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RESUMO

A variabilidade das regides geograficas brasileiras favorece o desenvolvimento de
diferentes espécies vegetais, o que estimula o estudo na busca de novos agentes
bioativos. A quimioprevenc¢ao envolve o uso de substancias naturais ou sintéticas a fim
de prevenir, retardar ou reverter o desenvolvimento do cancer e a espécie escolhida para
investigacdo de seu possivel efeito quimiopreventivo € a FEugenia jambolana
pertencente a familia Myrtaceae, seu perfil quimico revela a presenga de antocianinas e
substancias fendlicas com potencial efeito antioxidante, antiinflamatério e analgésico. O
presente estudo tem por objetivo realizar o rastreamento bioguiado para atividade de
quimioprevencdo em extratos e fracdes das folhas e dos frutos de Eugenia jambolana
como parte da bioprospeccdo de produtos naturais. Até 0 momento ndo existem estudos
sobre a capacidade de quimioprevengdo dessa espécie vegetal. No presente estudo foi
avaliada a indugdo da enzima quinona-redutase em células de hepatocarcinoma murino
selvagem (Hepa 1clc7) e mutantes (TAOrl1BPrcl e BPrcl), a citotoxicidade,
genotoxicidade e antigenotoxicidade, mutagenicidade e antimutagenicidade em células
de hepatocarcinoma humano (HepG2) competentes para metaboliza¢do de xenobidticos.
Experimentos esses realizados através do ensaio da Quinona-redutase, colora¢do por
sulforrodamina B, ensaio do cometa e teste do micronucleo. Os resultados
demonstraram que o extrato bruto e a fragdo n-butandlica das folhas, e o extrato bruto e
a fracdo hidroalcoodlica dos frutos de E. jambolana sdo capazes de promover
significativamente a inducdo da enzima quinona-redutase em diferentes concentracdes,
de 1,25 a 40 pg/mL. Porém nessas condigdes esses extratos e fragdes foram
potencialmente genotoxico. Em menores concentragdes esses extratos e fracdes nao
foram genotoxicos nem mutagénicos. Os ensaios de antigenotoxicidade e
antimutagenicidade foram realizados a partir de concentracdes ndo genotdxicas
estabelecidas no ensaio do cometa, através do protocolo de genotoxicidade. Os
resultados de antigenotoxicidade demonstraram que no pds-tratamento os extratos e
fragdes foram capazes de atenuar o dano induzido pelo mutidgeno, perdxido de
hidrogénio. Sendo que os extratos e fragdes dos frutos foram capazes de reduzir de
maneira mais acentuada o dano induzido pelo mutdgeno. Na avaliacdo da
antimutagenicidade, os extratos e fragdes foram capazes de reduzir significativamente a
freqii€ncia de microntcleos em relagdo ao controle positivo, tanto no pré-tratamento
quanto no pos- tratamento. Os extratos e fracdes de E. jambolana demonstraram-se
promissores, uma vez quem em concentragcdes ndo genotoxicas, sdo capazes reverter
danos induzidos ao DNA, balango esse essencial para sua aplicabilidade com agente
quimiopreventivo.

Palavras-chave: Eugenia  jambolana, quimioprevencao, genotoxicidade,
mutagenicidade, antigenotoxicidade, antimutagenicidade, citotoxicidade.



ABSTRACT

The variability of geographical regions favors the development of different plant
species, which encourages the study in the search for new bioactive agents. The
chemoprevention involves the use of natural or synthetic substances to prevent, retard or
reverse the developing cancer and the species chosen for investigation of their possible
chemopreventive effect was Eugenia jambolana belonging to the Myrtaceae family,
chemical profile reveals the presence of anthocyanins and phenolic compounds with
potential antioxidant, anti-inflammatory and analgesic effect. This study aims to
perform a screning chemoprevention activity in extracts and fractions from leaves and
fruits of Eugenia jambolana as part of bioprospecting of natural products. So far there
are no studies on the ability of chemoprevention of plant species. The present study
evaluated the induction of quinone-reductase in wild murine hepatoma cell line (Hepa
Iclc7) and mutant murine hepatoma cell line (TAOr1BPrcl and BPrcl), cytotoxicity,
genotoxicity, antigenotoxicity, mutagenicity and antimutagenicity in human hepatoma
cell line (HepG2) responsible for metabolizing xenobiotics. The experiments were
performed by quinone-reductase assay, staining sulforrodamina B, comet assay and
micronucleus test. The results showed that the crude extract and the n-butanol fraction
from the leaves, and the crude extract and hydroalcoholic fraction from the fruits of E.
jambolana were able to significantly promote the induction of quinone-reductase in
different concentrations from 1.25 to 40 ug/ mL. But under these conditions these
compounds were potentially genotoxic. In lower concentrations these compounds were
not genotoxic or mutagenic. The antigenotoxicity and antimutagenicity assays were
performed from non-genotoxic concentrations established in the comet assay, using the
protocol for genotoxicity. The antigenotoxicity results showed that the post-treatment of
the extracts and fractions were able to mitigate the damage induced by mutagen,
hydrogen peroxide. The compounds from fruits were able to reduce the more strongly
the damage induced by mutagenic. In assessing the antimutagenicity, extracts and
fractions were able to significantly reduce the frequency of micronucleus in relation to
the positive control in both pre-treatment and post-treatment. The extracts and fractions
of E. jambolana showed to be promising, since in non-genotoxic concentrations, they
were able to reverse induced damage to DNA, an essential balance for its applicability
as chemoprevention agent.

Keywords: FEugenia jambolana, chemoprevention, genotoxicity, mutagenicity,
antigenotoxicity, antimutagenicity, cytotoxicity.
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1. Introducao
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O Brasil possui uma exuberante vegetagdo, considerada a mais rica e estimada
em cerca de 20% da biodiversidade do mundo. Essa grande biodiversidade se distribui
em diferentes regides como a Mata Atlantica, a Amazonia, ¢ o Cerrado. O Cerrado
compreende 25% do territério brasileiro sendo tipico de regides tropicais, apresenta
duas estacdes climaticas bem marcadas (inverno seco e verdo chuvoso), possui solo de
savana tropical que se caracteriza pela baixa fertilidade, que condicionam o
desenvolvimento de um tipo peculiar de vegetacio (CRAGG; NEWMAN; SNADER,
1997). A diversidade de espécies presentes nesse ecossistema permite a realizagdo de
estudos especializados na procura de novas drogas para diferentes doencgas.

Uma das mais antigas formas de pratica medicinal € a utilizacdo de plantas com
fins medicinais, para a preveng¢do ou tratamento de doengas. A Organizacdo Mundial de
Satde (OMS), no inicio da década de 1990, divulgou que 65-80% da populacdo de
paises em desenvolvimento utilizavam plantas medicinais como unica forma de acesso
aos cuidados basicos de saude (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005; SILVA et
al., 2008).

Porém no Brasil, as plantas medicinais s3o consumidas com pouco ou nenhuma
comprovagdo de suas propriedades farmacoldgicas e existem evidencias que relatam
que determinadas plantas medicinais apresentam substancias potencialmente perigosas.
Além disso, os efeitos adversos, as possiveis adulteracdes e toxicidade dos
fitomedicamentos ocorrem comumente. (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).
Diante dessa realidade os estudos toxicologicos e farmacoldgicos tornaram-se
indispensaveis para comprovar cientificamente a eficacia terapéutica desses produtos,
associado a protecdo da saude da populagdo.

Considerando a biodiversidade brasileira e a pequena quantidade de plantas que

sdo avaliadas em relag@o ao seu potencial toxicoldgico, farmacoldgico e fitoquimico, o
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reino vegetal apresenta um enorme reservatorio de substincias farmacologicamente
ativas a serem descobertas (HAMBURGUER; MARSTON; HOSTETTMANN, 1991,

POTTERAT et al., 1995; NOGUEIRA; CERQUEIRA; SOARES, 2010).
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1.1. Produtos naturais e quimioprevencio

A quimioprevengao do cancer pode ser definida como a utilizagdo de compostos
naturais ou sintéticos, com a finalidade de prevenir, retardar ou reverter o processo de
carcinogénese (WATTENBERG, 1985; MORSE; STONER, 1993; KELLOFF et al.,
1994; SPORN; SUH, 2000; PEZZUTO et al., 2005).

A carcinogénese ou processo de formacdo do tumor envolve trés diferentes
estagios. O primeiro estagio ou estagio de iniciacdo ¢ caracterizado pela exposi¢do das
células a agentes cancerigenos, promovendo alteragdes em alguns de seus genes, porém
ainda ndo héa a formacdo do tumor. No segundo estdgio ou estdgio de promogdo as
células geneticamente alteradas, sofrem o efeito dos agentes cancerigenos
(oncopromotores), nesse momento a célula ¢ transformada de uma forma lenta e gradual
em uma célula maligna. Mas essa transformagdo sé ocorre a partir de um contato
continuo com o agente promotor, caso ocorra a suspensdo do contato ¢ possivel
interromper o processo nesse estagio. E o terceiro estdgio ou estagio de progressdao ¢ um
processo irreversivel, caracterizado pela elevada capacidade proliferativa e em algumas
situagdes pode ser, respectivamente, invasiva e potencialmente metastatica das células
modificadas (INCA, 2011).

Os avancos recentes das pesquisas sobre cancer definiram os eventos celulares e
moleculares associados com a carcinogénese como evidéncias crescentes de dados
experimentais, epidemiologicos e clinicos que fornecem as bases para estratégias
relativamente novas de preveng¢do do cancer, especialmente a supressdo de vias
metabdlicas de ativagdo de carcindgenos ou o bloqueio de sua formacdo (CUENDET et
al., 2006). De maneira geral, essa prevengdo ocorre a partir de agentes
quimiopreventivos que atuam de acordo com determinado estdgio da carcinogénese,

sendo classificados em agentes supressores ou bloqueadores. Os agentes bloqueadores
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atuam prevenindo a fase inicial por meio de alguns mecanismos, tais como a indugdo de
enzimas de destoxificagdo, ou a inibicdo da iniciacdo carcinogénica. Os agentes
supressores atuam através de mecanismos de inibi¢do do metabolismo do acido
araquidonico, indugdo da diferenciacdo celular, entre outros, nos estagios de promogao e
progressdo durante a carcinogénese (figura 1) (WATTEENBERG, 1985; MORSE;

STONER, 1993; SPORN; SUH, 2000).

Figura 1. Estdgios da carcinogénese, com os tipos de agentes quimiopreventivos do
cancer, esquematicamente representado. Modificado de Duvoix et al., (2005).

Muitos produtos naturais sdo capazes de alterar o metabolismo de carcindgenos
através da inducdo de enzimas microssomais envolvidas na destoxificacdo do
organismo. A carcinogénese, portanto, pode ser evitada por uma série de compostos de
diferentes classes tais como flavonodides, cumarinas, tiocarbamatos, fendlicos e
isotiocianatos. A propriedade comum entre esses compostos € elevar a atividade
enzimatica por um aumento na sua sintese ¢ na diminuicdo da degradagdo da mesma
(CUENDET et al., 2006).

Uma das estratégias para a protecdo de células dos eventos iniciais da formacao
de tumores, utilizando produtos naturais, incluem a diminui¢do de enzimas metabdlicas

responsaveis pela geragdo de espécies reativas de oxigénio que atuam principalmente na
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ativacdo de carcinogenos, as chamadas enzimas de fase 1, ao passo que enzimas de fase
2, que participam do processo de destoxificacdo do organismo frente a carcindgenos,
sdo estimuladas, promovendo a desativagdo de radicais e eletrdfilos envolvidos nos
processos celulares normais. Os agentes responsdveis por este acontecimento sido
denominados indutores bifuncionais, onde os carcinégenos poderiam induzir a uma
protecdo contra seu proprio efeito toxico, ou seja, sdo responsdveis por induzir tanto
enzimas de fase 1 quanto enzimas de fase 2, como ¢ o caso de Hidrocarbonetos
Poliaromaticos (HPA) que se ligam ao Receptor de Aril-hidrocarbonetos (AhR) com
grande afinidade (PROCHASKA et al., 1992; CUENDET et al., 2006).

Além destes, existem também os indutores monofuncionais, que induzem
seletivamente enzimas de fase 2, ativando o elemento de resposta antioxidante (ARE)
pela via Keapl-Nrf2 (DINKOVA-KOSTOVA et al., 2002) (Figura 2). A reducgdo de
quinonas eletrofilicas pela quinona-redutase (QR) ¢ wuma via importante de
destoxificacdo e o seu grau de atividade pode ser inferido através da inducdo em células
da linhagem de hepatocarcinoma murino (Hepa lclc7) (TALALAY et al., 1988;

PROCHASKA et al., 1992; GERHAUSER et al., 1997).

oplusems

Figura 2. Ativacdo do elemento de resposta antioxidante (ARE) pela via Keapl-Nrf2.
Modificado de Dinkova-Kostova et al., (2002).
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O tratamento com produtos naturais pode induzir a quinona-redutase. O ensaio
da quinona redutase (QR) constitui um método simples, para uma rapida detecgdo e
avaliagdo de indu¢do dessa enzima, que destoxifica carcindgenos (enzima de fase 2),
baseando-se na medida direta da atividade da QR em células de hepatocarcinoma
murino (Hepa lc1c7) cultivadas em placas com 96 pogos (PROCHASKA et al., 1992).
A quinona-redutase catalisa a redugdo da menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona) a
menadiol mediada por NADPH como doador de elétrons. O brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazo-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) € entdo reduzido ndo enzimaticamente
pelo menadiol, resultando na forma¢do de em sal precipitado com cor azul (azul de
formazana) que pode ser quantificado em leitor de absorbancia de microplacas (Figura

3) (PROCHASKA et al.,1988; FAHEY et al., 2004).

Figura 3. Principio do ensaio da quinona-redutase: glicose-6-fosfato e glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) geram NADPH continuamente. Este NADPH ¢ usado pela QR
para transferir elétrons a menadiona. O menadiol entdo formado reduz espontaneamente
o MTT ao azul de formazana que pode ser medido em um amplo alcance de
comprimentos de onda (490 a 640 nm). Ambos NADPH e menadiona sio regenerados,

0 que evita problemas de deplecdo dos substratos (FAHEY et al., 2004).
A linhagem celular derivada de hepatocarcinoma murino (Hepa lclc7) contém
quantidades de QR induziveis facilmente mensuraveis que fornece um confidvel sistema

de detec¢@o de indutores de enzimas de fase 2 (PROCHASKA; SANTAMARIA 1988;

FAHEY et al., 2004; CUENDET et al., 2006).
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Para determinar se um composto ¢ considerado monofuncional ou bifuncional,
pode-se comparar a capacidade de inducdo de uma substincia na linhagem selvagem
Hepalclc7 com o perfil da indugdo em duas linhagens mutantes (TAOclBPrcl e
BPrcl). A linhagem TAOc1BPrcl ¢ defeituosa no receptor AhR, enquanto a linhagem
BPrcl ¢ incapaz de translocar o complexo ligante-receptor para o nucleo
(GERHAUSER et al., 1997). Portanto, os compostos que possuem o mesmo padrio de
indugdo tanto na linhagem selvagem, quanto nas linhagens mutantes, sdo considerados
indutores monofuncionais (CUENDET et al., 2006). Assim, o presente estudo propde
avaliar a atividade quimiopreventiva, através do ensaio da quinona-redutase, utilizando

extratos e fragdes de Eugenia jambolana.

1.2.  Eugenia jambolana (Myrtaceae)

A familia Myrtaceae apresenta ampla distribui¢do, ocorrendo em regides
tropicais e subtropicais, principalmente na América do Sul e Sudeste da Asia e
Australia, compreende cerca de 75 géneros e 3000 espécies. Na medicina, as plantas
desta familia sdo muito usadas por serem ricas em Oleos volateis. Dentro da familia
Mpyrtaceae existe uma subfamilia, chamada de Myrtoide, que possui plantas com grande
potencial econdmico. Nessa subfamilia encontram-se as espécies Myrciaria
(jabuticaba), Myrtus (murta), Syzygium (cravo-da-india), Eugenia (pitanga), Psidium
(goiaba), Plinia (cambuca) e Luma. (MAHMOUD et al., 2001; KUSKOSKI et al.,
2003; REYNERTSON et al., 2008).

A espécie Eugenia pertencente a subfamilia Myrtoide, assim como algumas
outras espécies desta subfamilia, sdo utilizados como antiinflamatério, analgésico,
antipirético, antifungico e no tratamento de ulceras peptidicas. (MAHMOUD et al.,

2001; KUSKOSKI et al., 2003).
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Eugenia jambolana (Lamb.) ¢ também conhecida como Myrtus cumini (L).,
Syzygium jambolanum (Lamb.), Syzygium cumini (L.), Eugenia cumini Druce e sio
arvores da familia Myrtaceae oriunda da India oriental. Essas espécies sdo bastante
conhecidas na medicina popular indiana, chegando até 30 m de altura, com copa ampla
e ramificada. Multiplica-se por sementes, desenvolve-se bem em qualquer tipo de solo,
porém permedveis e profundos. Prefere climas quentes e umidos, principalmente de
regides litoraneas. Suas flores sdo de coloracdo creme ou branca, com pétalas
arredondadas, possuem bastante néctar. No Brasil essa espécie frutifica o ano todo, seus
frutos possuem uma semente Unica e grande, os frutos maduros sdo empregados para
fazer conservas, sucos e geléias enquanto o suco da fruta verde ¢ usado para preparar
um vinagre que ¢ considerado um medicamento estomacal e diurético (BANERIJEE;
DASGUPTA; DE, 2005).

No Brasil, a Eugenia jambolana é conhecida como jamboldo, jameldo, jambol
ou jalao (Figura 4). Os frutos da espécie contém vitamina C, 4cido galico, taninos e
antocianinas, sendo amplamente utilizados como adstringente, diurético, antidiabético e
estomaquico. As folhas de E. jambolana cont€ém uma mistura de polifendis,
especialmente flavonoides glicosilados, acidos fendlicos e sdo ricos em taninos e
saponinas e seu chd ¢ comumente utilizado por pacientes diabéticos (MAHMOUD et
al., 2001, LOGUERCIO et al., 2005). As sementes e os frutos do jamboldo podem
reduzir a glicemia e a glicosiria, promover atividade antioxidante, e restaurar
parcialmente o figado alterado e glicogénio contido na estrutura muscular, bem como,
nos niveis de glucoquinase, hexoquinase, glicose-6-fosfato e fosfofrutoquinase em ratos

diabéticos (PEPATO et al., 2005).
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Figura 4. Arvore, folhas e frutos de Eugenia jambolana.
http://seboriobrancoacaonatalverde.blogspot.com/2011/02/jambolao-em-acao-natal-

verde-contra-o.html).

As propriedades adstringentes da casca sdo utilizadas, na medicina popular,
contra diarréias cronicas, disenteria e menorragia. A decoc¢do da casca ¢ um eficaz
enxaguante bucal no tratamento de aftas, estomatites, afeccdes da garganta e outras
doengas das vias orais. Dentre os inumeros usos da planta, destaca-se o seu efeito
antiinflamatoério, anti-hiperglicémico, anti HIV e antimicrobiano (MURUGANANDAN
et al., 2001; LOGUERCIO et al., 2005).

Os frutos de E. jambolana sdo comestiveis e seus extratos apresentam forte
atividade antioxidante devido a presenga de vitamina C, &4cido galico, taninos e
antocianinas (BANERJEE ef al., 2005; VEIGA et al., 2007). As antocianinas sio
compostos flavonoidicos responsaveis pela cor vermelha, roxa e azul evidenciada em
algumas frutas, vegetais, cereais e flores. Estdo presentes em varias familias de plantas,
especialmente na familia em questdo (Myrtaceae), na forma de compostos glicosilados e

possuem carga positiva no anel central da estrutura, a pH menor que 3, o que lhes
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contribui, a coloragdo junto com o numero ¢ posi¢do de grupos hidroxilas presentes

(figura 5) (HOU et al., 2004; MALACRIDA; MOTTA, 2006; PLAZA, 2007).

Figura 5. Estrutura de uma antocianina. (DAMETTO, 2010).

Sendo assim relatado na literatura, a atividade antioxidante, antiinflamatoria,
anti-hiperglicémica e antimicrobiana de E. jambolana, estudos adicionais sdo
estimulados para verificar sua possivel atividade quimiopreventiva. Entretanto, deve-se
avaliar seu potencial citotoxico, genotoxico e mutagénico para garantir o possivel uso

seguro dos extratos e fragdes.

1.3. Genotoxicidade/Antigenotoxicidade e Mutagenicidade/Antimutagenicidade

As mutacdes podem ser causadas por erros durante o processo de duplicagdo da
molécula de DNA, por mutag€nicos endogenos, tais como espécies reativas de
oxigénio, ou induzidas por agentes externos que sao divididos em: agentes fisicos, como
luz ultravioleta e radiagdes ionizantes; agentes biologicos como € o caso de alguns
virus, que se integram ao genoma celular interrompendo seqiiéncias génicas ou
promovendo rearranjos génicos; € agentes quimicos, como os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos e as nitrosaminas. Ha muitos anos sabe-se que a maioria dos

agentes mutagénicos mais potentes, como por exemplo, radia¢des ionizantes, luz
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ultravioleta e produtos quimicos sdo considerados, indutores de cancer, ou seja, sdo
indutores da carcinogénese (GARDNER; SNUSTAD, 1986; ESTELLER; HERMAN,
2002,).

O actimulo de mutagdes esta relacionado com o desenvolvimento da maioria dos
tumores malignos e desordens degenerativas (CUZZOCREA et al., 2001; MIGLIORE;
COPPEDE, 2002). Kundu e Surh (2005) relataram que 7 a 31% dos tumores
malignos podem ser reduzidos com dietas ricas em frutas e vegetais. Desde entdo
estudos vém sendo conduzidos, a fim, de identificar compostos que possam apresentar
atividade antimutagénica e antigenotoxica (CARINO-CORTES et al., 2007). Alimentos
ricos em antioxidantes reduzem a incidéncia e a mortalidade causada por alguns tipos de
cancer. As frutas que contém altos niveis de substancias antioxidantes como polifenois,
acidos fenolicos, carotenoides, flavondides e antocianinas podem reduzir os niveis de
espécies reativas de oxigénio nos organismos dos mamiferos e assim, evitar danos ao
DNA e impedir as mutagdes que iniciam a progressao tumoral (ZHANG et al., 2008;
HOGAN et al., 2010).

Para a avaliagdo do potencial genotdxico, mutagénico, antigenotoxico e
antimutagénico dos extratos e fracdes de E. jambolana, cujo mecanismo de agdo ainda é
desconhecido foi utilizado o ensaio do cometa e o teste do microntcleo em linhagem
celular de hepatocarcinoma humano — HepG2.

Atualmente os ensaios de mutagenicidade e genotoxicidade (no caso teste do
micronucleo e ensaio do cometa, respectivamente) estio sendo amplamente utilizados
para a identificacdo de agentes quimiopreventivos, pois sdo ensaios sensiveis, de facil
execu¢do que podem ser realizados com diversas linhagens celulares, incluindo a
linhagem celular HepG2, que sdo células de facil manuseio e contém varias enzimas

responsaveis pela ativagdo de diversos xenobidticos por possuir uma agdo
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metabolizadora. A diferenga entre os dois ensaios ¢ basicamente devido as variacdes
entre os tipos de alteragdes no DNA, o teste do microntcleo detecta lesdes irreparaveis
que se manifestam como aberragdes cromossomicas ou efeitos aneugénicos, enquanto o
ensaio cometa detecta lesdes primarias no DNA, ou seja danos passiveis de reparo
(SALVADORI et al., 1993; SCOLASTICI et al., 2008).

A combinagdo dessas duas metodologias ¢ recomendada para determinar os
efeitos que substancias podem exercer sobre o DNA. Principalmente porque ambas
possuem como caracteristica a capacidade de avaliar danos no DNA em estdgios
especificos do ciclo celular (CAVALCANTI et al., 2006; RIVA et al., 2007). Para a

avaliacdo de genotoxicidade ¢ recomendavel o ensaio do Cometa.

1.3.1. Ensaio cometa ou Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE)

De acordo com Collins (2004), o ensaio cometa ou gel de eletroforese de células
mononucleadas tem sido um dos melhores métodos para identificar dano de DNA, com
aplicagdes em testes genotdxicos, biomonitoramento humano, epidemiologia molecular
e ecogenotoxicologia. De acordo com literatura, este ensaio foi desenvolvido
empiricamente através de dois protocolos basicos, Singh et al., em 1988 e Olive em
1989. O primeiro protocolo foi desenvolvido para mensurar pequenos niveis de quebras
de DNA com alta sensibilidade, enquanto o segundo foi otimizado para detectar uma
subpopulagdo celular com sensibilidade varidavel a determinadas drogas ou radiagdo
(FAIRBAIRN et al., 1995).

O ensaio cometa ¢ capaz de detectar danos de DNA que podem futuramente
originar mutagdes. A versdo alcalina deste ensaio detecta um amplo espectro de lesdes
ao DNA, incluindo quebras de fita simples ou duplas, sitios alcali-labeis e ligagdes
cruzadas e as vantagens incluem: sua aplicabilidade a varios tecidos e/ou tipos celulares,

a grande sensibilidade em detectar pequenos niveis de danos recentes no DNA, sua facil
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execug¢do, o curto tempo necessario para completar um experimento e obter resultados, e
o seu relativo baixo custo (TICE ef al., 2000). O ensaio consiste na migragdo do DNA,
pois este contém quebras que podem sofrer arraste, e esses danos aumentam frente a
exposi¢do a agentes genotdxicos. Quando comparado a testes como o do micronucleo
ou de aberragdes cromossdmicas, o ensaio cometa mostra-se capaz de detectar danos
mais recentes e passiveis de reparos (MOLLER, 2005).

A avaliacdo do potencial genotoxico, bem como do potencial antigenotoxico de
produtos naturais vem sendo bastante explorada nos ultimos tempos, tornando-se uma
ferramenta interessante para avaliar a possivel atividade quimiopreventiva dos diversos
extratos e fragdes incluindo os de E. jambolana, complementando assim os resultados

do micronucleo que foram obtidos.

1.3.2. Ensaio do micronucleo

Na toxicologia genética, os estudos de danos ao DNA induzido por substancias
de origem natural ou sintética tornaram-se essenciais, uma vez que mutacdo em
cromossomos ¢ um evento importante na carcinogénese e, compostos antitumorais
classicos, como por exemplo, a ciclofosfamida, sdo agentes altamente genotoxicos
(FENECH, 2005).

Dentre os testes, que analisam mutagdes cromossOmicas, destaca-se o teste do
micronucleo, que ¢ o ensaio amplamente utilizado para a deteccdo de agentes
clastogénicos (que quebram cromossomos) e aneugénicos (que induzem aneuploidia ou
segregacdo cromossOmica anormal), sendo internacionalmente aceito como parte da
bateria de testes recomendada para a avaliacdo do potencial mutagénico e para o
registro de novos produtos quimicos que entram anualmente no mercado mundial. Os

micronucleos sdo originados de fragmentos acéntricos de cromossomos ou danos
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cromossdmicos os quais sdo ocasionados por: perda mitdtica de fragmento acéntrico;
acdo mecanica ocasionando quebra cromossdmica; danos cromossomicos ocasionados
por falha no filamento mitdtico durante a andfase ou na inducdo de apoptose (HEDDLE
et al., 1991). Este teste foi inicialmente desenvolvido em eritrocitos de medula éssea de
camundongos, mas também foi incorporado as orientacdes da OECD (Organization for
Economic Co-Operation and Development) como um ensaio mutagénico in vitro,
(projeto da OECD em junho de 2004) podendo ser realizado em cultura de células
(HEDDLE, 1973; KIRSCH-VOLDERS et al., 2003; SEVERIN et al., 2005).

O microntcleo € literalmente um nucleo pequeno, considerado um produto de
quebra do DNA genomico de células eucarioticas. Durante a divisdo celular, o material
genético € duplicado e igualmente distribuido entre as duas células filhas. Radiagdes e
substancias quimicas podem ocasionar quebra ou dano cromossomico, afetando assim a
distribuicdo do material genético entre as células filhas. Como resultante desse dano,
partes ou pedagos dos cromossomos, podem ser distribuidos a qualquer uma das células
filhas, ndo sendo incorporados no novo nucleo e, por esse motivo, os pedagos se
apresentarem sob a forma de micronucleo claramente observavel a microscopia dptica
comum (AZEVEDO et al., 2003).

Durante a identificacdo da freqliéncia de microntcleos, alguns critérios devem
ser seguidos: os microntcleos s3o morfologicamente idénticos, porém menor do que o
nucleo principal da célula e com refrag@o similar; devem apresentar didmetro entre 1/3 a
1/6 do tamanho do nucleo principal e na forma ovalada ou arredondada; os
microntcleos ndo sdo refringentes; eles ndo sdo ligados ou conectados ao nucleo
principal e ndo se sobrepdem ao nucleo principal, ainda, possuem a mesma intensidade

de coloracdo nuclear (FENECH et al., 2003).
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O teste de micronucleo ¢ considerado um dos bioensaios mais utilizados para o
rastreamento de efeitos mutagé€nicos, devido a sua simplicidade, confiabilidade e
sensibilidade, e recentemente esse ensaio também vem sendo usado para detec¢do de
efeitos antimutagénicos (FLORES et al., 2003).

O termo antimutagénico tem sido usado para designar varios agentes inibidores
de mutagdo, e incluem tanto os desmutagénicos quanto os bioantimutagénicos. Os
agentes desmutagénicos, que em sua maioria atuam a nivel extracelular, agem sobre os
mutagenos por meio de reagdes quimicas, enzimaticas e adsor¢do, e inibem as ativacdes
metabolicas e reagdes quimicas que geram mutdgenos (KADA et al., 1986;
VERHAGEN et al.,1997). J& os agentes bioantimutagénicos, atuam principalmente a
nivel intracelular, podem promover o aumento da atividade de enzimas de
destoxificacdo, reagindo com compostos eletrofilicos ou ainda capturando radicais
livres, atuam também como promotores do sistema de reparo do DNA, impedindo a
fixacdo do dano no DNA (KADA et al., 1982; WATERS et al., 1990).

A existéncia de inimeros mecanismos de antimutagenicidade vem sendo
citados, como por exemplo: prevenir a formacdo de metabdlitos mutagé€nicos, inativar
agentes mutagénicos através de enzimas ou componentes celulares, modular
mecanismos que aumentam a inativagdo metabdlica de compostos mutagénicos
(ANTUNES, 1997). Entretanto mais estudos devem ser realizados a fim de
proporcionar um melhor entendimento sobre os mecanismos de a¢do dos inibidores,
tanto a nivel molecular quanto fisiologico, bem selecionar agentes para

quimioprevencdo do cancer e de outras doencgas relacionadas a eventos mutagénicos

(SUGUI, 2006).
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2. Objetivos
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2.1. Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo rastrear a atividade de quimioprevengao
dos extratos e fragdes das folhas e dos frutos de E. jambolana, um estudo bioguiado, em
linhagem de hepatocarcinoma celular murino selvagem (Hepa 1clc7) e linhagem
mutante (TAOc1BPrcl e BPrcl), bem como caracterizar o potencial genotdxico e

mutagénico, em linhagem de hepatocarcinoma celular humano (HepG2).

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar quantitativamente a atividade da enzima quinona-redutase, utilizando o

ensaio da Quinona-Redutase, em linhagem de hepatocarcinoma murino selvagem (Hepa

Iclc7) e mutante (TAOcIBPrcl e BPrcl), em diferentes concentragdes a partir dos

extratos e fragdes de E. jambolana,

e Avaliar a viabilidade celular, concomitantemente com o ensaio da quinona-redutase
em células de hepatocarcinoma murino (Hepa Iclc7) e mutante (TAOc1BPrcl e
BPrcl), utilizando a coloragdo com Violeta cristal (VC);

e Avaliar a citotoxicidade celular, utilizando o método de Sulforrodamina B em
linhagem de hepatocarcinoma humano (HepG2) tratada com extratos e fragdes de E.
jambolana,

e Caracterizar o potencial genotoxico com diferentes concentragdes dos extratos e

fracdes de E. jambolana, utilizando o Ensaio do Cometa;

e Caracterizar o potencial mutagénico com diferentes concentracdes dos extratos e

fracdes de E. jambolana, utilizando o Teste do Micronucleo;

e Avaliar o potencial antigenotoxico e antimutagénico a partir de concentragdes nao
genotoxicas dos extratos e fracdes de E. jambolana, utilizando, respectivamente, o

Ensaio do Cometa e o Teste do Micronucleo.
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3. Materiais e Métodos
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3.1. Estudo quimico de Eugenia jambolana

Os processos de coleta, extragdo e purificacio do material botanico foram
realizados pelo o NuBBE (Nucleo de Bioensaios, Biossintese, ¢ Ecofisiologia de
Produtos Naturais) com a colaboragio da Profa. Dra. Dulce Helena Siqueira da Silva e
da mestre Alessandra Cristina Dametto do Departamento de Quimica Organica,
Instituto de Quimica, UNESP- Araraquara.

Os frutos maduros e folhas de Eugenia jambolana foram coletados na cidade de
Araraquara, Estado de S@o Paulo e as exsicatas foram depositadas no [Bot-SP (Instituto
Botanico- SP). Apos a coleta do fruto, as polpas e as cascas que foram trituradas com
metanol (1% HCI) em um liquidificador por alguns minutos. Apds a trituragcdo, para
separar a parte soluvel da parte insoltvel, a mistura foi centrifugada por 10 minutos a 4°
C. O extrato bruto do fruto foi obtido apds a concentracdo do sobrenadante ser
submetida a uma pressdo reduzida e a uma temperatura de aproximadamente 35°C. Em
relagdo as folhas, apds a coleta, elas foram secas e trituradas em um moinho elétrico,
posteriormente as folhas moidas foram submetidas ao processo de extragdo exaustiva
com etanol, e apds a concentracdo do solvente a pressdo reduzida, foi obtido o extrato
etanolico bruto das folhas. O extrato bruto das folhas e dos frutos foram entdo
submetidos parti¢do liquido-liquido com solventes de diferentes polaridades e apos as
concentragcdes das fases foram obtidas as respectivas fragdes das folhas e dos frutos
(fluxograma 1 e 2) (DAMETTO, 2010).

A purificacdo das substancias presentes no extrato bruto do fruto foi realizada
por diferentes técnicas cromatograficas uteis no isolamento e na caracterizagdo de
metabdlitos secundarios. Para a elucidacdo estrutural das substancias isoladas foram
empregadas técnicas espectrométricas como: ressondncia magnética nuclear uni e

bidimensional, espectrometria de massas, infravermelho e ultravioleta. Entretanto no
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presente estudo ndo foi possivel avaliar a substancia pura de E. jambolana por
apresentar excessiva instabilidade molecular. Todos os procedimentos descritos

anteriormente foram realizados pela mestre Alessandra Cristina Dametto.

1. Solubilizagdo com H,0O:MeOH (1:2)

1. n-hexano 3 x 50 ml

1. adigdo de H,0; H,O:MeOH (6:4) 1. Concentragéo
2. acetato de etila 1 x 100 ml
3. acetato de etila 2 x 50 ml

1. Concentragao 1. adicdo de H,0; H,0:MeOH (9:1)
2. n-butanol 1 x 100 ml
3. n-butanol 2 x 50 ml

1. Concentragao 1. Concentragéo

Fluxograma 1: Metodologia de parti¢cdo liquido-liquido para o extrato dos frutos de E.

jambolana (DAMETTO, 2010).



39

Extrato Bruto Etandlico
m=26,2808 g

l 1. Solubilizagdo com H>O:MeOH (60:40)

Extrato Bruto solubilizado |

1. n-hexano 3 x 100 ml

! !

Fase Hidroalcoodlica | Fase hexanica |
1. acetato de etila 3 x 100 ml l 1. Concentragao
l l Fracdo hexanica
. L m=4,6588 g
Fase acetato Fase Hidroalcoolica

1. Concentragéo 1. adicdo de H,O; H,O:MeOH (8:2)
2. n-butanol 3 x 100 ml

Fracao acetato

m=4,1082 g l l
Fase n-butanélica | Fase Hidroalcodlica |
l 1. Concentragéo l 1. Concentragéo

Fragdo hidroalcodlica
m=5,4671 g

Fragdo n-butandlica
m=3,0989 g

Fluxograma 2: Metodologia de particdo liquido-liquido para o extrato das folhas de E.

jambolana (DAMETTO, 2010).

Apoés a partigdo quimica, os extratos e fracdes foram solubilizados em agua

destilada e entdo utilizados nos ensaios biologicos.

3.2. Manutencao das linhagens

A atividade de quimioprevengdo, a partir do ensaio de quinona-redutase, foi
avaliada na linhagem ATCC (dmerican Type Culture Collection) de hepatocarcinoma
murino (Hepa Iclc7 ATCC: CRL-2026) que foi gentilmente fornecida pelo Prof. Dr.
John M. Pezzuto do “College of Pharmacy, University of Hawaii at Hilo”. A linhagem

ATCC de hepatocarcinoma humano (HepG2; ATCC n. HB-8065), que foi utilizada nos
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ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade, antigenotoxicidade e antimutagenicidade foi
gentilmente cedida pela Profa. Dra. Dayse Maria Favero Salvadori do Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina — UNESP, Campus Botucatu. Posteriormente, as
células HepG2 foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro, para garantir a
preservacdo das caracteristicas genotipicas e fenotipicas da linhagem.

As células de linhagem Hepa lclc7 foram cultivadas em meio de cultura o-
MEM (Alfa Modification of Eagle Medium - Sigma) sem ribonucleosideos ou
desoxirribonucleosideos, acrescido de estreptomicina 0,1mg/mL e penicilina 100U/mL,
bicarbonato de so6dio, kanamicina (Sigma), ao pH 7,2 e suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Cultilab, Brasil). As células da linhagem HepG2 foram cultivadas em
meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Sigma), acrescido de
penicilina 100U/mL e estreptomicina 0,Img/mL bicarbonato de sodio, kanamicina
(Sigma), ao pH 7,2 e suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil).

As células foram cultivadas em garrafas, mantidas a 5 % de CO2 e a temperatura
de 37°C até que a monocamada celular estivesse confluente. Posteriormente, as células
foram lavadas com 5 mL de solu¢do de Hanks (0,4 g de KCI, 0,06g de KH,POy4, 0,04g
de Na,HPOy,, 0,35 g de NaHCO;3, 1 g de glicose, H,O q.s.p. 1000 mL) e tripsinizadas,
acrescentado-se 1 mL de solucdo ATV (Associacdo de Tripsina (0,2 %) e Versene (0,02
%) — Instituto Adolpho Lutz, Sdo Paulo, Brasil). Apds o desprendimento do tapete
celular, as células foram homogeneizadas com volumes variados do meio de cultura
acrescido de 10 % de soro fetal bovino. A suspensdo celular obtida em uma garrafa foi
transferida para outras garrafas, esse procedimento foi repetido até que houvesse
quantidade de células suficientes para os experimentos € seu estoque no nitrogénio

liquido.
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3.3. Ensaio da quinona-redutase
3.3.1. Reagentes

Para realizar a quantificagdo de indugdo enzimatica com o ensaio de quinona-
redutase (QR) foi necessario preparar os seguintes reagentes. Solucdo de lise com 0,8 %
de digitonina e 2 mM de EDTA, pH 7,8. Solucgdo de ensaio feita de 25 mM de Tris-HCI,
pH 7,4, 1 mM de glicose-6-fosfato, 50 uM de menadiona, 30 uM de NADPH, 5 uM de
FAD, 0,07% (m/v) de soro-albumina bovina, 0,03% (m/v) de MTT, 0,01% (v/v) de
Tween-20 e 2 unidades/mL de glicose-6-fosfato desidrogenase. Como controle positivo
foi utilizado o indutor B-naftoflavona (BNF) na concentragdo de 0,1 uM (SONG etal.,

1999). Reagentes obtidos de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA.

3.3.2. Quantificagdo da atividade da quinona-redutase

As células Hepalclc7, TAOr1BPrcl e BPrcl foram cultivadas em meio a-MEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino em placas de 96 cavidades por 24 horas,
com cerca de 1x10* células/mL em cada pogo. Em seguida foram expostas a diferentes
concentragdes, seguindo uma dilui¢do seriada de 1:2 a partir da concentragdo de 40
pug/mL, além de uma concentracdo isolada de 30 pg/mL, dos extratos e fracdes dos
frutos e folhas de Eugenia jambolana, sendo solubilizados em meio de cultura por 48
horas para que ocorresse a possivel indug¢do enzimatica. Depois do tratamento, o meio
de cultura foi descartado e adicionou-se 50 pL de solucdo de lise. A placa foi entdo
incubada por 10 minutos a 37 °C. Para facilitar a lise das células, as placas foram
agitadas manualmente por 10 minutos em temperatura ambiente. Ap0s a lise, avaliou-se
a atividade da QR com a adi¢ao de 200 pL da solucdo de ensaio. A placa foi incubada
por 5 minutos em temperatura ambiente ao abrigo da luz e realizou-se a leitura. A

absorbancia foi medida usando um leitor de iMark Microplate Reader (Bio-Rad
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Laboratories, Hercules, CA, EUA) a 595 nm (PROCHASKA et al.,1988; GROSS et al.,
2000; KANG et al., 2004).

Os dados foram normalizados subtraindo da média de absorbancia obtida de
cada concentragdo d a média de absorbancia do controle de reagente branco. O desvio
padrdo da média de cada tratamento é geralmente menor que 10%. A viabilidade celular
foi determinada em uma placa feita paralelamente, corada com violeta cristal, a fim de
verificar o comportamento celular, durante o experimento. Entdo, apds 48h, os
tratamentos foram removidos, e as células foram coradas utilizando 100 pL de solugdo
0,2% violeta cristal em 2% etanol. O corante foi desprezado ¢ a placa foi lavada em
agua corrente e seca naturalmente. Para leitura espectrofotométrica, o violeta cristal foi
solubilizado em 200 pL de 0,5% dodecil sulfato de sédio (SDS) em 50% etanol e
mantida a temperatura ambiente no shaker para solubilizar o corante completamente, a
leitura foi realizada também com absorbancia a 595 nm, utilizando leitor de placas
iMark Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) (PROCHASKA
etal., 1992).

A poténcia de inducdo enzimatica da QR ¢ expressa em unidades por g (U/g).
Uma unidade de atividade indutora de QR ¢ definida com a quantidade de produto
natural necessario para duplicar a atividade especifica da QR em relagdo a células ndo
tratadas (CD) (PROCHASKA et al.,1988; GROSS et al., 2000). Foram realizados trés
experimentos independentes e os resultados foram comparados com controle positivo

(B- Naftoflavona).

3.4. Ensaio de citotoxicidade (Sulforrodamina B)

Considerando que o ensaio de citotoxicidade em células HepG2, utilizando o sal

de MTT apresentou interagdo com os extratos e fragdes, promovendo um resultado falso
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positivo (resultados ndo demostrados), foi utilizado entdo no presente estudo o ensaio de
citotoxicidade por sulfarrodamina B.

A avaliacdo da citotoxicidade baseia-se na coloragdo de proteinas pelo corante
sulforrodamina B, que constitui-se em um método simples, sensivel, reprodutivel e
rapido. O principio desse ensaio consiste na habilidade que a sulforrodamina B tem de
se ligar a componentes protéicos das células fixadas pelo acido tricloroacético. O
corante utilizado nesse ensaio ¢ uma aminoxantina de cor rosa brilhante e com dois
grupos sulfonicos, que sdo capazes de se ligar as por¢des terminais dos aminodcidos das

células que foram fixadas pelo 4cido tricloroacético (SKEHAN ef al., 1990).

3.4.1. Avaliacdo da citotoxicidade

Para o ensaio de citotoxicidade pela Sulforrodamina B (SRB), foi utilizada uma
suspensdo de 1,5x10* células/poco da linhagem HepG2. As células foram cultivadas em
placas de 96 cavidades, e apos 24 horas de cultivo, foram tratadas com os extratos e
fracdes das folhas e dos frutos de E. jambolana, seguindo uma dilui¢do seriada 1:2 a
partir da concentragdo de 40 pg/mL, a fim de comparar os resultados obtidos no ensaio
do violeta cristal, (realizado em células Hepa 1c1c7), pois nos testes de genotoxicidade,
mutagenicidade, antigenotoxicidade e antimutagenicidade foram utilizadas as células
HepG2. Apos 24 horas do tratamento, foi adicionado 50 pL de acido tricloroacético
(TCA) 50% gelado e as placas foram incubadas por 1 hora a 4°C, posteriormente a
solu¢do de TCA foi removida e as placas foram lavadas, com dgua corrente de 3 a 4
vezes. Adicionou-se entdo 50 puL da solucdo de SRB a 0,4% (diluida em acido acético) e
as placas foram incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds a remogdo da
SRB, as placas foram lavadas de 3 a 4 vezes com 4cido acético a 1%, secas e o corante
dissolvido com Tris Base 10 mM (Sigma). Apds 5 minutos de incubagdo a temperatura

ambiente, as leituras espectrofotométricas da absorbancia, foi realizada em
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comprimento de onda de 570nm, no leitor de placas iMark Microplate Reader (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA).

Os testes foram realizados em trés experimentos independentes e a porcentagem
de células vivas foi calculada em relagdo ao controle negativo, representando a
citotoxicidade de cada tratamento, segundo proposto por ZHANG et al., 2004:

Células vivas (%) = Absorbancia do Teste x 100/Absorbdncia do Controle Negativo

Assim ap0s a avaliagdo das concentragdes, foram realizados o ensaio do Cometa

e 0 Teste do microntcleo.

3.5. Ensaio do Cometa
3.5.1. Solugoes para o ensaio do Cometa

Para a realizacdo do ensaio do cometa foi necessario preparar as seguintes
solugcdes. Solugdo de lise estoque com 2,5M de NaCl, 100mM de EDTA e 10 mM de
Tris, pH 10. Solugdo de lise preparada no momento do uso com 1% de Triton X-100,
10% DMSO e acrescido de solugdo lise estoque. Solugdo de EDTA com 3,72g em 50
mL de agua destilada e solugdo de NaOH com 100g em 250 mL de 4gua destilada, o
tampao de eletroforese foi preparado no momento do uso com 10 mL de EDTA e 60
mL de NaOH em 2 L de dgua destilada a 4°C, pH 13. Solugdo de neutraliza¢do com
Tris a 0,4M, a 4°C, pH 7,5. Solugdo de PBS concentrado 20 vezes com 180g de NaCl
anidro, 27,3g de Na,HPO, anidro, 4,85g de Na,H,PO4.H,0 e dgua destilada, q.s.p. 1L,
pH entre 7,2 e 7,6. Para o ensaio foram utilizadas agarose ponto de fusdo normal
(Sigma) (1,2g diluido em 80mL de PBS 1x, a 37°C) e agarose de baixo ponto de fusdo
ou Low melting point LMP (Sigma) (0,05g diluido em 10 mL de PBS 1x, a 37°C) para

50 laminas.
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3.5.2. Avaliacdo de Genotoxicidade

O ensaio de Cometa foi introduzido no laboratorio desde 2005, através da
colaboragdo da Profa. Dra. Catarina Satie Takahashi, do laboratorio de Genética da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras. Desde entdo, o ensaio do Cometa vem sendo
amplamente  utilizado em  nosso  laboratério  para  verificagdo  de
genotoxicidade/antigenotoxicidade de produtos naturais. O ensaio do cometa para
avaliar a genotoxicidade, foi realizado em células HepG2 e segundo protocolo
estabelecido por Singh e colaboradores (1988).

A suspensdo celular de 2,5x10° células/poco foi cultivada em placas de 24
cavidades e com um volume final de 500 pL/poco, ap6s 24 horas de cultivo, as células
foram tratadas com os extratos e fragdes de E. jambolana, que apresentaram indug¢do da
enzima quinona-redutase associado a ndo citotoxicidade celular, ou seja,
primeiramente, foram estabelecidas as concentracdes exatas que apresentaram atividade
da enzima quinona-redutase e mais duas concentragdes adicionais, ou seja, uma
concentracdo abaixo e outra acima da concentracdo que apresentou atividade
quimiopreventiva (com extrato bruto das folhas e dos fruto, EB-Fo e EB-Fr
respectivamente; fracdo hidroalcoolica dos frutos, HA-Fr e fra¢do n-butandlica das
folhas, BU-Fr). As concentragdes que apresentaram potencial genotdxico decidiu-se
testar concentragdes mais baixas, a fim de encontrar concentragdes ndo genotoxicas para
dar continuidade aos demais testes. Inicialmente as células foram tratadas com as
seguintes concentracdes, 2,5, 5, 10, 20, 30 e 40 pg/mL do extrato bruto das folhas; 1,25,
2,5, 5,10, 20, 30, 40 ¢ 50 pg/mL da fragdo n-butandlica das folhas; 20, 30 e 40 pg/mL
do extrato bruto dos frutos; e 10, 20 e 30 pg/mL da fracdo hidroalcoolica dos frutos,

diluidas em meio de cultura. Como controle negativo foi utilizado apenas meio de
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cultura e como controle positivo o peroxido de hidrogénio (H,0,) a 0,1M por 5 minutos.
Os tratamentos foram realizados em duplicata e por 24 horas.

Posteriormente os tratamentos foram removidos, as células foram lavadas com
solucdo de Hanks, tripsinizadas, reservadas em eppendorfs e centrifugadas a 1500 rpm
por 3 minutos. O sobrenadante foi entdo descartado e adicionou-se 100 pL de solucdo
de Hanks, para eliminar todo excesso do meio de cultura que pudesse interferir na
agarose LMP, diminuindo sua adesdo a lamina e a suspensdo celular foi centrifugada
novamente. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi removido e as células foram
ressuspendidas em 200 pL de agarose LMP a 37°C. Em seguida, o volume de cada
eppendorf foi tranferido para 2 laminas, ou seja, foi transferido cuidadosamente 100 pL.
da mistura para laminas previamente tratadas com agarose ponto de fusdo normal. Cada
lamina foi recoberta com uma laminula grande (24x 60mm) e colocada na geladeira ao
abrigo da luz por 5 minutos. Entdo as laminulas foram retiradas e as laminas foram
submetidas a solucdo de lise recém prepara a 4°C por um periodo minimo de 12 horas
sob refrigeracdo e ao abrigo da luz.

As laminas foram retiradas da solucdo de lise e colocadas na cuba de
eletroforese, sendo demarcado o lado da lamina que foi deixado para o po6lo negativo, a
fim de que os cometas (fragmentos de DNA) ndo fossem perdidos no tampao durante a
corrida eletroforética. Os eventuais espagos excedentes na cuba foram preenchidos por
laminas limpas e a solucdo tampao de eletroforese (4°C), foi colocada na cuba de
eletroforese até cobrir as laminas, que permaneceram durante 20 minutos em repouso
para que houvesse o relaxamento das fitas de DNA. Em seguida, a fonte de eletroforese
foi ajustada para 25 Volts, a miliamperagem e poténcia foram reguladas de acordo com
a quantidade de solu¢do colocada na cuba, e a corrida eletroforética foi realizada por 20

minutos. Apos a eletroforese alcalina, as laminas foram retiradas cuidadosamente da
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cuba e mergulhadas em solu¢do de neutralizacdo a 4 °C por 15 minutos. As laminas
entdo foram fixadas em etanol 100% e reservadas a temperatura ambiente.

Para coloragdo das laminas, foi utilizado 20 ul de solugdo de brometo de etidio
por lamina e, posteriormente, a lamina foi coberta com uma laminula (24 x 60 mm). A
leitura das laminas foi realizada imediatamente apos a coloragdo em um microscopio de
fluorescéncia com filtro de 516-560 nm, barreira de filtro de 590 nm e aumento total de
400 vezes. Esse aumento permitiu a observa¢do de imagens microscopicas com
contorno circular, indicando que ndo houve danos ao DNA ou nucleo celular
fragmentado em forma de “cometa” o que significa possiveis danos ao DNA. Foram
capturadas imagens de 100 nucleoides por aliquota de células e analisadas pelo software
TriTek CometScore ™ versdo 1.5. O parametro adotado no presente estudo foi a
porcentagem (%) de DNA na cauda que nos permite analisar a quantidade de DNA

fragmentado (MOLLER, 2005).

3.5.3. Avaliagdo de Antigenotoxicidade

Para avaliag¢@o da antigenotoxicidade dos extratos e fragdes isoladas das folhas e dos

frutos de E. jambolana foi utilizado como agente indutor de dano o perdxido de hidrogénio

(H,0;) em células HepG2. Foram empregados os protocolos de pré-tratamento e pds-

tratamento, segundo proposto por Scolastici e colaboradores (2008). Esses dois protocolos

de tratamento permitiram a identificacdo do mecanismo de ag@o antigenotoxica das

diferentes concentra¢des dos extratos e fracdes da espécie vegetal proposta para estudo. O

ensaio de antigenotoxicidade foi realizado a partir de concentragdes ndo genotoxicas obtidas

através do ensaio de genotoxicidade. A figura 6 demonstra imagens ilustrativas de

diferentes tipos de danos encontrados no ensaio do cometa.

As células HepG2 foram cultivadas em placas de 24 pocos (2,5x10° células/pogo),

ap6s 24 horas de cultivo, o tratamento foi realizado da seguinte forma:
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No pré-tratamento as células foram submetidas a diferentes concentragdes nao
genotdxicas dos extratos e fragdes de E. jambolana, seguindo uma dilui¢do seriada de 1:2
(EB-Fo: 1,25, 0,62 ¢ 0,31 pg/mL; BU-Fo: 0,62, 0,312 ¢ 0,15 pg/mL; EB-Fr: 0,62, 0,31 e
0,15 pg/mL; HA-Fr: 0,62, 0,31 e 0,15 pg/mL), resultando em um volume final de
500uL/pogo, apos 24 horas o meio de cultura com os tratamentos foi removido e foi
adicionado 500 pL do indutor de dano, H,O; diluido em meio de cultura, a 0,1M por 5
minutos. Em seguida, as células foram lavadas com solu¢do de Hanks, tripsinizadas,
centrifugadas e o protocolo foi realizado como descrito anteriormente;

No pos-tratamento as células foram submetidas primeiramente ao indutor de dano,
H,0, diluido em meio de cultura, a 0,1M por 5 minutos, em seguida o H,O, foi removido e
as células foram expostas a diferentes concentracdes ndo genotdxicas dos tratamentos. Apos
24 horas o meio foi removido, as células foram lavadas com solu¢ao de Hanks, tripsinizadas,

centrifugadas e o protocolo foi realizado como descrito anteriormente.



Figura 6. Imagens ilustrativas dos diferentes tipos de danos encontrados no ensaio do
cometa, antigenotoxicidade. Controle positivo (A), controle negativo (B), pré-
tratamento com extrato bruto do fruto de E. jambolana a 0,156 pg/mL (C) e pos-
tratamento com extrato bruto do fruto de E. jambolana a 0,156

3.6. Teste do Micronucleo

3.6.1. Solugoes para o teste do Micronucleo

Para a realizacdo do teste do micronucleo foi necessario preparar uma solugdo de
KCI a 0,075M. Solu¢do de metanol e acido acético na relagdo de 3:1 respectivamente.
Citocalasina B a 2,4 pg/mL. Corante Giemsa com tampao fosfato (pH 6,8) na relagdo de

20:1.

3.6.2. Avaliagdo da Mutagenicidade

O micronucleo (MN) representa a perda da cromatina devido a dano
cromossdmico estrutural (fragmento) ou dano no aparelho mitético, sendo caracterizado

como uma pequena massa nuclear delimitada por membrana e separada do nucleo
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principal (FENECH, 1997). Para a avaliacdo do potencial mutagénico dos extratos e
fragdes de E. jambolana, foi realizado o teste do micronucleo de acordo com o
protocolo proposto por Fenech (2000).

As células HepG2 foram cultivadas em placas de 100x20mm (1x10°
células/placa), e apos 24 horas de cultivo, as células foram tratadas com os extratos e
fragoes de E. jambolana seguindo uma dilui¢do seriada de 1:2 (EB-Fo: 1,25, 0,62 ¢ 0,31
ug/mL; BU-Fo: 0,62, 0,312 ¢ 0,15 pg/mL; EB-Fr: 0,62, 0,31 e 0,15 pg/mL; HA-Fr:
0,62, 0,31 e 0,15 pg/mL), resultando em um volume final de SmL/pogo Apos 24 horas o
meio de cultura com os tratamentos foi removido, € um novo meio de cultura, contendo
citocalasina B na concentrag¢do de 2,4 ng/mL foi adicionado, por 48 horas e ao abrigo da
luz.

Apos 48 horas o meio de cultura contendo citocalasina B foi removido, as
células foram lavadas com solucdo de Hanks, tripsinizadas e centrifugadas a 1200 rpm
por 3 minutos. O sobrenadante foi removido e as células foram ressuspendidas,
vagarosamente em 4 mL de solucdo de KCI gelada (solugdo hipotonica) e 1 mL do
fixador (solug¢@o de metanol e acido acético), foram entdo centrifugadas a 800 rpm por 8
minutos. O sobrenadante foi descartado ¢ 4 mL da solugdo de metanol e acido acético
foi cuidadosamente adicionado, foi acrescentado também duas gotas de formaldeido, as
células foram centrifugadas a 800 rpm por 6 minutos. Em seguida, 3 mL do
sobrenadante foi removido, as células foram ressuspendidas nos 2 mL restantes e
espalhadas em varias laminas. Quando as ldminas j& estavam secas, as mesmas foram
coradas com Giemsa por 4 minutos, posteriormente, foram lavadas duas vezes em um
fio de dgua corrente e permaneceram em condi¢do ambiente até o momento da analise.

A andlise das laminas foi realizada em microscopio Optico comum em

magnitude de 400x e 1000 células binucleadas, com citoplasma integro e nucleos



51

principais nitidamente delimitados foram contados e analisadas a freqiiéncia de
micronucleos.

Em seguida, foi realizado também a contagem para a determinagdo do indice de
divisdo nuclear (IDN), em que foi considerado a freqiiéncia de células com 1, 2, 3 ou 4
nucleos em 1000 células analisadas. O IDN foi dado pela férmula abaixo, onde M1 a
M4 representam o niimero de células com 1, 2, 3 e 4 ntcleos e o N representa o total de
células, de acordo com Eastmond e Tucker (1989). A freqtiéncia de micronucleos e os
IDNs foram calculados a partir de trés experimentos independentes.

IDN = [M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)] / N

3.6.3. Avaliagdo da Antimutagenicidade

A avaliacdo do potencial antimutagénico dos extratos e fracdes de E. jambolana,
foi realizada através do teste do micronticleo de acordo com o protocolo proposto por
Fenech (2000), sendo utilizado como agente indutor de dano o perdxido de hidrogénio
(H,0,), foram realizados os protocolos de pré e pos-tratamento.

As células HepG2 foram cultivadas em placas de 100x20mm (1x10°
células/placa), apds 24 horas de cultivo o tratamento foi realizado da seguinte forma:

No pré-tratamento as células foram submetidas a diferentes concentragdes nao
genotoxicas dos extratos e fragcdes de E.jambolana, seguindo uma diluicdo seriada de
1:2, resultando em um volume final de 5 mL/placa, ap6s 24 horas o meio de cultura
com os tratamentos foi removido e foi adicionado 5 mL do indutor de dano, H,O, a
0,1M, diluido em meio de cultura, por 5 minutos. Em seguida o H,O,; foi removido e o
meio de cultura, contendo citocalasina B (para interromper a citocinese) na
concentragdo de 2,4 pg/mL foi adicionado, por 48 horas e ao abrigo da luz.

No pds-tratamento as células foram submetidas primeiramente ao indutor de

dano, H,O; a 0,I1M diluido em meio de cultura, por 5 minutos, em seguida o H,O, foi
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removido e as células foram expostas a diferentes concentragdes ndo genotoxicas dos
tratamentos. Apos 24 horas o meio de cultura com os tratamentos foi removido, e um
novo meio de cultura, contendo citocalasina B na concentracdo de 2,4 pg/mL foi
adicionado, por 48 horas e ao abrigo da luz.

Apds 48 horas o meio de cultura contendo citocalasina B foi removido, as
células foram lavadas com solu¢do de Hanks, tripsinizadas, centrifugadas e o protocolo

foi realizado como descrito anteriormente.

3.7. Analise Estatistica

Para comparacgdo dos resultados de citotoxicidade e do potencial de indugdo de
quinona-redutase a partir do tratamento com E. jambolana foi utilizado a andlise de
variancia One-way (ANOVA) com poés-teste de Tukey. Os resultados quantitativos de
genotoxicidade e antigenotoxicidade do tratamento com E. jambolana comparados com
o controle negativo e controle positivo respectivamente, foi aplicado o teste de Kruskal
Wallis com pods-teste de Dunn. As analises foram realizadas com software GraphPad
Prism® Version 5.01 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Para a freqiiéncia
de micronucleos comparada com o controle negativo e positivo (mutagenicidade e
antimutagenicidade, respectivamente) foi utilizado andlise de varidncia Omne-way
(ANOVA) com pos-teste de Dunnet e para IDNs o teste aplicado foi a andlise de
variancia One-way (ANOVA) com pds-teste de Tukey, com o auxilio do software
BioEstat 5.0. Para a aplicacdo das andlises de varidncia One-way ANOVA foram
primeiramente avaliados se os dados possuiam distribui¢do normal. Em todos os testes

estatisticos foi considerado o nivel de significancia de p<0,05.



53

4. Resultados
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4.1. Atividade da Quinona-redutase

Ap6s tratamento da linhagem celular Hepa lclc7 com extratos e fracdes das
folhas e dos frutos de Eugenia jambolana, pode-se observar um potencial efeito
quimiopreventivo a partir de dois extratos brutos e duas fragdes analisadas dentro do
rastreamento bioguiado. Foram realizados trés experimentos independentes para avaliar
a capacidade de inducdo da atividade da enzima quinona-redutase e a viabilidade celular
pelo ensaio do violeta cristal em linhagem celular Hepa Iclc7, levando em
considerag¢do a inducdo do controle positivo (B-naftoflavona) que possui uma taxa de
inducdo igual ou superior a duas vezes em relagdo ao controle negativo. Considerando
assim um indutor da atividade da enzima quinona-redutase, as concentragdes que
apresentaram uma taxa de indugdo igual ou superior a duas vezes.

O extrato bruto das folhas (EB-Fo) e o extrato bruto dos frutos (EB-Fr) de E.
jambolana apresentaram indug¢do da atividade da enzima quinona-redutase nas
concentragcdes de 5, 10, 20 e 30 pg/mL (EB-Fo) e 30 pg/mL (EB-Fr). O indice de
indugdo da enzima mostra que durante o tratamento de 48 horas das células com 5, 10,
20 e 30 pg/mL do EB-Fo houve o aumento na atividade da enzima em 2,0 + 0,3; 2,1 +
0,3; 2,5+ 0,3 ¢ 2,3 +0,2 vezes, respectivamente. Em relagdo ao comportamento celular
durante o ensaio, a porcentagem de células vivas, nessas concentragdes foi de 90,9 +
4,5;89,3+5,5; 74,7+ 13,1 e 71 £ 16,9%. As concentragdes 1,25; 2,5; 5; 10 e 40 pg/mL
apresentaram diferencas significativas em relacdo ao controle positivo (BNF) para a
indugcdo da enzima QR. Na andlise da viabilidade celular ndo houve significancia
estatistica em nenhuma das concentragdes em relagdo ao controle negativo. (Figura 7).
Durante o tratamento de 48 horas das células com 30 pg/mL do EB-Fr, houve um
aumento da indugdo da enzima em 2,0 + 0,1 vezes ¢ 88,4 + 5,7% de células vivas. As

concentragdes 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 30 e 40 pg/mL apresentaram diferencas
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significativas em relacdo ao controle positivo (BNF) para a indugdo da enzima QR. Na
analise da viabilidade celular as concentracdes ndo apresentaram significancia

estatistica em relag@o ao controle negativo (Figura 8).

Figura 7. Inducdo da enzima quinona-redutase (QR) (média + erro padriao) em células
Hepalclc7 através do EB-Fo (tratamento / controle) (m) e relagdo com viabilidade
celular (%) pelo ensaio de violeta cristal (VC) (®) tratadas por 48h e comparadas com
controle positivo B-naftoflavona (¢) a 0,1 uM, a atividade da enzima e com o controle
negativo a viabilidade. Andlise de variancia One-way ANOV A com pos-teste de Tukey.
(%) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001.
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Figura 8. Inducdo da enzima quinona-redutase (QR) (média + erro padrdo) em células
Hepalclc7 através do EB-Fr (tratamento / controle) (m) e relacio com viabilidade
celular (%) pelo ensaio de violeta cristal (VC) (®) tratadas por 48h e comparadas com
controle positivo B-naftoflavona (¢) a 0,1 uM, a atividade da enzima e com o controle
negativo a viabilidade. Analise de variancia One-way ANOVA com pos-teste de Tukey.

(**) p<0,01; (***) p<0,001

O tratamento da linhagem celular Hepa 1clc7 com a fragdo n-butandlica da
folha (BU-Fo) de E. jambolana (Figura 9), apresentou inducdo da atividade da enzima
quinona- redutase nas concentragdes de 2,5, 20, 30 e 40 pg/mL. O indice de indugdo da
enzima mostra que durante o tratamento de 48 horas das células com as concentragdes
da fracdo escolhida foram capazes de aumentar a atividade da enzima em 2,1 £+ 0,3; 2,0
+ 0,3; 2,6 £ 0,3; 2,8 + 0,3 vezes respectivamente, nenhuma das concentragdes
apresentou diferenga significativa quando comparadas com o controle positivo (BNF).
Em relacdo a viabilidade celular observou-se 95,1 +3,1; 96,8 £ 2,4; 52,4+ 13,8 ¢ 46,3 +
3,7% de células vivas, ndo houve significincia estatistica em nenhuma das
concentragdes em relagdo ao controle negativo, exceto na concentracdo de 40 pg/mL

(p<0,05).
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Figura 9. Inducdo da enzima quinona-redutase (QR) (média + erro padrdo) em células
Hepalclc7 através do BU-Fo (tratamento / controle) (m) e relagdo com viabilidade
celular (%) pelo ensaio de violeta cristal (VC) (®) tratadas por 48h e comparadas com
controle positivo B-naftoflavona (¢) a 0,1 uM, a atividade da enzima e com o controle
negativo a viabilidade. Analise de variancia One-way ANOV A com pds-teste de Tukey.

(*) p<0,05; (***) p<0,001.

A fracdo hidroalcodlica do fruto (HA-Fr) de E. jambolana (Figura 10) mostrou
induzir a atividade da enzima quinona-redutase somente na concentragdo de 20 pg/mL.
O indice de indugdo da enzima mostra que durante o tratamento de 48 horas das células
com 20 pg/mL da fragdo foi capaz de aumentar a atividade da enzima em 2,5 + 0,06
vezes € 93,3 &+ 3,6% de células vivas. Pode-se observar que nas concentragdes 1,25; 2,5;
5; 10; 30 e 40 pg/mL nao houve indug¢do de quinona-redutase por apresentaram
diferengas significativas em relacdo ao controle positivo (BNF) para a inducdo da
enzima QR. Na andlise da viabilidade celular nenhuma das concentragdes apresentou

significancia estatistica em relacdo ao controle negativo.
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Figura 10. Inducdo da enzima quinona-redutase (QR) (média + erro padrao) em células
Hepalclc7 através do BU-Fo (tratamento / controle) (m) e relagdo com viabilidade
celular (%) pelo ensaio de violeta cristal (VC) (@) tratadas por 48h e comparadas com
controle positivo B-naftoflavona (¢) a 0,1 uM, a atividade da enzima e com o controle
negativo a viabilidade. Analise de variancia One-way ANOV A com pos-teste de Tukey.

(¥%%) p<0,001.

Por se tratar de um estudo bioguiado, outras fragdes também foram testadas, a
fim de verificar a possivel indu¢do da enzima quinona-redutase. Porém quando as
células foram tratadas por 48 horas com as fragdes acetato de etila (AC-Fo),
hidroalcoolica (HA-Fo) e hexanica (HEX-Fo) das folhas e fra¢des acetato de etila (AC-
Fr) e n-butandlica (BU-Fr) dos frutos de E. jambolana ndo foi observada indugdo
significativa de QR nas concentra¢des testadas, de 1,25 a 20 pg/mL (p<0,001). Na
tabela 2, pode-se observar o baixo indice de indu¢do da enzima e a viabilidade celular
das fra¢des das folhas e dos frutos de E. jambolana na maior concentragdo testada (20
pg/mL).

Somente os extratos e fragdes que apresentaram indugdo da atividade da enzima

quinona-redutase foram testados nos experimentos posteriores.
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Tabela 1: Atividade da enzima quinona-redutase através de fragdes das folhas e dos

frutos de Eugenia jambolana em linhagem de células Hepalclc7.

~ Fracdes de E. jambolana IR (tratamento/controle)  Viabilidade celular (%)
~ ACFo 1,140,227 94,3 +2,9
~ HAFo 0,8+0,03"" 93,3+4,6
~ HEX-Fo 0,4+0,05"" 96 + 6,5
- ACF 0,6+0,04"" 95,3489
.~ BUF 0,7 +0,05"" 96,8 2,2

IR, taxa de inducdo de QR, relagdo entre a atividade especifica da QR em células tratadas com composto
e controle negativo. Viabilidade celular: porcentagem de células vivas na maior concentracdo testada (20
pg/mL). B-naftoflavona foi adotada como controle positivo. CN: controle negativo. Os resultados estdo
expressos como média + erro padrio de trés experimentos independentes. IR comparado PNF e

viabilidade com CN. Analise de variancia One-way ANOV A com pds-teste de Tuckey. (***) p<0,001.
Para caracterizar se uma substancia ¢ um indutor monofuncional ou bifuncional,
foi realizado o mesmo ensaio, com extratos e fracdes que apresentaram indugdo da
enzima na linhagem selvagem Hepa 1clc7, na linhagem mutante TAOc1BP'cl e BP'cl
(CUENDET et al., 2006). Dessa maneira pode-se comparar a capacidade de inducdo
enzimatica de uma substdncia em linhagem selvagem (Hepalclc7) com o perfil da
indu¢do em linhagens mutantes (TAOc1BPrcl e BP'cl). Porém nenhum dos extratos e
fragdes foram capazes de induzir a enzima quinona-redutase nas linhagens mutantes.
Dessa forma os dois extratos (EB-Fo e EB-Fr) e as duas fragdes (HA-Fr e BU-Fo) que
apresentaram atividade da enzima quinona-redutase apenas na linhagem selvagem,

podem ser considerados indutores bifuncionais.
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4.2. Avaliacio da citotoxicidade

Os resultados de citotoxicidade estdo demonstrados na tabela 2. O EB-Fo e a
fracdo BU-Fo das folhas, o EB-Fr e a fragdo HA-Fr dos frutos de E. jambolana, foram
testados na concentragdo de 0,6 a 40 pg/mL, por meio do ensaio de citotoxicidade,
baseado na colora¢do por SRB, obtendo-se o resultado em porcentagem da viabilidade
celular em relagdo ao controle negativo.

Os tratamentos com E. jambolana foram avaliados em células HepG2, células
que posteriormente foram utilizadas nos ensaios do cometa e micronucleo. Na maior
concentragdo, 40 pg/mL, todos os extratos e fragdes apresentaram entre 55 e 65% de
células vivas e na menor concentragdo, 0,62 pg/mL, a viabilidade variou de 65 a 85%.
Os extratos e fragdes de E. jambolana apresentaram um perfil semelhante em relacdo a
viabilidade celular, porém os extratos e fragdes dos frutos (EB-Fr e HA-Fr)
demonstraram uma maior porcentagem de células vivas, sendo que a partir da
concentragdo de 1,25 pg/mL ndo houve diferenca estatistica significativa em relagdo ao
controle negativo (p< 0,05), onde o EB-Fr apresentou uma viabilidade de 75,8 =4,1% e
a HA-Fr de 82,3 + 2,1%. Entretanto alguns compostos apresentaram viabilidade celular

abaixo do 1C20.
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Tabela 2: Determinag@o da viabilidade celular dos extratos e fragdes das folhas e dos

frutos de E. jambolana, em linhagem de células HepG2, por meio da técnica de SRB.

Viabilidade Celular (%) + EP

CP 92+3
CN 94+25
Concentracio EB-Fo BU-Fo EB-Fr HA-Fr
(ng/mL)
0,62 669+ 1,6 735+29" 80,0 + 3.6 833+2.5
1,25 67,029 728+£34 758 £4,1 823421
2,5 66,1+ 1,8 723+46 747 +49 732+28"
5 603+£2,6 674+£2,6 67446 7334427
10 594+1,7 665+2.1 70,8 + 4,8 71,9 +3.4"
20 60,1 £2,17 655+2.7 723+27 753+35
40 58,7+3,6 603+2,6 64,6 +3,5 629+30"

Viabilidade celular é dada em porcentagem, a partir de 3 experimentos independentes (média + erro
padrdo-EP). CP: controle positivo, H,O, A 0,1 M. CN: controle negativo. Analise de varidncia One-way
ANOVA com poés-teste de Tukey. (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001.

4.3. Avaliacio da Genotoxicidade

Para caracterizar o potencial genotdxico dos extratos e fragdes, que apresentaram
atividade quimiopreventiva a partir do ensaio da quinona-redutase, foi realizado o
ensaio do cometa segundo protocolo estabelecido por Singh e colaboradores (1988). A
avaliacdo da genotoxicidade foi realizada em linhagem HepG2 pela sua caracteristica de
linhagem celular metabolizadora. As concentracdes utilizadas no ensaio foram pré-
estabelecidas de acordo com o ensaio da quinona-redutase, ou seja, foram avaliadas
inicialmente as concentragdes que apresentaram indu¢do da enzima quinona-redutase.
Ainda, foi levado em consideracdo a viabilidade celular frente aos tratamentos com E.

jambolana, que nessas concentracdes, utilizando o ensaio de violeta cristal, foi de
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aproximadamente 85%. Posteriormente, foram estabelecidas concentracdes ndo
genotoxicas para dar continuidade aos demais experimentos (antigenotoxicidade e
antimutagenicidade). O parametro adotado no presente estudo foi a porcentagem de
DNA na cauda. Infelizmente, as concentragdes que se apresentaram positivas para o
ensaio de quinona-redutase foram genotdéxicas e somente nas menores concentragdes,
onde ndo se observa genotoxicidade também ndo houve estimulo de quinona-redutase.
O tratamento da linhagem celular HepG2 com extrato EB-Fo (tabela 3) e com a
fracdo BU-Fo (tabela 4) de E. jambolana demonstrou que nas maiores concentracgoes,
esses extratos e fragdes foram altamente genotoxicos. O EB-Fo demonstrou
genotoxicidade da concentragcdo de 5 pg/mL (13,3 + 1,2%) p<0,05 até a concentragdo
de 40 pg/mL (23,7 + 2,4%) p<0,001, apresentando-se assim estatisticamente diferente
do controle negativo. As concentragdes de 0,62, 1,25 ¢ 2,5 pg/mL (6,6 = 1,1; 6,7 £ 0,9;
7,2 £ 1,3%, respectivamente) ndo apresentaram genotoxicidade, ndo apresentando
diferencga estatistica quando comparadas com o controle negativo. A fracdo BU-Fo
apresentou potencial genotoxico na concentracdo de 5 pg/mL (13,4 + 1,3%) até 50
ng/mL (28,2 £ 1,1%), sendo diferente estatisticamente do controle negativo (p<0,01 e
p<0,001, respectivamente). Entretanto, as concentragdes de 0,31 (6,3 = 1,9%), 0,62 (7,6
+1,1%), 1,25 (9,8 £ 1,3%) e 2,5 ng/mL (10 + 1,1%) ndo apresentaram significancia em

relag@o ao controle negativo e, portanto ndo foram genotoxicas.
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Tabela 3. Avaliagdo da genotoxicidade do extrato bruto das folhas de FEugenia

Jjambolana.
% DNA = EP
CN 6,4+ 1,6
CP 27414
EB-Fo de E. jambolana (ng/mL)

0,62 6,6+ 1,1

1,25 6,7+0,9

2,5 72+13
5 133+1,2"
10 141+137
20 157+1,6"
30 194+127
40 237424

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da porcentagem de

DNA + erro padriio. Analise de varidncia Kruskal Wallis com pds-teste de Dunn. (¥*) p<0,05 e (***)

p<0,001.

Tabela 4. Avaliacdo da genotoxicidade da fragdo n-butanodlica das folhas de Eugenia

Jjambolana.
% DNA + EP
CN 58+1,5
CP 205+14""
BU-Fo de E. jambolana (ng/mL)

0,31 63+1,9

0,62 76+ 1,1

1,25 9,8 +1,3

2,5 10+1,1
5 13,4+13"
10 163+12""
20 18,8 +1,47
30 241+1,7"
40 224419
50 282+1,17"

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da porcentagem de

DNA = erro padrdo. Andlise de varidncia Kruskal Wallis com poés-teste de Dunn. (**) p<0,01 e (**%*)

p<0,001.
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Os extratos e fragdes dos frutos, extrato EB-Fr e fracio HA-Fr, apresentam pertfil
genotdxico semelhante aos extratos e fragdes das folhas, nas maiores concentragdes. O
EB-Fr (tabela 5) apresentou potencial genotdxico, ou seja, capacidade de causar dano ao
DNA celular de 5 (11,8 + 1,1%) até 40 pg/mL (25,6 £ 1,2%), p<0,01 e p<0,001,
respectivamente. Em concentracdes menores como 0,31 (6,2 = 1,2%), 0,62 (6,9 +
1,1%), 1,25 (9,4 £ 1,1%) e 2,5 pg/mL (10,1 + 1,8%), respectivamente, esses extratos e
fracdes ndo sdo capazes de causar dano ao DNA, ndo apresentando assim diferenga

estatistica do controle negativo.

Tabela 5. Avaliagdo da genotoxicidade do extrato bruto dos frutos de Eugenia

Jjambolana.
%DNA + EP
CN 58+1,5
CP 295+14"
EB-Fr de E. jambolana (ng/mL)
0,31 62+12
0,62 6,9+ 1,1
1,25 9.4+1,1
2,5 10,1+ 1,8
5 11,8+1,17
10 13,5+1,4™
20 20+ 137
30 259+1,5""
40 256+12"

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da porcentagem de
DNA + erro padrdo. Analise de variancia Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn. (¥*) p<0,01 ¢ (¥**)

p<0,001.

A fracdo HA-Fr (tabela 6) causou dano significativo no DNA das células nas
concentragdes de 5 (12,3 = 1,2%) até 30 pg/mL (20,8 + 1,7%) p<0,001. Nas menores
concentragdes, 0,31 (6,1 £ 0,7%), 0,62 (7,7 = 1,0%), 1,25 (10,9 £1,2%) e 2,5 ng/mL (9,5
+ 1,8%), ndo houve a presenca de genotoxicidade, ndo apresentando diferencga estatistica

significativa em relacdo ao controle negativo.
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Tabela 6. Avaliagdo da genotoxicidade da fragdo hidroalcoolica dos frutos de Eugenia

Jjambolana.
%DNA + EP
CN 6,4+1,6
CP 27414
HA-Fr de E. jambolana (ng/mL)
0,31 6,1+0,7
0,62 7,7+1,0
1,25 10,9+ 1,2
2,5 9,5+1,8
5 123+12"
10 13,116
20 12+1,07°
30 20,8+ 1,8

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da porcentagem de

DNA = erro padrdo. Analise de variancia Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn. (***) p<0,001.

4.4. Avaliacdo da Antigenotoxicidade

Para caracterizacdo do potencial antigenotoxico dos extratos e fragdes de E.
jambolana, foi realizado o ensaio do cometa onde se empregou os protocolos de pré e
poOs-tratamento, proposto por Scolastici e colaboradores (2008). A avaliagdo da
antigenotoxicidade foi realizada em linhagem HepG2 e os tratamentos foram realizados
a partir de concentracdes ndo genotdxicas, obtidas no ensaio do cometa através do
protocolo de genotoxicidade (descrito acima).

O extrato EB-Fo (tabela 7) foi avaliado quanto ao seu perfil antigenotdxico nas
concentragdes de 0,31, 0,62 e 1,25 pg/mL, pode-se observar que no pré-tratamento o
presente extrato provocou um aumento no dano do DNA, causado pelo mutdgeno
(H,0,), obtendo-se 65,5 = 1,3, 62,4 £ 1,5, 62,9 + 1,4%, respectivamente, apresentando
diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle positivo p<0,001,
ultrapassando o resultado obtido nesse controle (24,7 + 1,6%). Por outro lado o pos-
tratamento com EB-Fo demonstrou um efeito bioantimutagénico frente ao dano causado

pelo H,O, apds um tempo de recuperacdo de 24 horas, nas concentragdes de 0,62 (10,2
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+ 1,0%) e 1,25 pg/mL (11,4 = 1,2%), apresentando diferenca estatistica em relagdo ao
controle positivo p<0,01. A concentragdo de 0,31 pg/mL (15 £ 1,1%) ndo apresentou
significancia estatistica em relacdo ao controle positivo, ressaltando que esses resultados

do pds-tratamento sdo menores que o controle positivo.

Tabela 7. Avaliagdo da antigenotoxicidade do extrato bruto das folhas de Eugenia

jambolana.

% DNA + EP

Pré Pos
CN 74+13" 58+12"°
CP 247+ 1,6 223+18

EB-Fo (ng/mL)

0,31 655+13"" 15+1,1
0,62 62,4+1,5"" 102+1"
1,25 62,9+ 14" 11,4+12"

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da porcentagem de
DNA na cauda =+ erro padrdo. Analise de varidncia Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn. (**) p<0,01;

(*#%) p<0,001.

A fracdo BU-Fr (tabela 8) foi avaliada nas concentragdes de 0,15, 0,31 ¢ 0,62
ug/mL. No pré-tratamento com essa fracdo, foi observada também potencial dano no
DNA celular, em que as concentracdes de 0,15, 0,31 e 0,62 pg/mL apresentaram
fragmentacdo do DNA de 63,5 £ 1,3, 56,7 = 1,4, 53,1 + 1,7%, respectivamente,
apresentando diferenca estatistica em relagdo ao controle positivo (p<0,001), (valores
ultrapassam o controle). O pds-tratamento demonstrou redugdo do dano nas
concentragdes de 0,31 (11,2 + 1,3%) e 0,62 pg/mL (9,6 = 1,0), apresentando diferenca
estatistica em relacdo ao controle positivo (p<0,01 e p<0,001), respectivamente,

(valores menores que o controle). Entretanto, a concentragdo de 0,15 pg/mL ndo
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apresentou diferencga estatistica em relagdo ao controle positivo, ndo sendo considerada

antigenotoxica.

Tabela 8. Avaliacdo da antigenotoxicidade da fra¢do n-butandlica das folhas de

Eugenia jambolana.
% DNA + EP
Pré Pos
CN 74+13" 58+12"
CP 247+ 1,6 223+1,8
BU-Fo (ng/mL)
0,15 63,5+13" 16,2 + 1
0,31 56,7 14" 112+13"
0,62 53,117 9,6+1"

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da porcentagem de
DNA na cauda + erro padrdo. Andlise de variancia Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn. (**) p<0,01;

(*¥%%) p<0,001.

Os extratos e fragdes dos frutos de E. jambolana apresentaram o mesmo perfil
de potencial dano ao DNA no pré-tratamento e agdo bioantimutagénica no pos-
tratamento. O extrato EB-Fr e a fragdo HA-Fr foram testadas nas concentragdes de 0,15,
0,31 e 0,62 pg/mL. No pré-tratamento, o EB-Fr apresentou, nessas concentragdes, 63,9
+1,8,68,5+1,4¢ 72,9+ 1,3% de DNA na cauda, com diferenca estatistica em relagdo
ao controle positivo p<0,001 (valores ultrapassam o controle). Na fragdo HA-Fr, nas
mesmas concentragdes de 0,15, 0,31 e 0,62 pug/mL, apresentou 55,6 = 1,3, 58,6 + 1,6 ¢
59,5 = 1,5% de DNA na cauda, respectivamente, com significancia estatistica (p<0,001)
em relagdo ao controle positivo (valores também ultrapassam o controle).

No péds-tratamento, as trés concentragdes tanto do extrato EB-Fr (tabelas 9)
quanto da fracdo HA-Fr (tabela 10) apresentaram diferenca estatistica em rela¢do ao

controle positivo, demonstrando ser capaz de reduzir o dano causado pelo H,O, apés um
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tempo de recuperagdo. O extrato EB-Fr apresentou 7,7 = 1,1 (0,15 pg/mL), 9,8 £ 1,4

(0,31 pg/mL) e 10,3 £ 1,9% (0,62 pg/mL) de DNA na cauda, p<0,001. E a fracdo HA-

Fr 9,5 + 1,2 (0,15 pg/mL), 11,6 = 1,3 (0,31 pg/mL) e 10,5 + 1,5% (0,62 pg/mL)

p<0,001.

Tabela 9. Avaliacdo da antigenotoxicidade do extrato bruto dos frutos de Eugenia

jambolana.
% DNA + EP
Pré Pos
CN 63+1,5 71+1,7
CP 264 +1,7 242+1,9
EB-Fr (ng/mL)
0,15 63,9+1,8"" 77+1,17
0,31 68,5+ 1,4 98+14™"
0,62 72,9+ 13" 103+1,9™

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estio expressos como média da porcentagem de

DNA na cauda + erro padrdo. Analise de variancia Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn. (***) p<0,001.

Tabela 10. Avaliagdo da antigenotoxicidade da fracdo hidroalcoolica dos frutos de

Eugenia jambolana.
% DNA £ EP
Pré Pos
CN 63+15 71+1,7"
CP 26,4 +1,7 242+1,9
HA-Fr (ng/mL)
0,15 556+13"" 95+1,2""
0,31 58,6+1,6 1,6 +1,3™
0,62 59,5+1,5 105+1,5™

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da porcentagem de

DNA na cauda + erro padrdo. Analise de varidncia Kruskal Wallis com pés-teste de Dunn. (**%) p<0,001.
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4.5. Avaliacdo da Mutagenicidade

Para caracterizagdo do potencial mutagénico dos extratos e fragdes de E.
jambolana, foi realizado o teste do micronucleo, segundo o protocolo de Fenech (2000)
com algumas modifica¢des. A avaliacdo da mutagenicidade foi realizada em linhagem
HepG2 e os tratamentos foram os mesmos empregados na avaliagio da
antigenotoxicidade e antimutagenicidade, ou seja, concentracdes ndo genotdxicas.

Um numero elevado na FMN foi observado no controle positivo, o que era
esperado, e foi estatisticamente diferente do controle negativo em todas as condigdes.

O tratamento da linhagem celular HepG2 com extrato EB-Fo (tabela 11) de E.
jambolana demonstrou que em todas as concentragdes testadas (0,31, 0,62 e 1,25
pg/mL) ndo houve aumento significativo na FMN, neste caso essas concentragdes nao
apresentaram diferenga significativa do controle negativo. O mesmo foi observado apos
analise do IDN, que apresentou diferenca estatistica significativa do controle negativo
somente em relacdo ao controle positivo p<0,001, indicando uma falta de uniformidade
na divisdo nuclear do controle positivo.

Tabela 11. Avaliacdo da mutagenicidade do extrato bruto da folha de Eugenia

jambolana
Extrato Bruto da folha de E. jambolana
Concentragdo (pug/mL) FMN (por 1000 células binucleadas) IDN
CP 155,7+5.8" 1,440,006
CN 26,3 +4,1 1,6 £0,01
0,31 40+4,2 1,540,003
0,62 39+3,1 1,6 £ 0,003
1,25 437+£32 1,6 £ 0,003

CP: controle positivo. CN: controle negativo. FMN: Freqiiéncia de micronicleos em 1000 células
binucleadas. IDN: indice de divisdo nuclear. Resultados estdo expressos como média =+ erro padrao (M +
EP). (***) p<0.001 em relacdo ao CN. Analise de varidncia One-way (ANOVA) com pos-teste de
Dunnet para FMN. Analise de varidancia One-way (ANOVA) com pos-teste de Tukey para IDNs.
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A fragdo BU-Fo (tabela 12) apresentou um aumento na FMN nas concentragdes
testadas, 0,15 pg/mL (48,3 + 2,6), 0,31 pg/mL (48 £+ 3,1) e 0,62 ng/mL (46 £ 1,6),
quando comparadas com o controle negativo. Para esta fragdo o IDN dos tratamentos
ndo apresentou diferenca estatistica do controle negativo, sugerindo assim uniformidade
na divisao nuclear.

Tabela 12: Avaliacdo da mutagenicidade da fracdo n-butandlica da folha de Eugenia
jambolana

Fracio n-Butanolica da folha de E. jambolana

Concentracdo (pg/mL) FMN (por 1000 células binucleadas) IDN
CP 155,758 1,4+ 0,006
CN 26,3 +4,1 1,6 +0,01
0,15 483+2,6 1,5+0,012
0,31 48+3,17 1,6 + 0,003
0,62 46+ 1,6 1,5+ 0,003

CP: controle positivo. CN: controle negativo. FMN: Freqiiéncia de micronucleos em 1000 células
binucleadas. IDN: indice de divisdo nuclear. Resultados estdo expressos como média =+ erro padrao (M +
EP). (***) p<0.001, (**) p<0.01 em relacdo ao CN. Analise de varidncia One-way (ANOVA) com pos-
teste de Dunnet para FMN. Andlise de varidncia One-way (ANOVA) com pos-teste de Tukey para IDNS.

As tabelas 13 e 14 demonstram os tratamentos com os extratos e fragdes dos
frutos de E. jambolana, EB-Fr ¢ HA-Fr. O extrato EB-Fr assim como a fragdo HA-Fr
ndo apresentaram aumento significativo na FMN nas concentracdes testadas de 0,15 a
0,62 ng/mL, nao apresentando diferenga estatistica do controle negativo e portanto nao
apresentando efeito mutagénico. Em relacdo ao IDN pdde-se observar que ambos os
extratos e fracdes apresentaram uniformidade durante a divisdo nuclear em todas as
concentragdes (0,15, 0,31 e 0,62 pg/mL), sendo novamente iguais estatisticamente ao
controle negativo, somente o controle positivo apresentou perda da uniformidade na

divisdo nuclear sendo assim diferente estatisticamente do controle negativo.
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Tabela 13: Avaliacio da mutagenicidade do extrato bruto do fruto de FEugenia
jambolana

Extrato Bruto do fruto de E. jambolana

Concentragdo (pg/mL) FMN (por 1000 células binucleadas) IDN
CP 155,7+5,8 1,4+0,006
CN 26,3 +4,1 1,6 £ 0,01
0,15 31,7432 1,5+ 0,003
0,31 26,7+2,3 1,5+0,003
0,62 29+2,1 1,5+0,003

CP: controle positivo. CN: controle negativo. FMN: Freqiiéncia de micronucleos em 1000 células
binucleadas. IDN: indice de divisdo nuclear. Resultados estdo expressos como média + erro padrao (M +
EP). (***) p<0.001 em relacdo ao CN. Analise de varidncia One-way (ANOVA) com pds-teste de
Dunnet para FMN. Analise de variancia One-way (ANOV A) com pds-teste de Tukey para IDNs.

Tabela 14: Avaliacdo da mutagenicidade da fragcdo hidroalcoodlica do fruto de Eugenia
jambolana

Fracao Hidroalcoodlica do fruto de E. jambolana

Concentragdo (pg/mL) FMN (por 1000 células binucleadas) IDN
CP 155,7+£5,8 1,4+ 0,006
CN 26,3 +4,1 1,6 £ 0,01
0,15 24+32 1,5+ 0,003
0,31 26,3 +£2,6 1,540,003
0,62 34+4,6 1,5+ 0,006

CP: controle positivo. CN: controle negativo. FMN: Freqiiéncia de micronucleos em 1000 células
binucleadas. IDN: indice de divisdo nuclear. Resultados estdo expressos como média = erro padrao (M +
EP). (***) p<0.001 em relacdo ao CN. Andlise de varidncia One-way (ANOVA) com pods-teste de
Dunnet para FMN. Analise de variancia One-way (ANOVA) com poés-teste de Tukey para IDNs.
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4.6. Avaliacio da Antimutagenicidade

Para caracterizacdo do potencial antimutagénico dos extratos e fragdes de E.
Jjambolana, foi realizado o teste do micronucleo, segundo o protocolo de Fenech (2000)
com algumas modificagdes, a partir dos dados de pré e pos-tratamento da
antigenotoxicidade A avaliagdo da antimutagenicidade foi realizada em linhagem
HepG2 e os tratamentos foram os mesmos empregados na avaliagdo da
antigenotoxicidade, ou seja, concentra¢des ndo genotoxicas.

Em ambos os tratamentos (pré e pds) e em todos os extratos e fracdes testados,
observou-se um padrdo concentragdo-resposta em relagdo a freqiiéncia de micronucleos,
uma vez que as maiores concentracdes houve uma atenuagdo contra o dano induzido
pelo H,O,, reduzindo a freqiiéncia de microntcleos, demonstrando assim que os
extratos e fracdes de E. jambolana podem atuar através da maquinaria celular como
possiveis agentes antimutagénicos.

Um namero elevado na frequéncia de microntcleos (FMN) foi observado
somente no controle positivo, o que era esperado e foi estatisticamente diferente do
controle negativo em todas as condigdes.

No pré-tratamento com o extrato EB-Fo (tabela 15) de E. jambolana, houve uma
reducdo significativa na FMN quando comparado com o controle positivo (184 + 10,4)
nas concentragdes testadas, 0,31 (98,6 £ 7,5), 0,62 (47 £+ 8,3) e 1,25 pg/mL (42,6 £ 2,3)
p<0,001. O Indice de Divisio Nuclear (IDN) também foi calculado, a fim de analisar se
divisdo celular ocorreu de maneira uniforme em todos os tratamentos. Para o EB-Fo o
IDN no pré-tratamento ndo apresentou diferenca estatistica significativa das
concentracdes em relacdo ao controle negativo de 0,62 e 1,25 pg/mL. No pos-
tratamento ocorreu uma redu¢do mais acentuada na FMN quando comparado com o pré-

tratamento e com controle positivo para as concentragdes testadas 0,31 (59 + 6,4), 0,62
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(61,6 £7,5) e 1,25 pg/mL (34 + 4,3), apresentando significancia em relagdo ao controle
positivo (p<0,001). O IDN demonstrou discreta diferenca estatistica do controle

negativo somente nas concentragdes de 0,62 e 1,25 pg/mL.

Tabela 15. Avalia¢do da antimutagenicidade do extrato bruto das folhas de Eugenia

jambolana
Extrato Bruto da Folha de E. jambolana
Pré-tratamento (M £+ EP) Pos-tratamento (M £+ EP)
Concentracio  FMN (por 1000 IDN FMN (por 1000 IDN
(ng/mL) células células
binucleadas) binucleadas)
CP 184+ 10,4 1,6 =,003 206 + 4,9 1,7+ 0,01
CN 19,33 £2,6 1,6+0,003 24+3,6 1,7+0,007
0,31 98,6+ 7,5 1,5+0,004 59+64 1,6+0,004
0,62 47+83" 1,5+0,004 61,6+7,5 1,440,004
1,25 42,66+237 1,5+0,003 34+437 1,5+0,003"

CP: controle positivo. CN: controle negativo. FMN: Freqiiéncia de micronucleos em 1000 células
binucleadas. IDN: indice de divisdo nuclear. Resultados estdo expressos como média + erro padrdo (M +
EP). em rela¢do ao CP, p<0,001. Analise de varidncia One-way (ANOVA) com pds-teste de Dunnet para
FMN. Analise de variancia One-way (ANOVA) com pods-teste de Tukey para IDNs em relagdo ao CN. (*)
p<0.05, (**) p<0.01

O pré-tratamento com a fragdo BU-Fo de E. jambolana (tabela 16), nas
concentragdes de 0,15 (57,6 = 5,5), 0,31 (34,3 = 4,3) ¢ 0,62 pg/mL (24 = 2,8)
demonstrou uma reducdo significativa na freqiiéncia de microntcleos em relacdo ao
controle positivo (184 + 10,4) p<0,001. Pode-se constatar que no pré-tratamento houve
uma relacdo concentragdo-resposta e claro efeito antimutagénico. O IDN apresentou
discreta diferenca estatistica nas concentragdes de 0,15 ¢ 0,31 pg/mL em relacdo ao
controle negativo (p<0,001). No pos-tratamento ocorreu uma redugcdo menos acentuada
na FMN quando comparado com o pré-tratamento. Mesmo assim as concentracdes

testadas 0,15 (81,3 £ 8,4), 0,31 (71 + 6,2) e 0,62 pg/mL (77,3 + 5,2) apresentaram
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significancia em relagdo ao controle positivo (206 + 4,9) p<0,001. A difereng¢a do IDN
demonstrou-se discreta, com significancia estatistica apenas na concentragio de 0,31 em

relacdo ao controle negativo.

Tabela 16. Avaliacdo da antimutagenicidade da fragdo n-butandlica das folhas de

Eugenia jambolana

Fracio n-Butanolica da Folha de E. jambolana

Pré-tratamento (M £+ EP)

Pos-tratamento (M + EP)

Concentracio ~ FMN (por 1000 IDN FMN (por 1000 IDN
(ng/mL) células células
binucleadas) binucleadas)
CP 184 + 10,4 1,6 0,003 206 + 4.9 1,7+ 0,01
CN 193+2.6 1,6 + 0,003 24436 1,7 + 0,007
0,15 57,6 +55 1,3+0,003 813+84 1,6 + 0,003
0,31 343+43" 1,3+0,003 71+62" 1,5+0,004
0,62 24428 1,5+ 0,004 773+52" 1,6 + 0,004

CP: controle positivo. CN: controle negativo. FMN: Freqiiéncia de micronucleos em 1000 células
binucleadas. IDN: indice de divisdo nuclear. Resultados estdo expressos como média + erro padrdo (M +
EP). em relag¢do ao CP, p<0,001. Analise de varidncia One-way (ANOVA) com pos-teste de Dunnet para
FMN. Analise de variancia One-way (ANOV A) com pos-teste de Tukey para IDNs em relagdo ao CN. (*)
p<0.05, (***) p<0.001

A avaliagdo da antimutagenicidade dos extratos e fragdes dos frutos demonstrou
que no pré-tratamento com o extrato EB-Fr (tabela 17) ocorreu uma redugdo
significativa da freqiiéncia de micronucleos, nas concentragdes testadas 0,15 (53,6 +
6,7), 0,31 (45+5) ¢ 0,62 ug/mL (47,3 £2,7), em relagdo ao controle positivo p<0,001 e
o IDN nio apresentou diferenga estatistica entre os tratamentos e controle negativo. As
concentragdes testadas no pos-tratamento foram 0,15 (42,3 +3,7), 0,31 (31,6 £4) ¢ 0,62

ug/mL (23,6 + 3,1) e apresentaram uma redugdo significativa na frequiéncia de

microntcleos em relacdo ao controle positivo. No IDN ocorreu discreta falta de
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uniformidade na divisdo nuclear, com diferenca estatistica significativa das trés

concentragdes em rela¢do ao controle negativo p<0,001.

Tabelal7. Avaliacdo da antimutagenicidade do extrato bruto dos frutos de Eugenia

jambolana
Extrato Bruto do Fruto de E. jambolana
Pré-tratamento (M + EP) Pos-tratamento (M + EP)
Concentragao FMN (por 1000 IDN FMN (por 1000 IDN
(ng/mL) células células
binucleadas) binucleadas)
CP 184 £10.4 1,6 =0,003 206 +£4,9 1,7+0,01
CN 19,3+2,6 1,6 0,003 2436 1,7 +0,007
0,15 53,6£6,7 1,6 + 0,003 423+3,7 1,4+0,003"
0,31 4545 1,6 0,003 31,6+4 1,3+0,008
0,62 473+27 1,6 + 0,003 23,6+3,17 1,4+0,006

CP: controle positivo. CN: controle negativo. FMN: Freqiiéncia de micronucleos em 1000 células
binucleadas. IDN: indice de divisdo nuclear. Resultados estdo expressos como média + erro padrao (M +
EP). em relag¢do ao CP, p<0,001. Analise de variancia One-way (ANOVA) com pos-teste de Dunnet para
FMN. Andlise de variancia One-way (ANOVA) com pos-teste de Tukey para IDNs em relagdo ao CN.
(**%) p<0.001

Na tabela 18 pode-se observar que o pré-tratamento com a fragdo HA-Fr, nas
concentragdes de 0,15 (46,5 £ 7,3), 0,31 (47 £ 6,4) e 0,62 pg/mL (44,6 = 5,7), foi capaz
de reduzir significativamente a freqiiéncia de micronicleos em relagdo ao controle
positivo p<0,001. O IDN apresentou discreta perda de uniformidade de divisdo nuclear,
com diferencga estatistica significativa somente na concentracdo de 0,15 em relagdo ao
controle negativo p<0,001. No pos-tratamento o mesmo perfil foi observado nas
concentracdes avaliadas, 0,15 (63,3 + 3,48), 0,31 (46,6 = 4,32) ¢ 0,62 pg/mL (32,3 +

3,1) p<0,001. Em relagdo ao IDN nao houve perda de uniformidade na divisao nuclear.
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Tabela 18. Avaliacdo da antimutagenicidade da fragdo hidroalcodlica dos frutos de

Eugenia jambolana

Frac¢ao Hidroalcodlica do Fruto de E. jambolana

Pés-tratamento (M = EP)

Pré-tratamento (M + EP)

Concentracio ~ FMN (por 1000 IDN FMN (por 1000 IDN
(ng/mL) células células
binucleadas) binucleadas)
CP 184 + 10,4 1,6 = 0,003 206 + 4.9 1,7+0,01
CN 193+2,6 1,6 + 0,003 24436 1,7 + 0,007
0,15 465+73 1,4 +0,005 633+34 1,6 + 0,004
0,31 47+64 1,5+ 0,003 46,6 +43 1,6 + 0,004
0,62 44.6+57 1,6 + 0,003 323+3,1 1,6 + 0,004

CP: controle positivo. CN: controle negativo. FMN: Freqiiéncia de micronucleos em 1000 células

binucleadas. IDN: indice de divisdo nuclear. Resultados estdo expressos como média + erro padrdo (M +

EP). em relag¢do ao CP, p<0,001. Analise de variancia One-way (ANOVA) com pos-teste de Dunnet para

FMN. Analise de variancia One-way (ANOVA) com pos-teste de Tukey para IDNs em relagdo ao CN.

(¥%%) p<0.001
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5. Discussao
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5.1. Avaliacio da atividade quimiopreventiva

Os produtos naturais s3o utilizados pela humanidade como agentes analgésicos,
tranqiiilizantes, diuréticos, laxativos, antibidticos, entre outros, desde tempos
imemoriais que se iniciou a partir da pratica da medicina popular. Além disso, muitas
drogas utilizadas atualmente na quimioterapia foram isoladas de espécies de plantas ou
derivadas de um protétipo natural (COSTA-LOTUFO et al., 2005). Portanto, o uso de
produtos naturais representa uma das estratégias mais bem sucedidas para a descoberta
de novos medicamentos para diferentes terapias (BEZERRA et al., 2008).

A flora brasileira é considerada a mais diversificada do mundo, com cerca de
120 mil espécies vegetais de aplicagdo terapéutica, sendo entdo considerado um local
importante para a prospeccdo de novas substancias devido a diversidade de espécies
associada a riqueza quimica (YOUNES et al., 2007).

Recentemente uma maior aten¢do vem sendo direcionada a prevencao do cancer,
visando reduzir a sua incidéncia e mortalidade. De acordo com dados epidemioldgicos e
experimentais, que demonstram a associacdo entre dieta e risco de cancer, certos
componentes presentes na alimentagdo possuem fungdo quimiopreventiva, como por
exemplo, alguns alimentos funcionais (KUCUK, 2002; GREENWALD, 2002). Deste
modo, estratégias preventivas, como a quimiopreven¢do, que surge como uma op¢ao
terapéutica preventiva, objetivando prevenir, interromper ou reverter o processo de
carcinogénese (WATTENBERG, 1985), é considerada promissora em especial com a
associagdo aos produtos naturais.

No presente estudo, avaliou-se a atividade quimiopreventiva dos extratos e
fracdes de E. jambolana, um estudo bioguiado, por meio do ensaio da quinona-redutase.

De acordo com Mahmoud et al. (2001) e Loguercio et al. (2005), as folhas de E.

jambolana contém uma mistura de polifendis, especialmente flavondides glicosilados,
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acidos fenodlicos e sdo ricos em taninos e saponinas, ja os frutos contém vitamina C,
acido galico, taninos e antocianinas. Um estudo conduzido por Plaza (2007) demonstrou
que os extratos e fragdes de E. jambolana possuem uma clara atividade antioxidante.
Frente a esses resultados, esses extratos e fragdes podem ser usados como potenciais
agentes quimiopreventivos para doengas cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer,
assim como, tratar inflamagdes e envelhecimento cutdneo, uma vez que essas
substancias antioxidantes combatem os radicais livres (PLAZA, 2007).

Na literatura, pouco se conhece a respeito dos extratos e fragdes de E. jambolana
quanto a atividade quimiopreventiva. No presente estudo, houve indugdo da atividade
da enzima quinona-redutase em dois extratos e duas fracdes de E. jambolana, em que a
taxa de indugdo foi igual ou superior a duas vezes quando comparada ao controle
negativo. Esse aumento da taxa de indugdo ¢ uma evidéncia da atividade de
quimioprevencdo dos extratos e fragdes testados. O presente estudo demonstrou que o
extrato bruto e a fra¢do n-butanolica das folhas (EB-Fo e BU-Fo, respectivamente), ¢ o
extrato bruto e a fragdo hidroalcodlica dos frutos (EB-Fr e HA-Fr, respectivamente)
induzem a duplicagdo da atividade da enzima quinona-redutase em diferentes
concentragdes, concomitantemente, por meio do ensaio do violeta cristal, esses extratos
e fragdes também ndo demonstraram citotoxicidade na linhagem Hepalclc7 (Figuras 6,
7, 8 ¢ 9), linhagem essa que contém quantidades de quinona-redutase induziveis
facilmente mensuraveis (PROCHASKA; SANTAMARIA, 1988).

O ensaio da quinona-redutase ¢ considerado um rapido e quantitativo bioensaio
que vem sendo amplamente utilizado para caracterizar a atividade indutora de uma
variedade de compostos naturais ou sintéticos, bem como de extratos brutos de plantas

(PROCHASKA; SANTAMARIA, 1988).
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Um estudo realizado com extratos de uvas, que sdo frutas populares e cultivadas
em todo o mundo, ricas em compostos fendlicos, incluindo &cidos fendlicos,
flavonoides e taninos condensados, demonstrou que os fitoquimicos presentes nas uvas,
que também estdo presentes em varias outras frutas e vegetais, sdo capazes de induzir
potencialmente a atividade da enzima quinona-redutase em células Hepa 1clc7 (YANG;
LIU, 2009).

Os presentes resultados s@o relevantes no estudo de prevencdo de cancer, uma
vez que essa atividade proveniente de produtos naturais pode contribuir para o
tratamento e prevencdo do cancer (YANG; LIU, 2009). Além disso, os resultados
corroboram com o trabalho publicado por Kang & Pezzuto (2004) em que os
flavonoides (flavonas, antocianinas, isoflavonas) possuem multiplos mecanismos,
dentre eles a inducdo de enzimas destoxificantes.

Os agentes indutores de enzimas de destoxificacdo sdo classificados como
monofuncionais e bifuncionais, respectivamente, pela sua capacidade de induzir
seletivamente as enzimas da fase 2, ou de induzir ambas as enzimas de fases 1 € 2
(CUENDET et al., 2006). A indugdo de enzimas da fase 2 pode proteger os sistemas
bioldgicos contra espécies quimicas toxicas e reativas, e estudos recentes demonstram
que a elevacdo dessas enzimas, como a NADPH: quinona-redutase e GST (Glutationa
S-transferase) estdo correlacionadas com a protecdo celular nos estdgios iniciais e
intermediarios contra a carcinogénese induzida por agentes quimicos em modelos
animais (WATTENBERG, 1985; SONG et al., 1999; CUENDET et al., 2006).

A fim de determinar a caracteristica da indu¢do enzimatica, o presente estudo
avaliou a capacidade de inducdo das enzimas de fase 1 ou fase 2 dos extratos e fragdes
de E. jambolana nas linhagens mutantes, TAOc1BPrcl que ¢ defeituosa no receptor

AhR, e BPrcl que ¢ incapaz de translocar o complexo ligante-receptor para o nucleo
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(GERHAUSER et al., 1997). Dessa forma, foi possivel observar que os extratos e
fragdes tanto das folhas como dos frutos de E. jambolana nao foram capazes de induzir
a atividade da enzima quinona-redutase nas linhagens mutantes, caracterizando assim os
compostos como indutores bifuncionais. Talalay et al. (1988) listou os flavonoides, que
ocorrem em abundincia na natureza em diversas plantas comestiveis como tipicos
indutores bifuncionais. No entanto, um outro estudo conduzido por Yannai et al. (1998)
concluiu que os flavonodides podem ser classificados tanto como indutores mono ou

bifuncionais.

5.2. Avaliacio da citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade podem ser desenvolvidos em varias metodologias,
tais como contagem celular, ensaios de sobrevivéncia clonogénica, medida de
incorporagdo de nucleotideos radiativos ou métodos colorimétricos (HENRIKSSON et
al., 2006). No caso dos métodos colorimétricos, a taxa de crescimento e multiplicacdo ¢é
medida indiretamente por algum indicador de crescimento, por meio do aparecimento
de coloragdo e a intensidade de cor, que ¢ diretamente proporcional ao numero de
células presentes (HOUGHTON et al., 2007).

Dentre os diferentes tipos de ensaio colorimétricos, no presente estudo utilizou
inicialmente a coloracdo por violeta cristal, cuja funcdo é detectar as células vivas
(HENRIKSSON et al., 2006), ensaio este realizado paralelamente com a quantificacio
da atividade da enzima quinona-redutase em células Hepa 1clc7, a fim de avaliar o
comportamento celular, em relagdo a citotoxicidade, durante a quantificagdo da
atividade da enzima (PROCHASKA et al., 1992).

Na maioria dos resultados obtidos no ensaio do violeta cristal (Figuras 6, 7, 8

9; tabela 1), foi possivel observar que tanto para os extratos como para as fracdes de E.
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jambolana nao houve diferenca estatistica significativa para viabilidade celular na
comparagdo das concentragdes testadas com o controle negativo, sugerindo que os
extratos e as fragdes do produto natural em questdo ndo apresentaram citotoxicidade nas
concentragdes testadas. Dados esses que corroboram com a teoria demonstrada por
Yang; Liu (2009), que extratos ou compostos com capacidade de induzir a atividade da
enzima quinona-redutase a partir baixas concentracdes e atingir concentracdes
inibitérias de 50% a partir de altas concentragdes, podem ser considerados indutores
promissores, devido a baixa concentragdo necessaria para duplicar a atividade da
enzima quinona-redutase associado a baixa citotoxicidade em células Hepalclc7.

Posteriormente, foi realizado também o ensaio da sulforrodamina B, em células
HepG2, cujo principio € a coloragdo das proteinas de membrana celular (SKEHAN et
al., 1990).

De acordo com os resultados obtidos e exemplificados na tabela 2, o ensaio da
SRB demonstrou maior especificidade quando comparado com o violeta cristal. Pois no
método de sulforrodamina B, o corante utilizado é uma aminoxantina de cor rosa
brilhante e com dois grupos sulfonicos que sio capazes de se ligar as por¢des terminais
dos aminoacidos das células que foram fixadas com o 4cido tricloroacético (SKEHAN
et al., 1990).

Os resultados do ensaio da SRB demonstraram que até a menor concentragido
testada (0,62 pg/mL) para os extratos e fracdes da folha, EB-Fo e BU-Fo, foi observado
66,9 = 1,6% e 73,5 + 2,9% de células vivas, respectivamente, demonstrando diferenca
estatistica do controle negativo. No entanto, através do ensaio do violeta cristal esse
perfil de citotoxicidade foi observado somente para o composto BU-Fo em
concentragdes superiores de 30 e 40 pg/mL. Os extratos e fragdes dos frutos EB-Fr e

HA-Fr, nas concentracdes de 0,62 e 1,25 ug/mL (pelo ensaio da SRB), sdo iguais
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estatisticamente ao controle negativo € em maiores concentragdes, esses extratos e
fragdes demonstraram citotoxicidade. No entanto, para o ensaio do violeta cristal, o EB-
Fr e a HA-Fr, em todas as concentracdes testadas (de 1,25 até 40 ug/mL) apresentaram
aproximadamente 80 a 95% de células vivas, ndo demonstrando assim diferenca
estatistica do controle negativo.

Podemos sugerir que a diferenca de resultados obtidos em ambos os ensaios
pode ter ocorrido provavelmente por se tratar de metodologias diferentes, considerando
a coloragdo pelo violeta cristal menos especifica do que a coloragdo pela SRB; a
realizacdo com linhagens celulares diferentes (hepatocarcinoma murino e humano);
tempos de tratamento diferentes (para o ensaio do violeta cristal foi realizado tratamento
de 48h e para o ensaio de sulforrodamina B 24h), etc.

A avaliacdo da citotoxicidade a partir de dois métodos colorimétricos ¢
comumente utilizada, como descrito por Oliveira (2010) que realizou dois
procedimentos colorimétricos, violeta cristal e MTT, para a determinagdo da viabilidade
celular. Em seu estudo, apds comparagdo prévia entre as duas metodologias, ele pode
observar um comportamento nio linear na densidade Optica em altas concentragdes
quando as células foram coradas com violeta cristal, no entanto, o mesmo ndo foi
observado no ensaio do MTT. Esse fato foi justificado pelo provavel arraste mecanico
de células na etapa de lavagem das placas em dgua corrente, como também demonstrado

por Meager (2002).

5.3. Avaliacio da Genotoxicidade e Mutagenicidade
As plantas s3o amplamente utilizadas na medicina tradicional e além disso,
ultimamente essas plantas estdo sendo utilizadas para o desenvolvimento de novos

agentes farmacoldgicos (NEWMAN; CRAGG, 2007). No entanto, o equilibrio entre os
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efeitos  terapéuticos e toxicoldgicos de um composto ¢ um parametro muito
importante a ser avaliado. Assim, a determinagdo do potencial genotoxico e mutagénico
dessas fontes naturais tornam-se necessarias.

As andlises citogenéticas, como aberragdes cromossdmicas, formagdes de
micronucleos, trocas entre cromatides irmas, entre outras, e as analises bioquimicas
como o ensaio do cometa, podem ser avaliadas em diferentes tipos celulares, a fim de
identificar possiveis danos ao DNA ocasionados por agentes quimicos ou agentes
fisicos. Para a avaliag@o dos niveis de danos no DNA, no presente estudo foi empregado
o ensaio do cometa e o teste do micronucleo. De acordo com SCHMITTA et al. (2003)
diferentes produtos de origem natural, amplamente utilizados nos ultimos tempos,
podem ser potencialmente genotdxicos. O que torna indispensavel a anélise dos extratos
e fragdes de E. jambolana quanto as suas caracteristicas genotoxicas € mutagénicas,
uma vez que nos ensaios anteriores apresentaram boa atividade quimiopreventiva. De
acordo com Zeiger (2007), antes de afirmar que uma substidncia possui efeito
antigenotoxico ou quimiopreventivo, deve-se também avaliar seu perfil genotoxico.

Investigacdo de dano ao DNA em células HepG2 pelo ensaio do cometa tem
sido usada como biomarcador sensivel para avaliar os efeitos genotdxicos, além disso
este ensaio ¢ conveniente para estudar quantitativamente as relagdes concentragdo-
resposta in vitro (UHL et al., 2003).

Em relagdo a andlise da genotoxicidade, pode-se observar que durante o
tratamento das células HepG2 com altas concentragdes tanto dos extratos quanto das
fragdes, esses compostos foram potencialmente genotoxicos. Os extratos EB-Fo (Tabela
3) e EB-Fr (Tabela 5) foram genotdxicos nas concentragdes de 5 a 40 ug/mL, a fragdo
BU-Fo (Tabela 4) de 5 a 50 pg/mL e a fracio HA-Fr (Tabela 6) de 5 a 30 pg/mL.

Infelizmente o perfil de genotoxicidade foi observado nas concentragdes em que esses
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extratos e fragdes apresentaram inducdo da enzima quinona-redutase. Somente em
concentragdes menores, ou seja, iguais e inferiores a 2,5 pg/mL os extratos e fragcdes das
folhas e dos frutos de E.jambolana ndo demonstraram efeito genotoxico, porém nessas
condi¢des também ndo apresentaram atividade da enzima quinona-redutase.

O efeito genotdxico em maiores concentragdes pode estar relacionado com
alguns componentes presentes nas folhas e nos frutos de E. jambolana, pois polifendis e
taninos em altas concentragdes apresentam efeito celular toxico (KASHIWADA et al.,
1992).

No entanto, ha também a presenca de antocianinas nos frutos de E. jambolana
que, de acordo com a literatura, de modo geral ndo sdo toxicas, além disso, seu consumo
regular e de outros flavondides presentes em frutas, vegetais, geléias e vinhos ¢
recomendado, pois essa ingestdo esta associada com uma provavel redug¢do dos riscos
de doenga cardiovascular, diabetes, doencas no figado, doengas neurodegenerativas
como Alzeimer e Parkinson, inflamag¢des, doengas cronicas como o cancer, devido ao
seu efeito antimutagénico, e atividade quimiopreventiva, além de possuir forte atividade
antioxidante (MESKIN et al., 2004; COOKE et al., 2005; ANDERSEN; MARKHAM,
2006; VAREED et al., 2006; CHEN et al., 2006; VEIGAS et al., 2007, REYNERTSON
et al.,2008; ZHANG et al., 2008; CHARRON et al., 2009).

A avaliagdo da atividade genotdxica de produtos naturais vem sendo muito
explorada nos ultimos tempos e para melhor complementar os resultados obtidos pelo
ensaio do cometa foi avaliada a atividade mutagénica dos extratos e fracdes de E.
jambolana por meio do teste do micronucleo. A diferenga entre os dois ensaios &
basicamente devido as variagdes entre os tipos de alteracdes no DNA.

Para a realizagdo do teste do micronucleo, foram utilizadas concentragdes nao

genotdxicas determinadas a partir do ensaio do cometa. Os resultados obtidos durante a
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avaliacdo da mutagenicidade em células HepG2 demonstraram que os extratos EB-Fo
(Tabelall) e EB-Fr (Tabelal3) e a fragdo HA-Fr (Tabela 14) ndo apresentaram
diferenca estatistica do controle negativo, por esse fato sio considerados ndo
mutagénicos nas concentragdes testadas. Porém a fragdo BU-Fo (Tabela 12) apresentou
um aumento significativo na frequéncia de micronucleos nas concentragdes de 0,15 a
0,62 pg/mL, demonstrando assim diferenga estatistica do controle negativo, ou seja, um
efeito mutagénico.

O indice de divisdo nuclear (IDN) tanto para os extratos como para as fragdes
demonstrou uniformidade na divisdo, quando comparado com o controle negativo. A
mensuracdo do IDN consiste na analise da frequéncia de ntcleos para medir a extensao
e a progressao da divisdo nuclear de uma célula em divisdo, fornece dados importantes
sobre o efeito citostatico de agentes quimicos ou fisicos, auxilia também na
identificacdo de moléculas que podem estimular a divisdo celular. Todos esses dados
podem ser obtidos na mesma ldmina em que ¢é realizada a leitura dos micronucleos.
Essas informagdes s6 sdo obtidas a partir da realizagdo do bloqueio da citocinese
(FENECH, 1997).

O fato da maioria dos extratos e fragdes testados ndo apresentarem efeito
mutagénico pode estar novamente relacionado com os seus constituintes, pois de acordo
com Bridle; Timberlake (1996), as antocianinas que estdo presentes em diversas frutas e
vegetais incluindo a E. jambolana, ndo s3o mutagénicas. Ao contrdrio, possuem
propriedades terapéuticas, sdo capazes prevenir varias doencas relacionadas ao estresse
oxidativo, pois sdo capazes de inibir, através da alimentagdo, os processos oxidativos e
inflamatorios (MAILEN-AUBERT et al., 2001; ANDERSEN & MARKHAM, 2006;

MULABAGAL et al., 2009)
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Sabe-se que o ensaio cometa detecta lesdes primarias no DNA, ou seja, danos
passiveis de reparo, enquanto o teste do micronicleo detecta lesdes irreparaveis
(SCOLASTICI et al., 2008; SALVADORI et al., 1993). Entdo, pode-se sugerir, frente
aos resultados, que em menores concentragdes somente a fracdo BU-Fo foi capaz de
causar danos irreparaveis ao DNA observados através do teste do micronticleo. No
entanto, pelo ensaio do cometa, as concentragdes iguais e inferiores a 2,5 pg/mL, dos

extratos e fracdes de E. jambolana ndo causaram danos ao DNA.

5.4. Avaliacido da Antigenotoxicidade e Antimutagenicidade

A taxa de ocorréncia de cancer, bem como as doencgas causadas por agentes
genotoxicos estdo aumentando cada vez mais no mundo todo. Frente a essa realidade, a
determinagdo da atividade antigenotoxica de extratos de plantas ¢ importante na
descoberta de novos e eficazes tratamentos com produtos naturais. Embora um efeito
antigenotoxico encontrado em um produto natural ndo significa necessariamente a
possibilidade que ele seja um anticarcinogénico (ZAMPINI et al., 2008).

A avaliagdo do potencial antigenotoxico de produtos naturais vem sendo
amplamente explorada, por meio do ensaio do cometa, tornando-se uma ferramenta
interessante para avaliar a possivel atividade quimiopreventiva dos diversos extratos e
fragdes de plantas incluindo os de E. jambolana, e de acordo com Flores et al. (2003),
recentemente o teste do micronicleo também vem sendo utilizado para deteccdo de
efeitos antimutagénicos, devido a sua simplicidade, confiabilidade e sensibilidade.

De acordo com a literatura varias substancias, tais como acido ascorbico,
carotendides, vitamina E e flavondides, tém demonstrado seu potencial antigenotoxico

(BRYERS; PERRY 1992).
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Dentro deste contexto, no presente estudo, dois delineamentos experimentais
(pré e pos-tratamento) foram aplicados em relagdo ao H,O, para melhor entender os
possiveis mecanismos de antigenotoxicidade e antimutagenicidade de E. jambolana em
células HepG2. Diferentes tipos de células sdo utilizadas para determinar a
genotoxicidade e a antigenotoxicidade de compostos naturais (YUSUF et al., 2000). No
entanto Salvadori ef al. (1993) relataram que a linhagem celular HepG2 parece ser uma
alternativa pratica para a avaliacdo de genotoxicidade ou antigenotoxicidade. As células
HepG2 sdo de facil manuseio, possuem capacidade de bioativacdo enddgena,
conservam muitas das caracteristicas das células parenquimais do figado e contém
varias enzimas responsaveis pela ativacao de diversos xenobioticos (SASSA et al.,1989;
UHL et al., 2000). Assim, o ensaio do cometa e o teste do micronucleo foram relizados
nessa linhagem celular afim de identificar possiveis compostos naturais antigenotoxicos
e antimutagénicos.

Por meio do ensaio do cometa, na avaliagdo da antigenotoxicidade, foi possivel
observar que os extratos e fragdes das folhas e dos frutos de E. jambolana no pré-
tratamento (Tabelas 7, 8, 9 e 10) apresentaram um aumento no dano causado pela acdo
do mutageno direto H,O,. Enquanto no pds-tratamento o extrato e a fragdo das folhas
demonstraram efeito antigenotoxico em duas concentragdes testadas (Tabelas 7 e 8), ja
o extrato e a fracdo dos frutos apresentaram efeito antigenotdéxico em todas as
concentragdes testadas (Tabelas 9 e 10), possivelmente devido aos componentes
quimicos presentes nos frutos.

Como n3o  existem, ainda, publicagdes sobre o  potencial
genotoxico/antigenotdxico e mutagénico/antimutagénico de extratos e fragdes de E.
jambolana, os resultados foram comparados com estudos de produtos naturais descritos

na literatura.
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De acordo com os resultados do presente estudo, no ensaio do cometa, o pré-
tratamento com E. jambolana ndo protegeu as células HepG2 contra os efeitos
genotdxicos do H,O,, além de potencializar os danos causados pelo mesmo, porém no
pos-tratamento uma ag@o antigenotdxica foi observada. Algo semelhante foi relatado
por Munari et al. (2009) que avaliou o efeito genotdxico e antigenotoxico do extrato de
Baccharis dracunculifolia, fonte botanica do propolis verde, em células de fibroblastos
de pulmdo de hamster chinés (células V79), e utilizou como indutor do dano o metil
metano sulfonato (200uM). Nesse estudo, o grupo demonstrou que o pré-tratamento
com o extrato de Baccharis dracunculifolia ndo apresentou efeito protetor contra o dano
induzido pelo metil metano sulfonato, (no entanto, um efeito potencializador do dano,
como foi o caso do presente estudo, ndo foi observado por Munari et al. (2009)),
enquanto que o pos-tratamento com o extrato de Baccharis dracunculifolia nas
concentragdes testadas foi quimiopreventivo.

No estudo realizado por Scolastici et al. (2008), foi avaliada a
antigenotoxicidade e antimutagenicidade do licopeno em células HepG2 utilizando
H,0; e o DEN (n-nitrosodietilamina) como indutor de dano. Os resultados do ensaio do
cometa demonstraram que nos trés esquemas de tratamentos (pré, simultineo e pos-
tratamento), o licopeno reduziu significativamente a genotoxicidade do H,O, em todas
as concentragdes testadas, j& para o DEN foi observada uma redugdo significativa dos
danos ao DNA somente no pré e simultaneo tratamento.

O mesmo foi observado por Barcelos ef al. (2007) que avaliaram a
genotoxicidade e a antigenotoxicidade do caju (Anacardium occidentale L.) em células
V79 e utilizaram como indutor de dano o metil metano sulfonato. Os resultados
demonstraram que houve reducdo da genotoxicidade do metil metanossulfonato nos trés

esquemas de tratamentos (pré, simultanéo e pos), no entanto, no pré-tratamento em
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apenas uma concentragdo essa reducdo foi observada, demonstrando que o simultanéo e
o pos-tratamento foram mais eficientes, indicando clara atividade antigenotoxica.

De acordo com o presente estudo, assim como o extrato de Baccharis
dracunculifolia, os extratos e fragdes de E. jambolana podem agir na célula apds a
inducdo do dano ao DNA, provavelmente exercendo algum efeito estimulatério sobre o
sistema de reparo do DNA (MUNARI et al., 2009).

No entanto no teste do micronucleo, na avaliagdo da antimutagenicidade tanto
no pré quanto no pods-tratamento com os extratos e as fra¢des das folhas e frutos de E.
jambolana foi observada uma reducgdo significativa da frequéncia de microndcleos em
todas as concentragdes testadas em relagdo ao controle positivo (Tabelas 15, 16, 17 e
18), sugerindo um efeito antimutagénico dos extratos e fragdes testados.

Esses resultados corroboram com o estudo de Scolastici ef a/.(2008), em que no
teste do micronucleo o licopeno reduziu a frequéncia de micronucleos induzida pelo
H,0; nos dois tipos de tratamentos realizados (pré e simultaneo).

De acordo com Kada et al. (1982), substancias protetoras do DNA podem ser
classificadas como desmutagénicas ou bioantimutagénicas. Os agentes desmutagénicos
agem diretamente sobre os mutagenos, ou através de seus precursores, inativando-os,
eles podem se ligar ao composto mutagénico de forma irreversivel, inativando-o
quimicamente através de uma ligagdo direta ou inibindo a ativagdo
pela modulacdo de enzimas de fase 1 e 2. J& os agentes bioantimutagénicos, atuam sobre
mecanismos fisioldgicos de protecdo e reparo de DNA, revertendo o efeito mutagénico
e impedindo a fixa¢do de mutagdes.

A partir dos resultados obtidos no ensaio do cometa, podemos sugerir que
mecanismo de acdo dos extratos e fragdes, principalmente dos frutos de E. jambolana

envolve a bioantimutagénese. No entanto, o fato de no pré-tratamento os extratos e
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fracdes demonstrarem aumento da genotoxicidade induzida pelo H;0,, podemos
especular que isso esteja relacionado com a presenga de alguns componentes nos
extratos e fragdes de E. jambolana, que apds metabolizagdo das células HepG2,
interagem com H,O, no momento da indug¢do do dano, nesse tipo de tratamento.

Por fim, os extratos e fracdes de E. jambolana possuem diversos componentes
em suas folhas e em seus frutos, que sdo responsaveis por seus efeitos
quimiopreventivos, genotoxicos, antigenotoxicos, antimutagénicos, dependendo
diretamente da sua concentra¢do. De acordo com isso, pode-se dizer que os extratos ¢
fragdes de E. jambolana podem ser protdtipos para agentes quimiopreventivos.

No entanto, outros ensaios de indu¢do dos elementos de resposta antioxidante
ARE (Antioxidant Responsive Elements) deverdo ser empregados para avaliar a
atividade desses extratos e fragdes sobre a etapa do inicio da carcinogénese, além de
ensaios complementares de inibicdo de NF-kB e aromatase, somados aos ensaios de
inibicdo das enzimas COX-1 e COX-2 para avaliar a atividade quimiopreventiva sobre a
etapa de promocgdo e progressio da carcinogénese (CUENDET et al., 2005 ; MORAIS

et al., 2010).
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6. Conclusoes
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Através da andlise dos resultados obtidos com o presente estudo, pode-se concluir que:

Dentro de um rastreamento bioguiado, alguns extratos e fracdes de FE.
jambolana, extrato bruto e fracdo n-butanodlica das folhas e extrato bruto e fragdo
hidroalcodlica dos frutos, foram capazes de promover a indug¢do da enzima QR,
sugerindo alguma atividade quimiopreventiva;

Em relacdo a citotoxicidade os extratos e fragdes dos frutos apresentaram-se, em
menores concentracdes, iguais ao controle negativo ndo apresentando
citotoxicidade nas menores concentracoes;

Os resultados do ensaio do cometa com os extratos e fragdes de E. jambolana,
demonstraram que nas mesmas concentragdes que houve indug¢do da enzima
quinona-redutase, eles apresentam alto potencial genotdxico, entretanto em
menores concentragdes esse perfil ndo foi observado;

Em relacdo a atividade antigenotoxica, os extratos e fragdes, principalmente dos
frutos de E. jambolana, apresentaram capacidade bioantimutagénica, apos
induc¢do de dano;

De acordo com os resultados do teste do micronucleo, foi possivel observar que
os extratos e fragdes de E. jambolana ndo sao mutagé€nicos, exceto a fracdo n-
butandlica das folhas.

Através do teste do micronucleo, foi possivel observar que os extratos e fragdes
possuem atividade antimutagénica;

De acordo com todos os resultados sugerimos que extratos e fragcdes de E.

jambolana possuem capacidade quimiopreventiva, em diferentes concentragdes.
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Abstract

Cancer is a leading cause of death worldwide. Cancer chemoprevention is
one of the promising strategies to decrease its incidence and both plant
extracts and natural products may constitute sources of new
chemoprevention agents. Some Brazilian species popularly used to treat
inflammatory conditions were selected for evaluation for cancer
chemoprevention. The biodiversity of the world provides a resource of
unlimited structural diversity for bioprospecting by international drug
discovery programs such as the BIOTA, focusing exclusively on
anticancer compounds on Brazilian Cerrado. Therefore, the goal of the
present study was to carry out the bioguided study of plants from Brazilian
Cerrado, aiming at isolating cancer chemopreventive compounds. A total
of 16 compounds / extracts / fractions from Eugenia jambolana,
Pterogyne nitens, and Casearia sylvestres, were tested for their cancer
chemoprevention activity the induction of quinone-reductase (QR).
Several compounds / extracts / fractions from Eugenia jambolana, and
Pterogyne niten were active, demonstrating moderate responses with QR
assay.

Keywords: cancer chemoprevention; quinone-reductase; Brazilian
Cerrado plants.
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Introduction

Carcinogenesis can be regarded as an accumulation of genetic or biochemical
cell damage, characterized by abnormal cell and tissue differentiation, and which offers
possibilities to interrupt this process at various steps during the initiation, promotion or
progression stage (Greenwald, 2001). This process, eventually leads to the final
outcome of invasive and metastatic cancer (Sporn and Suh, 2000). According to data
from World Health Organization (WHO) cancer is a leading cause of death worldwide.
It accounted for 7.6 million deaths (around 13% of all deaths) in 2008. Deaths from
cancer worldwide are projected to continue rising, with an estimated 13.1 million deaths
in 2030. Currently, it is known that at least one-third of all cancer cases are preventable.
Prevention offers the most cost-effective long-term strategy for the control of cancer
(WHO, 2012).

Originally proposed by Sporn et al., (1976), the classical definition of cancer
chemoprevention is the use of natural, synthetic or biological chemical agents to
reverse, suppress or prevent either the initial phase of carcinogenesis or the progression
of neoplastic cells to cancer (Sporn, et al., 1976). As a whole, cancer chemoprevention
definition is the use of pharmacological interventions to treat or reduce the risk of
cancer developing (O’Shaughnessy, et al., 2002; Kelloff, et al., 2006). Considering
cancer as the end stage of a chronic disease process called carcinogenesis, it would be of
extreme interest to find natural or synthetic compounds that could intervene on the
carcinogenesis progress and that could not cause minimum damage to healthy cells. We
need to focus more effort on the control of carcinogenesis, rather than attempting to
cure end-stage disease. Thus, our common sense tells us that it is easier to fix anything
when the smallest numbers of its components are broken; unfortunately, this intuition
has been ignored in our allocation of resources to deal with the cancer problem (Sporn
and Suh, 2000). Faced with this reality we studied three Brazilian Cerrado plants for
their potential chemopreventive, Eugenia jambolana, Pterogyne nitens and Casearia
sylvestris.

Eugenia jambolana (Lamb.) is a plant originated from India. In Brazil it is
known as “jambolao” and is of great interest for medical applications because of its
leaves and its fruits are present in large quantities such as flavonoids and phenolic
compounds with antioxidant potential of tannins (Figure 1). Antioxidants are substances
used in the prevention of cardiovascular diseases, cancer, degenerative diseases
including Parkinson's and Alzheimer's, as well as to treat inflammation and skin aging.
(Mahmoud et al., 2001; Banerjee, et al., 2005; Hou, et al., 2004; Plaza, 2007). Eugenia
jambolana (Lamb.) is from the family Myrtaceae, originally from eastern India and well
known in Indian and Pakistani folk medicine for its anti-inflammatory, analgesic,
antipyretic, antifungal effects and treatment of peptic ulcers. Many species are reported
as plants rich in polyphenols gallic and ellagic acid derivatives, tannins and flavonoid
glycosides (Hou, et al., 2004; Malacrida and Motta, 2006; Plaza, 2007, Loguercio, et al.,
2005).

Pterogyne nitens (Fabaceae) popularly known as ‘‘amendoinzeiro”, is distributed
mainly in Brazil, Bolivia, Paraguay and Argentina (Regasini, et al, 2008). It is the sole
member of genus Prerogyne (Leguminosae) and this plant species has been reported to
contain terpenoid guanidine alkaloids with anti-fungal, antioxidant and anticancer
activity (Bolzani, et al., 1995). Its alkaloids also presented moderate cytotoxicity against
Chinese hamster ovary cell lines (Bolzani, et al., 1995) and also presented moderate
cytotoxicity against several cancer and non-cancer human cell (Regasini, et al., 2009).
Preliminary study on additional biological activities of alkaloids isolated from P. nitens

3
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demonstrated inhibition in the proliferation of human breast cancer cells and it induces
cell death by apoptosis (Duarte, et al., 2010). Immunomodulatory activity of compounds
of different cytokines showed that the compounds are capable of stimulating the
production and therefore display anti-inflammatory activities important for regulating
neoplastic processes (Lopes, et al., 2008).

Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae) is a tropical tree commonly known as
“guagatonga” in Brazil and used widely for its healing, anti-inflammatory and anti-
ulcerative activities (Borges et al., 2000; Serti¢ et al., 2000; Esteves et al., 2005).
Phytochemical investigations reveal that the major compounds isolated from C.
sylvestris, clerodane diterpenes (Figure 1), exhibit both cytotoxic, antifungal and
antimutagenic activities (Orbelies et al., 2002; Oliveira et al., 2009; Santos et al., 2010).

Materials and Methods

Plants

Leaves and fuits of Eugenia jambolana were collected in Araraquara, Sao Paulo State,
Brazil, in April 2009 and has been deposited in the Herbarium of Botanic Institute — SP
(SP, Brazil). Leaves of P. nitens were collected in Sao Paulo Botanic Garden, SP, Brazil, in
May 2003, and a voucher specimen (SP204319) has been deposited in the Herbarium of the
Botanic Institute (SP, Brazil). Leaves of C. sylvestris were collected and identified as
described in Oliveira ef al., 2009.

Materials

The leaves of P. nitens, E. jambolana and C. sylvestris were dried, minced, and
extracted at room temperature with ethanol. The ethanol extract was concentrated and
dissolved in H20. The fractions were loaded to a high performance liquid chromatography
HPLC. The compounds were found to be single components by thin layer chromatography
(Dametto, 2010, Bolzani, et al., 1995, Oliveira, et al., 2009).

Quinone-reductase activity in Hepa Iclc7 cell culture

Quinone-reductase activity was evaluated as described previously with some
modifications (Prochaska et al.,1988; Gross et al., 2000; Yang et al., 2009). Hepalclc?
cells (ATCC, Rockville, MD) were supplied by Dr. John M. Pezzuto (University of Hilo
— Hawaii, USA), and grown in a humidified incubator at 37 °C in an atmosphere of 5%
CO,, in Alpha minimal essential medium (a-MEM) supplemented with fetal bovine
serum (FBS) without nucleosides and deoxyribonucleosides (GIBCO, Life
Technologies, Grand Island, NY). Two hundred pL of cell suspension with a
concentration of 10 cells/mL were plated in 96-well plate. After 24h, the medium was
decanted and fresh medium was added with compounds dissolved in water (P. nitens:
0.312mM at 10mM and E. jambolana: 1.25png/mL at 40 pg/mL) and dissolved in Tween
(C. sylvestris: 0.09 at 0.61uM). The cells were incubated for 48h [ naftoflavone
(positive control) (Song et al., 1999). The medium was removed and the cells were
lysed with 50 pL 0.8% (w/v) digitonin in 2 mM EDTA at pH 7.6 and incubated at 37 °C
in orbital shaker (100 rpm). The plates were then agitated for another 10 min at room
temperature. For measurement of QR activity, 200 pL of assay solution (25 mM Tris—
HCI, pH 7.4, 1 mM glucose-6-phosphate, 50 mM menadione, 30 mM NADP, 5 mM
FAD, 0.07% (w/v) bovine serum albumin (BSA), 0.03% (w/v) MTT, 0.01% (v/v)
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Tween-20, and 1 unit/mL of yeast glucose-6-phosphate dehydrogenase) were added to
each well. QR activity was measured as the reduction of menadione to menadiol, this
being coupled to the non-enzymatic reduction of MTT by a blue formazan. The reaction
generated to a blue color, which was measured after 5 min incubation at room
temperature on orbital shaker. Readings were made at 595 nm using ELx800
Absorbance Microplate Reader (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT).

Induction Ratio (IR) was expressed as the ratio of the specific activity of QR in
the presence and absence of test compounds. A graphic with ratio of QR specific
activities of compound-treated cells to control-treated cells as a function of inducer
concentration was plotted and the concentration required to double the specific activity
(CD) was determined. Chemopreventive index (CI) was determined by dividing the ICs,
values by CD values (Gerhduser, et al., 1997). The results are expressed as means +
standard error of three independent experiments. Cell viability was determined in a
duplicate set of plates using crystal violet staining (Dietz, et al., 2005). After treating the
cells with test compounds for 48 h, the medium was decanted, and 200 pL of 0.2%
crystal violet (CV) solution in 2% ethanol was added. After 5 minutes, the plates were
rinsed for 2 min with tap water and dried. The bound dye was solubilized by incubation
at room temperature for 5 minutes with 200 pL of 0.5% SDS in 50% ethanol in orbital
shaker (100 rpm). The absorption was measured at 595 nm, and the 1Csy values were
determined.

Statistic analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism® Version 5.01 (GraphPad
Software Inc.). Results were subjected to one-way analysis of Variance (ANOVA), and
differences between means were determined by Tukey’s multiple comparison test. Values
of p<0.05 were considered statistically significant. Data are expressed as means = SEM.

Results and Discussion

A variety of natural products, as well as flavonoids, alkaloids and synthetic
compounds were evaluated in vitro for their potential to induce quinone reductase.
Samples of over three different types of Brazilian plants as well as extracts, fractions
and isolated compounds were evaluated for their quinone reductase (QR) induction. The
microtiter plate assay employed to determine QR induction has been used extensively to
characterize the inducer potency of a variety of natural and synthetic compounds as well
as crude plant extracts (Talalay and Fahey, 2001; Dinkova-Kostova and Talalay, 2000).

Three independent experiments were performed to evaluate the induction of the
enzyme QR and cell viability assay by crystal violet cell line Hepa 1clc7 (murine
hepatocellular carcinoma), taking into account the induction of positive control (f-
naphthoflavone) that has an induction rate of not less than two times compared to
negative control. Cells were treated with extracts, fractions from the leaves and fruits of
Eugenia jambolana, Casearia sylvestris and isolated substance of Pterogyne nitens.

Regarding treatment of Hepa lclc7 cell line with compounds extracted from
leaves and fruits of Eugenia jambolana, we could observe a potential chemopreventive
effect of two extracts and two fractions analyzed in the bioguided screening. The HPLC
analysis (data not shown) showed that the E. jambolana pures substance rich in
anthocyanins has an extremely unstable profile, attributing to its potential degradation.
Therefore it was impossible to hold the test of quinone reductase, as well as the test of
cell viability. The methanolic crude extracts from leaves and fruits of E. jambolana
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showed induction of the enzyme quinone reductase in concentrations of 10, 20 and 30
ug / mL for the compound from the leaves, and 30 pg / mL for the compound from the
fruit. The enzyme induction rates shows that during the 48 hours cells treatment with
methanolic crude extract of IR (induction ratio) was of 2.1 + 0.35, 2.5 + 0.36 and 2.3 +
0.20 times respectively (Tables 1). Regarding cell viability (%) of the same extract of
the leaves, there was 80 — 100% living cells. Treatment of cells with methanolic crude
extracts from the fruits showed IR of 2.0 + 0.100 times (Table 2) and cell viability was
88.4 = 5.7%. The hydro-alcoholic fraction from E. jambolana fruits (Table 2) showed to
be a inducer of the enzyme quinone reductase activity at a concentration of 20 pg/mL.
The IR was 2.5 + 0.062 times and cell viability (%) equals 93.3 + 3.6 Also, the n-
butanol fraction from leaves of E. jambolana (Table 3) showed IR in concentrations of
2.5, 20 and 30pg/mL (2.1 £0.3, 2.0 £ 0.3, 2.6 + 0.3 times respectively). Regarding cell
viability (%) n-butanol fraction from leaves, there was 95.1 = 3.1; 96.8 £ 2.4 ¢ 524 +
13.8 % of living cells.

According to Mahmoud ef al. (2001) and Loguercio et al. (2005) leaves of E.
jambolana contain a mixture of polyphenols, especially flavonoids glycosides, phenolic
acids and are rich in tannins and saponins. The fruits contain vitamin C, gallic acid,
tannins and anthocyanins. In their extracts and fractions shown, in a study conducted by
Plaza (2007), there was an antioxidant activity by DPPH assay. In view of these results
these compounds can be used as potential chemopreventive agents for cardiovascular
diseases, cancer and neurodegenerative disorders. They also as to treat inflammation
and skin aging, since these antioxidants fight free radicals (Plaza, 2007).

A study with grape extracts, which are popular and grown all over the world,
rich in phenolic compounds, including phenolic acids, tannins and flavonoids, showed
that phytochemicals in grapes, which are also present in several other fruits and
vegetables are potentially capable of inducing the activity of the enzyme quinone
reductase in Hepa 1clc7 cells (Yang and Liu, 2009).

In order to determine the characteristic of enzyme induction, this study evaluated
the ability of enzyme induction phase 1 or phase 2 of the extracts and fractions of E.
jambolana in mutant cell line TAOcIBPrcl which is defective in the receptor AhR
(Gerhiuser et al., 1997). Thus it was observed that the extracts and fractions of both
leaves and fruits of E. jambolana were not able to induce the enzyme activity of the QR
in mutant cell line, therefore they are considered bifunctional inducers. Talalay et al.,
(1988) listed the flavonoids, which occur abundantly in nature in various edible plants
as typical bifunctional inducers. However, another study by Yannai et al., (1998) found
that flavonoids may be classified as either mono or bifunctional inducers.

Others fractions of E. jambolana from leaves and fruits (acetate and n-butanol
fraction from the fruits and hydro-alcoholic, acetate and hexane fraction from leaves)
were tested for theis potencial chemopreventive and it were not observed significant
induction of QR at 1.25 to 20 pg / mL concentrations. The compounds of Casearia
sylvestris were also unable to induce the enzyme activity at the concentrations tested.
Table 5 showed lows levels of enzyme induction and cell viability of the compounds
from leaves and fruits of E. jambolana at highest concentration tested (20 mg / mL) and
Casearia sylvestris with their respectives concentrations.

Studies on alkaloids Pterogyne nitens (Figure 1) had several pharmacological
activities, such as anti-oxidant and anti-inflammatory. Therefore our group observed its
activity quinone reductase enzyme, at lowest concentrations (0.31 mM) while the
highest percentage of cell viability (96 + 1.3%) respectively for the alkaloid
pterogynidine (PGD), with a IR of 2.8 £ 0.07, being equivalent to the positive control.
No induction was observed at higher concentrations, equivalent rates of cell viability to
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359 £ 1.3% in the treatment of 10 mM with alkaloid pterogynidine. Analyses for
pterogynine (PGN) showed IR of 2.7 + 0.8 at a concentration of 0.31 mM and cell
viability of 68 + 0.7%. The ICsy values were 2.5 = 0.6 mM for pterogynine and 2.0 + 0.5
mM for pterogynidine (Table 4). Little is known about the actions of the alkaloids
pterogynine and pterogynidine front and on the chemopreventive activity. In the present
study, the activity of the enzyme quinone reductase was increased in two times lower
concentration (0.312 mM) compared to positive control B-naphthoflavone (BNF). This
increase is evidence of the chemopreventive activity of the compounds tested. The
present study showed that the alkaloids pterogynine and pterogynidine induce a
doubling of the enzyme quinone reductase and concomitantly the IC 50 value did not
show cytotoxicity. These results are important in the study of cancer prevention, since
this activity, derived from natural products may contribute to the treatment and
prevention of cancer (Yang, et al., 2009). Agents that induce detoxification enzymes are
classified as bifunctional and monofunctional, thus it was observed that the alkaloids
pterogynine (IR = 2.67 £ 0.5) and pterogynidine (IR = 2.57 £ 0.9) induced QR in
mutant cell line TAOcIBPrcl, where it was possible to observe doubling inducing
activity without however, lead to cellular toxicity, characterizing the compounds as
monofunctional inducers. It can be said that the alkaloids pterogynine and pterogynidine
are prototypes chemopreventive agents contributing to inhibition the initial installation
of events involved in the etiology of cancer.

Conclusion

Induction of the phase II detoxification enzymes such as QR is a useful strategy
for cancer chemoprevention. Several plants have been found to contain cancer
chemopreventive agents capable of inducing phase II enzymes. Notably some
chemopreventive compounds are found in Brazilian Cerrado plants that can be effective
strategy in cancer prevention.
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Table 1. Effect of Eugenia jambolana on QR Activity in Hepa 1c1c7 and Mutants

Methanolic crude extract (leaves) Methanolic crude extract Methanolic crude extract (leaves)
10pg/Ml (leaves) 20pg/mL 30pg/mL B-naphthoflavone (BNF)
cell line CD* ICs"(ug/mL)  CI CDY  ICso’(ug/mL) CI° CD* 1Cso”(ug/mL) CI CD*  ICs)’(mM)  CI
Hepalclc7 2.1+0.35 >50 ND 2.5+0.36 >50 ND 2.3+0.20 >50 ND 2.940.2 >20 >100
TAOc1BPrcl 1.3+0.50 ND NA 1.4+0.87 ND NA 1.4+0.61 ND NA 0.9+0.31 >20 NA

“ Mean value of the concentration required to double the specific activity of QR and standard error SEM. b Mean value of the half-maximal inhibitory concentration of cell
viability (SE). ¢ Chemoprevention index: ratio between IC50 and CD. NA, not applicable. ND, not determined.

Table 2. Effect of Eugenia jambolana on QR Activity in Hepa 1c1c7 and Mutants
Methanolic crude extract (fruit)

Hydro-alcoholic fraction (fruit)

30pg/mL 20pg/mL B-naphthoflavone (BNF)
cell line CD* ICso"(ug/mL)  CI CD* ICs"(ug/mL)  CI° CD* ICs"(mM) CI°
Hepalclc? 2.040.1 >50 ND 2.540.06 >50 ND 29402  >20 >100
TAOc1BPrcl 0.80,29 ND NA 0.5+0.06 ND NA 0.9+0.31 >20 NA

“ Mean value of the concentration required to double the specific activity of QR and standard error SEM. b Mean value of the half-maximal inhibitory concentration of cell
viability (SE). ¢ Chemoprevention index: ratio between IC50 and CD. NA, not applicable. ND, not determined.
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Table 3. Effect of Eugenia jambolana on QR Activity in Hepa 1clc7 and Mutants

n-Butanol fraction (leaves) n-Butanol fraction (leaves) n-Butanol fraction (leaves)
2,5ug/mL 20pg/mL 30pg/mL B-naphthoflavone (BNF)
cell line CD* ICs’(ug/mL) CI° CD* ICso’(ug/mL) CI CD* ICs’(ug/mL) CI° CD* ICso"(mM) CI°
Hepalclc7 2.1+0.34 35%2.3 16 2.0+0.30 35 17 2.6+0.36 35+2.3 13 2.94+0.2 >20 >100
TAOc1BPrcl 1.4+0.41 ND NA 0.9+0.57 ND NA 1.0+0.42 ND NA 0.9+0.31 >20 NA

“ Mean value of the concentration required to double the specific activity of QR and standard error SEM. b Mean value of the half-maximal inhibitory concentration of cell
viability (SE). ¢ Chemoprevention index: ratio between IC50 and CD. NA, not applicable. ND, not determined.

Table 4. Effect of pterogynine and pterogynidine on QR Activity in Hepa 1clc7 and Mutants

pterogynine (0.3mM)

pterogynidine (0.3mM) B-naphthoflavone (BNF)
cell line CD* ICs, (mM) Cr CD* ICs,"(mM) cr CD* ICs"(mM) CI
Hepalclc? 2.9+0.8  1.5£0.6 0.5 28407 22405 0.7 32404  >20 >100
TAOc1BPrcl 26405  1.4%0.2 0.5 257409  2.3+0.7 0.9 1.0£0.5  >20 NA

“ Mean value of the concentration required to double the specific activity of QR and standard error SEM. b Mean value of the half-maximal inhibitory concentration of cell
viability (SE). ¢ Chemoprevention index: ratio between IC50 and CD. NA, not applicable. ND, not determined.
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Compounds IR Surv (%)
Eugenia jambolana
Hydroalcoholic fraction (leaves) 0.8+0.03 93.3+4.6
Hexane fraction (leaves) 0.4+0.05 76 £ 6.5
Ethil acetate fraction (leaves) 1.1£0.20 943+29
n-Butanol fraction (fruits) 0.7+ 0.05 96.8 +2.2
Ethil acetate fraction (fruits) 0.6 +£0.04 95.3+89
Casearia sylvestris
Ethanolic extract (leaves) (0.7 1.1£0.03 953+54
pg/mkL)
Casearin B (0.61 uM) 1.3+0.09 90.7+12.4
Casearin D (0.21 uM) 1.4+£0.39 96.1 £4.3
Casearin X (0.44 uM) 1.2+0.13 93.5+8.7
Caseargrewiin F (0.09 uM) 1.1 +£0.01 87.4+13.4
B-naphthoflavone 2.9+0.21 98,3+5.6

QR Induction by E. jambolana and Casearia sylvestris in Hepa lclc7 cell line. IR:
induction ratio; surv. %: cell survival % at highest concentration tested. Results are
expressed as mean = standard error (M = SE) of three independent experiments
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Figure 1. Chemical structure of compound’s P. nitens, C. sylvestris and E. jambolana.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE FLUXOGRAMAS
	LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
	RESUMO
	ABSTRACT
	1. INTRODUÇÃO
	1.1. Produtos naturais e quimioprevenção
	1.2. Eugenia jambolana (Myrtaceae)
	1.3. Genotoxicidade/Antigenotoxicidade e Mutagenicidade/Antimutagenicidade

	2. OBJETIVOS
	3. MATERIAIS E MÉTODOS
	3.1. Estudo químico de Eugenia jambolana
	3.2. Manutenção das linhagens
	3.3. Ensaio da quinona-redutase
	3.4. Ensaio de citotoxicidade (Sulforrodamina B)
	3.5. Ensaio do Cometa
	3.6. Teste do Micronúcleo
	3.7. Análise Estatística

	4. RESULTADOS
	4.1. Atividade da Quinona-redutase
	4.2. Avaliação da citotoxicidade
	4.3. Avaliação da Genotoxicidade
	4.4. Avaliação da Antigenotoxicidade
	4.5. Avaliação da Mutagenicidade
	4.6. Avaliação da Antimutagenicidade

	5. DISCUSSÃO
	5.1. Avaliação da atividade quimiopreventiva
	5.2. Avaliação da citotoxicidade
	5.3. Avaliação da Genotoxicidade e Mutagenicidade
	5.4. Avaliação da Antigenotoxicidade e Antimutagenicidade

	CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS
	ARTIGO CIENTÍFICO



