DMSO 1%, ambos empregados como controle

negativo, ndo induziram a mutagénese mitocondrial.



50

Figura 17 - Frequéncia de colOnias petites apds a exposi¢do ao extrato etandlico de P. alliacea
da cepa FF18733 S. cerevisiae.
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Legenda: Avaliacdo realizada pelo ensaio de coloragdo com TTC com a cepa FF18733 durante 24 horas de
incubacdo com a ICs (10pg/mL) do extrato etan6lico de P. alliacea. Os resultados expressam o percentual de
coldnias petites induzidas pelo extrato

4.2.8 Estudo para avaliar a frequéncia de colbnias petites na cepa CD138 de S. cerevisiae na

presenca do extrato de P. alliacea

O tratamento da cepa CD138 com o extrato etandlico de P. allicea (ICso 7,5ug/mL)
causou instabilidade no mtDNA na cepa mutante de 29% e indicando que houve alteracdo no
metabolismo respiratorio (Figura 17). Neste estudo, 0 4NQO (controle positivo) confirmou
seu potencial oxidativo. O PBS e 0o DMSO 1%, ambos empregados como controle negativo,

ndo induziram a perda da atividade mitocondrial
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Figura 18 - Frequéncia de col6nias petites apds a exposi¢do ao extrato etandlico de P. alliacea
da cepa CD138 S. cerevisiae.
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Legenda: Avaliacdo realizada pelo ensaio de coloragdo com TTC com a cepa FF18733 durante 24 horas de
incubacdo com a ICsp (10pg/mL) do extrato etandlico de P. alliacea. Os resultados expressam o percentual de

coldnias petites induzidas pelo extrato.
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5 DISCUSSAO

Alguns trabalhos tém demonstrado a importancia do estudo com plantas que possuem
propriedades medicinais. Essas plantas conttm uma complexa mistura de substancias que
podem exercer sua acdo separada ou sinergisticamente. Em alguns desses estudos, tém sido
empregado extratos brutos e outros tém analisado substancias isoladas (ANDRADE et al.,
2012; HERNANDEZ et al., 2014; MURRAY et al., 2016; SILVA et al., 2015b; SILVA et al.,
2016). Os efeitos bioldgicos observados (antimutagénicos, antioxidantes, anti-inflamatorio,
analgesico, etc), nem sempre esclarecem totalmente o mecanismo de acdo das plantas
medicinais, sendo necessario muitos estudos para este fim. Uma vez que nao ha limites para o
uso destas plantas e o seu consumo, da maneira como vem sendo feita pelos usuéarios, pode
representar risco para a salde humana (SILVA, 2006).

Relatos etnofarmacoldgicos mostram que P. alliacea € uma das muitas espécies
utilizadas pela populagéo para o tratamento de diversas enfermidades, incluindo o cancer, mal
este que tem acometido uma grande parcela da populacdo. Porém, os mecanismos de agdo do
extrato e de seus componentes ainda ndo séo totalmente elucidados (LUZ et al., 2016).

Estudos utilizando diferentes extratos ou substancias isoladas de uma planta séo
realizados empregando ensaios in vitro e in vivo. Estes ensaios podem ter como alvo as
membranas, as mitocondrias e 0 DNA (CRUZ, 2015; SILVA, 2006).

Dentre os testes de viabilidade celular esta o ensaio de excluséo por azul de tripan, que
avalia a integridade da membrana plasmatica quando submetida a tratamentos com
substancias isoladas ou com extratos vegetais. Por meio deste ensaio foi verificado que o
extrato etanolico de folha e a fracdo acetato de etila de P. alliacea reduziram em 50% a
viabilidade celular das linhagens K562 (leucemia mieldide crbnica) e NB-4 (leucemia
promielocitica humana) nas concentragdes de 37ug/mL e 45ug/mL  respectivamente
(CIFUENTES et al., 2009).

O extrato etanolico de folhas de P. alliacea reduziu a viabilidade celular das linhagens
A357 (melanona humano), Mel Rel (melanoma murino) e K562 (leucemia mieldide cronica),
com ICso igual a 35,2pg/mL; 36,3pg/mL; 32ug/mL respectivamente (URUENA et al., 2008).
Estes trabalhos estdo em conformidade com os resultados apresentados no presente estudo.
Onde a ICso foi de 25pg/mL.

Dados da literatura mostraram pelo ensaio de viabilidade por MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-Diphenyltetrazolium Bromide), que a fragdo metandlica do

extrato etanolico de folhas de P. alliacea apresentou citotoxicidade em concentracGes que
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variaram de 7,8 a 125ug/mL para a linhagem celular 4T1 (adenocarcinoma de mama). Esta
linhagem ¢é utilizada como modelo para estudo de tumores que fazem metéstase, e a ICso foi
obtida na concentracdo de 29,3ug/mL (HERNANDES et al., 2014). O extrato metandlico
também foi capaz de induzir toxicidade a 60% da linhagem HEP (carcinoma hepatocelular)
(HERNANDES et al., 2014). Estes dados da literatura estdo em acordo com os resultados
encontrados no presente trabalho, onde o extrato etandlico de P. alliacea inibiu o crescimento
(ICs0 20 pg/mL) das células A549. Vale ressaltar que os resultados de avaliagdo da atividade
citotoxica apresentados nessa dissertacdo foram realizados através do ensaio de WST-1 que,
assim como o ensaio MTT, avalia a atividade mitocondrial.

Na literatura a fracdo metanolica do extrato etandlico de P. alliacea reduziu a
capacidade mitogénica das células apds quatorze dias de tratamento na linhagem
4T1(adenocarcinoma de mama) utilizando a 1Cso 29,3pug/mL obtida nos ensaios de
viabilidade. O mesmo ocorreu com a linhagem A357 (ICso 35ug/mL) e K562 (ICso 32ug/mL)
quando tratada com a ICso do extrato etandlico de folhas (HERNANDEZ et al., 2014). No
presente estudo, também houve uma diminuicdo da capacidade mitogénica das células A549
apos o tratamento com as ICso 20 e 25ug/mL, determinadas nos ensaios de viabilidade por
WST-1 e excluséo por azul de tripan respectivamente. Neste caso encontrou-se inibicdo da
atividade mitogénica em concentragdes menores das encontradas nos estudos citados acima.
Segundo Uruend e colaboradores (2008), alteracBes nas concentracdes de proteinas
envolvidas no metabolismo celular e nos processos de traducdo, podem explicar a diminuicéo
da capacidade clonogénica das células tumorais.

As concentracfes de ICso que foram obtidas nos ensaios com a linhagem tumoral
A549 foram testadas na linhagem normal VERO, onde estas reduziram apenas 10% da
viabilidade das células sadias. Estes resultados sdo interessantes, pois 0 extrato apresenta-se
mais citotoxico para a linhagem tumoral, sendo assim, um composto promissor para
identificacdo de um agente antineoplasico.

As células tumorais apresentam uma alta taxa de espécies reativas de oxigénio que
contribuem para o inicio e progressao do tumor (FOGG; LANNING; MACKEIGAN, 2016).
De acordo com os resultados obtidos por citometria de fluxo para avaliagdo da taxa de
producéo de ERO, foi possivel observar um efeito antioxidante do extrato etanolico de folhas
de P. alliacea em ambas as linhagens testadas. No caso da linhagem A549, essa diminuicao
causa um desequilibrio da homeostase celular, podendo desencadear a ativagdo de alguma via
de morte. Em uma revisdo recente na literatura, foi descrito que o peroxido de hidrogénio

(H202) induz mutacGes que ativam o protooncogene C-Ha-ras. Nesta mesma revisdo foi
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descrito que essa mesma ERO produz uma mutagdo que inativa o gene supressor de tumor
p53 (GALADARI et al., 2017), demostrando assim que a diminuicdo de ERO na célula
tumoral pode ser uma das vias de ativacdo do processo de morte celular.

Um outro modelo eucarioto que vem sendo utilizado na determinacdo de agentes
genotdxicos e/ou mutagénicos sdo as leveduras. Para 0 nosso estudo, uma das cepas
escolhidas foi a de S. cerevisiae FF18733 que possui caracteristicas tais como: possuir a
proteina OGGL1 e ter DNA mitocondrial (mtDNA) mais vulneravel aos danos oxidativos do
gue o DNA nuclear, principalmente 8-0xoG (SINGH et al., 2001).

Dados da literatura mostram que o extrato aquoso de Cassia angustifolia Vahl.
(Senne) quando testado nas cepas FF18733 de S. cerevisiae e na mutante CD138 ndo reduziu
a sobrevivéncia das células de leveduras ap6s 60 min de tratamento (SILVA, 2014b). Em
nossos estudos com a cepa FF18733, o extrato etanodlico de P. alliacea causou inativacao
celular em todas as concentragdes testadas. A concentracdo de 10ug/mL correspondeu a ICso.
Em outro ensaio, quando a cepa foi crescida por 48h em meio rico (YPG), na presenca do
extrato ndo apresentou diferenca significativa no crescimento (p>0,05), quando comparada
aos controles (PBS e DMSO 1%). Diferente do que foi encontrado nos estudos de Silva
(2013) onde j& nas primeiras 24h foi observado a toxicidade induzida pelo Senne na cepa
FF18733.

O Senne também foi testado em outras cepas de S. cerevisiae além da FF18733 e
CD138 tais como BPS 1031 e BPS 1050 e foi capaz de aumentar a mutagénese apenas na
cepa BPS 1050 (SILVA et al., 2014). No presente estudo, foi observado que o extrato de P.
alliacea (10ug/mL) mostrou-se mutagénico (em relagéo aos controles PBS e DMSO 1%) para
a cepa de S. cerevisiae FF18733. O que sugere que a o extrato de P. alliacea possui
substancias capazes de induzir mutagdes no DNA nuclear, semelhante a acdo de
quimioterapicos, como por exemplo a bleomicina (ALMEIDA et al., 2005).

Dando continuidade com os experimentos com S. cerevisiae foram realizados estudos
com a cepa CD138 (-oggl). O gene oggl codifica a proteina DNA glicosilase OGG1 que faz
a remocao das lesdes 8-OxoG e Fapy do DNA. Estas lesdes levam a mutagénese e a morte
celular (SILVA, 2015b). No ensaio de sobrevivéncia utilizando a cepa mutante CD138 foi
possivel observar que esta se apresentou mais sensivel (ICso 7,5ug/mL) ao tratamento com
extrato etandlico de P. alliacea quando comparada a cepa selvagem (ICso 10ug/mL). No
ensaio de crescimento, aonde ambas as cepas foram tratadas com as suas respectivas 1Csg, foi

observado uma alteragdo no crescimento somente na cepa CD138. Ja no ensaio de
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mutagénese observou-se um aumento na frequéncia de mutacfes da cepa mutante CD138
qguando comparada a cepa selvagem FF18377. Estes resultados sugerem que um ou mais
componentes do extrato produzem lesdes do tipo 8-0xoG, e outras lesdes ainda néo
identificadas.

Nos experimentos que avaliam a inducdo de coldnias petites foi possivel observar um
aumento na porcentagem desse tipo de coldnia em ambas as cepas, sendo que esse efeito foi
maior na cepa mutante CD138. Isso sugere que um dos componentes do extrato produzem
lesGes no mtDNA e consequentemente alteram a atividade desta organela.

Analisando os resultados observados em leveduras e linhagens celulares, observamos
gque em ambos 0s casos ocorreu uma alteracdo nas vias oxidativas que afetam o metabolismo
mitocondrial, sugerindo que estd organela é mais afetada pelos produtos gerados pela
metabolizacdo do extrato de P. alliacea.

Nestas condi¢Bes experimentais os resultados observados demonstram a versatilidade
do extrato etandlico de P. alliacea de acordo com o modelo bioldgico no qual esta atuando.
Sugere-se que essa diferenca, possa estar relacionada com as substancias presentes no extrato.
Para confirmar essa hipotese devem-se aprofundar os estudos acerca da composicdo quimica e
dos efeitos biologicos.

Neste trabalho demonstramos que no extrato etandlico de P. alliacea existem
substancias promissoras para a identificacdo de um quimioterapico. Por outro lado, o fato de
gerar uma inativacdo em uma linhagem selvagem e mutacdes em leveduras, reforca a ideia de
que ndo devemos utilizar as chamadas “plantas medicinais” sem ter 0 conhecimento completo

dos efeitos toxicos.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos foi possivel concluir que o extrato de P. alliacea:
e produz lesbes no mtDNA e no DNA gendmico;
e possui componentes que produzem morte celular diferenciada em uma célula
tumoral;

e possui substancias promissoras para a identificacdo de um quimioterapico.
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APENDICE - Preparo de solucdes e meios de cultura

Todos os reagentes para o cultivo da linhagem celular em estudo foram das marcas

Gibco, Cultilab e Invitrogen. Os reagentes foram preparados conforme exposto nos Quadros 1

aob.

J& os meios e solugbes empregados na cultura de levedura, foram preparados conforme
orientacdes contidas em Melo; Leitdo; Padula (2004), Padula et al., 2004, Sambrook; Fritsch;
Maniatis (1989), Silva et al, (2015b). Suas composi¢des encontram-se listadas nos Quadros 7

ao 13. Os reagentes foram adquiridos da “DifcoLab” e/ou Sigma (EUA) e da

ReagenQuimibras Industrias Quimicas S.A. (Brasil).

Quadro 2: Meio F12 e MEM

Reagentes Quantidade
F12 desidratado / MEM desidratado 1 pacote/1000 mL
Bicarbonato de sédio 2,29
Agua destilada (g.s.p.) 1000 mL

Pesar 2,2 g de bicarbonato de sédio para cada litro de meio, logo em seguida medir o pH, que

deve estar entre 7,2 e 7,4 e depois filtrar o meio. Conservar em geladeira.

Quadro 3: Tampéo PBS

Reagentes Quantidade
] PBS 1000 g
Agua destilada(q.s.p.) 1000 mL

Medir o pH para que esteja entre 7,2 a 7,4. Distribuir 250mL/garrafa e submeter a
esterilizacdo em autoclave por 20 minutos, a 121°C. Apos a esterilizagdo, conservar em

geladeira.

Quadro 4: Tripsina-EDTA (0,1%:0,01%)

Reagentes Quantidade
Tripsina 10g
Base Dulbecco 100 mL
EDTA 0,19
Vermelho fenol 100 pL
Agua destilada (g.s.p.) 1000mL

Acrescentar todos 0s reagentes, ajustar o pH para 7,5 e em seguida filtrar. Conservar em

geladeira.




Quadro 5: Suplementacdo do meio F12 e MEM

Reagentes Quantidade
Soro fetal bovino (SFB) 10%
Gentamicina 5 mg/mL
Fungizona 0,0025 mg/mL
qsp F12 / MEM 20mL

Descongelar os materiais armazenados no freezer (-20°C) em banho Maria a 37°C. Na

sequéncia, deve-se verter no frasco que contém o meio de cultura.

Quadro 6: Solucbes para Ensaio de Recuperacdo Clonogénica

Solucges Reagentes Quantidade
Metanol 20mL
Fixacdo Acido acético 20mL
Agua destilada 200mL

Solucdo A ~ KH2PO4 359

Agua destilada 250mL
t ~ NazHPO,4 35,499
Solugdo B Agua destilada 250mL
Giensa 10mL

Preparar as solugdes (A e B) e retirar 50,8mL e 49,2mL respectivamente. Misturar esses
volumes com 10mL de Giensa para obter a solucdo corante. Ajustar o pH para 7,4.

Quadro 7: Solucdo de Glicose 20%

Reagentes Quantidade
_ Glicose (CsH1206) 100 g
Agua destilada (q.s.p) 500 mL

Distribuir 100mL/garrafa e submeter a esterilizacio em autoclave por 20 minutos, a 121°C.
Ap0s a esterilizacdo, manter em temperatura ambiente.

Quadro 8: Meio de Cultura — YPG liquido

Reagentes Quantidade
Bacto-Peptona 109
Extrato de levedura 109
Agua destilada (g.s.p) 900 mL

Distribuir 90mL/frasco e submeter a esterilizagdo em autoclave por 20 minutos, a 121°C. Para
utilizacdo de meio YPG liquido, acrescentar ao frasco de 90mL, 10mL de solucdo de glicose
20% estéril.

Quadro 9: Meio de Cultura — YPG gelificado
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Reagentes Quantidade
Bacto-Peptona 10g
Extrato de levedura 10¢g
Agar 209
Agua destilada (g.s.p) 900 mL

Submeter a esterilizagio em autoclave por 20 minutos, a 121°C. Apos a esterilizagdo, 0s
900mL de meio sdo mantidos a 60°C, suplementado com 100mL de solugéo estéril de glicose
(20%) e distribuido em placas de Petri estéreis descartaveis (~20mL/placa).

Quadro 10: Meio de Cultura— YNBD sélido

Solucgdes Reagentes Quantidade
YNB 79
1 Agua destilada (g.s.p) 200 mL
Agar 209
7 Agua destilada 500 mL
Glicose 20 ¢
3 Agua destilada (g.s.p) 250 mL

Obs: Submeter as solugbes a esterilizacdo em autoclave separadamente por 20 minutos, a
121°C. Para preparagdo do meio YNBD-canavanina, apds esterilizacdo em autoclave, as
solucBes 1, 2 e 3, mantidas a 45°C, foram misturadas. Em seguida, foram acrescentadas 10mL
das solucdes de aminoacidos e/ou base (de acordo com as auxotrofias da cepa de levedura) e
60mg de canavanina. Agitar o meio até a canavanina estar completamente dissolvida e
distribuir em placas de Petri estéreis descartaveis (~20ml/placa).

Quadro 11:Solugdes de aminoécidos e base para suplementar meio de cultura
YNBD-canavanina

Solucgbes Reagentes Quantidade
Uracila 0,29
Ura NaHCOs3 059
Agua destilada 100 mL
His Histidina 290
Agua destilada 100 mL
Leucina 1lg
Leu Agua destilada 100 mL
Lis Lisina 0,449
Agua destilada 100 mL
Triptofano 0,29
Trp Agua destilada 100 mL

Obs: Colocar cada solugdo em um frasco escuro e submetida a esterilizacdo em autoclave por
15 minutos, a 121°C. Apds a esterilizagdo, manter os frascos a temperatura ambiente e
protegido da luz.



Quadro 12: Tampdo fosfato gelosado para visualizagdo de mutantes respiratorios

(colbnias petites)

Reagentes Quantidade
K2HPO4 3,55
NA2HPO,412H,0 14,64 g

Agua destilada (g.s.p) 1000 mL

Obs: Aliquotar 900mL em cada frasco e adicionar 1g de agar. Autoclavar por 20 minutos, a
121°C. Para a visualizacdo de mutantes respiratdrios, acrescentar 10mL de TTC a 90mL de
tampéo fosfato gelosado, mantido a 60°C e distribuir 6-8mL/tubo.

Quadro 13: Solucéo de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) para detecgéo

de mutantes respiratérios (coldnias petites)

Reagentes Quantidade
K2HPO4 0,355¢g
NA2HPO412H,0 1,464 g

Agua destilada (g.s.p) 1000 mL

Obs: Autoclavar em frasco escuro, por 20 minutos, a 121°C. Acrescentar 1g de cloreto 2,3,5-

trifeniltetrazolio e dissolver em banho maria.




