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RESUMO

Inga laurina, é uma arvore nativa da Ameérica tropical e subtropical, distribuida em
todo o mundo, sendo utilizada amplamente como &rvore de sombra e seus frutos
comestiveis seus frutos sdo do tipo vagem e contém grande quantidade de
sementes, e ainda sdo comestiveis. A composi¢cao quimica deste vegetal € rica em
compostos fendlicos, os quais podem ser responsaveis pela atividade antioxidante
relatada em seus extratos e fracbes. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
citotoxicidade, por meio do ensaio de MTT, genotoxicidade e antigenoxidade através
do ensaio do cometa, além de verificar a capacidade quimiopreventiva com o ensaio
de indugcdo da enzima quinona redutase. As amostras avaliadas foram trés
substancias puras, isoladas da fracdo acetato de etila obtida de folhas e ramos de
Inga laurina através do Ensaio do Cometa. Os experimentos demonstraram que as
substancias testadas ndo sao citotdxicas, ndo induzem a enzima quinona redutase e
ndo causam danos genotoéxicos pelo ensaio do cometa. Foi observada uma protecéo
na avaliacdo da antigenotoxicidade em todas as substancias testadas e um reparo
contra danos causados por peréxido de hidrogénio em trés das substancias. No

experimento de protedmica, avaliaram-se as proteinas expressas em células HepG2
na condicdo de reparo observada no ensaio de antigenotoxicidade. Foram
encontradas proteinas diretamente relacionadas com a eliminagdo de ROS
(espécies reativas de oxigénio), reparo de DNA, proteinas tumorais e de apoptose.
N&o foi possivel identificar uma via especifica de reparo, ja que muitas dessas

proteinas sao multifuncionais.



ABSTRACT

Inga Laurina is a tree native to tropical and subtropical America, distributed
worldwide and is widely used as a shade tree and its edible fruit its fruits are pod type
and contains lots of seeds, and are still edible . The chemical composition of this
plant is rich in phenolic compounds, which may account for their reported in extracts
and fractions antioxidant activity. The present study aimed to evaluate the cytotoxicity
through MTT assay, genotoxicity and antigenotoxicity through the comet assay,
besides verifying the chemopreventive ability to test induction of quinone reductase
enzyme. The samples were evaluated three pure, isolated compounds from the ethyl
acetate fraction obtained from leaves and branches of Inga Laurina by Comet Assay.
The experiments showed that the tested substances are not cytotoxic, do not induce
qguinone reductase enzyme and do not cause genotoxic damage by the comet assay.
A protection was observed in the evaluation of antigenotoxicity in all tested
substances and repair damage caused by hydrogen peroxide in three substances. In
proteomics experiment, we analyzed the proteins expressed in HepG2 cells repair
the condition observed in the test antigenotoxicity. Proteins directly related to the
elimination of ROS (reactive oxygen species), DNA repair, apoptosis and tumor
proteins were found. Unable to identify a specific repair, since many of these proteins

are multifunctional pathway.
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1. INTRODUCAO



1.1.Histérico

O Brasil possui aproximadamente um terco da flora mundial com uma
biodiversidade elevada, estimada em cerca de 20 % do numero total de plantas do
planeta (CALIXTO, 2003). Essa megadiversidade se distribui em diferentes regides

como a Amazonia, Mata Atlantica e Cerrado.

O Cerrado compreende 25 % do territorio brasileiro e se caracteriza pela baixa
fertiidade do solo e predominio de uma longa estacdo seca, que condicionam o0
desenvolvimento de um tipo peculiar de vegetacdo, muito atraente pela rigueza em
espécies medicinais e pela beleza dos aspectos estéticos que apresenta (CRAGG et
al., 1997). A grande diversidade de espécies presentes nesse ecossistema fornece
material para a realizacdo de estudos especializados na procura de novos farmacos

para diferentes doencas, entre elas o cancer (BALANDRIN et al., 1993).

Os produtos naturais possuem um papel altamente significativo no
desenvolvimento de novos farmacos. Especificamente aqueles de doencas
infecciosas e do cancer, estima-se que mais de 75 e 60 %, respectivamente, dos
farmacos atualmente empregados, sdo derivados de fontes naturais (NEWMAN, et
al.,, 2003; CRAGG AND NEWMAN, 2005). No geral, estima-se que 40 % dos
medicamentos disponiveis foram desenvolvidos a partir de fontes naturais, onde 25
% foram extraidos de plantas, 13 % de microrganismos e 3 % de animais (CALIXTO,
2003).

Esse imenso patriménio genético de fontes naturais, jA escassos em paises
desenvolvidos, tem na atualidade valor econémico-estratégico inestimavel em varias
atividades, mas é no campo do desenvolvimento de novos medicamentos onde
reside sua maior potencialidade. A razdo dessa afirmacao é facilmente comprovada
guando se analisa o numero de medicamentos obtidos direta ou indiretamente a
partir de produtos naturais. (CRAGG et al., 1997; CALIXTO, 2003). Por outro lado,
estudos prévios demonstram que apenas cerca de 8 % das espécies vegetais da
flora brasileira foram estudadas em busca de substancias bioativas e
aproximadamente 1.100 espécies foram avaliadas em suas propriedades medicinais
e toxicas (POTTERAT & HOSTETTMANN, 1995).

O potencial da descoberta e desenvolvimento de novos farmacos a partir de

extratos vegetais ainda € considerado pouco explorado. Atualmente, estima-se que



das 500 mil espécies de plantas, apenas uma porcentagem pequena tem sido
investigada do ponto de vista fitoquimico. Estima-se que apenas 5000 espécies tém
sido estudadas para uso na medicina (PAYNE et al., 1991; RATES, 2001). Estima-
se também que 70% das plantas existentes no planeta ocorrem em apenas 11
paises: Australia, Brasil, China, Colémbia, Equador, india, Indonésia, Madagascar,
México e Peru (NOGUEIRA; CERQUEIRA; SOARES, 2010).

Considerando a diversidade vegetal do Brasil e a pequena porcentagem de
espécies de plantas investigada tanto do ponto de vista fitoquimico, como
farmacoldgico e toxicoldgico, o reino vegetal apresenta um enorme reservatorio de
substancias farmacologicamente ativas a serem descobertas (POTTERAT et al.,
1995; NOGUEIRA; CERQUEIRA; SOARES, 2010).

Atualmente em varios laboratérios, uma grande variedade de plantas medicinais
tem sido estudada na busca de substancias com propriedades antitumorais (LIU et
al., 2004; MOONGKARNDI et al., 2004; YOSHIDA et al., 2005; WINTERS, 2006). A
guantidade de estudos utilizando produtos naturais na area da quimioterapia do
cancer € intenso, sendo que 74 % das substancias antitumorais sdo originados de
produtos naturais ou derivados (TAN et al., 2006). Muitos desses produtos naturais
sdo capazes de alterar o metabolismo de carcinégenos por meio da inducdo de
enzimas microssomais envolvidas na detoxificagdo do organismo (SONG et al.,
1999). A carcinogénese, portanto, pode ser evitada por uma série de substancias de
diferentes classes como flavonoides, alcaloides, cumarinas, tiocarbamatos,
antioxidantes fenodlicos e isotiocianatos que podem agir como agentes
guimiopreventivos do cancer, uma vez que podem prevenir, suprimir ou reverter o
processo de carcinogénese por meio da ingestdo desses na dieta ou na forma de
medicamentos (SONG et al., 1999).

Em vista da necessidade de se encontrar novos farmacos, tem-se procurado
identificar substancias isoladas de plantas brasileiras capazes de inibir a proliferacao
celular. Outro desafio é encontrar substancias que induzam a morte de células
malignas, sem, contudo ocasionar elevada citotoxicidade, genotoxicidade ou

mutagenicidade em células n&o neoplasicas.



1.2.Quimioprevencao

Varios fatores como crescimento da populacdo, envelhecimento, urbanizacao,
uso de tabaco, auséncia de atividade fisica e dietas altamente caldricas, refinadas e
insalubres estdo relacionados com numeros crescentes de individuos com doencas
cronicas de coracdo, AVC, diabetes, dentre outras (MARQUES 2011). Muitos
estudos relacionam um estilo de vida natural e saudavel aliado com produtos
naturais introduzidos na dieta reduzem o risco destas doencas cronicas por meio da

quimioprevencao (SILVA et al., 2007).

A quimioprevengdo do cancer pode ser definida como a utlizagdo de
substancias quimicas especificas, naturais ou sintéticas, com a finalidade de
prevenir, retardar ou reverter o processo de carcinogénese (WATTENBERG,
1985).A quimioprevencao do cancer pode ocorrer por meio da administracdo de uma
ou mais substancias quimicas durante as etapas iniciais pré-neoplasicas da
carcinogénese (SPORN et al.,, 1976; ALBERTSD & GARCIA, 1995; PEZZUTO,
1997; TAMINI et al., 2002; SCOLASTICI, 2008; AMIN 2009).

Os quimioprotetores podem ser classificados em trés categorias, de acordo
com seus efeitos nas diferentes fases da carcinogénese: 1) inibidor da formacéao do
carcinégeno; 2) bloqueador de metabdlito ativo e, 3) supressor do desenvolvimento
neoplasico (WATTENBERG, 1985). O uso de produtos naturais como agentes
guimiopreventivos, que inibem os eventos iniciais da formacédo de tumores, tem sido
difundido em funcdo da quantidade crescente de resultados positivos sobre a
inclusdo de alimentos ricos em antioxidantes na dieta (SILVA et al., 2007). Muitas
substancias quimiopreventivas potenciais estdo presentes nos alimentos como
polifendis, isoflavonas, curcumina, arilpropandides, isocianato, sulforofano,
licopenos, acidos salicilicos, cafeina entre outras. Tais substancias tém-se mostrado
grandes aliadas no tratamento dos linfomas, dos tumores da infancia e das
neoplasias de células germinativas (KELLOFF et al., 2000). Adicionalmente, muitos
produtos naturais ou seus derivados tém mostrado atividade marcante na inibicdo da
proliferacdo de células tumorais (STONER et al.,1997; SCOLASTICI, 2008,
BOZETO, 2011).

Algumas das estratégias para a protecao de células dos eventos iniciais da

formacdo de tumores incluem a inibicdo de enzimas responsaveis pela geracéo de



espécies reativas (enzimas de fase 1), ao passo que enzimas da fase Il séo
estimuladas, promovendo a desativagdo de radicais e eletrofilos envolvidos nos
processos celulares normais (STONER et al.,1997). Os agentes responsaveis por
este acontecimento sdo denominados indutores bifuncionais, onde os carcinégenos
poderiam induzir a uma protecao contra seu proprio efeito toxico (PROCHASKA et
al., 1992). Além destes, existem os indutores monofuncionais, que somente induzem
enzimas de fase Il seletivamente e ativam elementos de resposta antioxidante
(CUENDET et al., 2006). A reducao de quinonas eletrofilicas pela quinona redutase
se constitui numa via importante de detoxificagdo e o seu grau de atividade pode ser
inferido por meio da indugdo em células da linhagem de hepatocarcinoma murino

Hepa 1clc7.

A inducdo de enzimas de fase Il pode proteger os sistemas biolégicos contra
espécies quimicas téxicas 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 estagios iniciais e
intermediarios contra a carcinogénese induzida por agentes quimicos em modelos
animais (WATTENBERG, 1985; SONG et al., 1999; CUENDET et al., 2006).

1.3.Ensaio da Quinona redutase (QR)

O ensaio da quinona redutase (QR) constitui um método simples para deteccao e
avaliacdo da inducdo da enzima quinona redutase, que detoxifica carcinégenos
(enzima de fase Il), baseado na medida direta da atividade da QR em células de
hepatocarcinoma celular. (PROCHASKA et al., 1992). A glicose-6-fosfato e glicose-
6-fosfato (G6PDH) geram NADPH continuamente. Este NADPH é 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
comprimentos de onda de 490 a 640 nm (PROCHASKA & SANTAMARIA 1988;
FAHEY et al.,, 2004). Ambos NADPH e menadiona sao regenerados, o0 que evita

problemas de deplecao dos substratos (FIGURA 1).

A linhagem derivada de hepatocarcinoma celular murino-Hepalclc7 contém

quantidades de QR induziveis facilmente mensuraveis que fornece um confiavel



sistema de deteccdo de indutores de enzimas de fase II (PROCHASKA &
SANTAMARIA 1988; FAHEY et al., 2004; CUENDET et al., 2006).

MTT
glicose-6-fosfato \ NADP* k [ / (oxidado)

espontdnea

e )\

Figura 1: Principio do ensaio da quinona redutase (FAHEY et al., 2004).

1.4.Genotoxicidade

Desde os tempos mais remotos, plantas medicinais sdo utilizadas para tratar
doencas. Historicamente, as plantas e 0os microrganismos tém provido a industria
farmacéutica substancias importantes para a sintese de novos farmacos. Ainda, as
plantas medicinais se tornaram uma importante fonte de quimioterapicos
(CAVALCANTE et al., 2007). Atualmente, a validacdo do uso terapéutico de plantas
medicinais € considerado uma etapa crucial no desenvolvimento de agentes
fitoterapicos (CAVALCANTE et al., 2007).

Dessa forma, metabdlitos de plantas vém sendo estudados a fim de avaliar sua
capacidade de modificar a atividade de agentes mutagénicos e carcinogénicos. As
plantas possuem uma série de substancias que podem apresentar efeito protetor
contra danos no DNA (DHIR et al., 1993; COZZ| et al., 1997; CAVIN et al., 2001).

Os danos causados ao DNA por mutagénicos ambientais podem ser nocivos

para diversos organismos, incluindo os seres humanos.

O acumulo de mutacbes esta relacionado ao desenvolvimento da maioria dos
tumores malignos e desordens degenerativas, assim como a idade e anomalias
genéticas (CUZZOCREA et al.,, 2001; MIGLIORE & COPPEDE, 2002). A fim de
prevenir o risco genotoxico, é pertinente tanto identificar os mutagénicos e diminuir a
exposicdo a eles, como também, aumentar a exposicdo a substancias
antigenotoxicas como as que ocorrem nas plantas (IKUMA et al., 2006; JEONG et

al., 2006). Kundu e Surh (2005) relataram que 7 a 31 % dos tumores malignos



podem ser reduzidos com dietas ricas em frutas e vegetais e desde entdo estudos
vém sendo conduzidos, a fim de identificar substancias que possam apresentar
atividade antigenotoxica (CARINO-CORTES et al., 2007).

1.4.1. Ensaio Cometa

O ensaio do cometa é um método sensivel e versatil para medicdo de
qguebras de fita simples e dupla no DNA (COLLINS et al., 2008). O ensaio do cometa
foi desenvolvido empiricamente por meio de dois protocolos relativamente simples
descritos na literatura por 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
subpopulacdo celular com sensibilidade variavel a determinadas substancias ou

radiacao.

No presente estudo, procedimentos de Singh et al. foram selecionados para
os estudos de genotoxicidade (FAIRBAIRN et al., 1995). O pH alcalino do ensaio do
cometa permite detectar um espectro amplo de lesées ao DNA, incluindo quebras
Unicas, sitios alcali-labeis e ligacbes cruzadas (TICE et al., 2000). As vantagens
desse teste incluem sua aplicabilidade a varios tecidos e/ou tipos celulares, a grande
sensibilidade em detectar pequenos niveis de danos no DNA, a necessidade de
utilizar um pequeno numero de células por amostra, sua facil execucdo, o curto
tempo necessario para obter resultados e por ser econdmico (TICE et al., 2000).
Mais especificamente, 0 ensaio cometa pertence a classe de testes indicadores, pois
€ capaz de detectar danos precoces de DNA e que podem futuramente originar
mutacdes. Quando comparado a testes como o de micronlcleo ou de aberracdes
cromossOmicas, 0 ensaio cometa mostra-se capaz de detectar danos mais recentes
e passiveis de serem reparados (BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005; MOLLER,
2005).

Nos casos onde € relevante especular que determinado tratamento induz
danos ao DNA em o6rgaos especificos (estbmago, rins, bexiga, etc.), o ensaio
cometa é considerado o método mais confiavel (BRENDLER-SCHWAAB et al.,
2005).
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1.5. Ingalaurina

Fabaceae é uma das maiores e mais importantes familias botanicas,
distribuidas em todo o mundo, especialmente nas regifes tropicais e subtropicais.
Seus frutos em forma de vagem s&o comestiveis e contém semente envolta por uma
polpa flocosa branca e adocicada (MARQUI, 2011). A Inga laurina, € popularmente
conhecida como: Inga-branco, Inga-de-chichica, Inga-de-macaco, Inga-de-praia,
Ingad-mirim ou Ingai e espécie essa que possui distribuicdo difundida na América do
Sul e Central (LORENZI, 2002).

O género Inga € nativo da América tropical e subtropical e inclui
aproximadamente 250 espécies. InUmeras sao usadas por tribos do oeste da
Amazonia para tratar muitas doencas. Integrantes da tribo Tikunas com a finalidade
de reduzir as flatuléncias, ingerem sementes de I. brachystachya. Utilizam também
folhas e raizes de |I. strigillosa Benth para tratar ferimentos na pele (MARQUI, 2011).
Na tribo Makunas, utilizam compressas de flores de |. cecropietorum Ducke para
reduzir dores de ouvido. Flores moidas de I. rubiginosa (Rich.) séo utilizadas por
indios Kubeos como descongestionante nasal durante resfriados e limpam
secrecbes nas palpebras com polpa das vagens de |. pilosule Rich Macbride. Os
aborigines ribeirinhos de Putumayo usam polpa de frutos de Inga macrophylla Willd
para limpar os dentes. As flores de I. myriocephala Pittier sdo utilizadas pela tribo
Taiwano para fortalecer o cabelo e os caules e folhas de I. verna s&o usados para
curar espinhas e feridas (VIVOT et al. 2001).

Foram caracterizados substancias de diferentes espécies do género Inga,
como: saponinas da casca de |. marginata, esterois glicosilados e flavonoides das
raizes de |. edulis, diferentes acidos pipecélicos hidroxilados em |I. brenesii, I.
longispica, |. oerstediana e |. paterno, acglcares (particularmente D-frutose e
sacarose) de |. spectabilis, acido ascérbico de |. fagifolia e altas concentracdes de
substancias fendlicas em I. brenesii, |. densiflora, I. longispica, I. mortoniana e |I.
punctata (VIVOT et al. 2001; MARQUI, 2011).

As folhas jovens de I. laurina apresentam altas concentracdes de derivados
de tirosina esterificados com unidades de acido galico. Foram realizados bioensaios
com lagartas Heliothis virescens, utilizando uma dieta com 10% em massa de

tirosina. Foi observado a redugcdo do crescimento da lagarta em 2% do seu
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comprimento, sendo eficiente no controle biolégico de pragas agricolas (LOKVAM et
al., 2007; MARQUI, 2011).

Estudos fitoquimicos revelaram que o acido galico e o acido elagico presentes
no extrato sdo os principais responsaveis pela atividade antioxidante, sendo atil para
o tratamento de muitos tipos de doencas relacionadas com estresse oxidativo
(VIVOT et al. 2001).

1.5.1. Substancias Fenodlicas

As substancias fendlicas sédo responsaveis pelo sabor, odor e coloracdo de

diversos vegetais. Esse grupo de substancias é responsavel pela protecdo das
plantas contra os raios UV, insetos, fungos, virus e bactérias (MARQUI, 2011).

Certas espécies vegetais acumulam substancias fendlicas para inibir o
crescimento de outras plantas competidoras, exercendo acao alelopatica. Exemplos
de substancias fendlicas com acao alelopatica sdo o acido caféico e o acido ferulico
(PERES, 2007; GOBBO-NETO et al., 2007).

Substancias fendlicas possuem anel aromético com um ou mais grupamento
hidroxila, sendo biossintetizadas a partir de duas rotas metabdlicas principais; a via
do acido chiquimico e a via do acido mevalénico (DEWICK, 2002). O acido
chiquimico é formado pela condensacao de dois metabdlitos da glicose, ou seja, 0
fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fostato. A via do mevalonato, também designada via
da HMG-CoA redutase (3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima-A redutase), o piruvato
continua oxidando até a formacao de unidades de acetil-coenzima A (acetil-coA) e a
formacao do acido mevaldnico (OOTANI, 2010; MARQUI 2011).

Ha varios relatos na literatura apontando substéncias biologicamente ativas,
indicando que essa classe de substancias € promissora na descoberta de novos
farmacos. (MARQUI, 2011).

Flavonoides, taninos, antocianinas e outros constituintes fendlicos possuem
potencial antioxidante, impedindo o efeito danoso dos radicais livres. Visando a
melhoria e sustentacdo da saude, é de vital importancia o consumo dessas fontes
naturais de substancias para nosso organismo, pois os fendlicos contribuem para a

manutengcdo do equilibrio pr6 - e antioxidante de sistemas biologicos,
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desempenhando funcdo essencial na prevencéo de varias doencas (SIMOES et al.,
1999; MARQUI, 2011).

1.5.2. Antioxidantes

A oxidacdo é um dos maiores causadores de degradacdo de materiais e
alimentos. As espécies reativas de oxigénio, em particular, radicais livres, tém sido
as responsaveis por muitas doencas incluindo céancer e arteriosclerose (MARQUI,
2011). Na tentativa de minimizar os efeitos danosos dos radicais livres, organismos
aerobicos desenvolveram mecanismos de protecdo antioxidante que envolvem
sistemas enzimaticos como a superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa
peroxidase (GSH) e sistemas antioxidantes compostos por micromoléculas como o
acido ascorbico (vitamina C), tocoferéis (vitamina E), carotenoides e flavonoides,
entre outros (BARREIROS, 2006).

Embora o organismo tenha capacidade de prevenir reacdes indesejaveis e
reparar bromoléculas de tecidos danificados, estes mecanismos de defesa ndo séo
suficientemente abrangentes para reparar todos os danos causados por tais
reacdes, ocorrendo o acumulo de substancias prejudiciais ao nosso corpo. Esta
situacdo de desequilibrio entre a formacao de espécie com poder oxidante e a sua
destruicdo denomina-se estresse oxidativo e pode conduzir a um metabolismo
anormal, disfuncéo celular, a perda de funcdes fisiolégicas, a doencas e a morte
celular e/ou tecidual (MARQUI, 2011).

Os processos oxidativos podem ser evitados por meio da modificacdo das
condi¢cdes ambientais ou pela utilizacdo de substancias antioxidantes, ja que estes
tém propriedades de impedir ou diminuir o desencadeamento das reacdes oxidativas
(GORDON, 1996).

Os antioxidantes sdo capazes de inibir a oxidagcdo de diversos substratos, de
substéancias simples como polimeros e biossistemas complexos, por meio de dois
mecanismos: 0 primeiro envolve a inibicdo da formacdo de radicais livres que
possibilitam a etapa de iniciagdo; o segundo abrange a eliminagdo de radicais
importantes na etapa de propagacao, como alcoxila e peroxila, por meio da doacéao

de atomos de hidrogénio a estas substancias, interrompendo a reacdo em cadeia.
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Isso tem levado a intensificagdo de pesquisas relacionadas com as possiveis
contribuicdes de antioxidantes (MARQUI 2011).

A elevada capacidade sequestrante dos radicais livres €é verificada por um grande
namero testes que mensuram a atividade antioxidante in vitro como DPPH e ABTS
(CAO et al.,, 1999; HIRAYAMA et al.,, 1997; OU et al.,, 2001; RE et al., 1999;
ROBARDS et al., 1999).

Antioxidantes fendlicos, além da propriedade sequestradora de radicais,
funcionam também algumas vezes como quelantes de metais, agindo tanto na etapa
de iniciagdo como na propagacédo do processo oxidativo. Os produtos intermediarios,
formados pela agcdo destes antioxidantes, sdo relativamente estaveis devido a
ressonancia do anel aromatico apresentada por estas substancias. As substancias
fendlicas e seus derivados sdo, portanto, eficazes para prevenir as oxidacoes
lipidicas e niveis séricos de LDL (lipoproteina de baixa densidade); entretanto,
poucos substancias fendlicas sdo os permitidos para o uso em alimentos, devido
principalmente a sua toxicidade (SOARES, 2002; SILVA et al., 2007; SOUZA et al.,
2008).

A protecdo antioxidante atribuida aos fendlicos pode ser verificada por meio do
nivel dos biomarcadores, tais como o malondialdeido que é associado com o
peroxidacao lipidica (NIELSEN et al., 1997), ou 8-oxo-7,8-diidroguanina que indica
os danos oxidativos das bases do DNA (CADET et al., 2003).

A capacidade protetora dos fendlicos é devido a um elevado indice de estudos
que indicam efeito nas doengas coronarias de coragdo (CHD) (WEISBURGER,
1999), cancer (DUTHIE et al., 2000; YANG et al.,, 2001), regulacdo genética
(MYHRSTAD et al., 2002), e doencas neurodegenerativas (SUN et al., 1998).

Trabalhos sobre medicina preventiva mostram que as substancias fendlicas sao
0s antioxidantes naturais mais eficientes, estimulando a descoberta de novas
substancias que possam ser incluidas na dieta alimentar, visando a manutencéo do
equilibrio pré-oxidante/antioxidante corporal e assim evitando o estresse oxidativo
(RICE-EVANS, 1996; MARQUI, 2011).
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1.6.Protebmica

O proteoma reflete o estado atual de funcionamento do sistema em condigdes
fisiolégicas especificas, ou seja, a expressdo funcional do genoma, sendo a
ferramenta mais apropriada para se entender o funcionamento dos genes, porque
analisa o produto final do genoma (PANDEY e MANN, 2000; EMBRAPA, 2005).

Embora a identificacdo das proteinas codificada no genoma pareca uma tarefa
extremamente dificil de realizar, as informacdes obtidas por meio de estudos
protedmicos sdo cada vez mais completas (SURESH et al., 2005). Esses novos
conhecimentos estdo relacionados as vias de sinalizacdo celular, conjuntos de
proteinas reguladoras, modificacdes pés-traducionais, bem como outras sobre os

estados fisioldgicos e fisiopatologicos de células e organismos.

O estudo do proteoma € importante porque pode levar a trés vertentes basicas
com implica¢cBes diretas em varios campos da biologia e da biotecnologia. Primeiro,
a caracterizacdo protedbmica pode mostrar caminhos metabdlicos nas diversas
etapas celulares, gerando um conhecimento sem precedentes na biologia celular.
Este conhecimento tornard possivel identificar novos alvos farmacologicos
especificos, relacionados, por exemplo, a determinada etapa de desenvolvimento de
uma célula cancerosa. Segundo, viabiliza a identificacdo de substancias bioativas,
contribuindo para o desenvolvimento de novos farmacos. Terceiro, permite a
identificacdo e caracterizacdo de marcadores bioldgicos, ou seja, substancias
enddégenas ou exogenas especificas de um determinado estado patolégico. A
capacidade de identificar essas substancias € extremamente util no diagndstico
precoce de doencas e no acompanhamento da evolucao do tratamento (EMBRAPA,

2005).
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2. OBJETIVOS
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2.1.0BJETIVOS GERAIS

Investigar a atividade de quatro substancias puras extraidas de Inga laurina

em linhagem de hepatocarcinoma celular, caracterizar o potencial genotéxico e/ou

antigenotoxico e caracterizar proteinas diferencialmente expressas produzidas pela

célula quando tratada essas substancias.

2.2.0bjetivos Especificos

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Avaliar a citotoxicidade, a partir substancias puras extraidas da fracdo acetato
de etila obtidas de folhas e caules de Inga laurina, apés diferentes

concentracdes pelo ensaio de sulforrodamina B;

Avaliar a possivel inducao da atividade da enzima quinona redutase a partir
substancias fendlicas de Inga laurina em diferentes concentracdes e tempos

de tratamento pelo ensaio de quinona redutase;

Caracterizar a atividade genotoxico e antigenotoxico substancias fendlicas de

Inga laurina em diferentes concentragdes, utilizando o ensaio do cometa;

Verificar por andlise protedmica proteinas que estéo diferencialmente
expressas produzidas pelas linhagens celulares apés tratamento com

substéancias fenolicas de Inga laurina.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1.Inga laurina

Os processos de coleta e extracdo do material botanico foram realizados pelo
NuBBE (Nucleo de Bioensaios, Biossintese, e Ecofisiologia de Produtos Naturais),
com a colaboracdo da Profa. Dra. Dulce Helena Siqueira Silva e da Dra. Sara de
Marqui do Departamento de Quimica Orgéanica, Instituto de Quimica, UNESP-

Araraquara.

As folhas e caules de Inga laurina foram coletados na cidade de Assis em 16
de abril de 2008 e identificados pela Dra. Giselda Durigan. A exsicata (cédigo FEA

3552) foi depositada na Colecao Botanica da Floresta Estadual de Assis.

3.2.Manutencéo das linhagens

As células de linhagem Hepa 1clc7 foram cultivadas em meio de cultura a-
MEM (Alfa Modification of Eagle’s Medium - Sigma) sem ribonucleosideos ou
desoxirribonucleosideos, acrescido de estreptomicina 0,2dmg/mL e penicilina 100
U/mL, bicarbonato de sédio, 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 100 U/mL e estreptomicina 0,1 mg/mL bicarbonato de sédio,
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 CO, e a

temperatura de 37 °C até que a monocamada celular estivesse confluente.

3.3.Avaliagéo da citotoxicidade

Para o ensaio de citotoxicidade por 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 ap6s 24 horas de cultivo, foram adicionadas as
substéancias puras, seguindo uma diluicédo seriada 1:3 a partir da concentracao de 40

pg/mL.
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Apbés 24 horas do tratamento, foram adicionados 50 pL de acido
tricloroacético (TCA) 50% a baixa temperatura e as placas foram incubadas por 1
hora a 4 °C, posteriormente a solucdo de TCA foi removida e as placas foram
lavadas, com agua corrente de 3 a 4 vezes. Adicionou-se entdo 50 pL da solucéo de
SRB a 0,4% (diluida em acido acético) e as placas foram incubadas por 20 minutos
a temperatura ambiente. Apds a remocao da SRB, as placas foram lavadas de 3 a 4
vezes com acido acético a 1%, secas e o corante dissolvido com Tris Base 10 mM
(Sigma). Apdés 5 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, as leituras
espectrofotométricas da absorbancia, foi realizada em comprimento de onda de 570
nm, 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 relacdo ao controle negativo,
representando a citotoxicidade de cada tratamento, segundo proposto por ZHANG et
al., 2004:

Células vivas (%) = Absorbéancia do Teste x 100

Absorbancia do Controle Negativo

Assim ap0s a avaliacdo das concentracdes, foram realizados o ensaio do Cometa

3.4.Ensaio da quinona redutase (QR)
3.4.1. Reagentes

Para realizar a quantificacdo de inducdo enzimatica com o ensaio de quinona
redutase (QR) foi necessario preparar os seguintes reagentes. Solu¢ao de lise com
0,8 % de digitonina e 2 mM de EDTA, pH 7,8. Solucdo de ensaio feita de 25 mM de
Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM de glicose-6-fosfato, 50 yM 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.
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Como controle positivo foi utilizado o indutor B-naftoflavona (BNF) na concentracao
de 0,1 uM (SONG et al., 1999). Reagentes obtidos de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA.

3.4.2. Quantificacao da atividade de quinona redutase

As células Hepalclc?7 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 poco. Em seguida foram expostas a diferentes
concentracfes, seguindo uma diluicdo seriada de 1:2 de uma concentracdo de 40
pug/mL, das substancias de Inga laurina, sendo solubilizados em meio de cultura por
48 horas para que ocorresse a possivel inducdo enzimatica. Depois do tratamento, o
meio de cultura foi descartado e adicionou-se 50 yL de solugao de lise. A placa foi
entdo incubada por 10 minutos a 37 °C. Apoés a lise, avaliou-se a atividade da QR
com a adi¢ao de 200 uL 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 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 concentracdo da média de absorbancia do controle de reagente branco. O
desvio padrdo da média de cada tratamento € 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 48 h, os tratamentos foram removidos, e as células foram coradas
utilizando 100 pL de solucdo 0,2 % violeta cristal em 2 % etanol. O corante foi
desprezado e 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
absorbéancia a 595 nm, utilizando leitor de placas iMark Microplate Reader (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA) (PROCHASKA et al., 1992).
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A poténcia de inducdo enzimética da QR é expressa em unidades por g (U/Q).
Foram realizados trés experimentos independentes e os resultados foram

comparados com controle positivo (B-naftoflavona).

3.5.Ensaio do Cometa

3.5.1. Solucgbes para o ensaio do Cometa

Para a realizacdo do ensaio do cometa foi necessario preparar as seguintes
solugdes. Solucéo de lise estoque com 2,5 M de NaCl, 100 mM de EDTA e 10 mM
de Tris, pH 10. Solucdo de lise preparada no momento do uso com Triton X-100,
DMSO e acrescido de solucao lise estoque. Solucdo de EDTA com 3,7 g em 50 mL
de agua destilada e solucdo de NaOH com 100 g em 250 mL de agua destilada, o
tampao de eletroforese foi feito no momento do uso com 10 mL de EDTA e 60 mL de
NaOH em 2 L de 4gua destilada a 4 °C, pH 13. Solu¢éo de neutralizacdo com Tris a
0,4 M, a 4 °C, pH 7,5. Solucdo de PBS (Tampao Fosfato Salino) concentrado 20
vezes com 180 g de NaCl anidro, 27,3 g de Na,HPO, anidro, 4,8 g de
Na,H,PO,4.H,0 e 4gua destilada, g.s.p. 1 L, pH entre 7,2 e 7,6. Para o ensaio foram
utilizadas agarose ponto de fusdo normal (Sigma) (1,2 g diluido em 80 mL de PBS
1x, a 37 °C) e agarose de baixo ponto de fusdo ou Low melting point LMP (Sigma)
(0,05 g diluido em 10 mL de PBS 1x, a 37 °C) para 50 laminas.

3.5.2. Avaliagéo de Genotoxicidade

A suspenséo celular de 2,5x10° células/poco foi cultivada em placas de 24
cavidades e com um volume final de 500 pL/pogo, apdés 24 horas de cultivo, as
células foram tratadas com as substancias extraidas de Inga laurina por 24 horas.
Como controle negativo foi utilizado apenas meio de cultura e como controle positivo

o peroxido de hidrogénio (H,0;) a 0,01 M por 5 minutos.
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Apés as 24 horas de incubacdo com os tratamentos, o0 meio de cultura foi
removido, as células foram lavadas, tripsinizadas e reservadas em tubos de 1,5 ml e
centrifugadas a 1500 rpm por 3 minutos. Apés a centrifugacéo, o sobrenadante foi
removido e as células foram ressuspendidas em 200 pL de agarose (baixo ponto de
fusdo) a 37 °C. Em seguida, o volume de cada eppendorf foi transferido para 2
laminas, previamente tratadas com agarose ponto de fusdo normal. Cada lamina foi
recoberta com uma laminula grande (24 x 60mm) e colocada na geladeira ao abrigo
da luz por 5 minutos. Entdo as laminulas foram retiradas e as laminas foram
submetidas a solucado de lise recém prepara a 4°C por um periodo minimo de 12
horas sob refrigeragéo.

As laminas foram retiradas da solucdo de lise e submetidas a uma
eletroforese alcalina por 20 minutos. Apds, as laminas foram neutralizadas e fixadas.
A leitura das laminas foi realizada ap6s a coloragdo em um microscopio de
fluorescéncia. Foram capturadas imagens de 100 nucledides e analisadas pelo
software TriTek CometScore TM versdo 1.5. O parametro adotado no presente
estudo foi a % DNA in Tail. (MOLLER, 2005).

3.5.3. Avaliacéo de Antigenotoxicidade

Para avaliacdo da antigenotoxicidade das substancias de Inga laurina foram
utilizados como agente indutor de danos o peroxido de hidrogénio (H.O;) na
concentracdo de 0.01M em células HepG2. Foram empregados protocolos de pré-
tratamento e pds-tratamento, segundo proposto por Scolastici e colaboradores
(2008). Esses dois protocolos de tratamento permitiram a identificacdo da acado
antigenotoxica das diferentes concentragdes das substancias proposta para estudo.
Para o ensaio de antigenotoxicidade, as células HepG2 foram tratadas com

concentracdes nao citotoxicas.
Pré-tratamento

A suspenséo celular de 2,5x10° células/poco foi cultivada em placas de 24
cavidades e com um volume final de 500 pL/poco, apds 24 horas de cultivo, as

células foram tratadas com as substancias extraidas de Inga laurina por 24 horas.
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Como controle negativo foi utilizado apenas meio de cultura e como controle positivo

o peréxido de hidrogénio (H202) a 0,01 M por 5 minutos.

Apoés as 24 horas de incubacédo com os tratamentos, foi adicionado peréxido
de hidrogénio (H20,) a 0,01 M por 5 minutos. Apos o periodo de 5 minutos, 0 meio
de cultura foi removido, as células foram lavadas, “tripsinizadas”, reservadas em
tubos de 1,5 ml e centrifugadas a 1500 rpm por 3 minutos. Apés a centrifugagéo, o
sobrenadante foi removido e as células foram ressuspendidas em 200 uL de
agarose (baixo ponto de fusdo) a 37 °C. Em seguida, o volume de cada eppendorf
foi transferido para 2 laminas, previamente tratadas com agarose ponto de fuséo
normal. Cada lamina foi recoberta com uma laminula grande (24 x 60mm) e
colocada na geladeira ao abrigo da luz por 5 minutos. Entdo as laminulas foram
retiradas e as laminas foram submetidas a solucéo de lise recém prepara a 4°C por

um periodo minimo de 12 horas sob refrigeracéo.

As laminas foram retiradas da solucéo de lise e submetidas a uma eletroforese
alcalina por 20 minutos. Apos, as laminas foram neutralizadas e fixadas. A leitura
das laminas foi realizada apds a coloracdo em um microscépio de fluorescéncia.
Foram capturadas imagens de 100 nucledides e analisadas pelo software TriTek
CometScore TM versao 1.5. O parametro adotado no presente estudo foi a % DNA
in Tail. (MOLLER, 2005).

Poés-tratamento

A suspensdo celular de 2,5x10° células/poco foi cultivada em placas de 24
cavidades e com um volume final de 500 pL/poco, apés 24 horas de cultivo, foi
induzida a formacao de dano celular adicionando-se perdxido de hidrogénio (H20,) a
0,01 M por 5 minutos. ApOs esse periodo as células foram tratadas com as
substancias extraidas de Inga laurina por 24 horas. Como controle negativo foi
utilizado apenas meio de cultura e como controle positivo o peroxido de hidrogénio
(H20,) a 0,01 M por 5 minutos.

Apés as 24 horas de incubacdo com os tratamentos, o0 meio de cultura foi
removido, as células foram lavadas, “tripsinizadas”, reservadas em tubos de 1,5 ml e
centrifugadas a 1500 rpm por 3 minutos. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi

removido e as células foram ressuspendidas em 200 uL de agarose (baixo ponto de
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fusdo) a 37 °C. Em seguida, o volume de cada eppendorf foi transferido para 2
laminas, previamente tratadas com agarose ponto de fusdo normal. Cada lamina foi
recoberta com uma laminula grande (24 x 60mm) e colocada na geladeira ao abrigo
da luz por 5 minutos. Entdo as laminulas foram retiradas e as laminas foram
submetidas a solucado de lise recém prepara a 4°C por um periodo minimo de 12
horas sob refrigeragéo.

As laminas foram retiradas da solucdo de lise e submetidas a uma
eletroforese alcalina por 20 minutos. Apds, as laminas foram neutralizadas e fixadas.
A leitura das laminas foi realizada ap6s a coloragdo em um microscopio de
fluorescéncia. Foram capturadas imagens de 100 nucledides e analisadas pelo
software TriTek CometScore TM versdo 1.5. O parametro adotado no presente
estudo foi a % DNA in Tail. (MOLLER, 2005).

3.6.Anédlise Protebmica

A fim de determinar o perfil proteico foram utilizadas células tratadas e néo

tratadas com as substancias fenélicas de I. laurina.

Esses ensaios foram realizados no Laboratorio do Hemocentro de Ribeirdo
Preto, sob a coordenacéo do Prof. Dr. José Cesar Rosa coordenador do Centro de
Quimica de Proteinas e professor doutor do departamento de Biologia Celular e
Molecular e Bioagentes Patogénicos da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto

Universidade de Sao Paulo, segundo protocolo abaixo:

3.6.1. Extracdo e Quantificacdo de Proteinas das Linhagens Celulares

As proteinas foram extraidas com a seguinte solugdo de lise: uréia 7,7 M,
tiouréia 2,2 M, CHAPS 4,4 % e os inibidores de protease (coquetel de inibidores, 1
uL para 1 x 10° células, PMSF 1 mM) e inibidores de fosfatases (ortovanadato de
sédio 1 mM, NaF 1 mM, B-glicerofosfato de sddio 1 mM e pirofosfato de sodio
10mM). Para cada 1 x 10’ células foram adicionadas 100 pL de solucdo de lise. As
células foram rompidas por 3 ciclos de: a) banho de ultrassom durante 5 min, b)
banho de gelo e agitagdo em vértex por 5 min; apos o terceiro ciclo, as amostras

foram congeladas e descongeladas em nitrogénio liquido. Em seguida, o extrato
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total foi centrifugado a 20.000 g por 30 minutos para precipitagdo dos restos
celulares e o sobrenadante foi submetido & determinacdo da quantidade de

proteinas e armazenado a -80°C.

A quantificacdo de proteinas em solucdo foi realizada pelo método de
Bradford (1976) em microplaca, como descrito a seguir. As amostras, diluidas
apropriadamente em agua Milli-Q, foram pipetadas num volume final de 20 pL. A
seguir, foram adicionados 200uL de reagente de reagente de Bradford (Coomassie
Blue G 0,05% em etanol 25% v/v e acido fosférico 50% v/v). Ap6s 15 minutos de
incubacao a temperatura ambiente, a placa foi lida em 595 nm em leitor de ELISA. A
quantificacdo foi realizada utilizando como referéncia uma curva padrdao de soro

albumina bovina (BSA).

3.6.2. Preparacdo do Extrato Protéico para Shotgun Proteomics e
Marcacdo Isobérica com ltraq

O extrato protéico foi reduzido e alquilado para posterior digestdo com
tripsina. Brevemente: a 1 mg do extrato protéico foi adicionados 1 yL de redutor e a
mistura foi incubada por 30 min; em seguida, foi adicionados 2 puL de reagente
bloqueador e a mistura foi mantida por 1 hora ao abrigo da luz, seguindo o protocolo
do fabricante (Applied Biosystem, Foster City, CA).

3.6.3. Digestao com tripsina

A amostra reduzida e alquilada foi diluida 4 vezes com TEAB 1 M (para
concentracéo final de 100 mM), pH 8,0. Massas apropriadas de tripsina (Sequencing
grade modified Trypsin, Promega) diluida em TEAB 0.1 M foram adicionadas e a

reacdo de hidrdlise mantida por 24 horas a 37 °C.
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3.6.4. Marcacao das amostras com isébaros iTRAQ

Os extratos protéicos digeridos com tripsina foram marcados com diferentes
reagentes isobaricos (iTRAQ). Para cada amostra um isobaro foi utilizado (existem 8
is6baros diferentes comercialmente disponiveis) e, ap0s a marcacdo, elas foram
agrupadas em uma UuUnica amostra para a analise por cromatografia liquida
bidimensional (troca-ibnica e fase reversa) “on-line” ou “off-line” com espectrémetro
de massas. Os ions marcados, quando submetidos a fragmentacao (CID-MS/MS),
produzirdo ions especificos (ions reporteres) de baixa massa, possibilitando a
quantificacdo relativa da proteina identificada para cada amostra da mistura. As
intensidades dos ions repodrteres foram extraidas de arquivo exportavel ASCII
produzido por ambos os espectrometros de massas e exportados para planilhas de

Excel (Microsoft Office-2003) para posterior manipulacao estatistica.

3.6.5. Cromatografia em Coluna de Troca I6nica (Scx)

Apos a formacdo do pool de amostras rotuladas por iTRAQ, as amostras
foram centrifugadas e aplicadas em sistema de HPLC com coluna de troca ibnica
PolyLC (Polysulfoethyl A) desenvolvido em um gradiente linear dos solvente A:
10mM KH2PO4/20% AcN pH 2,7-3,0 e solvente B: 10mM KH2P0O4/0,5M NaCl/20%
AcN pH 2,7-3.0 e fluxo de 1mL/min, foram coletadas fracbes de 1mL. As fracdes
SCX foram dessalificadas e separadas em HPLC com uma micro coluna
(50mmx4,0mm d.i.) empacotada com resina de fase reversa C18 Vydac (238TBPB)
e foram analisadas off-line por MALDI-TOF/TOF-MS.

3.7. Espectrometria de Massas
3.7.1. MALDI-ToF-ToF

As amostras foram também aplicadas a um nano-UFLC com coluna capilar
monolitica de fase reversa e o efluente foi coletado automaticamente em placa de
MALDI, utilizando o equipamento AccuSpot. Posteriormente, a cada spot foi

adicionada a matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (5mg/mL em 0,1% TFA/50%
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ACN) para ser analisado em espectrometro de massas MALDI-ToF-ToF (Axima
Performance, Kratos-Shimadzu, Manchester, UK), com aquisicdo automatica dos
espectros MS e MS/MS para os ions mais abundantes. A identificacdo das proteinas

foi realizada pelo programa MASCOT (www.matrixscience.com).

3.7.2. ldentificacao das proteinas utilizando o “Software” Mascot

Os espectros obtidos foram processados e submetidos a um banco de dados
para identificacdo das proteinas. Para isto, foi utilizado o programa Mascot versao
2.2.04, banco de dados SwissProt, taxonomia Homo sapiens (human), tendo como
parametros: enzima a tripsina com perda de 1 clivagem (“missed cleavage”),
modificacdo fixa para Methionil-cys e modificacBes variaveis para oxidacdo de
Metionina. Também foram adicionados como modificacdes varidveis a incorporacao
de is6baros de iTRAQ. Para excluir identificacdes falso positivas (FDR) os espectros
de massas foram submetidos ao banco de dados no modo reverso, nivel de
significancia estatistica de p<0.05 que corresponde a um erro permitido de 5%, um
escore para peptideos >35, que corresponde a ions da série y ou b consecutivos

para o sequenciamento dos aminoacidos dos peptideos por CID-MS/MS.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
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5.1 Avaliagdo das substancias isoladas da fracao acetato de etila

obtidas de folhas e caules de Inga laurina
5.1.1 Ensaio de citotoxicidade

Os resultados de citotoxicidade estdo apresentados na tabela 1. Todas as
substancias apresentaram entre 85 a 97 % de células vivas. As substancias néo
apresentam diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle negativo (p<
0,05)

Tabela 1: Determinagédo da viabilidade celular das substancias puras isoladas das
folhas e ramos |. laurina, em linhagem de células HepG2, por meio da técnica de
SRB.

Viabilidade Celular (%) + EP

CP 24,81 £ 2, 57***
CN 58,33+ 7,78

Concentracdo Substancia 5-3 Subst. 5-5 Subst. 5-6 Subst. 5-7
(Hg/mL)

40 51,90 £ 6,29 58,09 + 8,14 56,96 + 8,27 58,36 + 6,95

13,3 67,38 £ 7,70 70,20 +£10,00 63,21 +7,99 70,92 + 8,14

4,4 65,13 + 8,46 68,81 + 9,29 68,22+ 10,55 70,46 + 8,84

15 66,97 + 8,85 69,13 £+ 7,96 67,65 £ 9,02 70,77 £ 9,63

0,5 66,96 + 8,62 71,26 + 8,56 68,01+ 10,19 70,36 £ 7,93

Viabilidade celular é dada em porcentagem, a partir de 3 experimentos independentes (média * erro-
padrdo-EP). CP: controle positivo. CN: controle negativo. Analise de varidncia One-way ANOVA com
pés-teste de Tukey. (***) p<0,001.

5.2.2 Atividade de Inducédo de quinona redutase

As substancias puras de I. laurina ndo apresentaram indugdo de quinona
redutase (médias acima de 2,0). Na analise da viabilidade celular ndo houve
significancia estatistica em nenhuma das concentragcdes quando comparadas ao

controle de veiculo. (Tabelas de 2 a 5).

40



Tabela 2: Atividade da enzima quinona redutase através da substancia 5-3 extraida
de Inga laurina em linhagem de células Hepalclc?.
Concentracdo IR (tratamento/controle) Viabilidade celular (%)

0,5 0,9 +0,47 132,6 + 22,08
15 0,5+0,49 130,5 + 34,45
4,4 0,7+0,2 117,8+£11,80
13,3 0,4 +0,39 102,3 + 13,45
40 1,3+0,56 115,1 + 27,24
B-naftoflavona 2,0+£0,14 119,5 + 28,23
CB 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Ccv 0,75 £ 0,00 100 + 0,00

IR, taxa de inducédo de QR, relacdo entre a atividade especifica da QR em células tratadas com
composto e controle de veiculo. B-naftoflavona foi adotada como controle positivo. CB:
controle branco. CV: controle de veiculo (DMSO 1%). Os resultados estdo expressos como
média + erro padrédo de trés experimentos independentes. IR comparado BNF e viabilidade com
CV. Anédlise de variancia One-way ANOVA com pdés-teste de Tukey.

Tabela 3: Atividade da enzima quinona redutase através da substancia 5-5 extraida
de Inga laurina em linhagem de células Hepalclc?.

Concentracdo IR (tratamento/controle) Viabilidade celular (%)

0,5 0,6 £ 0,28 118,8 + 11,86
15 0,7+0,23 115,0 £ 9,76
4,4 1,1+0,35 112,7 + 23,08
13,3 1,4+0,94 79,2 + 8,32
40 1,5+0,95 67,4 £ 12,25
B-naftoflavona 2,0£0,14 119,5 + 28,23
CB 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
Ccv 0,75 £ 0,00 100 + 0,00

IR, taxa de inducdo de QR, relacdo entre a atividade especifica da QR em células tratadas com
composto e controle de veiculo. B-naftoflavona foi adotada como controle positivo. CB:
controle branco. CV: controle de veiculo (DMSO 1%). Os resultados estdo expressos como
média + erro padrdo de trés experimentos independentes. IR comparado BNF e viabilidade com
CV. Anélise de variancia One-way ANOVA com pdés-teste de Tukey.
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Tabela 4: Atividade da enzima quinona redutase através da substancia 5-6 extraida
de Inga laurina em linhagem de células Hepalclc?.
Concentracdo IR (tratamento/controle) Viabilidade celular (%)

0,5 1,1+0,31 98,1+ 13,75
15 0,7 £ 0,08 103,2 £ 10,53
4,4 0,9+0,31 104,9 £ 9,63
13,3 1,1+0,41 104,2 + 12,27
40 1,1+0,33 97,4 £ 7,96
B-naftoflavona 2,0+0,14 119,5 £ 28,23
CB 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
CcVv 0,75 + 0,00 100 + 0,00

IR, taxa de inducédo de QR, relacdo entre a atividade especifica da QR em células tratadas com
composto e controle de veiculo. B-naftoflavona foi adotada como controle positivo. CB:
controle branco. CV: controle de veiculo (DMSO 1%). Os resultados estdo expressos como
média + erro padrdo de trés experimentos independentes. IR comparado BNF e viabilidade com
CV. Anédlise de variancia One-way ANOVA com pdés-teste de Tukey.

Tabela 5: Atividade da enzima quinona redutase através da substancia 5-7 extraida
de Inga laurina em linhagem de células Hepalclc?7.
Concentracdo IR (tratamento/controle) Viabilidade celular (%)

0,5 0,7 £ 0,29 155,7 + 37,36
15 0,7+0,33 114,6 £ 22,37
4,4 0,6 +0,33 110,9+ 17,17
13,3 0,7+0,24 183,0 + 86,88
40 0,9 +0,57 88,7 £ 12,86
B-naftoflavona 2,0+£0,14 119,5 + 28,23
CB 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Ccv 0,75 £ 0,00 100 + 0,00

IR, taxa de inducédo de QR, relacdo entre a atividade especifica da QR em células tratadas com
composto e controle de veiculo. B-naftoflavona foi adotada como controle positivo. CB:
controle branco. CV: controle de veiculo (DMSO 1%). Os resultados estdo expressos como
média + erro padrdo de trés experimentos independentes. IR comparado BNF e viabilidade com
CV. Anédlise de variancia One-way ANOVA com pdés-teste de Tukey.

5.2.3 Avaliacdo da Genotoxicidade

A avaliacdo da genotoxicidade foi realizada em linhagem HepG2 e as
concentragdes utilizadas no ensaio deveriam ser pré-estabelecidas de acordo com o
ensaio de quinona redutase, entretanto, nos ensaios, nao foi observado inducao da
enzima quinona redutase, portanto, utilizou-se das concentragfes testadas no

ensaio de Sulforrodamina B. O parametro adotado no presente estudo foi a % DNA.
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O tratamento da linhagem celular HepG2 com a substancia 5-3 (tabela 6) e
com a substancia 5-7 (tabela 9) de I. laurina demonstrou que ndo houve
genotoxicidade em nenhuma das concentracbes dessas substancias, néo
apresentando diferenca estatistica quando comprada 0s grupos teste com o controle
negativo. A substancia 5-5 (tabela 7) embora tenha uma diferenca estatistica na
concentracédo de 0,5 pg/mL (2,55 + 0,46) quando comparado ao controle negativo
nao € genotoxica, pois as o valor da porcentagem de DNA esta menor que o valor
do controle negativo. As concentracdes de 1,5 a 40ug/mL, ndo apresentaram
genotoxicidade, ndo apresentando diferenca estatistica obtida quando comprada os

grupos teste com o controle negativo.

A substancia 5-6 (Tabela 8) na concentracdo de 0,5 pg/mL (1,83 + 0,3) até a
concentracédo de 4,4 pg/mL (1,98 £+ 0,34) p<0,001 apresentou-se estatisticamente
diferente do controle negativo, no entanto os valores apresentados da porcentagem
de DNA sao menores que o controle negativo, ndo sendo, portanto genotéxica. As
concentracfes de 13,3 e 40ug/mL, 5,28 + 0,91 e 5,97 * 0,8, respectivamente, nédo
apresentaram genotoxicidade, ndo apresentando diferenca estatistica obtida quando

comprada 0s grupos teste com o controle negativo.

Tabela 6: Avaliacdo da genotoxicidade da Substancia 5-3 de Inga laurina.

% DNA £ EP =
CN 5,41 + 0,58
CP 19,07 + 1,13%** 20
Substancia 5-3 (ug/mL) < 15 E
0,5 5,35+ 0,74 S 10 E
15 7,24 +1,22 " E L e
4.4 5,36+ 0,78 =
o =
o I IR IR

Concentragdao em pg/mL

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da % DNA + erro
padrdo. Analise de variancia Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn. (**) p<0,01; (***) p<0,001
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Tabela 7: Avaliacdo da genotoxicidade Substancia 5-5 de Inga laurina.

Genotoxicidade Inga laurina Substancia 5-5
% DNA + EP

25+
CN 5,41 £ 0,58
CP 19,07 £ 1,13***
Substancia 5-5 (ug/mL) g
0,5 2,55 £ 0,46*** B
15 5,73+1,23
4,4 5,23+ 0,91
13,3 5,62 + 0,62
40 6,97 £ 0,87 Concentragdo em pg/mL

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da % DNA + erro
padrdo. Analise de variancia Kruskal Wallis com pés-teste de Dunn. (**) p<0,01; (***) p<0,001

Tabela 8: Avaliacdo da genotoxicidade da Substancia 5-6 de Inga laurina.

% DNA + EP 25-
CN 5,41 +0,58
CP 19,07 £ 1,13***
Substéncia 5-6 (ug/mL) %
0,5 1,83 £ 0,3%* &
1,5 2,05 + 0,35***
4,4 1,98 + 0,34***
13,3 5,28 +0,91
40 5,97 +0,8 Concentragdao em pg/mL

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da % DNA + erro
padrdo. Analise de variancia Kruskal Wallis com p6s-teste de Dunn. (***) p<0,001
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Tabela 9: Avaliacdo da genotoxicidade da Substancia 5-7 de Inga
laurina.

% DNA + EP e
CN 5,41+ 0,58
CcpP 19,07 + 1,13%**
Substancia 5-7 (ug/mL) g
0.5 5,98 + 0,65 =
1.5 9,45+ 1,1
4,4 8,32+1,0
13,3 6,66 + 0,89
40 3.1+ 0,47 Concentragdo em pg/mL

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da % DNA + erro
padrdo. Analise de variancia Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn. (***) p<0,001

5.2.4 Avaliacdo da Antigenotoxicidade (Pré tratamento)

A avaliacdo da antigenotoxicidade foi realizada em linhagem HepG2 e as
concentragbes utilizadas no ensaio foram as mesmas testadas no ensaio de
genotoxicidade. Neste ensaio, as células foram tratadas com as substancias
isoladas de Inga laurina, e em seguida, expostas a perdxido de hidrogénio. Foi entéo
realizado o ensaio do cometa para analisar se o pré-tratamento com as substancias
isoladas de Inga laurina foram capazes de proteger a célula do dano genotéxico do
perdxido de hidrogénio. As células tratadas com as substancias e perdxido de
hidrogénio sdo comparadas com o controle positivo, tratado somente com peroxido
de hidrogénio.

E demonstrado nas tabelas 10, 11 e 12 que as substancias 5-3; 5-5 e 5-6
apresentaram um forte efeito protetor com o valor de p menor que 0,001 em todas
as concentracfes testadas. Na tabela 13 é demonstrado que a substancia 5-7
também mostrou efeito protetor a exposicédo ao peroxido de hidrogénio, porém nas
concentracdes de 0,5 e 40 pg/mL o valor de p foi de 0,01, e na concentracéao de 13,3
pg/mL o valor de p foi de 0,05.
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Tabela 10: Avaliacdo da antigenotoxicidade pré-tratamento com H,O, da Substancia

5-3 de Inga laurina.

CN

CP

Substéncia 5-3 (ug/mL)
0,5

1,5

4.4

13,3

40

% DNA + EP
15,41 +1,16%**
67,33 £ 0,95

23,88 £ 0,97***
15,80 + 0,77***
15,44 + 0,79***
17,66 + 0,96***
20,08 + 0,90***

% DNA

Concentragdao em pg/mL

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da % DNA + erro
padrdo. Analise de variancia Kruskal Wallis com pés-teste de Dunn. (**) p<0,01; (***) p<0,001

Tabela 11: Avaliacdo da antigenotoxicidade pré-tratamento com H,O, Substancia 5-

5 de Inga laurina.

CN

CP

Substancia 5-5 (ug/mL)
0,5

1,5

4,4

13,3

40

% DNA + EP
15,41 + 1,16%**
67,33+ 0,95

29,64 + 1,40***
25.53 +1,16***
22,66 + 1,25***
21,39 £ 0,85***
14,26 + 0,81***

% DNA

S S R PR S

Concentragdao em pg/mL

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da % DNA + erro
padréo. Anélise de variancia Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn. (**) p<0,01; (***) p<0,001
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Tabela 12: Avaliacdo da antigenotoxicidade pré-tratamento com H,O, da Substancia
5-6 de Inga laurina.

% DNA + EP &

CN 15,41 + 1,16%** -

cp 67,33+0,95 E

Substéancia 5-6 (ug/mL) g g

0,5 37,99 + 1,55+ R |

15 37,99 + 1,55+ =

4.4 30,00 + 1,415 =

13,3 27,02 + 1,46

40 20,06 + 1,03*** Concentragdo em pug/mL

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da % DNA * erro
padrdo. Analise de variancia Kruskal Wallis com p6s-teste de Dunn. (***) p<0,001

Tabela 13: Avaliacado da antigenotoxicidade pré-tratamento com H,O, da Substancia
5-7 de Inga laurina.

% DNA + EP

801

CN 15,41 + 1,16

CP 67,33+ 0,95 60+
Substancia 5-7 (ug/mL) g 4l é% §
0,5 55,76 + 1,49% 2 §
1,5 51,70 + 1,46%* 20 §
4,4 49,37 + 1,31+ =120 N\ BEE %
13,3 57,09 + 1,29* S & P A% e
40 55,64 £ 1,48** Concentragdo em ug/mL

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da % DNA + erro
padréo. Anélise de variancia Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn. (***) p<0,001

5.2.5 Avaliacdo da Antigenotoxicidade (POs-tratamento)

A avaliacdo do pos-tratamento foi realizada em linhagem HepG2 e as

concentracgoes utilizadas no ensaio foram as mesmas testadas no ensaio anterior.

O tratamento da linhagem celular HepG2 com a substancia 5-3 (tabela 14)

apos o dano com peroxido de hidrogénio apresentou diferenca estatistica nas
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concentracdes de 4,4ug/mL e 13,3 pg/mL correspondendo as médias 16,78 + 22,36
e 15,9 + 15,66, onde na concentragao de 4,4ug/mL o valor de p foi menor que 0,001.

A substancia 5-5 de |I. laurina apresentou diferenga significativa nas
concentracbes de 1,5 pg/mL, 4,4 pg/mL e 13,3, sendo respectivamente 18,48 +
27,61, 10,84 = 14,43 e 12,23 + 17,9 com valor de significancia menor que 0,001 nas
trés concentracoes (tabela 15).

Tabela 14: Avaliacdo da antigenotoxicidade pés-tratamento com H,O, da Substancia
5-3 de Inga laurina.

Antigenotoxicidade Inga laurina Substancia 5-3

% DNA * EP ..
CN 10,71 + 1,05**
cP 36,21 % 3,33 T
Substéncia 5-3 (ug/mL) <Zr. E
0,5 23,79+ 2,30 S =
1,5 34,04 + 2,86 =
4,4 16,78 + 2,24%* g
13,3 15,9 + 1,57* =
40 34,34 2,67

Concentragdao em pg/mL

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da % DNA + erro
padrdo. Analise de variancia Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn. (**) p<0,01; (***) p<0,001

Tabela 15: Avaliacdo da antigenotoxicidade pés-tratamento com H,O, Substancia 5-
5 de Inga laurina.

Antigenotoxicidade Inga laurina Substancia 5-5

% DNA + EP 50-

CN 10,71 + 1,05***

CP 36,21 £ 3,33

Substancia 5-5 (ug/mL) g

0,5 27,28 + 2,78 B

15 18,48+ 2,76***

4.4 10,84+ 1,44***

13,3 12,23 + 1,79***

40 24,13 + 2,51

Concentragdao em pg/mL

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da % DNA + erro
padrdo. Anélise de variancia Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn. (***) p<0,001
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A substancia 5-6 de I. laurina apresentou diferenca significativa somente nas
concentracdes de 1,5 pg/mL e 13,3 pg/mL, sendo respectivamente 15,77 + 16,34 e
22,25 £ 29,72 com valor de significancia menor que 0,01 para a concentracdo de

13,3 pg/mL e menor que 0,05 para a concentracéo de 1,5 pg/mL (tabela 16).

Tabela 16: Avaliacdo da antigenotoxicidade pés-tratamento com H,O, da Substancia
5-6 de Inga laurina.

Antigenotoxicidade Inga laurina Substancia 5-6

% DNA * EP .
CN 10,71 = 1,05***

40-
CP 36,21 £ 3,33
Substancia 5-6 (ug/mL) g 90- ;%%
0,5 20,82 1,89 R 201 izl
15 15,77 + 1,63+ it
4.4 19,06 + 1,92

0- = 1 L P74 BN _HHH B
*%

13,3 22,25 + 2,97 P N BECIICINR SR
40 32,46+ 2,90 Concentragio em pg/mL

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da % DNA * erro
padrdo. Analise de variancia Kruskal Wallis com p6s-teste de Dunn. (***) p<0,001

A substancia 5-7 de I. laurina ndo apresentou diferenga significativa em
nenhuma das concentragcdes testadas. As médias da porcentagem de DNA variaram

de 25,95 a 19,87, sendo menores que o controle positivo (tabela 17).

Tabela 17: Avaliacdo da antigenotoxicidade pés-tratamento com H,O, da Substancia
5-7 de Inga laurina.

Antigenotoxicidade Inga laurina Substancia 5-7

% DNA + EP 50-
CN 10,71 + 1,05***
cp 36,21+ 3,33 =
Substancia 5-7 (ug/mL) § T H L I
0,5 19,87 + 1,88 5 2 4
15 24,34 +1,74 104
4.4 22,25+2,11 oliid B _ EH
13,3 25,95 + 2,31 R A A G
40 20,59 +1,77 Concentragdo em pg/mL

CN: controle negativo. CP: controle positivo. Resultados estdo expressos como média da % DNA + erro
padréo. Anélise de variancia Kruskal Wallis com p6s-teste de Dunn. (***) p<0,001
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O céancer representa um problema de saude publica, sendo a terceira maior
causa de morte no mundo (OMS, 2008). A etiologia do cancer pode ser interna ou
externa. As causas internas sao geneticamente pré-determinadas, onde mutacdes
provocadas por fatores como sistema imunologico ou fatores hormonais causam
ativacdo de oncogenes ou inativacdo de genes supressores de tumor que alteram a
sua funcéo original (ALBERTS et al., 1999; BLUME-JENSEN & HUNTER, 2001).
Fatores ambientais como poluentes, infec¢des, tabagismo, alcoolismo, uso de
drogas e medicamentos, exposi¢cdo a radiacdo, habitos alimentares, entre outros,
constituem as causas externas para o aparecimento do cancer (OLIVEIRA et al.,
2007). Cerca de 70% a 80% dos casos de cancer sdo de origem externa, portanto
podemos considera-los passiveis de prevencdo (GREENWALD et al. 1995;
ALBERTS et al., 1999; PEZZUTO ET al., 2005), com mudancas no estilo de vida e o

uso da quimioprevengao.

Os dados obtidos mostram que ndo ha citotoxicidade e genotoxicidade das
substancias 5-3; 5-5; 5-6 e 5-7 de Inga laurina com 24 horas de tratamento. Além
disso, o pré-tratamento com cada uma das substancias isoladas, em todas as
concentracbes, protegeu células HepG2 do dano causado pelo peréxido de
hidrogénio. O pos-tratamento com as substancias isoladas, em algumas
concentracfes, diminuiu os efeitos genotoxicos do peréxido de hidrogénio. Embora
nenhuma das substancias sdo capazes de induzir a enzima quinona redutase nas
concentracOes testadas, os dados de antigenotoxicidade mostram uma poderosa

acao quimioprotetora.

5.3Analise Protebmica

A concentracdo de tratamento das células para o ensaio de proteémica foi
baseado no experimento de antigenotoxicidade. Foram avaliadas somente as
substéancias 5-3, 5-5 e 5-6, pois somente essas apresentaram reparo contra o dano
produzido pelo Peroxido de hidrogénio. As concentragfes testadas foram 4,4 pg/mL
para a substancia 5-3, 4,4 pg/mL para a substancia 5-5 e 13,3 pug/mL para a

substancia 5-6.
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Foram identificadas 85 proteinas com score = 30 para as trés substancias
puras. Das 85 proteinas encontradas, foram separadas por tratamento e agrupadas
por aumento ou diminuicdo da razdo entre o tratamento e o controle, onde = 1,5
significa que no tratamento a proteina encontra-se aumentada em relacdo ao
controle e valores < 0,5 significa que no tratamento a proteina encontra-se diminuida
em relacdo ao controle. Valores iguais a 1 representa proteinas com a mesma

expressao tanto no controle, quanto no tratamento.

No tratamento com a substancia 5-3 foram selecionadas as 18 proteinas
sendo que 13 apresentam um aumento da expressdo e 5 apresentaram uma

diminuicdo da expresséo quando comparadas com o controle (Tabela 18).

Tabela 18: Identificacdo das proteinas detectadas a partir de células HepG2 tratadas

com a substancia 5-3 com score > 30.
Prot Acc Prateina Score 115/114

FLNA_HUMAN Filamin-A 05=Homo sapiens GN=FLNA PE=1 5V=4 48 0,00
ERO1A HUMAN ERO1-like protein alpha 05=Homo sapiens GN=ERO1L PE=1 SW=2 36 0,00
H4_HUMAN Histone H4 O5=Homo sapiens GN=HIST1H4A PE=1 SV=2 3B 0,00
PROF1_HUMAN Profilin-1 O5=Homo sapiens GN=PFN1 PE=1 5V=2 48 0,29
ALDR_HUMAMN Aldose reductase OS=Homo sapiens GN=AKR1B1 PE=1 5V=3 65 0,50
GRP78_HUMAN 78 kDa glucose-regulated protein OS=Homo sapiens GN=H5PAS PE=1 SV=2 47 1,50
GEPI_HUMAN Glucose-6-phosphate isomerase 05=Homo saplens GN=GPI PE=1 5v=4 82 1,50
UGDH_HUMAMN UDP-glucose 6-dehydrogenase 05=Homo saplens GN=UGDH PE=1 5v=1 223 153
VIME_HUMAN Vimentin 05=Homo saplens GN=VIM PE=1 5V=4 278 153
ATPA_HUMAN ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 05=Homo sapiens GN=ATP5A1 PE=1 5V=1 61 1,56
TERA_HUMAN Transitional endoplasmic reticulum ATPase O5=Homo saplens GN=VCP PE=1 5V=4 86 158
GFAP_HUMAN Glial fibrillary acidic protein OS=Homao saplens GN=GFAP PE=1 SW=1 46 1,66
PSD7_HUMAN 265 proteasome non-ATPase regulatory subunit 7 O5=Homo saplens GN=PSMDT PE=1 5V=2 43 1,70
NPM_HUMAN Nucleophosmin O5=Homo sapiens GN=NPM1 PE=1 5V=2 130 1,74
SYWC_HUMAN Tryptophan-tRMA ligase, cytoplasmic O%=Homo sapiens GM=WARS PE=1 5V=2 144 1,79
MYOF_HUMAN Myoferlin 0S=Homo sapiens GN=MYOF PE=1 5V=1 61 1,85
TYPH_HUMAN Thymidine phosphorylase 05=Homo saplens GN=TYMP PE=1 5v=2 59 1,96
NOQO1 HUMAN NAD{P)H dehydrogenase [guinone] 1 O5=Homo saplens GN=NQO1 PE=1 5V=1 45 2,29

Para a substancia 5-5, também foram selecionadas 18 proteinas, sendo que
somente 4 apresentaram um aumento da expressao e 14 apresentaram uma

diminuicao da expresséao (Tabela 19).

51



Tabela 19: Identificacdo das proteinas detectadas a partir de células HepG2 tratadas
com a substancia 5-5 com score 2 30.

Prot Acc Proteina Score 116/114
KePP_HUMAN b-phosphofructokinase type € 05=Homo sapiens GN=PFKP PE=1 5V=2 208 0,00
CHE0_HUMAN 60 kDa heat shock protein, mitochondrial O5=Homo sapiens GN=H5PD1 PE=1 5V=2 141 0,00
GEPI_HUMAN Glucose-6-phosphate isomerase O5=Homao sapiens GN=GPI PE=1 5V=4 B2 0,00

CYBSB_HUMAN Cytochrome b5 type B OS=Homo saplens GN=CYB5B PE=1 5\/=2 44 0,00
QCRE_HUMAN Cytochrome b-c1 complex subunit 6, mitochondrial 08%=Homo sapiens GN=UQCRH PE=1 5V=2 38 0,00
ST1A3_HUMAN Sulforransferase 1A3/1A4 OS=Homo sapiens GN=SULT1A3 PE=1 SV=1 37 0,00
NQO01_HUMAMN MAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1 O5=Homo sapiens GN=NQO1 PE=1 5V=1 45 0,20
ALDR_HUMAN Aldase reductase OS=Homo sapiens GN=AKR1B1 PE=1 5V=3 B5 0,22
ERO1A_HUMAN ERO1-like protein alpha OS=Homo sapiens GN=ERO1L PE=1 5V=2 36 0,27
CH5P1_HUMAN Calcium-regulated heat stable protein 1 O5=Homo sapiens GN=CARHSP1 PE=1 5\/=2 B0 0,28
ANXA2 HUMAN Annexin A2 05=Homo sapiens GN=ANXA2 PE=1 SV=2 185 0,45
TERA_HUMAN Transitional endoplasmic reticulum ATPase OS=Homo sapiens GN=VCP PE=1 5V=4 B6 0,48
FLNA_HUMAN Filamin-A O%=Homo sapiens GN=FLNA PE=1 5V=4 48 0,49
PROF1_HUMAN Profilin-1 05=Homo sapiens GN=PFN1 PE=1 5V=2 48 0,49
PSAT_HUMAN Proteasome subunit alpha type-7 OS=Homo saplens GN=PSMA7 PE=1 5V=1 54 1,66
VIME_HUMAN Vimentin 05=Homo sapiens GN=VIM PE=1 S\V=4 278 1,68
GFAP_HUMAN Glial fibrillary acidic protein O%=Homo sapiens GN=GFAP PE=1 SV=1 46 1,71
PDIAL_HUMAN Protein disulfide-isomerase 05%=Homao sapiens GN=PAHE PE=1 5\V=3 42 1,79

Para a substancia 5-6, foram selecionados 15 proteinas, das quais 3
apresentaram um aumento na expressao e 12 uma diminuicdo da expressao (Tabela
20).

Tabela 20: Identificacdo das proteinas detectadas a partir de células HepG2 tratadas
com a substancia 5-6 com score 2 30.

Prot Acc Proteina Score 117/114
TRIS_HUMAN Triosephosphate isomerase 05=Homo sapiens GN=TPFI1 PE=1 5V=3 105 0,00
GEPI_HUMAN Glucose-6-phosphate isomerase 05=Homo saplens GN=GP| PE=1 5V=4 B2 0,00
TYPH_HUMAN Thymidine phosphorylase 05=Homo saplens GN=TYMP PE=1 5V=2 58 0,00
PSAT_HUMAMN Proteasome subunit alpha type-7 05=Homo sapiens GN=PSMA7T PE=1 SV=1 54 0,00

H4_HUMAN Histane H4 OS=Homo sapiens GN=HIST1H4A PE=1 S\V'=2 36 0,00
FLNA_HUMAN Filamin-A 0S=Homo sapiens GN=FLNA PE=1 5W=4 48 0,09
PROF1_HUMAN Profilin-1 O5=Homo sapiens GN=PFN1 PE=1 5V=2 48 0,20
MVP_HUMAN Major vault protein 05=Homo sapiens GN=MWP PE=1 5\W'=4 B0 0,36
CH5P1_HUMAN Calcium-regulated heat stable protein 1 05=Homo sapiens GN=CARHSP1 PE=1 5W=2 B0 0,39
PYGE_HUMAN Glycogen phosphorylase, brain form 05=Homo sapiens GN=PYGB PE=1 5V=5 L] 0,43
TBB3_HUMAMN Tubulin beta-3 chain 05=Homo sapiens GN=TUBB3 PE=1 5v=2 160 0,45
BLVRB_HUMAMN Flavin reductase (MADPH) OS=Homo sapiens GN=BLVRB PE=1 Sv=3 B85 0,50
CYBSB_HUMAN Cytochrome b5 type B 05=Homo sapiens GN=CYBSB PE=1 5V=2 14 1,65
ERO1A_HUMAN ERO1-like protein alpha O5=Homo sapiens GN=ERO1L PE=1 5V=2 L 1,72
MYOFE_HUMAMN Myaferlin O%=Homo saplens GN=MYOF PE=1 SV=1 61 1,86

As proteinas identificadas nos 3 tratamentos foram analisadas de forma
agrupada, e com isso foi possivel observar que das 31 proteinas identificadas,
somente 9 estavam diretamente relacionadas ao estresse oxidativo ou resposta a
danos no DNA (figura 2).
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B Metabolismo (n=9)
B Ros + Dano no DNA (n=9)
Apoptose (n=2)

M Tumoral (n=11)

Figura 2. Distribuicdo das proteinas diferencialmente expressas da linhagem celular HEPG2
por categoria funcional, sequenciadas por MALDI-TOF/TOF e identificadas pelo software
Mascot.

O acumulo de danos no genoma esta relacionado com o aumento da
incidéncia do cancer. Espécies reativas de oxigénio (ROS) sao produzidas a partir
de fontes endbdgenas, principalmente do metabolismo oxidativo nas mitocondrias, e
de fontes exdgenas, como a radiacdo ionizante. ROS ataca prontamente a molécula
de DNA, gerando uma variedade de lesfes, tais como bases oxidadas e quebras
dos filamentos. Se ndo for removido adequadamente, dano no DNA pode ser
potencialmente devastador para a fisiologia celular normal, levando a metagénese
e/ou a morte das células, especialmente no caso de lesdes citotoxicas que
blogueiam a progressao das DNA / RNA polimerases (MAYNARD et al., 2009).

As proteinas associadas a agentes genotoxicos pertencem a classe de
reparo do DNA e a outras funcdes relacionadas. A proteina ERO1A, em Nnossos
estudos esteve presente em todos os tratamentos, tendo sua expressdo diminuida
nas substancias 5-3 e 5-5 e aumentada na 5-6. Essa proteina catalisa a formacao de
ligacdes de dissulfeto, oxida a proteina dissulfeto isomerase (PDI) e para manter o
estado oxidado, reduz o oxigénio molecular formando peroxido de hidrogénio
(TAVENDER & BULLEID, 2010). Outras duas proteinas também relacionadas com a
resposta ao estresse oxidativo sdo a GFAP e a VIME. Essas duas proteinas foram
encontradas aumentadas nas substancias 5-3 e 5-5. Estudos recentes demonstram

que a eliminacdo de ROS é prejudicada na auséncia desses dois filamentos
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intermediarios (PABLO et al., 2013). A proteina NQO1l é uma enzima que esta
envolvida em varios processos celulares relevantes no cancer. Ela também
estabiliza as proteinas de resposta ao stress, tais como p53 e p73 e modula a via de
NF-kB (ASHER et al., 2005; ROSS et al., 2011; FAGERHOLM et al., 2013). Neste
estudo ela foi encontrada aumentada no tratamento com a subtancia 5-3 e

diminuida no tratamento com a substancia 5-5.

Foram encontradas também proteinas relacionadas diretamente ao dano de
DNA. A proteina H4 encontra-se em niveis diminuidos tanto no tratatamento com a
substancia 5-3 quanto na substancia 5-6. Um estudo realizado por Lyang e
colaboradores em 2012, demonstrou que o aumento da expressdao do gene que
codifica a histona resultou em sensibilidade aumentada danos do DNA, enquanto a
eliminacdo de um par de genes H3-H4 resultou em niveis reduzidos de livre H3
(histona 3) e H4 (histona 4), concomitante com a resisténcia a agentes de
causadores de danos no DNA. A proteina TERA, que se apresentou aumentada no
tratamento com a substancia 5-3 e diminuida na 5-5 também esta relacionada com
o reparo de DNA. Uma mutacao no gene da proteina pode diminuir sua
funcionalidade aumentando a quantidade de DNA dupla fita ndo reparado (FUJITA et
al., 2012). A diminuicdo da proteina NPM pode inibir a reparacao do DNA e ser
usada como alvo terapéutico (SEKHAR et al., 2011). Neste estudo observou-se que
a proteina NPM esta aumentada na substancia 5-3 sugerindo aumento na

estabilidade ou no reparo de quebras no DNA.

No contexto de uma resposta celular global, a resposta final da célula a
lesbes no DNA depende de um balanco entre as vias de checkpoints, reparo e
apoptose (ILIAKIS et al.,2003; BREE et al., 2004). Se os niveis de lesoes induzidas
no DNA sao suficientes para ativar os mecanismos de checkpoints e sinalizar em
direcao as vias de reparo, é plausivel supor que a predominancia de sinalizacéao
molecular seja em grande parte, direcionada ao reparo e sobrevivéncia. Nossos
resultados demonstraram um grande numero de proteinas envolvidas no reparo de
DNA e resposta a geragcao de ROS, no entanto, ndo foi possivel tracar uma via
especifica de reparo, possivelmente porque nem sempre a maquinaria celular se

mostra de uma maneira especifica, porém, multifuncional.
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6 CONCLUSAO
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Os resultados demonstraram que a as substancias avaliadas, ndo apresentaram

citotoxicidade em células HepG2.

Na avaliacdo da quimioprevencdo pelo ensaio de inducdo da enzima quinona
redutase, os resultados demonstraram que em contato com as substancias testadas,
a linhagem celular Hepalclc7 né&o foi capaz de promover a inducdo de quinona
redutase. Também né&o foi observado efeito genotdxico pela avaliacdo do ensaio do
cometa em nenhuma das concentracdes testadas. No ensaio de antigenotoxicidade,
todas as substancias apresentaram um efeito protetor contra danos induzidos por
peroxido de hidrogénio e somente trés das substancias testadas apresentaram
reparo contra danos induzidos pelo peroxido de hidrogénio. Devido aos resultados
positivos nos testes de antigenotoxicidade, se faz necessario a avaliacdo de outras
enzimas de fase 2 que possam estar conferindo a célula esse efeito protetor contra
danos causados por peroxido de hidrogénio.

Os ensaios de protebmica demonstraram uma expressao diferencial no perfil
proteico em cada substancia, mesmo sendo quimicamente muito similares, contendo
subunidades de &cido gélico e reparando danos segundo o ensaio de
antigenotoxicidade. Os compostos possuem acao diferente quando se trata de

reparo a danos induzidos por peroxido de hidrogénio.
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