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Resumo

As plantas com propriedades medicinais tém sido catalogadas, pesquisadas e usadas
desde a antiguidade, permanecendo até hoje como fonte para o tratamento de diferentes
condi¢Bes. Contudo, tal utilizacdo pode ser arriscada se ndo feita devidamente, dai a
importancia de pesquisas sobre a atividade genotdxica e citotoxica da planta em sua
totalidade, bem como dos seus componentes. Rubus rosifolius, popularmente conhecida como
“amora vermelha”, ¢ uma planta medicinal comum na regido Sul do Brasil, de facil acesso,
porém com propriedades bioldgicas pouco estudadas. Os principais usos atribuidos a ela séo:
antidiarreicos, para doencas estomacais, analgésico, antimicrobiano, anti-hipertensivo, dentre
outras. Investigar e detalhar os potenciais efeitos toxicos de plantas e seus constituintes ¢,
portanto, imprescindivel para que se possa garantir a segurancga de seus usuarios, assim como
criar propostas farmacéuticas. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo analisar o
extrato de folhas e de caules de R. rosifolius quanto aos seus potenciais efeitos citotoxicos e
genotoxicos por meio de ensaios biolégicos in vitro em células de hepatoma humano
(HepG2/C3A) e leuctcitos humanos. Os ensaios de citotoxicidade pelo teste do MTT e
coloragdo com azul de tripan, nas concentragdes entre 0,01 e 100 pg/ml de ambos os extratos,
ndo evidenciaram diminuicdo significativa na viabilidade celular de células HepG2/C3A e
leucdcitos. Na exposicdo dos dois tipos celulares ao extrato de folhas, péde-se observar
efeitos genotoxicos (ensaio cometa e teste do micronicleo) em concentracBes a partir de 1
pg/ml, aumento no nimero de células na fase S do ciclo celular (HepG2/C3A), bem como
aumento de células em apoptose nas concentragfes de 10, 20 e 100 pg/ml (analises por
citometria de fluxo em HepG2/C3A). Também foi observado aumento na expressdo génica do
gene de metabolizacdo de xenobiodticos CYP3A4 (pelo ensaio RT-gPCR). A genotoxicidade
induzida pelo extrato possivelmente foi a principal causa do aumento do nimero de células na
fase S do ciclo, numa tentativa de reparar o dano genético, e em apoptose, como indicado pelo
aumento da expressdo do gene CASP7. Nas analises do extrato de caules, foram observados
efeitos genotoxicos nos dois tipos celulares a partir da concentragao de 1 pg/ml. O ensaio com
o0 citometro de fluxo indicou aumento de celulas HepG2/C3A na fase G2/M (na concentracao
de 10 pg/ml e aumento de células em GO/G1 (na concentragdao de 100 pg/ml), bem como
aumento de células em apoptose nas trés concentracOes testadas. Nas analises de expressao

génica, apenas o gene CYP1A2 de metabolizacdo de xenobidticos teve a expresséo relativa
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aumentada. Novamente os resultados indicam que 0s danos genotoxicos do extrato
possivelmente foram responsaveis pelas alteracfes no ciclo celular e pelo aumento de células
em apoptose. Diante das condi¢Ges experimentais do presente estudo, os dados obtidos
permitem concluir que os extratos de folhas e de caules de R. rosifolius apresentam toxicidade
celular e genética, tanto em células com metabolizagdo hepética ativa (HepG2/C3A), quanto

em células sem metabolizacdo por enzimas hepaticas (leucocitos humanos).
Apoio financeiro do projeto: CAPES, CNPqg e FAPESP.

Palavras-chave: Ciclo celular, expressdo génica, genotoxicidade, apoptose,

citotoxicidade, Rosaceae, ensaio cometa.
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ABSTRACT

Plants with medicinal properties have been catalogued, researched, and
used since antiquity, remaining until today as a source for the treatment of
different conditions. However, such use can be risky if not done properly, hence
the importance of research on the genotoxic and cytotoxic activity of the plant,
as well as its components. Rubus rosifolius, popularly known as “red mulberry”,
Is @ medicinal plant common in southern Brazil, easily accessible, but with little
studied biological properties. Its main uses: antidiarrheal, for stomach diseases,
analgesic, antimicrobial, antihypertensive, among others. Investigating the
potential and toxic effects of plants and their constituents is, therefore, essential
to guarantee the safety of their users, as well as to create pharmaceutical
proposals. In this context, the present study aimed to analyze the extract of
leaves and stems of R. rosifolius regarding their potential cytotoxic and
genotoxic effects through in vitro biological assays in human hepatoma cells
(HepG2/C3A) and human leukocytes. Cytotoxicity assays by the MTT test and
trypan blue staining, if between 0.01 and 100 pg / ml of both extracts, did not
show a decrease in cell viability of HepG2 / C3A cells and leukocytes. In
exposing the two types of cells to the leaf extract, genotoxic effects (comet assay
and micronucleus test) could be observed, due from 1 pg / ml, an increase in the
number of cells in the S phase of the cell cycle (HepG2 / C3A), as well as
increase of cells in apoptosis in applications of 10, 20 and 100 pg / ml (analysis
by flow cytometry in HepG2 / C3A). Increased gene expression of the
xenobiotics metabolizing gene CYP3A4 (by RT-gPCR assay) was also
observed. The extract-induced genotoxicity was possibly the main cause of the
increase in the number of cells in the S phase of the cycle, to repair the genetic
damage, and in apoptosis, as indicated by the increased expression of the

CASP7 gene. In the analysis of the stem extract, genotoxic effects were
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observed in both cell types from the concentration of 1 pg / ml. The flow
cytometer assay indicated an increase in HepG2 / C3A cells in the G2/M phase
(at a concentration of 10 ug / ml and an increase in cells in GO / G1 (at a
concentration of 100 ug / ml), as well as an increase in cells in gene expression
analysis, only the xenobiotic metabolizing gene CYP1A2 had increased
expression. Again, the results reported that the genotoxic damage of the extract
was possibly responsible for the changes in the cell cycle and the increase in
cells undergoing apoptosis. The experimental data of the present study
confirmed that extracts from leaves and stems of R. rosifolius have cellular and
genetic toxicity, both in cells with active hepatic metabolism (HepG2 / C3A)

and in cells without metabolism by liver enzymes (leukocytes humans).
Financial support for the project: CAPES, CNPq and FAPESP.

Keywords: Cell cycle, gene expression, genotoxicity, apoptosis,

cytotoxicity, Rosaceae, comet assay.
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1. INTRODUCAO
1.1. Legislacéo e explanacao sobre uso de produtos naturais

Segundo a Lei n°® 6.360/1976 da Casa Civil, que dispde sobre a Vigilancia sanitaria a
que ficam sujeitos os medicamentos, as drogas, os insumos farmacéuticos e correlatos,
cosmeticos, saneantes e outros produtos, em seu 16° artigo qualquer droga ou insumo
farmacéutico de origem natural deve obedecer a exigéncias proprias constando de analise e
comprovacao cientifica que assegure sua eficacia e seguranca, aléem de possuir dados como
identificacdo fisico-quimica e atividade dele. No ano de 2004, a Anvisa (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéaria) determina, em sua resolucdo de numero 90/2004, a publica¢do do guia

para a realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica de fitoterapico.

No ano de 2008 o Ministério da Saude Brasileiro aprovou através do decreto nimero
2.960 o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e criou, também, o Comité
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos; nesse mesmo decreto considerou que as ervas
medicinais podem ser usadas como estratégia para reforcar o emprego da agricultura familiar
e geracdo de renda, assim como no uso sustentavel da biodiversidade brasileira, no avango
tecnoldgico e na melhoria dos cuidados a saude da populacdo (BRASIL, 2008; CARVALHO
etal. 2012).

No Brasil, existem aproximadamente 512 medicamentos fitoterapicos registrados na
ANVISA além de grande biodiversidade ainda a ser catalogada e estudada. Produtos naturais

podem ser facilmente encontrados em feiras livres, mercados e quintais residenciais.

As plantas medicinais podem ser definidas como qualquer material de origem vegetal
utilizado pelo homem com fins terapéuticos (BRASIL, 2010). A medicina fitoterapica tem
sido usada desde tempos antigos como estratégias naturais para solucdo de problemas de
salude humana. O uso de chés, 6leos e infusbes serve como base para pesquisa farmacéutica
através do uso de plantas isoladas ou combinadas (FALZON 2017, COLALTO 2018).
Estudos mostram que aproximadamente 80% da populacdo de paises em desenvolvimento sdo
dependentes das plantas na atengdo primaria a saude e, mais de 25% dos medicamentos
prescritos mundialmente derivam direta ou indiretamente das plantas, sendo que 11% fazem
parte da lista de medicamentos essenciais, de acordo com dados da OMS (POPOVIC 2016,

MILOSEVIC-DJORDIJEVIC 2018, ZOR 2020). Compilando alguns estudos, se vé que, ainda
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que com técnicas mais modernas, tais como modelagem molecular e quimica combinatoria
entre outras, o uso de plantas tradicionais ao conhecimento popular se estende cada vez mais a
empresas farmacéuticas e organizacdes financeiras (NEWMAN et al., 2000, 2003; BUTLER,
2004).

Apesar do amplo uso das plantas na medicina tradicional, e seu grande potencial como
fonte de novos medicamentos, o estudo destas ainda é pouco explorado, uma vez que das,
aproximadamente, 500 mil espécies de plantas existentes no planeta, apenas 15% ja foram
estudadas fitoquimicamente e 6% farmacologicamente (CRAGG, NEWMAN, 2013;
SHANAIDA 2020). Neste contexto, o Brasil € beneficiado, pois, devido as suas boas
condic@es climaticas e hidricas, apresenta uma alta diversidade de espécies nativas e propicia
que espécies estrangeiras se reproduzam de forma adequada, gerando assim grande
quantidade de matéria prima disponivel (GOBBO NETO, 2007; ZUANAZZI 2010). Contudo,
existe no Brasil um relativo atraso nas pesquisas, ficando atras inclusive de paises com menos
desenvolvimento cientifico (YUNES et al.,2001). Evidenciado pelo fato de que, até o ano de
2008, todos os fitoterdpicos registrados no pais, apenas 30%, eram derivados de plantas
originarias da América do Sul (CARVALHO et al.,2008).

A comprovacdo cientifica dos efeitos desencadeados pelo uso das plantas medicinais
ndo indica que seu uso deva ser feito por qualquer individuo, em quaisquer condi¢des. O
surgimento de efeitos indesejaveis, e até mesmo prejudiciais, pode ocorrer devido a inmeros
fatores, como toxicidade, contaminacdo ou mesmo interagdo com outras drogas (RATES,
2001; ZHOU et al., 2004).

Devido a ampla utilizacdo e a possivel ocorréncia de efeitos adversos advindos de
produtos naturais, algumas agéncias de regulamentacdo e fiscalizacdo, nacionais e
internacionais, recomendam alguns testes, dentre eles, testes de genotoxicidade e
citotoxicidade (CNS, RE251/97; ANVISA, RE90/2004; OECD, 2001; OECD, 2016).

1.2. Considerac0es sobre 0 género Rubus e a espécie Rubus rosifolius

O género Rubus compreende aproximadamente 715 espécies divididas em 12
subgéneros que se encontram em todos os continentes, exceto na Antartica. Essas plantas tém

sido cultivadas ha séculos, principalmente para o consumo de seus frutos, mas outras partes
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sdo também utilizadas para fins medicinais, devido a grande quantidade de taninos (ALVES
et al. 2014; FINN et al. 2008; PATEL, 2004; TOLENTINO et al. 2015). Taninos sao
polifendis naturais que atuam como defensores das plantas contra-ataques de herbivoros,
tornando seu sabor desagradavel, principalmente quando néo estdo suficientemente maduros.
Em 2008, Niero et al. publicaram uma revisdo sobre o potencial terapéutico e composicao
quimica de varias espécies do género, dando destaque as espécies encontradas no Brasil,
pode-se verificar o potencial analgésico, hipoglicemiante, antimicrobiano e antiviral da R.
imperialis, bem como o potencial antioxidante e relaxante da R. idaeus. Além dos estudos
sobre potenciais terapéuticos, alguns estudos prévios envolvendo a biosseguranca do uso de
plantas do género Rubus tém revelado preocupantes efeitos citotdxicos e genotdxicos. Nas
espécies R. imperialis (Alves et al. 2014) e R. niveus (Tolentino et al. 2015), os autores
reportaram efeitos clastogénicos/aneugénicos dos extratos de partes aéreas dessas plantas em

ensaios in vivo com camundongos.

Rubus rosifolius é uma planta da familia Rosaceae, amplamente distribuida em todas
as regides do mundo e na regido Sul brasileira, sendo um arbusto, de médio porte, podendo
atingir até 5 metros (KANEGUSUKU, 2016). Popularmente pode ser encontrada sob o nome
de “Amora- vermelha”. Existem poucos e recentes estudos abrangendo uso da Amora-
vermelha. O mais antigo encontrado nos bancos de dados data de 2002, quando Claudia
Mauro de seus colaboradores realizaram um estudo boténico e fitoquimico da planta além da

atividade antimicrobiana comparada a compostos comprovadamente antimicrobidticos.

Em 2007 pesquisadores avaliaram o potencial antinociceptivo do extrato de R.
rosifolius em camundongos (KUNEGUSUKU et al., 2007). Este mesmo potencial foi
observado em 2015 por pesquisadores brasileiros, que também puderam observar nas suas
pesquisas atividade antimicrobiana,—antibacteriana e antiproliferativa em células de glioma, o
que pode indicar um potente novo composto quimioterapico (PETREANU et al., 2015).

Também estudando a atividade antimicrobiana, em 2011, um grupo de pesquisadores
sugeriu que, devido ao seu potencial antimicrobiano, R.rosifolius poderia substituir ou mesmo
diminuir o nimero de conservantes sintético em formulagfes topicas (OSTROSKY et al.,
2011).
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Em um estudo realizado em uma universidade na regido sul do Brasil, extrato de
folnas e extrato de caules de R. rosifolius foram testados fitoquimicamente e
farmacologicamente. Foram observados efeitos antidepressivos, antiproliferativos e
gastroprotetor comparados com os medicamentos mais utilizados para cada caso. O efeito que
mais teve destaque foi o efeito gastroprotetor, dose-dependente, do extrato de caules quando
comparado ao uso de Omeprazol (PETREANU,2015).

Um estudo mais recente realizado com sete frutas, entre elas a Amora-vermelha,
encontradas no Sul do Brasil avaliou propriedades fitoquimicas, antioxidantes e
anticancerigenas de extratos das mesmas (BAGATTOLI et al., 2016). No mesmo ano um
estudo foi publicado acerca dos efeitos diuréticos exercidos pelo extrato de R. rosifolius
(SOUZA et al., 2016).

1.3. Genética toxicoldgica

Uma mutacdo pode ser definida como uma mudanca na sequéncia do DNA, que pode
levar ou ndo a uma alteragdo da fungéo génica (RIBEIRO et al., 2003; FRIEDBERG 2006).
Sendo assim o estudo dessas mutacdes atraves da Genética Toxicoldgica se faz estritamente
necessario quando qualquer medicamento, fitoterapico ou ndo, entra em circula¢do. O
objetivo deste tipo de estudo nada mais € que identificar e analisar as possiveis interacfes
entre materiais genéticos e agentes toxicos. Para o sucesso de tais estudos, o entendimento das
propriedades fisico-quimicas dos compostos e 0s seus efeitos sobre as células sédo
fundamentais, permitindo demonstrar o potencial do composto de comprometer o organismo

exposto e até mesmo levar a sua morte (ARNAIZ, 1995).

E de conhecimento amplo que mutagdes ocorrem nos seres vivos ao longo de sua vida,
se mostrando determinante para a evolucdo das espécies, bem como para a diversidade
biolégica. Por outro lado, as mutacGes também podem acarretar doengas genéticas e
desajustes celulares. De forma natural as células apresentam selecionadas ao longa da sua
historia que reparam danos ocasionalmente causados ao DNA. Dentre estes mecanismos
podemos citar 0 BER (base excision repair), 0 NER (nucleotide excision repair), 0 reparo por
recombinacdo e 0 MMR (mismatch repair). O BER é conhecido por atuar principalmente em

danos causados por agentes enddgenos; seu mecanismo inicia-se pelo reconhecimento e
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excisdo de bases danificadas pelas DNA glicosilases sem ou com atividade 3'-AP liase
associada, a excisdo da base resulta em um sitio abasico (AP - apurinico ou apirimidinico)
sem ou com incisao 3', que € reconhecido por outro grupo de enzimas, as AP-endonucleases,
que fazem a incisdo na extremidade 3' ou 5' do sitio AP, gerando uma lacuna. Esta é
preenchida pela acdo da polimerizacéo e ligacdo de novos nucleotideos a sequéncia de DNA.
O NER atua principalmente em danos provocados por agentes exdgenos que causam distorcéo
da dupla hélice do DNA, a atuacdo envolve ao menos 30 proteinas atuantes em 5 processos:
reconhecimento da lesdo; abertura da dupla hélice de DNA onde esta localizada a lesdo; dupla
incisdo distante alguns nucleotideos dos lados 5' e 3' do sitio da lesdo; sintese do novo DNA
utilizando como molde a fita ndo danificada e ligacdo da porc¢do 5' da nova fita sintetizada a
cadeia pré-existente. O mecanismo de reparo por recombinacdo pode atuar em lesbes com a
dupla quebra da cadeia de DNA. Existem duas dire¢bes envolvidas no reparo desse tipo de
lesdo: recombinagdo homdloga (HR — "homologous recombination™), que assegura um reparo
bastante preciso; e jun¢do de pontas ndo homdélogas (NHEJ — "non-homologous end joining"),
sujeito a erro (BERRA et al., 2006). Além destes também temos 0 MMR (mismatch repair) ou
reparo de erros de pareamento de bases, que tem como principal funcdo eliminar bases
erroneamente selecionadas e insercdes ou delecBes que surgem pelo deslizamento da
polimerase durante a replicacdo do material genético (PINTO & FELZENSZWALB, 2003).
Uma falha em qualquer um destes mecanismos pode levar a um processo de carcinogénese.
Evidéncias crescentes sugerem que o dano no DNA, expresso principalmente como
mutacdes, esta envolvido na inducdo de muitos tipos de cancer (SARASIN 2003, LI 2018,
ZHANG 2020). Além de seu papel na carcinogénese, as mutagdes podem ainda possuir papel
critico no processo de envelhecimento e no desenvolvimento de doencas autoimune e cronico-
degenerativas (FENECH, 2000; DE FLORA & FERGUNSON, 2005; SAKUMI 2019).

Um aumento no nimero de mutagdes, alterando a sequéncia das bases do DNA pode
ser causado pelos agentes mutagénicos, podendo acelerar ou ainda aumentar o aparecimento
do processo carcinogénico. O aparecimento do cancer pode ser acarretado pela perda do
controle da divisdo celular como resultado do numero elevado de mutacGes ap0s sucessivas
divisdes celulares (RIBEIRO et al., 2003; ZHANG 2020).

Os testes padronizados para avaliacdo de genotoxicidade podem ser realizados em

varios organismos e resultando em informacGes seguras e precisas quanto a potencialidade do
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agente de causar danos ao DNA (FERNANDES, 2005). Para identificar e analisar esses
chamados agentes mutagénicos é necessario o conhecimento sobre 0s processos mutacionais e
os fatores desencadeantes destes, sendo assim possivel a administracdo com reducéo de riscos
(SILVA et al., 2003).

Os agentes mutagénicos podem ser drogas, detergentes, cosméticos, agrotoxicos,
fitoterapicos, dentre outros, e atualmente tém sua acdo sobre as células investigada
principalmente atraves de testes realizados em culturas celulares. No entanto, os resultados
obtidos nestes chamados estudos “in vitro” ndo devem ser diretamente repassados a animais,
mas servem como referéncias e suporte para uma avaliacdo de possiveis efeitos no sistema
bioldgico. E provado que se um agente causa danos em cultura celular, possivelmente ele
também causard algum efeito similar em organismos completos (CARVALHO, 1996).
Métodos de estudo “in vitro” em Genética Toxicologica sdo amplamente utilizados por
possibilitarem uma melhor padronizacdo das etapas e caracteristicas do ensaio, como
temperatura, pH, tempo de tratamento, combinacdo de substancias, variacdo de doses, entre
outros, além de se obter resultados expressivos sem o sacrificio de grande quantidade de
animais (ROGERO et al., 2003, LI1U 2019).

N&do devem existir davidas de que os testes de avaliacdo de genotoxicidade devem
fazer parte de um sistema de analise de todos os agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos a que
0 homem venha a ser exposto. Para tanto, alguns protocolos e diretrizes regulatorias
internacionais tém sido frequentemente determinados na tentativa de padronizacdo de alguns
testes de genotoxicidade, sendo estes amplamente recomendados. De acordo com a literatura,
o teste do micronucleo, o ensaio cometa e o teste de Ames sdo testes recomendados por
orgdos de regulamentacdo técnica, fazendo parte de uma bateria de testes impressindiveis
(CHOY, 2001; CANDIDO-BACANI et al., 2011; ANVISA, 2013).

A avaliacdo da genotoxicidade ganha cada vez mais importancia a medida que a
sociedade se desenvolve e o nimero de substancias estranhas ao organismo humano cresce.
Esses xenobidticos podem interagir de diversas formas com o homem, sendo benéficos,
prejudiciais ou indiferentes frente ao contato. Por isso é imprescindivel identificar os agentes
potencialmente prejudiciais e estabelecer normas para o seu uso (REIFFERSCHEID & HEIL,

1996). Observagdes epidemioldgicas e estudos adicionais em animais e outros sistemas-teste
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mostram que inimeros agentes aos quais estamos constantemente expostos sdo capazes de
induzir danos no DNA (WOGAN et al., 2004).

1.4. Avaliacao de Viabilidade Celular e Citotoxicidade

Anteriormente a qualquer teste se faz necessaria a utilizagdo de um ensaio para que se
possa determinar quais concentracdes da droga em estudo poderdo ser utilizadas sem que haja
um efeito tdxico no organismo estudado. Para isto consideramos dosagens que apresentem ao
menos 80% de viabilidade celular (RISSET et al., 2013).

Um teste usado tradicionalmente para deteccdo de viabilidade celular é o do azul de
tripan, que, por se tratar de um corante que ndo consegue atravessar membranas integras, as
células vivas ndo permitem a passagem deste, fazendo com que as células ndo sejam coradas.
Desta forma, somente células cujas membranas se encontram danificadas se encontraram da
cor azul. O protocolo mais utilizado para este teste € o descrito por Panda et al. (2012).

Além do teste de azul de Tripan para verificacdo de citotoxicidade outro teste pode ser
utilizado. O teste do MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolium) descrito por
Mosmann e que sofreu algumas modificagdes por Denizot e Lang (Freimoser et al., 1999). O
teste demarca qual a porcentagem de células que foi capaz de transformar o MTT em
formazan, ou seja, qual porcentagem estd viva. Essa transformacdo pode ser vista pela
aparéncia de cor roxa da solucdo, ela ocorre através do metabolismo das mitocéndrias dos
organismos vivos. Nas mitocondrias ocorre uma reducdo que se utiliza de moléculas de
NADH e similares para transferéncia de elétrons. Com isso ha a formacao de um produto que
se precipita e se acumula no fundo de cada pocinho. Para que seja possivel a dissolucdo deste
precipitado é adicionada ao meio DMSO (dimetilsulfoxido), e a leitura € realizada através de
software especifico aplicado a um espectrofotémetro (Riss et al., 2013).

A realizacdo destes ensaios permite selecionar as concentracGes utiliziveis ao longo

do experimento, que podem trazer resultados mais satisfatorios.
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MTT (Amarelo) Formazam (Vioketa)

Figura 1 - Transformacdo de Tetrazolium MTT (3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-
brometo de tetrazolina) com coloracdo amarela para sais de Formazan com pigmentacéo

violeta, evidenciando a metabolizacéo do sal pelas células (BOPP; LETTIERI, 2008).

1.5. Ensaio Cometa

O teste do cometa visa evidenciar a corrida de fragmentos de DNA em relagdo ao
nacleo principal, quando este é submetido a uma corrente em eletroforese, produzindo aspecto
semelhante a um cometa. E uma técnica amplamente utilizada na Genética Toxicol6gica, por
ser um método rapido, flexivel, sensivel para a deteccdo de danos priméarios no DNA e que
necessita de um pequeno numero de células por amostra e pequenas quantidades da substancia
teste para a sua execucdo (Tice et al.,, 2000). De acordo com Gunasekarana (2015) em
comparagdo com as varias técnicas, como PCR e FISH, os estudos mostraram que o teste
cometa € método mais altamente sensivel para detectar niveis baixos de danos no DNA,
podendo os resultados serem obtidos num curto periodo. Além disso, o teste se sobressai
devido a possibilidade de uso de vérios tipos celulares, como células mononucleares do
sangue periférico, células epiteliais bucais, células epiteliais nasais, epitélio do cristalino,
espermatozoides, bem como tecidos de bidpsia; tornando o ensaio uma ferramenta versatil e
eficiente.

O mecanismo principal, proposto por Ostling e Johanson (1984), é que o DNA ¢é
organizado em grandes estruturas supercoloidais que, quando separadas por quebras na dupla-
fita de DNA, podem migrar para o anodo através da eletroforese, sendo que a aparéncia dos
nucledides submetidos ao teste levou Olive (1989) a sugerir o nome “Comet Assay”
(KLAUDE et al., 1995; RIBEIRO & MARQUES, 2003; TICE et al., 2000). Com altas doses
de irradiacdo gama, a cauda do cometa consiste em fragmentos de DNA que migram mais
livremente no gel do que os DNA inteiros (OSTLING & JOHANSON, 1984). A técnica foi
modificada por Singh et al. (1988) que usaram eletroforese alcalina para analisar danos no
DNA de tratamentos com raio X ou H2O2. O nimero de publicagdes baseadas na técnica do
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cometa cresceu nos ultimos anos, sendo a alcalina a técnica mais usada, com pequenas
varia¢fes em alguns passos. Desde que a técnica se desenvolveu de forma empirica, houve a
necessidade de padronizar e assegurar o entendimento dos mecanismos em que esta se baseia
(KLAUDE et al., 1995; OECD, 2014).

Para a interpretacdo dos danos, as células séo coradas e analisadas em microscopio de
fluorescéncia, onde s&o verificados os tamanhos das caudas formadas em relacdo ao
nucleoide, obedecendo aos seguintes critérios (SPEIT et al., 1996, OECD 489, 2016)

1 Classe 0 — sem danos (n&o apresenta cauda)
1 Classe 1 — poucos danos (cauda menor que o tamanho do nucleoide)
1 Classe 2 — danos moderados (cauda com tamanho até 2 vezes maior que o nucledide)

1 Classe 3 — danos intensos (cauda com tamanho superior a 2 vezes o nucledide)
1 Classe 4* - nucledides sem a cabecga claramente definida (devem ser documentados
separadamente, possivelmente representam células apoptéticas e necroticas).

* células apoptoticas e necréticas ndo sao consideradas.

Figura 2: Classes observadas de cometas: A classe 0, B classe 1, C classe 2 e D classe
3 (CORTES-GUTIERREZ et al., 2011).

Além de ser feita visualmente, a leitura dos cometas pode ser realizada de maneira
automatizada com o auxilio de softwares especificos que, segundo a literatura, proporcionam
resultados com alta semelhanca (COLLINS, 2004; OECD 489, 2016).

26



AVA
) AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

J u nesp & 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

Comparada com outras técnicas, a técnica do cometa apresenta algumas vantagens,
dentre elas: (1) Apresenta sensibilidade em apontar baixo nivel de danos no DNA; (2)
Requerimento de baixo ndamero de células por amostras; (3) Flexibilidade; (4) Baixo Custo;
(5) Facil aplicacdo; (6) Habilidade de conduzir estudos utilizando pequenas por¢des de
substancias; e (7) Tempo relativamente curto para a realizacdo de experimentos (TICE et al.,
2000).

1.6 Microndcleo

O Teste do Micronucleo (MN) € o ensaio mais amplamente utilizado para a detecgédo
de agentes clastogénicos e aneugénicos, sendo internacionalmente aceito como parte da
bateria de testes recomendados para avaliacdo do potencial mutagénico, para o registro de
novos produtos quimicos que entram no mercado mundial (CHOY, 2001; OECD TG 487,
2014).

Os micronucleos s&o resultantes de dois fendmenos béasicos nas células mitoticas:
guebra cromossdmica e disfuncdo do aparato mitético. Sdo formados pelos cromossomos
acéntricos ou fragmentos cromatideos e cromossomos inteiros ou cromatides que se ndo sdo
associadas aos fusos mitéticos, devido a problemas, por exemplo, de polimerizagdo das
tubulinas, ndo sendo segregados para os polos celulares opostos, durante a anafase, ficando
ausente no nudcleo nacleo-filho na teléfase (FENECH, 2000). Apesar do teste do microndcleo
detectar efeitos clastogénicos (micronucleo contendo fragmento do cromossomo) ou
aneugénicos (micronucleo contendo cromossomo inteiro), essa diferenciacdo pode ser vista
através de outras técnicas, sendo a técnica de hibridagdo in situ fluorescente (FISH) a mais
segura, ou seja, sem este auxilio apenas se observa a presenca ou auséncia de micronucleo nas
células (MATEUCA et al., 2006). Sistemas in vitro podem ser realizados com diversas
linhagens celulares e séo eficientes para detectar efeitos clastogénicos e aneugénicos.
Segundo Valentin—Severin et al. (2003), uma substancia micronucleo positiva pode ser
considerada mutagénica.

Devido ao fato do micronlcleo somente poder ser detectado em células que
completam uma divisdo nuclear, o teste do micronicleo com blogueio de citocinese € feito
com a adicdo de Citocalasina B. Tal procedimento oferece grande vantagem porque os dados
obtidos ndo sdo confundidos por alteracbes na cinética da divisdo celular causada pela

citotoxicidade dos agentes testados ou condicdes de cultura ndo adequadas. Além disso, com a
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utilizacdo simples de critérios morfologicos, permite a mensuracdo de genotoxicidade e
citotoxicidade: quebras cromossémicas, perdas cromossémicas, rearranjos cromossémicos

(pontes nucleoplasmaticas), inibi¢do da divisao celular, necrose e apoptose (FENECH, 2000).

—
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—

Figura 3: Formacdo de micronucleos e representacdo com Citocalasina B (FENECH,
2000).

Teste do Micronucleo - Linfocitos|

Mononucleada Binucleada Trinucleada Tetranucleada

Micronucleo Broto Ponte

Figura 4. Teste do Micronlcleo em linfécitos humanos, com os parametros que sao
avaliados (FRODER, 2016).
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Valentin-Severin et al. (2003) e Piperakis (2009) salientaram que a diferenga entre 0s
testes do cometa e do microndcleo consiste basicamente no tipo de alteragdo detectada no
DNA: o teste do cometa detecta lesdes primarias, que muitas vezes sao reparaveis, enquanto o

teste do micronucleo detecta lesGes irreparaveis.

1.7. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que permite multiplas analises de celulas em
solucdo. O citbmetro é composto por lasers e detectores que convertem sinais de luz em sinais
eletronicos interpretados por sistema computacional. As populacfes celulares podem ser
diferenciadas de acordo com sua fluorescéncia ou dispersao de luz. Os reagentes utilizados
podem incluir anticorpos conjugados por fluorescéncia, corantes de ligacdo de acido nucleico,
corantes de viabilidade, corantes indicadores de ions e proteinas de expressdo fluorescentes. A
citometria de fluxo é uma ferramenta poderosa que tem aplicacbes em imunologia, biologia
molecular, bacteriologia, virologia, biologia do céncer e monitoramento de doencas
infecciosas (MCKINNON, 2018).

A capacidade de medicdo multiparamétrica de grandes populacdes de células com
rapidez e precisdo oferecida pela citometria tornou essa metodologia indispensavel nos
estudos de proliferacdo e morte celular (DARZYNKIEWICZ, 2001). Estudo de atividade
imunomoduladora de extratos naturais em células mononucleares humanas, realizados por
Junior et al. (2006), mostraram que a citometria de fluxo pode ser usada para investigar a agéo
de substancias puras ou de extratos de plantas, sobre a viabilidade celular, bem como para
avaliar a inducdo de morte celular programada.

O ciclo celular € um processo de ocorréncia natural que visa a manutencdo da
quantidade de células e renovacgdo, bem como a manutenc¢do do conteido genético das células
descentes. Durante o ciclo ocorre uma sucessao de eventos que se iniciam com 0 processo de
divisdo celular (mitose). O periodo entre cada divisdo celular completa recebe o nome de
interfase, a qual pode ser dividida em trés fases: G1, S e G2. G1 é um periodo em que a célula
aumenta de volume e ocorre a sintese proteica; S é a fase de replicacdo do DNA e G2 se
caracteriza por iniciar a mitose. Todo esse processo é coordenado por uma rede bioquimica
complexa que sinaliza o andamento e a passagem de uma fase para outra. As vias podem
responder a fatores extracelulares que através de uma cascata de sinalizacdo fornecem
estimulos para que a célula saia de G1 e entre em S modulada por fatores intracelulares

(EKHOLM et al., 2001). Para analise do ciclo celular, o contetdo de DNA é detectado por
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marcacdo com iodeto de propideo (Propidium lodide — PI), onde a intensidade da
fluorescéncia € proporcional a quantidade de DNA presente nas células (JAYAT,
RATINAUD, 1993; POZAROWSKI; DARZYNKIEWICZ, 2004)

Ja a apoptose, ou morte celular programada, tem como caracteristica alteracbes na
fisiologia e metabolismo celular desde fragmentacéo do material genético com consequéncias
marcantes no volume celular, até mesmo destruicdo do citoesqueleto e desfragmentacdo da
carioteca. Ao final do processo apoptético, a célula apresenta propriedades distintas das
células normais e essa mudanca faz com que ela seja fagocitada por macrofagos ou células
vizinhas. Esse evento pode ser decorrente de processos naturais nas quais a célula deve entrar
em apoptose por algum erro ou danos no DNA ou por regulacdo na quantidade de células, ou
pode ocorrer em decorréncia da acdo de agentes mutagénicos (ALBERTS; JOHNSON, 2008).
A apoptose pode ter inicio por dois tipos de sinalizacdo: extrinseca e intrinseca. A via
extrinseca ou citoplasmatica é desencadeada por receptores localizados na membrana
plasmaética capazes de desencadear a cascata das caspases; a via intrinseca tem como principal
mediador as mitocdndrias, pois ao sofrerem algum tipo de estresse (hipdxia, falta de
nutrientes, danos no DNA e auséncia de fatores de crescimento) liberam moléculas efetoras
da morte celular (GRIVICICH et al., 2007). Alguns genes como CASP-3 e BCI-2 podem se
tornar ativos nesses processos e desencadear a producdo de proteinas que atuardo como
mediadoras e sinalizadoras nesse processo (MATIKAINEN et al., 2001; CHIPUK et al.,
2010). O ensaio com anexina V detecta a apoptose pela identificacdo da perda da assimetria
da bicamada fosfolipidica da membrana plasmaética de culturas de células, tecidos e embrides.
Trata-se de uma proteina com 35-36 kDa dependente de Ca2+ que se liga fortemente e
especificamente a residuos de fosfatidilserina, expostos no folheto externo da membrana
plasmatica ja no inicio da apoptose. Antes da externalizacdo de fosfatidilserina, j& houve a
ativacdo da cascata de eventos bioquimicos que caracterizam a apoptose inicial (fragmentacéo
do DNA, compactacdo da cromatina) e culminam na apoptose tardia (encolhimento e
fragmentacéo celular, formacéo de corpos apoptéticos) (FRANGIONI, 2003; VANGESTEL
etal., 2011).

A anexina V ndo € capaz de marcar células viaveis porque ndo consegue atravessar a
bicamada fosfolipidica das células, entretanto, pode marcar células necréticas. Assim, a
dupla-marcacdo com corantes para acidos nucleicos, impermeaveis a membrana (iodeto de
propideo, 7-aminoactinomicina D [7-AAD], azul de trypan), contribui para a discriminagdo
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dos diferentes estagios de apoptose e necrose (BALAJI et al., 2013). Desta forma, a técnica de
citometria de fluxo pode ser eficientemente aplicada para a quantificacéo e diferenciacdo de
células apoptdticas e necroticas, marcadas com anexina V e 7-AAD, por exemplo. Células
viaveis apresentardo marcacdo negativa para os dois corantes; células em apoptose inicial
apresentardo marcacdo positiva para anexina V e negativa para 7-AAD; células em apoptose
tardia/mortas apresentardo dupla-marcacdo positiva para ambos 0s corantes; e células
necroticas apresentardo marcacdo negativa para anexina V e positiva para 7-AAD (VAN
ENGLAND et al., 1998).

1.8. Expresséo Genica — RT- gPCR em Tempo Real e Cultura Celular

Uma vez detectados danos no material genético nas células tratadas com o R.
rosifolius, serdo necessarios estudos mais aprofundados da extensdo dos danos no DNA. A
técnica do Reverse transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCT) em tempo real
permite monitorar os produtos assim que eles sdo gerados (Valesket, 2005). Esta técnica €
uma variante da técnica de PCR e é comumente utilizada para detectar expressdo genica
através da criacdo do DNA complementar transcrito a partir do RNA, com o auxilio da
transcriptase reversa. Esta técnica permite também a quantificacio do RNA com uma
quantidade pequena de amostras, até mesmo de uma Unica célula (Dharmaraj, 2015). Danos
no material genético podem levar a célula a desencadear alguns mecanismos como parada do
ciclo celular, apoptose ou reparo de material genético e, atraves desta técnica se torna possivel
a identificacdo da abrangéncia dos danos genéticos. Ensaios baseados em RT-PCR em tempo
real sdo métodos mais comuns para caracterizacdo e confirmacdo de padrdes de expressdo
génica e para comparar niveis génicos em diferentes populagdes (Mocellin et al., 2003). Desta
forma, é possivel, além de avaliar a diferenga nos niveis de expressdo génica de células
tratadas em relacdo a células néo tratadas, obter informacGes a respeito dos mecanismos de
acdo de novas drogas.

Os ensaios in vitro foram conduzidos em dois tipos celulares: células metabolizadoras
do figado (HepG2/C3A) e células do sangue periférico humano. As células HepG2/C3A,
linhagem de carcinoma hepatocelular, tem seu uso amplamente recomendado devido inibigéo
de crescimento por contato, alta producéo de albumina e alfa fetoproteina, além da habilidade

de crescer em meio deficiente em glicose. A vantagem dessa linhagem é a capacidade de
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metabolizacdo que leva a expressdo dos genes da familia citocromo 450 (CYPs) e
desempenha caracteristica funcdo metabolizadora de drogas (Chen et al., 2014).

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

Devido ao frequente uso de extratos da planta Rubus rosifolius e a estudos recentes
mostrando mutagenicidade com extratos de plantas do mesmo género, compreende-se a
urgente necessidade de se avaliar a citotoxicidade e toxicidade genética nas células, assim
como estudar a expresséo de genes da via de sinalizacdo de danos no DNA. Os dados obtidos

poderdo auxiliar na compreensao dos mecanismos de acao.

Frente ao uso popular do extrato de folhas e de caules de Rubus rosifolius como
fitomedicamento, e a alguns estudos farmacologicos que comprovam os efeitos biologicos de
extratos dessa planta, o presente estudo teve o objetivo de investigar o potencial citotdxico e
genotdxico de extratos de partes aéreas dessa planta sobre células humanas providas de
metabolizacdo hepéatica (HepG2/C3A) e leucdcitos humanos

2.2. Objetivos especificos

« Avaliar o efeito citotoxico do extrato de folhas e extrato de caules de Rubus rosifolius
através do ensaio de citotoxicidade MTT e coloragcdo com azul de tripan, em células

HepG2/C3A e linfécitos de sangue periférico.

« Auvaliar o efeito genotdxico do extrato de folhas e extrato de caules Rubus rosifolius
através do ensaio do cometa e teste do micronicleo em células HepG2/C3A e

linfécitos de sangue periférico.

« Analisar os efeitos do extrato de folhas e de caules de R. rosifolius sobre o ciclo
celular e inducéo de apoptose em céelulas HepG2/C3A, por citometria de fluxo.

* Analisar a expressdo de genes da via de sinalizacdo de danos no DNA, ciclo celular,
apoptose e metabolizacao de xenobioticos em células HepG2/C3A.
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ABSTRACT

Rubus rosifolius Sm. (Rosaceae) is a plant traditionally used in Brazil and some other
countries to treat diarrhea, stomach diseases, and as an analgesic, antimicrobial,
antihypertensive, and as well as other pharmacological properties. The aim of this study was
to examine the cytotoxic and genotoxic effects of R. rosifolius leaves extract on HepG2/C3A
cells and correlate these findings with expression of mRNA to underlying mechanisms of
action. At concentrations between 0.01 and 100 pg/ml, cytotoxic effects were not detected by
the MTT assay. This was confirmed by mRNA induction of the CYP3A4 gene (by RT-gPCR
assay). However, genotoxic effects occurred at treatments from 1 pg/ml extract (comet and
micronucleus test). An increase in the number of cells in S phase was observed at 100 pg/ml,
and an elevation in apoptotic cell number was found for all tested concentrations (10, 20 or
100 pg/ml) (cell cycle and apoptosis analysis by flow cytometry). The genotoxicity induced
by the extract was the main cause of the rise in number of cells undergoing apoptosis, as
indicated by the increase in the mRNA of CASP7 gene, and elevation of cells in the S phase
of the cell cycle at the higher tested concentrations, as an attempt to repair genetic damage
that occurred. These observations suggest that, despite its pharmacological potential, the use
of R. rosifolius leaves extract may pose a risk to the integrity of the genetic material of human

cells.

KEYWORDS: cell cycle; gene expression; genotoxicity; apoptosis; cytotoxicity; Rosaceae

toxicity; comet assay.
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Introduction

Herbal medicine has been used since ancient times in search of nature's answers to
human diseases (Majolo et al. 2020; Bourhia et al. 2019; Tulttis et al. 2018). The use of oils
and infusions serves as a basis for pharmaceutical research using isolated or combined plants
(Orlando et al. 2019; Freitas et al. 2020; Tariq et al. 2019). Studies showed that approximately
80% of the population in developing countries are dependent upon plants in primary health
care, and more than 25% of prescription drugs worldwide are derived directly or indirectly
from plants, with 11% being on the list of essential medicines according to the World Health
Organization (Newman et al. 2000; Hostettmann and Marston 2002). Despite the widespread
use of plants in traditional medicine, and their great potential as a source of new drugs,
comprehensive investigations were not fully undertaken, since there are approximately
300,000 species of plants on the planet, and only 15% have been studied phytochemically and
6% pharmacologically (Cragg and Newman 2013).

The Rubus genus comprises of approximately 715 species divided into 12 subgenera
which are found on all continents except Antarctica. These plants have been cultivated for
centuries, mainly for consumption of their fruits, but other parts were also utilized for
medicinal purposes due to large quantities of tannins (Patel et al. 2004; Finn et al. 2008; Alves
et al. 2014; Tolentino et al. 2015).

Rubus rosifolius Smith (syn. Rubus rosaefolius Smith) is a plant of the Rosaceae
family, popularly found under the names "blackberry", “roseleaf raspberry”, “roseleaf
bramble”, “raspberry-bush”, among others. It is a medium-sized shrub, reaching up to 5 m
(Kanegusuku et al. 2007). This species is native to Solomon Islands, New Caledonia, and
Vanuatu, in the eastern coastal regions of Australia, and to Mauritius, in the southernmost
region of Indonesia and Indochina, and also in Taiwan and China (Francis 2004; USDA-ARS
2014). In other countries as Central and South America, Mexico, Africa, the West Indies and
on many islands in the Pacific Ocean, it was naturalized (Acevedo-Rodriguez and Strong
2012; Davidse et al. 2014; PIER 2014; PROTA 2014).

Aboriginal population in Australia used a decoction of the leaves of R. Rosifolius as a
traditional treatment for diarrhea (Symons and Symons 1994; Francis 2004; BioNET-
EAFRINET 2014; PROTA 2014). In Madagascar, the ethnomedicinal use of its leaves as
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reported for stomach diseases (Rakotoarivelo et al. 2015). Leaves might utilized in tea, which
might helpful for painful menstruation, childbirth, flu, and morning sickness. Regarding
fruits, these are very sweet and perfectly edible, and may be prepared in preserves, pies and
(Rakotoarivelo et al. 2015). In Argentina, R. rosifolius is traditionally used as dessert fruit
with cream and sugar jam by migrants in Misiones region (Kujawska and Luczaj 2015). The
fruit, if eaten in large quantities exhibits laxative properties. The species is also widely
planted as an ornamental plant (Francis 2004; BioNET-EAFRINET 2014; PROTA 2014).

The medicinal use of R. rosifolius aroused pharmaceutical interest due to scientific
confirmation of the following properties analgesic (Kanegusuku et al. 2007), antimicrobial
(Mauro et al. 2002; Ostrosky et al. 2011), antiproliferative (Petreanu et al. 2015), antioxidant
(Bagattoli et al. 2016), diuretic (Souza et al. 2017), gastroprotective and antidepressant effects
(Petreanu 2017).

Cytotoxicity and genotoxicity studies of plant extracts and their main constituents
have contributed to the determination of their biological properties as well as establishment of
their safety for use in humans (Yesil-Celiktas et al. 2010; Yonekubo et al. 2018; Almeida et
al. 2020). Some national and international regulatory and inspection agencies use the data
derived from in vitro cytotoxic and genotoxic assays as preclinical safety data (U.S. Food and
Drug Administration 2012; Guo et al. 2020). Previous studies of genetic toxicity assessment
were conducted only on two other species of plants of the genus Rubus that have been used in
folk medicine, R. imperialis and R. niveus (Alves et al. 2014; Tolentino et al. 2015). The in
vivo tests using the extract of aerial parts of these species demonstrated aneugenic/clastogenic
effects at higher doses of the extracts, making it essential to further explore the potential
toxicity of this group of plants.

In view of the following factors: 1) Considering that scientific community encourages
alternative methods as in vitro studies to reduce, refine, and replace (3Rs) animals used in
experiments, aimed at protecting animal welfare (Araujo et al. 2014); 2) that liver receives a
large amount of blood drained from the digestive tract through the portal vein, its metabolism
function, and because of that it is one of the first organs showing the impacts of toxic
compounds (Ferreira et al. 2012; Marques et al. 2019); 3) medicinal potential of different
species of the genus Rubus; 2) the genetic damage induced by extracts of the aerial parts of
two Rubus species; and 3) lack of studies investigating the genotoxicity of R. rosifolius, the

present study was conducted with the objective of examining the influence of the leaf extract
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of this plant on the cell cycle, apoptosis, metabolism, toxicity and DNA damage using
HepG2/C3A human hepatoma cultured cells.

Materials and methods
Plant material

The R. rosifolius plant material was collected in the town of Itajai, SC, Brazil (260 54’ 28”
S; 480 39’ 43” W) in March 2013 and identified by Dr. Ademir Reis (Botanical Department
of the Federal University of Santa Catarina, Brazil). A voucher specimen was deposited at the
Barbosa Rodrigues Herbarium (Itajai-SC) under number V.C. Filho 035. Air-dried powdered
leaves (580 g) of R. rosifolius were exhaustively extracted with methanol (MeOH) at room
temperature for 7 days. The macerates were filtered and concentrated under reduced pressure
in a rotatory evaporator, yielding 174 g of crude methanol extract. At the end of the extraction
period, the material was filtered and extractive solution concentrated in a rotary evaporator
with reduced pressure to eliminate the solvent, and then dried in an oven with circulating air
at 40 °C. After drying, the crude methanolic extract (EMB) was kept in a desiccator with
activated silica until use.
Extract characterization - Chromatography - Mass Spectrometry

The analysis was performed using a Waters UPC® Acquity Chromatograph and a triple-
quadrupole mass spectrometer (Waters-TQD-Acquity).
Method and conditions

Sample solution, prepared from 0.2 g of leaf were dissolved in methanol/water 50:50

v/v, was filtered on 0.45 um PVDF membrane and injected into the chromatographic system.
- Chromatographic conditions:
Chromatograph UPLC® Acquity Waters
Column C18 BEH Acquity Waters (1.7 pm x 2.1 mm x 50 mm)
Oven temperature: 40 °C
Injection volume: 10 pl
The elution was carried out by gradient mode, with flow of 250 pl/min, using as mobile phase
A-purified water (Milli-Q) with 0.1% formic acid and as mobile phase B-acetonitrile

(chromatographic grade), as described in Table 1.

- Mass spectrometer conditions
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A triple-quadrupole mass spectrometer (Waters' TQD-Acquity) with electrospray
ionization (ESI) was used to perform negative mode scanning under the following conditions:
capillary of + 4 kV, = 30 V cone, extractor of 2 V, source temperature of 150 °C and
desolvation temperature of 300 °C.

Chemicals
The Rubus rosifolius leaves extract was diluted in Tween 80 1% for testing in HepG2/C3A
human hepatoma cells (acquired from the Rio de Janeiro Cell Bank (RJCB-Brazil)), and
cultured in DMEM/High glucose medium (Hyclone GE Life Sciences), with addition of fetal
bovine serum (FBS) and 1% antibiotic-antimycotic (Penicillin G/Streptomycin/Amphotericin
B (Hyclone)). In the molecular biology part, the following kits were used RNeasy Kit
(Qiagen), TRIzol and RNase A (Thermo Fisher Scientific), and Annexin red kit (Merck-
Millipore) Other chemicals, commonly used in genotoxicity assays, were normal-melting
point (NMP) and low-melting point (LMP) agarose (Invitrogen), dimethyl sulfoxide (DMSO),
Triton X-100 (J. T. Baker), ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Merck), trypsin (Sigma-
Aldrich), cytochalasin-B (Sigma-Aldrich). The dyes used were trypan blue and Giemsa
(Synth). Doxorubicin (Adriblastin®, Wyeth) and benzo(a)pyrene (Sigma-Aldrich), known
DNA damage inducers, were employed as positive control groups.
Cell culture
Human hepatoma cells (HepG2/C3A) was cultured in DMEM with pyruvate and L-
glutamine, supplemented with 10% FBS (Gibco®) and 1%
penicillin/streptomycin/amphotericin (Hyclone®). Cells were maintained in a humidified
incubator with 5% CO2 at 37 oC. Under these conditions, the duration of the cell cycle is
approximately 24 hr. After cells were placed in culture flasks, they were cultured for 24 hr,
prior to start of all experiments. The cells were unfreezed in passage 11. All experimental
conditions was performed within a range of 4-5 passages of the cells.
Cytotoxicity analysis
Cytotoxicity of R. rosifolius extract in HepG2/C3A cells was determined using the
MTT assay as described by Mosmann (1983), with some modifications. A total of 1 x 104
cells were placed in each well of a 96-well plate. After stabilization, the culture medium was
discarded and 100 pl complete medium was added to control (Tween 80 at 1%) and
treatments. Treatments included the cytotoxic agent (Triton X-100 1%) and R. rosifolius

extract at 0.01, 0.1, 1, 5, 10, 20 or 100 pg/ml (maximum concentration that was able to
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dissolve in the vehicle used (Tween 80 at 1%)). After 24, 48 or 72 hr incubation, the culture
medium was replaced per 100 pl culture medium, plus MTT (0.2 mg/ml). The plate was
incubated for another 4 hr before discarding the medium containing MTT, followed by the
addition of 100 ul DMSO for solubilization. The absorbance was read on a microplate
spectrophotometer (Epoch - Biotek) at 550 nm. Cell viability was estimated based upon
absorbance of control (Abstreatment/Abscontrol x 100). The experiments were carried out in
triplicate.

Genotoxicity test (Comet assay)

The comet assay was performed on HepG2/C3A cells aiming to assess the potential of R.
rosifolius extract in inducing genetic damage (Tice et al. 2000; Collins et al. 2008). Cells were
seeded in 6-well plates at 2 x 105 cells/ml for 24 hr. Since none of the concentrations tested
by the MTT assay caused a decrease in cell viability, all six concentrations of the R. rosifolius
extract were selected for the genotoxicity evaluation, namely 0.01, 0.1, 1, 10, 20 or 100
pg/ml. The higher concentration choosed (100 pg/ml) is equivalent to an intake of 500 mg of
extract by a human weighing 70 Kg. The detailed methodology using the comet assay,
microscopic analysis of the nucleoids and classification of DNA damage is the one described
by Maistro et al. (2019). Doxorubicin, at 2 uM, was used as positive control. Tween 80 at 1%
was used as a negative control. Experiments were conducted in triplicate.
Clastogenicity/aneugenicity assay (Cytokinesis-block micronucleus (CBMN) test)

The CBMN assay was performed as described by Fenech (2000) and with the
recommendations from OECD 487 (2014). HepG2/C3A cells (in triplicate) were incubated
with extract at 0.01, 0.1, 1, 10, 20 or 100 pg/ml. Tween 80 at 1% used as negative control and
benzo(a)pyrene (2 pM) was used as positive control. The detailed description of the
methodology is presented in Maistro et al. (2019).

The cells with micronuclei (MN), the nucleoplasmic bridges (NPB), and the nuclear
buds (NB) were scored, using the standard criteria presented by Fenech (2000; 2006). One
thousand binucleated cells for each culture flask were scored on coded slides using an optical
microscope (Primo Star, Zeiss) at 100x magnification. Nuclear Division Index (NDI) was
calculated for each culture, as: NDI = [M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]/N, where M1-M4
indicates the number of cells with 1-4 nuclei assessed in 500 cells by culture flask (N)
(Eastmond and Tucker 1989). This index was used as a measure of cytotoxicity.

Cell cycle and apoptosis analysis by flow cytometry
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Six-well plates were used to seed HepG2/C3A cells (7.2 x 105 cells/well). In both
analyses (cell cycle and apoptosis), cells were treated with 10, 20 or 100 pg/ml of leaf extract
for 24 hr. Three independent experiments were performed. The complete methodology used
in these two assays is described by Crippa et al. (2020).

RT-qPCR.

To determine changes in gene expression patterns of HepG2/C3A cells, exposed for
12 hr to the extract, at a concentration of 20 pg/ml, Real-time PCR was performed. Table 5
contains a list of the primers (Sigma-Aldrich, cat.no. KSPQ12012) employed to make
multiple copies of the genes involved in apoptosis (CASP3, CASP7, BBC3 and BCL2),
autophagy (BECNL1), cell cycle (TP53, TRAF2, CDKN1A, mTOR, MYC and NFKB) and
xenobiotic metabolism (CYP3A4, CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6 and CYP2E1). A total of 1
x 106 cells/well were seeded in six-well plates. GAPDH was used as a reference gene. The
complete protocol that was performed is described according to Biazi et al. (2017).
Statistical analysis

Each assay was performed in triplicate. Statistical analysis was performed with
analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s and/or Tukey’s post-test using
GraphpadPrism® 5 software. The real-time PCR data were analyzed using the REST
program. When relative gene expression level was < 0.5 or > 2, a significant difference was
considered. LinRegPCR program was utilized to calculate the efficiency of the reactions. For
all tests, the differences were considered statistically significant at a p-value < 0.05.
Results

The compounds niga-ichigoside (A), quercetin glucuronide (B), tormentic acid (C),
and 5,7-dihydroxy- 6,8,4’-trimethoxyflavonol (D), were the main compounds identified in the
leaves extract of R. rosifolius (data presented in supplementary material). They were
identified by comparison of their MS/MS fragmentation with data from literature (Alves et
al., 2014; Tolentino et al., 2015). The presence of 5,7-dihydroxy- 6,8,4’-trimethoxyflavonol
was reported in Rubus rosifolius extracts, but its MS/MS was not included (Pittarello et al.,
2019). However, the retention time and fragmentation pattern are indicative of a methoxy
flavonoid with consecutive losses of 15 Da (-CH3) (data not shown).

The results of the cell viability test of R. rosifolius leaf extract at concentrations
between 0.01 and 100 pg/ml (at exposure times of 24, 48 and 72 hr) did not markedly affect
cell viability in HepG2/C3A cells by the MTT test compared to negative control (Figure 1).
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As the principle of the MTT method is based upon verifying the viability of cells based upon
by metabolizing capacity (Mosmann, 1983), in HepG2/C3A cells treated with leaf extract an
increase in metabolism of formazan salt was noted , which accounted for cell viability being
greater than 100% compared to control. As expected, only Triton X-100, used as a positive
control, resulted in a significant reduction in cell viability in HepG2/C3Acells with or without
metabolism.

The results of the evaluation of the genotoxic potential of R. rosifolius leaf extract in
HepG2/C3A cells by the comet assay are shown in Table 2. Concentrations of 1, 10, 20 or
100 pg/ml significantly increased DNA damage in cells in relation to negative control. The
rise in DNA damage was not directly proportional to the increase in the tested concentrations.
At these 4 concentrations, most of the DNA damage observed was class 1, indicating the
occurrence of little DNA damage in these cells. The group of cells treated with doxorubicin,
used as a positive control, also exhibited a significant elevation in DNA damage compared to
negative control, confirming the efficiency of this technique in detecting cellular DNA
damage.

The results of the determination of clastogenic/aneugenic potential of R. rosifolius leaf
extract in human leukocytes are presented in Table 3. At the highest tested concentration 100
ug/ml mutagenicity was noted as evidenced by significant increase in number of binucleated
cells with MN compared to negative control. In the cells treated with 20 or 100 pg/ml extract,
there was also a significant elevation in binucleated cells with nucleoplasmic bridges and/or
nuclear buds in relation to control. As expected, the positive control induced a marked rise in
cells with MN, nucleoplasmic bridges and nuclear buds, confirming the sensitivity of the
CBMN test.

Cell cycle analysis showed that extract treatment (24 hr) promoted a significant
increase in number of cells in S phase and decrease in number of cells in G2/M phase only at
100 pg/ml extract. The other concentrations yielded no significant changes in comparison
with the respective control vehicle (Figure 2).

Figure 3 illustrates the apoptosis data by flow cytometry after 24 hr incubation with
test extract. The three concentrations tested yielded significant changes in the number of
viable cells and number of cells undergoing apoptosis, comparing with respective vehicles

control. The % apoptotic cells increased at higher concentrations of the extract tested.
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Table 4 shows gene expression analysis by RT-gPCR. In HepG2/C3A cells., Data
demonstrated that treatment with 20 pg/ml R. rosifolius extract produced a significant
increase of 2.86-fold in CASP7 mRNA expression and 2.15-fold in CYP3A4 mRNA
expression. In contrast, a significant decrease of 2-fold and 3.12-fold in the mMRNA expression
of genes CYP1A2 and CYP2C19, respectively was found. Extract treatment did not markedly
alter gene expression of the remaining genes investigated.

Discussion

Several studies with extracts of Rubus rosifolius and its constituents reported
therapeutic effects, such as: analgesic, antimicrobial, antiproliferative, antioxidant, diuretic,
gastroprotective and antidepressant (Mauro et al. 2002; Petreanu et al. 2015; Bagattoli et al.
2016; Souza et al. 2017; Petreanu 2017). However, data on the cytotoxic and genotoxic
potential, as well as general mechanisms of action of toxicity of leaf and stem extracts, are
still apparently scarce.

Data obtained by the MTT test indicated that the extract did not markedly affect cell
viability. The results even showed an increase in % viable cells compared to cells that were
not exposed to the extract, which may be attributed to enhanced metabolism of formazan salt.
This finding is conceivable due to a significant increase in expression of the CYP3A4 gene in
these human hepatoma cells, an index of stimulated metabolism. Only a single in vitro
published study evaluating the cytotoxicity of another plant extract of the Rubus genus was
found. Kreander et al. (2006) observed similar results for the extract of R. idaeus, where these
investigators verified the absence of cytotoxicity in human colorectal epithelial
adenocarcinoma cells (Caco-2). Other studies evaluating the cytotoxicity of Rubus plant
extracts available were conducted in vivo. Alves et al. (2014) reported the absence of
cytotoxicity of the extract of R. imperialis based upon analysis of the ratio of polychromatic
erythrocytes and normochromatic erythrocytes of the bone marrow of Swiss mice. Similar
findings were noted by Tolentino et al. (2015) for the extract of R. niveus. Both
aforementioned in vivo studies confirm the lack of cytotoxicity observed in the present in
vitro experiment for R. rosifolius.

Alves et al. (2014) when using the MN test to assess clastogenic/aneugenic effects of
the extract of R. imperialis, showed significant clastogenic/aneugenic effects in the
polychromatic erythrocytes of animals treated with doses of 250 or 500 mg/kg extract.
Similarly, Tolentino et al. (2015) found that the highest dose of 2000 mg/kg R. niveus extract
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significantly increased micronucleated polychromatic erythrocytes in mice. In the present
study, R. rosifolius extract produced genetic damage detected by the comet assay but not
detected by the micronucleus test. It is not uncommon, because the comet assay detects single
and double strand breaks of DNA (Tice et al. 2000), which can be repaired by the cell, while
the micronucleus test detects chromosomal breaks or effects on chromosome segregation in
anaphase (Fenech 2000), so they are complementary tests that detect different damages to the
genetic material. These results show the importance of the association of this both assays in
assessing genetic toxicity, as recommended by investigators in this area, since different
genotoxins display different modes of action (Bowen et al. 2011; Dusinska et al. 2019).
Similar effects was reported by Maistro et al. (2019) for the extract of Salix alba, and by
Souza et al. (2020) analyzing the genotoxic potential of the monoterpene citral, isolated from
the extract of Cymbopogon citratus, among several other examples found in the literature.

The genotoxicity observed in species of the genus Rubus may be related to the
presence of some major compounds in the extracts that are common among these plants. A
thorough chemical characterization comparing the plant extracts of these species can verify
this hypothesis.

The experiments using flow cytometry revealed that the leaf extract did not induce
significant changes in % cells in different phases of the cell cycle, except for the
concentration of 100 pug/ml which significantly increased % cells retained in the S phase. This
was correlated with DNA damage and repair mechanisms acting to protect cell integrity. In
the apoptosis analyses, there was a significant rise in % cells with total apoptosis at three
concentrations analyzed, which might correlated with elevation in relative expression of the
CASP7 gene, involved in cell apoptosis. Although the vehicle control at the highest
concentration of 100 pg/ml displayed increased apoptosis, the vehicle controls at the two
lower concentrations did not show such toxicity. At present the basis for enhanced apoptosis
at 100 pg/ml is not known but may have been due to interference with cellular functions at
this concentration and indicates that this vehicle concentration should not be used. In contrast
this vehicle control concentration in the MTT test did not affect cell viability. It is possible
that another type of cell death, which does not involve mitochondrial inactivity and/or
detoxifying enzymes of the smooth endoplasmic reticulum, is occurring in the cells after

treatment with concentration of 100 pg/ml R. rosifolius extract.
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Apoptosis is an ordered program of cellular suicide that is fundamental to the
development and homeostasis of multicellular organisms (Kerr et al. 1972; Duvall and Wyllie
1986). This phenomenon occurs following characteristic morphological changes that are
dependent upon the activity of caspases. Caspases are cysteine proteases with specific
cleavage activity after formation of aspartic acid residues (Salvesen 2002; Riedl and Shi
2004). Because these proteins are the executors of apoptosis, they are the key parts in
apoptotic cell death. Considering that R. rosifolius leaf extract produced an interference in the
cell cycle, by increasing % cells in the S phase, it is plausible to suppose that the extract
genotoxicity demonstrated by the comet assay may be responsible for this interference in the
cell cycle of HepG2/C3A cells and, given the failure to repair DNA damage in a significant %
in these cells, the process of apoptosis occurred, as evidenced by rise in the relative
expression of the CASP7 gene. Other studies have established the relationship between
increase levels of genetic instability and DNA damage in cells, and apoptosis induction
(Gholami et al. 2014; Alinejad-Mofrad et al. 2019).

Another gene that exhibited enhanced relative expression was CYP3A4. This gene
together with the CYP2D6 gene, are responsible for the biotransformation of 70-80% of all
medicines for clinical use (Zanger and Schwab 2013). Thus, the metabolism of R. rosifolius
leaf extract, indicated by the increased expression of the CYP3A4 gene, may have resulted in
formation of genotoxic by-products, evidenced by the positive genotoxicity findings in the
comet assay. This postulation is supported by the fact that most genotoxic compounds are
active only after metabolism by liver enzymes (Cooper and Porter 2000). On the other hand, a
significant decrease was detected in the expression of the CYP1A2 and CYP2C19 genes. This
fall is interesting because previously Xu et al. (2005) reported the induction of the expression
of genes related to drug and xenobiotics metabolism is expected in the cells and/or organisms
exposed to exogenous compounds. Data indicate that this pathway of metabolism needs to be
better investigated in cells exposed to the extract of leaves of R. rosifolius.

Phytochemical analyses of Rubus rosifolius leaf extract performed in the present study
showed the presence of niga-ichigoside, quercetin glucuronide, tormentic acid, and 5,7-
dihydroxy- 6,8,4’-trimethoxyflavonol as main compounds. Chemical analysis performed by
other investigators by different methods revealed the presence of anthraquinone heterosides
(C-heteroside), free anthraquinones, saponins, tannins, flavonoids, alkaloids, reducing sugars

and cardioactive heterosides (Mauro et al. 2002). Among the substances found, three major
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compounds stand out: an unusual methoxylated flavonoid 5,7-dihydroxy-6,8,4'-
trimethoxyflavonol (Petreanu et al. 2015), flavone 5-hydroxy-3,6,7, 8,4-pentamethoxyflavone
and tormentic acid (Niero and Cechinel-Filho 2008). Two of these were confirmed in the
present study (5,7-dihydroxy-6,8.4'-trimethoxyflavonol, and tormentic acid). Petreanu et al.
(2015) reported that the hexane, dichloromethane and ethyl acetate fractions of R. rosifolius
leaf extract, as well as the major compound 5,7-dihydroxy-6,8,4'-trimethoxyflavonol, showed
antiproliferative effect in 8 human cancer cell lines. It is possible that the genotoxic effect
observed in the present study in human hepatocarcinoma cells followed by a delay in the cell
cycle and induction of apoptosis, are involved with the antiproliferative action of R. rosifolius
leaf extract.

In view of the experimental conditions developed in the present study, it may be
concluded that the extract of leaves of R. rosifolius displays genotoxic effects in HepG2/C3A
cells (human hepatocarcinoma). Complementary cytotoxicity analyses by flow cytometry
showed that the higher concentration of the extract produced interference in the cell cycle of
HepG2/C3A cells, with a significant % cells stopping in S phase, as well as an elevation in %
apoptotic cells at all tested concentrations. This increase in apoptotic cell number as
evidenced by enhanced expression of the CASP7 gene, may be related to the significant
increase in DNA damage observed in these cells. Despite the promising therapeutic potential
of R. rosifolius leaf extract, data obtained suggest caution in its use, given the cellular and
genetic toxicity noted in the present study in human cells, and the need for further studies in

relation to the observed toxicity with this plant and other species of the same genus.
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Fig. 1 — Percentage of viable HepG2/C3A cells after 24, 48 and 72 h exposure to different
concentrations of R. rosifolius leaf extract (ug/mL), evaluated by the MTT test (experiments

performed in triplicate). *Significantly different from the negative control (p<0.05).
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Fig. 2 — Effect of R. rosifolius leaf extract on cell cycle of HepG2/C3A cells by flow

cytometry. Cells were treated for 24 h with 10, 20 and 100 pg/mL of the extract. Data are

expressed as the mean and standard deviation of the percentage of cells at the cell cycle

phases G1, S, and G2/M in three independent experiments. * Significantly different from the

respective control vehicle (CV) (p<0.05).
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Fig. 3 — Effect of R. rosifolius leaf extract on apoptosis (% mean = SD) in HepG2/C3A cells.
Cells were treated with 10, 20 and 100 pg/mL of the extract for 24 h (three independent
experiments). Viable, early apoptosis, late apoptosis, and necrotic cells were measured after
annexin-V and 7-AAD (7-Aminoactinomycin D) staining, and analysed by flow cytometry. *

p<0.05 by ANOVA test, followed by the Dunnett’s test in comparison with the respective

vehicle control.

Tables
Table 1 - Optimized gradient for UHPLC-MS analysis. Mobile phase A- purified water

(Milli-Q) with 0.1% formic acid and as mobile phase B-acetonitrile.

Time (min) % Mobile phase A % Mobile phase B
Initial 80 20
7.0 0 100
9.0 0 100
9.1 80 20
10.0 80 20
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Table 2 - DNA migration (mean = SD) in the Comet Assay for assessing genotoxicity of R.

rosifolius leaf extract (4 h exposure) in HepG2/C3A cells.

Comet class
Treatments Total? 0 1 2 3 Scores

Control 3.33+1.52 146.7 £1.52 3.33+1.52 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 3.33+1.52

R. rosifolius [0.01 pg/mL] 8.66 £ 1.52 141.3+1.52 7.33 £251 1.33+2.30 0.00 £ 0.00 10.00 £ 3.00

R. rosifolius [0.1 pg/mL] 6.33+£1.52 143.7 £1.52 6.33£1.52 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 6.33+£1.52
R. rosifolius [1 pg/mL] 25.67 £1.52* 124.3 £1.52* 21.67 £4.93* 1.66 +0.57 0.33+£0.57 27.33 £4.50*
R. rosifolius [10 pg/mL] 20.00 +3.60* 130.0 +3.60* 19.67 +4.04*  0.33+£0.57 0.00+ 0.00 20.33 £3.21*
R. rosifolius [20 pg/mL] 18.33 +5.03* 130.3 £5.70* 17.67 £5.13* 1.66 £ 2.08 0.33+0.57 22.00 = 6.24*
R. rosifolius [100 pg/mL] 23.33 £2.08* 126.7 £ 2.08* 21.00 +1.00* 1.66 £ 0.57 0.66 = 0.57 26.33 £3.78*
Doxorubicin [2 pM] 42.00 £1.00* 108.0 £ 1.00* 39.33 +0.57*  2.00 £1.00 0.66 = 0.57 4533 +2.51*

SD = Standard deviation. One-way analysis of variance (ANOVA), and Dunnett’s test: statistically

different from the negative control: “(p<0.05), ! Total number of damaged cells (class 1 + 2 + 3).

Table 3 — Micronucleus (MN) frequency, nucleoplasmic bridge (NPB), nuclear buds (NB)
and nuclear division index (NDI) in HepG2/C3A cells exposed to R. rosifolius leaf extract (in
triplicate for each treatment).

Binucleated cells

Exposition (24 h) with MN NPB NB NDI

Test compound Concentrations (3000 cells) (1500 cells)
(ug/mL) No. % No. No. (Mean*SD)

Control 0 26 0.86 27 6 1.35+£0.05
Benzo(a)pyrene (Pos. Control) 2* 722 2.40% 49 532 1.48 + 0.022
R. rosifolius 0.01 22 0.73 19 13 1.53+0.03?
0.1 26 0.86 19 13 1.46 +0.01°

1 25 0.83 20 14 1.48 +0.005%

10 34 1.13 12 14 1.34+0.02

20 24 0.80 15 18 1.41+0.02

100 29 0.96 14 12 1.32+0.03

“Concentration = uM. SD = Standard deviation. Negative control: Tween 80 1%. One-way
analysis of variance (ANOVA), and Dunnett’s test: ? Statistically different from the negative
control: 3(p<0.001), °(p<0.01), ¢(p<0.05).
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Table 4 - Relative expression of genes used in RT-gPCR reactions, their respective primer
sequences and gene functions.

Primers Direction/Seguence Expression factor Function
CASP3 F -5 AACTGGACAGTAACATGGAG 3’ 1,39 Apoptosis
R -5 TTGCTGGCAAAGTAGAAAAG 3’
CASP7 F -5 TCA CCA TGC GAT CCA TCA AGA 2,86* Apoptosis
CCA 3
R -5 TTT GTC TGT TCC GTT TCG AAC
GCC 3’
BBC3 F -5 GTA AGA TAC TGT ATA TGC GCT G 1,93 Apoptosis
30
R -5 TTT TCC ACT GTT CCA ATC TG 3’
BCL2 F—-5"GAT TGT GGC CTT CTT TGA G 3’ 1,50 Apoptosis
R -5 GTT CCA CAA AGG CATCC 3’
BECN1 F -5 CAGTATCAGAGAGAATACAGTG 3’ 1,72 Autophagy
R -5 TGGAAGGTTGCATTAAAGAC 3’
TP53 F—-5"TAC CAC CAT CCACTACAACT 3 1,64 Cell cycle
R -5 GAC AGG CAC AAACACGCAC3
TRAF2 F—-5>GCC CCA AGT TCC CCT TAACT 3’ 1,79 Cell cycle
R -5 GAA TCT GCA AGG GAC TCG AC 3’
CDKN1A F—5>CAG CAT GAC AGA TTT CTA CC 3’ 1,43 Cell cycle
R -5 CAG GGT ATG TAC ATG AGG AG 3’
mTOR F—5 GGAGGAGAAATTTGATCAGG 3’ 1,24 Cell cycle
R — 5" GGGCAACAAATTAAGGATTG 3’
MYC F -5 TGA GGA GGA ACA AGA AGA TG 3’ 1,94 Cell cycle
R -5 ATC CAG ACT CTG ACC TTT TG 3’
NFKB F—5" GCA GCT CTT CTC AAAGCAGCA 3’ 1,52 Cell cycle
R—5" GCT CAA AGT TCT CCA CCA GGG 3’
CYP3A4 F—-5> AGT CTT TCC ATT CCT CATCC 3’ 2,15* Xenobiotic metabolism
R -5 TGC TTT TGT GTA TCT TCG AG 3’
CYP1A2 F -5 CAC TAT CAG GAC TTT GAC AAG 3’ 0,50* Xenobiotic metabolismo
R-5"AGG TTG ACA ATC TTC TCC TG 3’
CYP2C19 F -5 CAT GGA TAT GAA GTG GTG AAG3* 0,32* Xenobiotic metabolism
R -5 TCC ATT GCT GAA AAC GATTC 3’
CYP2D6 F -5 CCT ATG AGC TTT GTG CTG 3’ 1,77 Xenobiotic metabolism
R—-5"TTT GGA ACT ACC ACATTG C 3’
CYP2E1 F—-5"GAC ACC ATT TTC AGA GGA TAC 3° 1,80 Xenobiotic metabolism

R—-5"TTC ATT CAG GAA GTC TTC TG 3’

Significant expression factor for inhibition indicated by values equal to or below 0.5; and

significant expression factor for expression increase by values equal to or above 2. (*)

indicates a statistically significant difference p <0.05.
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5- ARTIGO 2
Avaliacdo da toxicidade celular e genética do extrato de caules de Rubus rosifolius em
células HepG2/C3A.

RESUMO

Rubus rosaefolius, popularmente conhecida como “amora vermelha”, ¢ uma planta medicinal
comum na regido Sul do Brasil, sendo utilizada como antidiarreico, analgésico,
antimicrobiano, anti-hipertensivo e para tratar doengas estomacais. O objetivo deste estudo foi
0 de analisar o extrato de caules de R.rosaefolius (ECRr) quanto a possiveis efeitos
citotdxicos e genotdxicos através de técnicas in vitro, como 0 ensaio do cometa e o teste do
micronucleo, e efeitos sobre o ciclo celular e apoptose por citometria de fluxo em células
HepG2/C3A, além de avaliar a expressdo de genes ligados a indugdo de danos ao DNA, ciclo
celular, apoptose e metabolizac&o de xenobidticos. Ndo foram observados efeitos citotdxicos,
pelo ensaio MTT, para as concentragdes entre 0,01 e 100 pg/ml do extrato. Entretanto, efeitos
genotoxicos ocorreram nos tratamentos com o extrato a partir da concentragdo de 1 pg/ml. As
analises por citometria de fluxo revelaram um aumento significativo de células na fase G2/M
apos tratamento com 10 ug/ml, diminuicdo de células na fase GO/G1 no tratamento com 100
pug/ml, e um aumento significativo no total de células apoptoticas nas trés concentragdes
testadas do extrato. Na analise de expressdo génica, foi verificado um aumento significativo
na expressdo do gene de metabolizacdo de xenobidticos CYP1A2. Apesar dos promissores
efeitos farmacologicos de R. rosifolius, os resultados obtidos revelaram que o ECRr apresenta
toxicidade genética e induz aumento de apoptose em células HepG2/C3A, indicando perigo e

recomendando cautela no uso desta planta por seres humanos.
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Palavras chaves: toxicidade de Rubus rosifolius, teste de micronucleo, ensaio cometa, analise
do ciclo celular, anélise de apoptose, expressdo génica,

1-INTRODUCAO

A medicina fitoterdpica tem sido usada desde tempos antigos em busca de respostas da
natureza para tratar doencas humanas. O uso de chas, 6leos e infusfes serve como base para
pesquisa farmacéutica atraveés do uso de plantas isoladas ou combinadas. Estudos mostram
que aproximadamente 80% da populacdo de paises em desenvolvimento sdo dependentes das
plantas na atencdo primaria a saude e, mais de 25% dos medicamentos prescritos
mundialmente derivam direta ou indiretamente das plantas, sendo que, de acordo com a OMS,
11% fazem parte da lista de medicamentos essenciais (Hostettmann & Marston 2002;
Newman 2000, 2003; Butler 2004).

Apesar do amplo uso das plantas na medicina tradicional, e seu grande potencial como
fonte de novos medicamentos, o estudo destas ainda € pouco explorado, uma vez que, das
aproximadamente 500 mil espécies de plantas existentes no planeta, apenas cerca de 15% ja
foram estudadas fitoquimicamente e cerca de 6% farmacologicamente (Cragg, Newman
2013). Devido a ampla utilizacdo e a possivel ocorréncia de efeitos nocivos advindos de
produtos naturais, algumas agéncias de regulamentacdo e fiscalizacdo, nacionais e
internacionais, recomendam alguns testes para a avaliagdo da seguranga do uso dessas plantas,
dentre eles, testes de citotoxicidade e genotoxicidade (CNS RE251/97; ANVISA RE90/2004;
OECD 2016).

Rubus rosifolius é uma planta da familia Rosaceae, popularmente conhecida pelo
nome de “Amora- vermelha”, sendo um arbusto, de médio porte, podendo atingir até 5 metros

(Kanegusuku 2016). O género Rubus abrange cerca de 715 espécies divididas em 12
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subgéneros e pode ser encontrado em todos os continentes, exceto a Antartida. H& séculos
estas plantas sdo cultivadas, principalmente para consumo dos seus frutos, porém outras
partes também tém sido utilizadas com fins medicinais, devido as suas propriedades
fitoterapicas (Patel 2004; Finn 2008; Alves 2014; Tolentino 2015).

O uso tradicional de R. rosifolius como planta medicinal envolve sua atividade
microbiana, antibacteriana, diurética e antinociceptiva (Kunegusuku 2007; Ostrosky 2011;
Petreanu 2015; Souza et al. 2017). Estudos mais recentes envolvendo a caracterizacdo
fitoquimica e efeitos farmacoldgicos de extratos de folhas e caules dessa planta revelaram
efeitos diuréticos, antidepressivos, antiproliferativos e gastroprotetor comparados com 0s
medicamentos mais utilizados para cada caso, com destaque para o efeito gastroprotetor do
extrato de caules quando comparado ao uso de Omeprazol (Petreanu 2017; Souza et al. 2017).

Alguns estudos prévios envolvendo a biosseguranca do uso de plantas do género
Rubus tém revelado preocupantes efeitos citotdxicos e genotoxicos. Nas espécies R.
imperialis (Alves et al. 2014) e R. niveus (Tolentino et al. 2015), os autores reportaram efeitos
clastogénicos/aneugénicos dos extratos de partes aéreas dessas plantas em ensaios in vivo com
camundongos. Mais recentemente, Quadros et al. (2020) reportaram efeitos genotoxicos,
interferéncia no ciclo celular, aumento de células em apoptose e alteracdo na expressao de
genes relacionados a apoptose em células de hepatoma humano HepG2/C3A expostas a
diferentes concentracgdes do extrato de folhas de R. rosifolius.

Neste contexto, considerando a potencial importancia farmacoldgica de extratos e
substancias quimicas isoladas de espécies de plantas do género Rubus, bem como resultados
de estudos mostrando efeitos citotdxicos e genotoxicos em algumas dessas espécies, 0
presente estudo foi desenvolvido objetivando avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade, efeitos

sobre o ciclo celular, indugdo de apoptose, e possiveis alteracbes na expressdo de genes
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relacionados a metabolizacdo de xenobioticos, danos no DNA e apoptose em células hepéticas
humanas HepG2/C3A, expostas ao extrato de caules de R. rosifolius (ECRr). Este estudo em
células do figado tem especial importancia, considerando que este 6rgdo é responsavel pela
metabolizacdo de xenobidticos que chegam pelo sangue, absorvidos do trato digestivo, sendo

um dos primeiros 6rgdos a sofrer impactos de substancias toxicas (Marques et al. 2019).

2- MATERIAIS E METODOS

2.1- Obtencédo da amostra

Os caules de R. rosifolius foram coletados no municipio de Itajai-SC (26° 54' 28" S;
48° 39' 43" W), sendo a planta identificada pelo Dr. Ademir Reis (Departamento de Botanica,
UFSC), com exsicata depositada no herbario Barbosa Rodrigues (Itajai — SC) sob a
identificacdo V.C. filho 035. Apds secagem em sala, com umidade e temperatura controlada,
0s materiais vegetais foram triturados e submetidos a maceracdo estatica com metanol
(MeOH) por 7 dias em recipiente fechado a temperatura ambiente. Finalizando o periodo de
extracdo, os materiais foram filtrados e as solucbes extrativas foram concentradas em
rotaevaporador com pressao reduzida para a eliminacdo do solvente, sendo posteriormente
secos em estufa com ar circulante a 40°C.

Apds seco, o extrato metanolico bruto (EMB) foi mantido em dessecador com silica

ativada até a utilizacdo do mesmo nos experimentos.
2.2 Caracterizacdo do extrato
A caracterizacdo do extrato em questdo foi realizada por cromatografia liquida de alta

performance e espectrometria de massa.
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Foi utilizado como material uma solugdo preparada a partir de 0,2 g de caule
dissolvido em metanol e agua na proporcao 50:50 v/v posteriormente filtrada em membrana
PVDF de 0,22 pum, foram utilizados 10 uL para a cromatografia.

Foi utilizado cromatografo UPLC Acquity Waters juntamente com uma coluna C18
BEH Acquity Waters (1,7 um x 2,1 mm x 50 mm) a uma temperatura de 40°C, a elui¢do foi
realizada por modo gradiente, com vazdo de 250 puL/min, sendo a fase mével A composta por
agua purificada (Milli-Q) com 0,1% de acido férmico e B composta por acetonitrila (HPLC,
Merck). As condigdes iniciais eram de 20% B, subindo para 100% em 7 minutos, mantida
assim até os 9 minutos, retornando as condigdes iniciais e estabilizando em 10 minutos. A
deteccdo foi realizada por ionizagdo Eletrospray no modo ion negativo em um espectrémetro
de massa triplo-quadrupolo (Waters- TQD- Acquity) com as seguintes condicdes: capilar de -
4 kV, cone de - 30 V, extrator de 2 V, temperatura da fonte de 150 ° C e temperatura de
dessolvatacdo de 300 ° C. Os espectros CID MS / MS de picos de interesse foram obtidos

com energia de colisdo de 20 V.

2.3- Cultivo das células HepG2/C3A
As células Hep G2/C3A, células metabolizadoras do figado da linhagem de
hepatocarcinoma humano, foram obtidas junto ao banco de células do Rio de Janeiro, na
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). As células foram mantidas em meio DMEM,
com suplementacdo com antibidtico/antimicotico e soro fetal bovino. As culturas foram
mantidas em incubadora de CO2 a 37°C, 5% de CO: e 95% de humidade relativa e total

assepsia.

2.4- Determinacdo da citotoxicidade
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As concentragdes do extrato utilizadas nos experimentos foram determinadas através
do teste de viabilidade celular do MTT, realizado com as células Hep G2/C3A.

Em uma concentracdo de 1 x 10°, as células foram semeadas em placas de cultura de
96 pogos contendo 250 uL de meio DMEM completo, por 24, 48 e 72h. Passado o tempo de
aderéncia, o meio foi descartado e as ceélulas foram submetidas aos tratamentos com as
concentragdes de 0,1, 1, 10, 50 e 100 pg/ml (100 pg/ml foi a concentracdo maxima possivel
de ser solubilizada no veiculo (Tween 80 a 1%)). e foi adicionado novo meio de cultura
suplementado, até completar o volume maximo de 250 uL. em cada pogo. Uma triplicata de
pocos contendo apenas meio de cultura também foi preparada para ser utilizada como o
“branco” do teste.

Apds o preparo das amostras contendo meio de cultura, células e extrato ou controle,
aguardou-se 24, 48 e 72h para remocao dos tratamentos e foi adicionado 150 uL de MTT em
cada pogo. Para a acdo do MTT (invitrogen™) nas células contidas nos pogos, aguardou-se 4
h para a leitura. O MTT foi diluido em PBS (5mg/mL). Decorridas as 4 horas, 0 MTT foi
retirado dos pogos, e foram adicionados 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich)
para a solubilizacdo dos cristais de formazan, agitando a placa durante 5 minutos. Em seguida,
deu-se prosseguimento a leitura em espectrofotémetro de microplacas (Epoch-BioTek), em

comprimento de onda de 550 nm. Os experimentos foram feitos em triplicata.

2.5- Teste do microndcleo in vitro com blogueio de citocinese
A metodologia do teste do microntcleo com blogueio de citocinese utilizada foi a
descrita por Fenech (2000). Bezo(A)pireno (2 uM) foi utilizado como controle positivo e

Tween 80 a 1% como controle negativo.
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2.6- Ensaio Cometa

O protocolo usado para realizagcdo do ensaio cometa foi descrito por Tice et al.
(2000). Anteriormente a realizagédo do teste, foram preparadas laminas cobertas com agarose
de ponto de fusdo normal (NMPA). Em uma placa de 24 pocos contendo meio de cultura
foram adicionados 2 x 10° de células e encaminhadas para a incubadora de CO; por 24 horas,
até que as células aderissem no fundo do frasco de cultura. A partir dos resultados obtidos no
teste MTT, foram selecionadas 6 concentragdes do extrato para este ensaio (entre 0,01 e 100
pg/mL). Para o controle positivo foi usada a doxorrubicina (2 pM), e para o controle negativo
foi usado o veiculo diluente do extrato (Tween 80 a 1%). No momento da andlise, foram
adicionados a lamina 100 uL de solu¢do de brometo de etidio 200 ug/mL a 1%, e ela foi
coberta com laminula. O brometo de etidio € um agente intercalante, capaz de se associar ao
DNA. Para visualizacdo dos danos no DNA, as laminas foram observadas imediatamente ap6s
coloracdo, em aumento de 400x, usando microscépio de fluorescéncia equipado com filtro de
excitacdo de 515-560 nm e um filtro de barreira de 590 nm, em sala escura. Foram analisadas
150 células de cada tratamento/repeticdo, para cada tipo celular, de acordo com a intensidade
da cauda, classificando-as em: 0 - sem dano; 1 - dano pequeno, cauda menor que o didametro
da cabeca; 2 - dano médio, cauda 1 ou 2 vezes maior que o diametro da cabeca; e 3 - dano
méaximo, cauda maior que 2 vezes o didametro da cabeca. Foi determinado o escore, isto é, 0
somatdrio da multiplicacdo do nimero de células identificadas em cada classe pelo valor da
classe, sendo que esse resultado varia de 0 a 450. Nao foram consideradas células apoptéticas

e necroticas (Azqueta et al., 2013; Araldi et al., 2015).

2.7- Expressdo Génica e RT-PCR em tempo real
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Foram utilizadas placas de cultura de 6 pogos contendo 2x10° células/pogo com 3000
puL de meio de cultura para HepG2/C3A. Apbs 24 horas de estabilizagdo celular foram
adicionados ao meio de cultura os respectivos tratamentos por 12 horas. Apds esse periodo, 0
RNA total foi extraido com o TRIzol LS® (Invitrogen, Life Technologies) e RNeasy® Mini
Kit (Qiagen, Cat. No. 74106). As células foram lisadas com 750 pL de reagente TRIzol LS®
diretamente nos pogos e transferidas para microtubos. Foram adicionados 200 pL de
cloroférmio e a solucdo foi agitada vigorosamente. Ap6s 5 minutos de incubagdo a
temperatura ambiente, os microtubos foram centrifugados a 12000 rpm por 20 minutos a 4 °C.
A fase translicida foi transferida para um novo microtubo e foi adicionado igual volume de
etanol 70%. O conteudo foi homogeneizado e transferido para a coluna acoplada com um tubo
coletor (fornecida pelo Kkit). A coluna foi centrifugada a 12000 rpm por 1 minuto a
temperatura ambiente e o sobrenadante foi descartado. Foram adicionados a coluna 700 pL do
tampdo RW1 (fornecido pelo kit) e, apds centrifugacdo a 1000 rpm por 15 segundos, 0
sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 500 pL do tampéao RPE (fornecido pelo Kit)
e, apos centrifugacdo a 1000 rpm por 15 segundos, o sobrenadante foi descartado.
Novamente, 500 pL de tampao RPE foram adicionados e, apds centrifugacdo a 10000 rpm por
2 minutos, o sobrenadante foi descartado. A coluna foi colocada em um novo tubo coletor e
foi novamente centrifugada. A coluna foi colocada em um novo microtubo e foram
adicionados 30 pL de agua livre de RNase (fornecida pelo kit). A coluna foi centrifugada a
8000 rpm por 1 minuto. O RNA extraido ficou retido no sobrenadante, que é armazenado a -
80 °C. A pureza das amostras foi verificada pelo aparelho NanoDrop (ThermoScientific) e a
integridade foi verificada em gel de agarose 0,8%.

Em seguida, o cDNA foi sintetizado a partir de 500 ng de RNA total utilizando 0,5

mM de dNTPs (Invitrogen, Life Technologies) e 4 pmol de Oligo-dT (Invitrogen, Life
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Technologies). As amostras foram incubadas a 65°C por 10 minutos. Apés esse periodo, as
amostras foram colocadas no gelo e foram acrescentadas duas unidades de RNaseOUTTM
Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen, Life Technologies), 10U M-MLV
transcriptase reversa (Invitrogen, Life Technologies), 10% de tampé&o de reagdo 10x (200 mM
Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI — Invitrogen) e 1,5 mM MgCI2 em uma reagéo de 20 puL de
volume final. As amostras foram incubadas em termociclador a 37 °C por 50 minutos.

RT-PCR em tempo real foi realizada utilizando 5 pL de cDNA na concentracdo 50
ng/uL e 0,375 pM de cada primer forward e reverse, que amplifica regides parciais dos
transcritos de interesse, em uma reagdo de 12 pL de volume final. As reacGes foram
realizadas em termociclador Bio-RadC1000 Touch™ ThermalCycler (CFX96™ Real-Time
System). Foram avaliados transcritos de genes envolvidos na apoptose (CASP3, CASP7,
BBC3 e BCL2), autofagia (BECN1), ciclo celular (TP53, TRAF2, CDKN1A, mTOR, MYC e
NFKB) e metabolismo xenobidtico (CYP3A4, CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6 e CYP2E1),
como pode ser observado na tabela 5. A amplificacdo dos fragmentos foi detectada pela
fluorescéncia emitida pelo fluor6foro SYBR® Green Supermix (5 pL) (Bio-Rad, United
States). A curva de melting foi obtida pelo aumento da temperatura de 50 °C a 95 °C em
intervalos de 0.5 °C a cada 5 segundos. As reacOes foram realizadas em trés repeticdes
bioldgicas. Os dados foram normalizados pelo gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) e foram realizadas trés repeti¢des experimentais.

2.8- Andlise estatistica

Para o teste do micronucleo, foram utilizados teste de ANOVA (one-way analysis of
variance) seguido de t- de students para analise de dados. Ja para o ensaio cometa, 0s dados

foram analisados utilizando teste (ANOVA), seguidos do teste de Tukey-Kramer para
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maltiplas comparagdes, ambos utilizando o software GraphpadPrism® 6 (Versdo 6.01). Os
resultados foram considerados estatisticamente significantes com P < 0,05.

Os niveis de expressdo dos genes em estudo foram determinados pelo método de
Pfaffl e colaboradores (2001), com analise estatistica realizada através do Software Relative
Expression Software Tool (REST) 2009 v.2.0.13 (Pfaffl et al., 2002). Foram consideradas

diferencas significativas de expressdo génica, quando a expresséo relativa foi < 0.5 ou > 2.

RESULTADOS

A partir de andlises fitoquimicas do extrato do caule de Rubus rosifolius, realizadas
por LC-MS e comparacédo de sua fragmentacdo MS / MS com dados da literatura (Alves et al.
2014; Tolentino et al. 2015), foram observados quatro compostos principais: niga-
ichigosideo, quercetina glucuronide, 4&cido tormentico e 5,7-dihydroxy- 6,8,4'-

trimethoxyflavonol (Figuras apresentadas como material suplementar).

rosa
stem Sm (Mn, 2x3) Scan ES-
477
10
O L B L B L e B L L B IR B R B R e
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
stem Sm (Mn, 2x3) Scan ES-
487
10
I A R e T Y e 4 o S S R i o T PURREEMMMMIEEREMMMEE S
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
stem Sm (Mn, 2x3) Scan ES-
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.m;% Nﬁ\x‘ 1.02e7
0““““\““““\““““\““““\““\““\““““\““““\““““\““““\““““\Time
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Figura 1. Cromatografia de ions indicando a presenca de m/z 477, RT 1.0 min, m/z

487, RT 3.9 min e m/z 485, RT 4.4 min
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Figura 2. Espectrometria de massa MS/MS of m/z 665, m/z 487, m/z 485 and m/z 359

Viabilidade celular (teste do MTT)

Os resultados da avaliacdo da viabilidade celular da linhagem HepG2/C3A pelo teste
do MTT sdo mostrados na Figura 3. As concentracdes do ECRr variando entre 0,1 e 100
png/mL ndo acarretaram diminuicdo estatisticamente significativa na viabilidade celular, em
comparagdo com o controle negativo, nos trés tempos de exposicdo investigados. Como ja era

esperado, apenas o controle positivo Triton-X acarretou uma diminuicdo drastica na

porcentagem de células viaveis (Fig. 3).

HepG2/ICIA-24 h HepG2/IC3A -48 h HepGUC3A-72h

7
¢
4

2 1804 - d
3 ;™ 2 1801
© p ~
3 1o g o i 1004
5 s s
+ 04 2w ?

=3
b

é‘d \d” o R ] \@ &o \@ o NN @ \@ od‘ \@ & . e \@
+ g ¥ F ¥

g & &

& & \\\\
Concentrations (pg/mL) Concentrations (pg/mL) Concentrations (pg/mL)

Figura 3 - Porcentagem de células HepG2/C3A viaveis apds 24, 48 e 72 h de exposicao a
diferentes concentracdes do extrato de caule de R. rosaefolius. Avaliacdo feita pelo teste do

MTT. *Resultado com diferenca estatistica significativa em comparagdo com o controle

negativo (p<0,05).
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Avaliacéo de genotoxicidade e clastogenicidade/aneugenicidade

A Tabela 1 mostra os resultados da avaliacdo da genotoxicidade do ECRr pelo ensaio
cometa. As concentragdes de 1 pg/mL e superiores acarretaram um aumento estatisticamente
significativo no numero total de células com danos no DNA, bem como nos scores. Nos
nucledides em que se observaram quebras no DNA, a maioria dos danos foram de classe 1.
Como era esperado, o controle positivo doxorrubicina acarretou um aumento significativo de
danos ao DNA nas células de hepatoma, atestando a sensibilidade do teste do cometa na
deteccdo de genotoxicidade.

Considerando o teste do micronucleo, também a partir da concentracdo de 1 pg/mL do
ECRr observou-se um aumento significativo de mutacbes cromossdémicas nas células
HepG2/C3A, através do aumento de células com micronucleos e/ou pontes nucleoplasmaticas
e/ou brotos nucleares (Tabela 2). No controle positivo benzo(a)pireno também foi observado
efeito clastogénico/aneugénico com diferenca estatistica em relacdo ao controle negativo,

comprovando a sensibilidade do teste na detecgédo de aberragdes cromossomicas.

Tabela 1- Migracdo do DNA (média * desvio padrdo) no ensaio cometa para avaliacdo da
genotoxicidade do extrato de caule de Rubus rosaefolius (apds 4 horas de exposi¢do) em
células HepG2/C3A

Classe dos cometas

Tratamentos Total® 0 1 2 3 Scores
Controle 3,00+£1,73 147,0+1,73 3,00+1,73 0.00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 3,00+1,73
R. rosaefolius [0.01 pg/mL] 2,66 +0,57 147,3 £ 0,57 2,00 +£1,00 0,33 +0,57 0,33 +0,57 3,66 + 2,08

R. rosaefolius [0.1 pg/mL] 4,66 £ 0,57 145,3 + 0,57 4,66 £ 0,57 0,00 +0,00 0,00 +0,00 4,66 £ 0,57

R. rosaefolius [1 pg/mL] 7,66 £1,52* 142,7 £1,15* 6,66 1,52 0,66 +1,15 0,33+0,57 9,00 £1,73*

R. rosaefolius [10 pg/mL] 15,00 +1,73* 135,0+1,73* 14,67 +2,08* 0,33 +0,57 0,00 +0,00 15,33 +1,52*

R. rosaefolius [20 pg/mL] 21,33 £1,15* 128,7 £1,15* 21,00 £1,00* 0,33 +0,57 0,00 £ 0,00 21,67 £1,52*

R. rosaefolius [100 pg/mL] 23,33 +£3,05* 126,7 + 3,05* 21,67 +251* 0,66 +1,15 1,00 +£1,00 26,00 +5,29*

Doxorrubicina [2 pM] 39,33 £3,78* 110,7 + 3,78* 36,67 +£321* 2,00+1,73 0,66 + 0,57 42,67 +4,16*

One-way analise de variancia (ANOVA), e teste de Dunnett e Tukey: * resultados
estatisticamente diferentes em relagdo ao controle: (P<0.05), ! Nimero total de células com
danos no DNA (classes 1 + 2 + 3).
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Tabela 2 - Frequéncia de células binucleadas com microndcleo (MN), pontes
nucleoplasmaticas (PN), brotos nucleares (BN) e indice de divisdo nuclear (IDN) em células
HepG2/C3A expostas ao extrato de caules de R. rosaefolius (experimentos feitos em
triplicata).

Células
binucleadas
Exposicao (24 h) com MN PN BN IDN

Substancia teste Concentracfes (3000 céls.) (1500 céls.)
(ng/mL) No. % No. No. (Médiaz*DP)

Controle Negativo 0 6 0.20 7 10 2.05 £0.005

Benzo(a)pireno (Controle Pos.) 22 65* 216 37 37* 2.05+0.02

R. rosaefolius 0.01 18 0.60 17* 14 1.98+0.04

0.1 17 0.56 10 11 2.03+0.01

1 18 0.60 18* 12 1.96 +0.04

10 27* 0.90* 14 20 2.05+0.04

20 23* 0.76* 8 21* 2.00+0.04

100 26* 0.86* 9 13 1.85+0.18*

& Concentracdo = uM. DP = Desvio padrdo. Controle negativo: Tween 80 a 1%. One-way
analise de variancia (ANOVA), e teste de Dunnett: * Resultado estatisticamente diferente em
comparagdo com o controle negativo (p<0,05).

Alteracdes no ciclo celular e apoptose (por citometria de fluxo)
O monitoramento do ciclo celular por citometria de fluxo mostrou que nas células
HepG2/C3A expostas a concentracdo de 10 pg/mL do ECRr houve uma diminuicdo
significativa de células na fase G2/M do ciclo celular, e uma diminuigdo de células na fase
GO0/G1 do ciclo celular, em comparagdo com os respectivos controles veiculo (Tabela 3).

Na avaliacdo das células em apoptose pelo citbmetro de fluxo observou-se que as trés
concentracdes do ECRr (10, 20 e 100 pg/mL) acarretaram um aumento significativo no total

de células em apoptose, em relacéo aos respectivos controles veiculo (Tabela 4).

Tabela 3 — Efeitos do extrato de caules de R. rosaefolius sobre o ciclo celular de células
HepG2/C3A (% média + DP). As células foram tratadas por 24 h com as concentracgdes de 10,
20 and 100 pg/mL do extrato em meio completo, e a distribuicdo das células no ciclo celular
foi feita com base no contetdo de DNA, usando coloragdo com iodeto de propidio e
citometria de fluxo. * P < 0,05 pelo teste ANOVA, seguido do teste de Dunnet em
comparagao com 0s respectivos controles veiculo.

Tratamentos G0/G1 S G2/M
Controle 58.57 + 1.59 12.67+1.91 28.60 + 0.45
Controle veiculo (100ug/mL) 59.83 £+ 0,68 7.4+0.20 32.50+0.81
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Controle veiculo (10-20ug/mL) 59.93+0.85 5.43+1.10 34.63 +0.66
R. rosaefolius (10pg/mL) 61.97 £ 0.90 6.03 £ 0.94 31.83+1.76*
R. rosaefolius (20pg/mL) 61.50 + 0.65 5.53+0.68 32.63+1.01
R. rosaefolius (100ug/mL) 55.63 + 0.25** 9.86 £ 0.45 34.07 £ 0.65
Controle positivo 60.97 £1.27 8.53+ 1.60 30.40 £ 2.78

Tabela 4 — Efeito do extrato de caules de R. rosaefolius em células HepG2/C3A em relagéo a
apoptose (% média + desvio padrdo). As células foram tratadas com as concentracdes de 10,
20 and 100 pg/mL do extrato durante 24 h. Celulas viaveis, células em apoptose inicial,
células em apoptose tardia, células necréticas e o total de células apoptdticas foram
quantificadas ap6s coloragdo com iodeto de propideo e anexina-V, e analisadas por citometria
de fluxo. * P < 0.05 pelo teste ANOVA, seguido de Dunnet, em comparagdo com 0s
respectivos veiculos dos controles.

Tratamentos Células Céls. Apoptose | Cels. Apoptose Céls. em Total céls.
vidveis inicial tardia Necrose apoptéticas
Controle 80.75 +0.89 0.62 +0.33 8.02+1.10 10.75+2.02 8.65+1.13
Controle veiculo (100ug/mL) 52.10 +2.89 0.69 +£0.23 39.44 +3.55 7.76 £0.93 40.14 +3.41
Controle veiculo (10- 84.17 £0.43 0.10 £0.03 9.97+£0.13 5.76 £ 0.45 10.06 £ 0.15
20pg/mL)
R. rosaefolius (10 pg/mL) 78.74 + 1.48** 1.94+ 0.28*** 14.00 £1.10 5.32 £0.28 15.94 +1.28**
R. rosaefolius (20 pg/mL) 73.0140.79*** 2.09+0.22 18.61 +0.67*** 6.28 + 0.61 20.71 + 0.56***
R. rosaefolius (100 pg/mL) 59.63+0.26*** 0.69 £0.14 31.89 + 0.47** 7.79 £0.52 32.58 + 0.40***
Controle positivo 57.83+£1.19 276 £1.46 28.52 £1.08 10.89£2.74 31.28 £ 2.31*

Analise da expressao génica por PCR-RT

A andlise da expressdo génica realizada através de PCR-RT em células HepG2/C3A
mostrou que o ECRr, na concentragdo de 20 pg/ml, produziu um aumento significativo na
expressao génica relativa do gene de metabolizacdo de xenobidticos CYP1A2 (Tabela 5). Nos
outros 15 genes investigados, ndo foi observada alteracdo estatisticamente significativa na
expressao génica.

Tabela 5. Expresséo relativa dos genes utilizados nas reagdes de PCR-RT, suas respectivas
sequéncias primers e funcdes. Tratamento com o extrato de caules de R. rosaefolius.

Primers Direcdo/Sequéncia Fator de Expressdo Funcéo
CASP3 F -5 AACTGGACAGTAACATGGAG 3’ 1,07 Apoptose
R -5 TTGCTGGCAAAGTAGAAAAG 3’
CASP7 F -5 TCA CCA TGC GAT CCA TCA AGA 1,49 Apoptose
CCA3
R-5 TTT GTC TGT TCC GTT TCG AAC
GCC3’
TRAF2 F—-5>GCC CCA AGT TCC CCT TAACT 3’ 1,00 Controle proliferacao
R-5" GAA TCT GCA AGG GAC TCG AC 3’ celular
CDKN1A F—5"CAG CAT GAC AGA TTT CTACC 3’ 1,20 Regulacéo Ciclo celular

R—5> CAG GGT ATG TAC ATG AGG AG 3’
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mTOR F -5 GGAGGAGAAATTTGATCAGG 3’ 1,00 Controle Proliferacdo
celular
R — 5" GGGCAACAAATTAAGGATTG 3’

MYC F -5 TGA GGA GGA ACA AGA AGA TG 3’ 1,39 Controle proliferacao
R—-5"ATC CAG ACT CTGACCTITTG 3’ celular
NFKB F—5" GCA GCT CTT CTC AAA GCA GCA 3’ 1,15 Controle proliferacao

celular
R -5’ GCT CAA AGT TCT CCA CCA GGG 3’

BECN1 F -5 CAGTATCAGAGAGAATACAGTG 3’ 1,39 Autofagia
R -5’ TGGAAGGTTGCATTAAAGAC 3’

BBC3 F—-5" GTA AGA TAC TGT ATA TGC GCT G 1,71 Apoptose
3
R-5"TTT TCC ACT GTT CCA ATC TG 3’

TP53 F—5"TAC CAC CAT CCACTACAACT ¥ 1,47 Regulacéo Ciclo celular
R-5>GAC AGG CAC AAACACGCAC3

BCL2 F -5’ GAT TGT GGC CTT CTT TGA G 3’ 1,39 Apoptose
R -5 GTT CCA CAA AGG CAT CC 3’

CYP3A4 F—-5" AGT CTT TCC ATT CCT CAT CC 3” 1,64 Metabolismo
R-5"TGC TTT TGT GTA TCT TCG AG 3’

CYP1A2 F—-5"CAC TAT CAG GAC TTT GAC AAG 3’  2,98* Metabolismo
R-5" AGG TTG ACA ATC TTC TCC TG 3’

CYP2C19 F -5’ CAT GGA TAT GAA GTG GTG AAG3* 0,72 Metabolismo
R—-5"TCC ATT GCT GAA AAC GATTC 3’

CYP2D6 F -5’ CCT ATG AGC TTT GTG CTG 3’ 1,68 Metabolismo
R-5"TTT GGA ACT ACC ACATTGC 3’

CYP2E1 F-5"GAC ACC ATT TTC AGA GGA TAC 3’ 1,26 Metabolismo

R—5"TTC ATT CAG GAA GTC TTC TG 3’
Fator de expressao significativo para inibicdo indicado por valores iguais ou abaixo de 0.5; e
Fator de expressao significativo para aumento de expressdo por valores iguais ou acima de 2.
(*) indica diferenca estatisticamente significativa p<0,05.

DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou, por meio dos testes descritos, a possivel toxicidade
genética e celular do ECRr, especificamente em células humanas HepG2/C3A, uma vez que
estudos anteriores ja haviam destacado os efeitos terapéuticos de extrato de partes aérea da
mesma planta (Bagattoli et al. 2016; Mauro et al. 2002; Petreanu 2017; Petreanu et al. 2015;
Souza et al. 2017; Ranbaran et al. 2020) com destaque efetivo para efeito gastroprotetor do
ECRr (Petreanu 2017), e observado efeitos genotoxicos do extrato de folhas de R. rosifolius
(Quadros et al. 2020).

O teste do MTT utilizado para anélise de viabilidade celular indicou que nenhuma das
concentracdes testadas do ECRr causou diminuicdo significativa na viabilidade das células
HepG2/C3A. No entanto, os resultados mostraram um aumento no percentual de células

viaveis nos grupos tratados com o extrato em comparacgdo ao controle negativo. O principio
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do teste do MTT baseia-se em avaliar a capacidade das células em biotransformar os sais de
tetrazolium em cristais de formazan (Mosmann, 1983). Como no presente trabalho o ECRr
induziu um aumento significativo na expressdo relativa do gene CYP1A2, gene da familia do
citocromo P450 responsédvel pela metabolizacdo de xenobidticos (Guengerich 2008), esse
aumento na capacidade de metabolizacdo pode ser o responsavel pela observacdo do aumento
da viabilidade celular observada no teste do MTT.

A néo observacdo de toxicidade celular, avaliada por parametros como a viabilidade
celular e a capacidade de proliferacéo celular também foi reportada para o extrato de folhas de
R. rosifolius e outras espécies do género Rubus. Em estudos in vitro, Kreander et al. (2006)
reportaram auséncia de citotoxicidade do extrato de R. idaeus em celulas de adenocarcinoma
epitelial colorretal humano (Caco-2), e Quadros et al. (2020) ndo observaram toxicidade
celular pelo teste do MTT em células HepG2/C3A expostas ao extrato de folhas de R.
rosifolius. O mesmo foi observado em estudos in vivo para o extrato das espécies R.
imperialis e R. niveus através da analise do indice de proliferacdo celular de células de
camundongos que ingeriram os extratos (Alves et al. 2014; Tolentino et al. 2015).

No contexto de toxicidade genética, os dados obtidos no presente estudo sdo opostos
aos dados observados de citotoxicidade. Tanto no ensaio cometa, que detecta danos em fita
simples e fita dupla do DNA (Tice et al. 2000; Burlinson 2012), gquanto no teste do
micronucleo que detecta efeitos aneugénicos (que alteram o nimero de cromossomos na
célula) e clastogénicos (quebras nos cromossomos e outras aberragcBes cromossdmicas)
(Fenech 2000; OECD 2016; Fenech 2020) foram observados efeitos genotéxicos e
clastogénico/aneugénicos nas células HepG2/C3A, ap6s exposicdo ao ECRr. Nos dois
ensaios, a partir da concentragdo de 10 pg/ml, foram observados efeitos genotdxicos

estatisticamente significativos, sendo que no teste do cometa ja na concentracdo de 1 pg/ml a
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genotoxicidade foi observada. Na concentracdo de 100 pg/ml a toxicidade genética nao foi
maior que a da concetragéo inferior de 20 pug/ml, o que sugere que algum tipo de saturagdo na
capacidade das células absorverem e/ou metabolizarem o ECRr tenha ocorrido, ou ainda, que
a toxicidade méxima do extrato foi atingida. Tal ocorréncia ndo é incomum e tem sido
reportada em ensaios in vivo e in vitro (Maistro et al. 2013; Queiroz et al. 2017).

Quadros et al. (2020) também observaram efeitos genotoxicos do extrato de folhas de
R. rosifolius através do teste do cometa, no entanto, os autores ndo observaram efeitos
clastogénico/aneugenicos pelo teste do microndcleo, testando as mesmas concentracGes
usadas nos experimentos com o ECRr no presente estudo. A comparacdo dos resultados entre
o extrato de folhas e o extrato de caules indica que o ECRr apresenta uma toxicidade genética
maior. Possivelmente, a diferenca de genotoxicidade observada entre os dois extratos esteja
relacionada a diferencas na constituicdo quimica entre os extratos. A caracterizacdo quimica
do ECRr realizada no presente trabalho detectou a presenca de niga-ichigosideo, quercetina
glucoronideo, &cido torméntico e 5,7-dihidroxi- 6,8,4'-trimetoxiflavonol como compostos
majoritarios. Estes mesmos compostos quimicos foram detectados também como majoritarios
no extrato de folhas (Quadros et al. 2020). Mauro et al. (2002), fazendo uma caracterizacao
guimica mais geral nos extratos de folhas, caules e raiz de R. rosifolius, relataram no extrato
de caules a presenca de Heterosideos antraquindnicos (C-heterosideo), Heterosideos
cardioativos (Nucleo esteroidal Lactona Desoxiagucares), Antraquinonas livres, Saponinas,
Taninos, Flavonoides, Alcaldides e agUcares redutores. Os mesmos compostos foram
observados no extrato de folhas, com algumas diferengas na quantidade. Niero e cechinel-
Filho (2008) reportaram a presenca de Stigmasterol, B-sitosterol, B-sitosterol glycoside, &cido

torméntico acid e acido 28-methoxytormentico no extrato de partes aéreas, que mistura folhas
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e caules. Ja Pittarello et al. (2019) reportaram a presenca de um raro flavondide no extrato de
folhas de R. rosifolius, denominado 5,7-Dihydroxy-6,8,4"-trimethoxyflavonol.

Apesar dos resultados de caracterizacdo quimica mostrarem semelhangas nas
constituicBes dos dois extratos, Petreanu (2017) realizou estudos farmacoldgicos com os dois
extratos e observou que o extrato de folhas apresentou efeito antiproliferativo em células de
glioma (U251), mama (MCF-7) e rim (786-0), enquanto o ECRr ndo apresentou esse efeito.
Por outro lado, nos ensaios de atividade anti-Ulcera, o0 ECRr apresentou efeito gastroprotetor
enquanto o extrato de folhas ndo mostrou esse efeito. Portanto, os dados disponiveis indicam
que, apesar da caracterizacao fitoquimica dos extratos ndo ter revelado grandes diferencas em
seus constituintes, os diferentes efeitos farmacoldgicos entre os dois extratos sugerem que ha
diferencas na sua composic¢do. Estudos complementares com diferentes metodologias de
caracterizacdo quimica poderiam responder a esta questéo.

Dados da literatura mostram que outras espécies de plantas do género Rubus também
apresentaram  efeitos  genotéxicos. Alves et al. (2014) reportaram efeito
clastogénico/aneugénico do extrato de partes aéreas de Rubus imperialis em células da
medula éssea de camundongos. A caracterizacdo quimica do extrato revelou a presenca de
saponinas e compostos esteroidais, com o niga-ichigosideo e o acido torméntico sendo o0s
compostos majoritarios. Em outro estudo, Tolentino et al. (2015) observaram efeito
clastogénico/aneugénico em células da medula dssea de camundongos tratados com o extrato
de partes aéreas de Rubus niveus, na concentracdo alta de 2000 mg/kg. Nesse extrato 0s
autores detectaram a presenca do &cido torméntico, niga-ichigosideo F1, estigmasterol e
quercetina glucoronideo como constituintes principais. Considerando que 0s compostos acido
torméntico, niga-ichigosideo e quercetina glucoronideo sdo encontrados como substancias

majoritarias nos extratos de R. rosifolius (folhas e caules), R. imperialis € R. niveus (partes
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aéreas), e todas essas especies apresentaram algum efeito genotoxico, é possivel que um ou
alguns desses componentes estejam envolvidos com a toxicidade genética observada. Analises
desses compostos isoladamente deveréo ajudar a elucidar esta questéo.

Considerando os efeitos do ECRr sobre o ciclo celular das células de hepatoma
humano, os resultados obtidos através da citometria de fluxo mostraram uma pequena, mas
estatisticamente significativa, diminuicdo do percentual de células na fase G2/M na
concentracdo de 10 pg/ml e diminuicdo de células na fase GO/G1 na concentracdo de 100
pg/ml. Entretanto, como nédo se observou aumento significativo de células nas outras fases do
ciclo celular, tais resultados, nas condi¢des do experimento, ndo permitem concluir que houve
algum efeito do extrato sobre o ciclo celular das células HepG2/C3A. AlteracGes na expressao
génica de determinados genes desempenham um papel importante na regulacdo do ciclo
celular, como genes para ciclinas, quinases, proteases, fatores de transcricdo, helicases,
componentes do cinetocoro, enzimas de reparo do DNA, dentre outros (Fischer 2017,
Engeland 2018; Nguyen et al. 2018). No presente estudo foi analisada a expressdo dos genes
CDKN1A, mTOR, TRAF2, MYC, NFKB e p53, envolvidos no controle do ciclo celular, e a
exposicdo das células HepG2/C3A ao ECRr ndo induziu alteragbes na expressao génica
relativa de nenhum deles, nas condi¢bes do experimento, confirmando a ndo ocorréncia de
efeitos sobre o ciclo celular observada pela citometria de fluxo.

Por outro lado, os resultados da citometria de fluxo em relagcéo a apoptose, revelaram
que as trés concentragdes do ECRr induziram uma diminuicdo no percentual de células
viaves, e um consequente aumento significativo no total de células em apoptose. Quando o
material genético de uma célula é danificado e detectado, sistemas de defesa de dano é
acionado para tentar repara-lo. Se ndo puder ser reparado, a célula entra em processo de

apoptose para garantir que ndo transmitira 0 DNA danificado (Taylor et al. 2008; Spencer and
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Sorger 2011). Nesse contexto, € provavel que os efeitos genotdxicos e
clastogénico/aneugénicos observados no material genético das células HepG2/C3A no
presente trabalho sejam responsaveis pela inducdo de apoptose observada nessas células.
Outros trabalhos publicados na literatura também reportaram uma corelacdo entre niveis
elevados de danos ao material genético e/ou instabilidade genética e inducdo de apoptose
(Gholami et al. 2014; Malaekeh-Nikouei et al. 2019; Quadros et al. 2020). Quadros et al.
(2020) reportaram danos genotdxicos e observaram um aumento de células HepG2/C3A em
apoptose, apos exposicdo ao extrato de folhas de R. rosifolius na concentracao de 100 pg/ml,
bem como aumento significativo na expressdo génica relativa de CASP7 nos ensaios com
PCR em tempo real. No presente trabalho, contudo, apesar do ECRr ter induzido um aumento
significativo de células em apoptose nos experimentos com a citometria de fluxo, as analises
de PCR em tempo real desenvolvidas ndo evidenciaram alteracdo significativa na expressao
génica dos genes CASP3, CASP7, BBC3 e BCL2. Talvez as condi¢des do experimento como
tempo de exposicdo a amostra e/ou concentracdes utilizadas ndo tenham permitido a detec¢do
de alteracdo na expressdo dos genes investigados. Também é curioso que o ECRr tenha
causado inducdo de apoptose, como foi detectado pela citometria de fluxo, sem que o teste do
MTT tenha revelado diminuicdo significativa da viabilidade das células HepG2/C3A. O
mesmo resultado foi reportado para o extrato de folhas de R. rosifolius (Quadros et al. 2020).
De acordo com os autores, é possivel que apds exposi¢do ao extrato, outro tipo de morte
celular que ndo envolva incapacidade de detoxificacdo de enzimas do reticulo endoplasmético
liso e/ou inviabilizacdo da atividade mitocondrial, esteja ocorrendo.

As células HepG2/C3A utilizadas nesse estudo sdo células hepaticas humanas
caracterizadas pela capacidade de metabolizacdo de xenobioticos, por apresentarem atividade

induzivel de enzimas de fase | e Il (Walter and Willem 2007). Dentre as diversas isoformas
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existentes do citocromo P450, no presente trabalho foi monitorada a expressdo génica de
cinco isoformas consideradas mais importantes na metabolizacdo de farmacos: CYP3A4,
CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6 e CYP2E1 (Meyer 1996; Danielson 2002). Somente a isoforma
CYP1A2 apresentou um aumento significativo da expressdo génica relativa apos exposi¢do ao
ECRr. Quadros et al. (2020) analisaram a expressao génica de isoformas do citocromo P450,
apos exposicao das células HepG2/C3A ao extrato de folhas de R. rosifolius, nas mesmas
condigBes experimentais desenvolvidas no presente trabalho para o extrato de caules, e
observaram que houve uma reducdo significativa da expressao génica relativa das isoformas
CYP1A2 e CYP2C19, e um aumento na expressdo da isoforma CYP3A4. As diferencas
observadas, de aumento ou diminui¢do da expressao génica das isoformas CYP, sugerem ter
ocorrido devido a diferencas na constituicdo quimica entre os extratos, visto que todas as
outras variantes da metodologia foram idénticas.

Considerando as condi¢bes experimentais desenvolvidas no presente estudo, pode-se
concluir que o ECRr apresentou efeitos genotdoxicos e clastogénico/aneugénicos em células de
hepatoma humano HepG2/C3A, nas concentracGes iguais e superiores a 10 pg/ml. Tal
toxicidade genética levou a um aumento significativo no nimero total de células HepG2/C3A
em apoptose. O aumento na expressao do gene CYP1A2 nas células HepG2/C3A confirma a
metabolizacdo do extrato por essas células.

Levando em conta as promissoras propriedades farmacoldgicas do ECRr, bem como
de alguns dos compostos majoritarios ja identificados e estudados no contexto farmacologico,
é fundamental a ampliacdo das investigaces envolvendo a toxicidade celular e genética desse
extrato e seus principais compostos ativos para a compreensao dos potenciais perigos que
pode representar para 0 genoma humano, tanto em ensaios in vitro com células sem

capacidade de metabolizagdo com enzimas hepaticas, como posteriormente em ensaios in
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vivo. Enquanto os referidos estudos ndo forem desenvolvidos/concluidos, recomenda-se
cautela no uso de R. rosifolius por seres humanos, frente a toxicidade genética inicialmente

observada.
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6- ARTIGO 3
Investigacdo de potencial citotoxico e genotdxico dos extratos de folhas e

caules de Rubus rosifolius em leucocitos humanos
RESUMO

Plantas com potencialidade medicinal também podem apresentar toxicidade para seres
humanos. Parece ser o caso da espécie Rubus rosifolius, onde estudos preliminares
evidenciaram efeitos genotoxicos do extrato de folhas e de caules em células de hepatoma
humano HepG2/C3A. Considerando os destacados efeitos antidiarreicos, analgésico,
antimicrobiano, anti-hipertensivo e para tratamento de doencgas estomacais que esta planta
apresenta, o presente estudo foi desenvolvido objetivando avaliar o potencial citotoxico e
genotoxico dos extratos de folhas e de caules de R. rosifolius em células sem metabolizagéo
por enzimas hepéticas, os leucdcitos humanos. As andlises de viabilidade celular nas
concentracdes entre 0,01 e 100 pg/ml de ambos os extratos ndo evidenciaram efeitos
citotoxicos. Por outro lado, as avaliacbes do potencial genotéxico pelo ensaio cometa
evidenciaram danos significativos ao DNA dos leucocitos a partir da concentracdo de 10
pg/ml no extrato do caule, e efeito clastogénico/aneugénico nas concentragdes de 10, 20 e 100
pg/ml tanto para o extrato de folhas, quanto para o de caules. Dentro das condi¢fes do
experimento, os dados obtidos evidenciaram efeitos genotdxicos e mutagénicos de ambos os
extratos também em leucocitos humanos, confirmando a toxicidade genética dos extratos de
partes aéreas de R. rosifolius previamente observados em células metabolizadoras do figado

(HepG2/C3A).
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Palavras chaves: genotoxicidade de Rubus rosifolius, Rosaceae, teste de microndcleo, ensaio
cometa, mutagenicidade de Rubus rosaefolius.
1-INTRODUCAO

Os medicamentos fitoterdpicos sdo utilizados com frequéncia na medicina,
principalmente na atencdo priméria, para o tratamento de inimeras doencas (Falzon 2017,
Colalto 2018). O uso de 6leos, infusdes e chas por vérias populagcdes compreende uma base
importante para o desenvolvimento de novos farmacos pela industria farmacéutica. Dados
evidenciam que aproximadamente 25% dos medicamentos prescritos mundialmente derivam
direta ou indiretamente de plantas, sendo que 11% ja& fazem parte da lista de medicamentos
essenciais da Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) (Popovic 2016, Milosevi¢-Djordjevi¢
2018, Zor 2020).

Mesmo com o amplo uso e o grande potencial farmacoldgico das plantas, ainda
sdo relativamente poucos os estudos focando a caracterizacdo quimica e os efeitos
farmacoldgicos potenciais das mesmas. Este dado pode ser corroborado com o fato de que,
das aproximadamente 500 mil espécies de plantas existentes no planeta, apenas cerca de 15%
ja foram estudadas fitoquimicamente e cerca de 6% farmacologicamente (Cragg, Newman
2013, Shanaida 2020). Devido a ampla utilizacdo, que pode ocorrer isoladamente ou através
de combinacdes, e a possivel ocorréncia de reaces adversas ou reatividade cruzada advindos
de produtos naturais, algumas agéncias de regulamentacdo e fiscalizagdo, nacionais e
internacionais, recomendam alguns testes para a avaliagéo da seguranca do uso dessas plantas,
dentre eles, testes de citotoxicidade e genotoxicidade (CNS RE251/97; ANVISA RE90/2004;
OECD 2016). Além da seguranca, estes testes podem direcionar para tratamentos com maior

efetividade clinica (Falzon, 2017).
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O género Rubus (familia Rosaceae) esta subdividido em 12 subgéneros. Esse grupo de
plantas tem distribuicdo endémica em 6 dos 7 continentes, estando ausente somente na regido
Antértida. Ha séculos estas plantas sdo cultivadas, principalmente para consumo dos seus
frutos, porém outras partes também tém sido utilizadas com fins medicinais, devido as suas
propriedades teratéuticas (Patel 2004; Finn 2008; Alves 2014; Tolentino 2015).

Dentre as espécies do género Rubus com potencialidade medicinal, pode-se destacar,
devido a suas atividades antibacteriana, diurética e antinociceptiva, a espécie R. rosifolius,
popularmente conhecida pelo nome de “Amora- vermelha” (Kunegusuku 2007; Ostrosky
2011; Petreanu 2015; Souza et al. 2017). R. rosifolius é uma planta da familia Rosaceae de
porte arbustivo, podendo atingir até 5 metros de altura (Kanegusuku 2016).

Estudos mais recentes envolvendo a caracterizacdo fitoquimica e efeitos
farmacoldgicos de extratos de folhas e caules dessa planta revelaram efeitos diuréticos,
antidepressivos, antiproliferativos e gastroprotetor, comparados com 0s medicamentos mais
utilizados para cada caso, com destaque para o efeito gastroprotetor do extrato de caules,
qguando comparado ao uso de Omeprazol (Petreanu 2017; Souza et al. 2017).

Analises do potencial citotoxico e genotoxico de extratos de plantas do género Rubus
tém revelado efeitos tdxicos importantes. Nas espécies R. imperialis (Alves et al. 2014) e R.
niveus (Tolentino et al. 2015) foram observados efeitos clastogénicos/aneugénicos de extratos
das partes aéreas em testes in vivo com camundongos. No mesmo sentido, Quadros et al.
(2020) observaram a presenca de efeitos genotdxicos, interferéncia no ciclo celular, aumento
de células em apoptose e alteracdo na expressdo de genes relacionados a apoptose em células
de HepG2/C3A expostas a diferentes concentragdes do extrato de folhas de R. rosifolius.

Considerando a exposicao de células HepG2/C3A ao extrato de caules dessa ultima espécie,
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Quadros et al. (in press) também reportaram efeitos genotdxicos, interferéncia no ciclo celular
e aumento de células em apoptose.

Considerando a potencial importancia farmacoldgica de extratos e substancias
quimicas isoladas de espécies de plantas do género Rubus, bem como os resultados mostrando
efeitos citotdxicos e genotoxicos em algumas dessas espécies, o presente estudo foi
desenvolvido com a finalidade de obter maior informacéo sobre a toxicidade de extratos das
partes aéreas de R. rosifolius, por meio de ensaios de citotoxicidade e genotdxicidade de
extratos de folhas e caules dessa planta, sobre células sem a metabolizacdo por enzimas
hepaticas (leucdcitos).

2- MATERIAIS E METODOS
2.1- Obtencédo da amostra
As amostras foram obtidas no municipio de Itajai de acordo com os dados relatados

por Quadros et al. (2020).

2.2 Caracterizacao dos extratos
A caracterizacdo quimica do extrato de folhas e do extrato de caules de R. rosifolius
foi feita previamente por nosso grupo de pesquisa, tendo sido apresentada nos trabalhos de

Quadros et al. (2020) e Quadros et al. (in press), respectivamente.

2.3- Cultivo das células

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) humano utilizadas neste estudo
foram obtidas através de coleta venosa de dois voluntarios com idade entre 20 e 30 anos, néo
fumantes, sem comorbidades ou alteracdes de saude fisica apresentadas no momento da
coleta, sendo um homem e uma mulher. As células foram mantidas em meio RPMI,

suplementadas com antibidticos e soro fetal bovino. As culturas foram mantidas em estufa
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respeitando rigorosamente as seguintes caracteristicas: a 37 °C, 5% de CO2 e 95% de
humidade relativa e total assepsia.

O Comité de Etica em pesquisa envolvendo seres humanos da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Faculdade de Filosofia e Ciéncias, aprovou o desenvolvimento desta
pesquisa em 26 de setembro de 2017 (CAAE: 76581517.3.0000.5406).

2.4- Determinacao da citotoxicidade

Um teste usado tradicionalmente para deteccdo de viabilidade celular é o do azul de
Tripan, que avalia a integridade da membrana celular, desta forma, no presente estudo este
teste foi realizado de acordo com a descricdo de Panda et al. (2012). Com isso, foram
adicionadas 2 x 10° de células em uma placa de 24 pogos, sendo estas tratadas com as
concentragdes de 0,01; 0,1; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0 e 100,0 pg/mL dos extratos de folhas e caule
de Rubus rosifolius e mantidas em uma estufa a 37 °C, 5% CO2, e com 0s respectivos
controles positivo e negativo. Os testes foram feitos em triplicata. Apds 24 horas foi realizada
a colheita e as células obtidas foram analisadas em microscopio 6tico comum. Como controle
negativo foi usado o préprio diluente Tween 80 a 1% e para o controle positivo foi usado o
Triton X-100 diluido no meio de cultura sem soro fetal bovino. Células afetadas pelo extrato

puderam ser vistas coradas em azul, tendo sido contadas 100 células por pogo da placa.

2.5- Teste do microndcleo in vitro com blogueio de citocinese

Este teste foi realizado com base no protocolo descrito por Fenech em 2000, e
revisado e padronizado recentemente pela OECD TG 487 (2016). O cultivo celular foi
realizado em frascos de 25 cm? e as concentragOes usadas respeitaram o obtido no teste de
citotoxicidade como no ensaio anteriormente descrito. Para a realizacdo do teste foi usado o
sangue total (0,4 mL) e adicionados 5 mL de meio de cultura (RPMI) suplementado com 10%

de soro fetal bovino além de fitohemaglutinina (PHA) na concentragdo de 10 pl/mL, para
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estimular a mitogénese dos linfécitos, apds este preparo a cultura foi mantida em estufa por
24 horas, quando foi homogeneizada e novamente armazenada. Transcorridas 20 horas ( T=
44h), os leucdcitos foram tratados com os extratos nas concentragfes de 0,01; 0,1; 1,0; 10,0;
20,0 e 100,0 pg/mL, e também com o controle positivo (MMS) e controle negativo (Tween 80
a 1%), apds tratados foram incubados em estufa a 37 °C, 5% CO>, onde permaneceram por 4
horas. Posterior a este periodo (T= 48h), foram adicionados 6 pg/mL de Citocalasina B em
cada garrafa de cultura, com o objetivo de bloquear a citocinese. Rigorosamente 24 horas
apos a adicdo da Citocalasina B (T=72h) as células foram fixadas e coletadas.

A colheita foi feita por centrifugacdo (5 min a 850 g), e o pellet foi ressuspendido em
solucdo hipoténica gelada de KCL (0,075 M por 5 minutos). Subsequentemente, as células
foram lavadas uma vez com 5mL de solucdo gelada de metanol:acido acético (3:1) (v/v). O
procedimento de fixacdo foi realizado trés vezes. Na Ultima etapa de fixacdo foi adicionado
Formaldeido (1%) para que o citoplasma fosse preservado. As células foram suspendidas,
depositadas em laminas e coradas em uma solucdo de corante Giemsa (5%) em tampdao
fosfato (pH 6,8) por cinco minutos. Para a andlise das células nas laminas, foi utilizado
microscopio de luz (Zeiss, Primo Star) com a contagem de 1000 células binucleadas em
aumento de 100x (FENECH, 2000; OECD TG 487, 2016).

MMS (150 uM) foi utilizado como controle positivo e Tween 80 a 1% como controle
negativo.

O mesmo protocolo foi utilizado para os dois extratos.

2.6- Ensaio Cometa

O protocolo usado para realizacdo do ensaio cometa foi descrito por Tice et al. (2000).
Anteriormente a realizacdo do teste, preparou-se laminas cobertas com agarose de ponto de

fusdo normal (NMPA). Em uma placa de 24 pogos juntamente com o meio de cultura foram
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adicionados 2 x 10° de células e encubadas em estufa por 24 horas até as células se
estabilizassem. As concentragdes utilizadas no ensaio foram determinadas através dos testes
de viabilidade celular citados anteriormente, foram utilizadas para ambos os extratos as
concentragdes de 0,01; 0,1; 1,0; 10,0; 20,0 e 100,0 pg/mL. Para o controle positivo foi usado
0 MMS (45 uM), e para o controle negativo foi usado foi usado o veiculo diluente do extrato
(Tween 80 a 1%). A colheita da cultura foi realizada ap6s 4 horas de incubagdo com o extrato
testado. As células coletadas foram adicionadas a 120 pl de agarose com baixo ponto de fusado
(LMPA), e depositada sobre a lamina pré-gelatinizada sendo coberta por uma laminula
posteriormente. Apos a confecgdo das laminas, estas foram levadas a geladeira por 20 minutos
até a solidificacdo da agarose. Apos esse tempo, as laminulas foram removidas e as laminas
foram depositadas em solucdo de lise gelada previamente preparada. Decorrida 1 hora, as
laminas foram retiradas da lise e colocadas em aparelho de eletroforese e cobertas com
tampéo alcalino (pH> 13) (300 mMMNaOH e 1 mM solucdo de EDTA), elas permanecem pelo
periodo de 20 minutos em repouso para desnaturacdo do DNA. Apés esse periodo a
eletroforese € realizada (25 v, 300 mA, 20 minutos). Apés a corrida eletroforética, as laminas
foram neutralizadas (0.4 M Tris-HCI, pH 7.5) por 5 minutos com repeticdo de 3 vezes do
processo e secas em temperatura ambiente. Apos este processo sdo fixadas em etanol 100%
por 10 minutos e mantidas sob refrigeracdo até 0 momento da analise. Para a coloracao foi
usado o brometo de etidio e os nucledides foram analisados visualmente (KOBAYASHI et
al., 1995). As laminas foram avaliadas em microscopia de florescéncia (Olympus BX-50) com
aumento de 400x, com filtro de 515- 560 nm e outro filtro com barreira de 590 nm. Foram
analisadas 150 células de cada tratamento/repeticdo, para cada tipo celular, de acordo com a
intensidade da cauda, classificando-as em: 0 - sem danos; 1 - dano pequeno, cauda menor que
o diametro da cabeca; 2 - dano médio, cauda 1 ou 2 vezes maior que o didametro da cabeca; e 3
- dano méximo, cauda maior que 2 vezes o didmetro da cabeca. Foi determinado o escore, isto
é, 0 somatorio da multiplicacdo do nimero de células identificadas em cada classe pelo valor
da classe, sendo que esse resultado varia de 0 (sem danos) a 4 (dano severo). Ndo foram
consideradas células apoptoticas e necréticas (Azqueta et al., 2013; Araldi et al., 2015).

O mesmo protocolo foi utilizado para os dois extratos.

2.7- Andlise estatistica
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Para o teste do microndcleo, foram utilizados teste de ANOVA (one-way analysis of
variance) seguido de t- de students para anélise de dados. J& para o ensaio cometa, os dados
foram analisados utilizando teste (ANOVA), seguidos do teste de Tukey-Kramer para
maltiplas comparac@es, ambos utilizando o software GraphpadPrism® 6 (Versdo 6.01). Os

resultados foram considerados estatisticamente significantes com P < 0,05.

RESULTADOS
Viabilidade celular

A viabilidade celular foi realizada a partir do método de azul de tripan, o qual se
baseia na avalicdo da integridade da membrana plasmatica da célula. Foram testadas para 0s
dois extratos concentracdes variando entre 0,01 e 100 ug/mL as quais foram submetidas as
células PBMC dos doadores. Como controle positivo foi utilizado Triton X-100, o qual
apresentou resultados que validaram o teste. Nenhuma das concentracfes testadas para os dois
extratos apresentaram diferencas estatisticas significativas quando comparadas aos controles
negativos, indicando auséncia de reducdo de viabilidade celular em todos os tempos e

concentragdes testadas.
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Figura 1 Porcentagem de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) apds 24, 48 e 72 h de
exposicéo as diferentes concentragdes do extrato de folhas de R. rosaefolius. Avaliacéo feita pelo teste

de coloragdo com azul de tripan. *Resultado com diferenga estatistica significativa em comparagédo

com o controle negativo (p<0,05).
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Figura 2 Porcentagem de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) apds 24, 48 e 72 h de
exposicdo as diferentes concentragdes do extrato de caule de R. rosaefolius. Avaliacdo feita pelo teste
de coloragdo com azul de tripan. *Resultado com diferenga estatistica significativa em comparagao

com o controle negativo (p<0,05).

Avaliacdo de genotoxicidade e clastogenicidade/aneugenicidade

A Tabela 1 mostra os resultados da avaliacdo da genotoxicidade do extrato de folhas
de R. rosifolius pelo ensaio cometa, enquanto a Tabela 2, mostra os resultados da avalia¢do do
extrato de caule de R. rosifolius. Para o extrato de folhas, ndo foi observado diferenca
significativa em relagdo ao controle negativo em nenhuma das concentragdes. No entanto,
qguanto submetidas ao extrato de caule, os resultados obtidos mostraram um aumento
estatisticamente significativo no nimero total de células com danos no DNA, bem como nos
scores, a partir da concentracdo de 10 pg/mL. Nos nucledides em que se observaram danos na
molécula de DNA, a maioria dos danos foram de classe 1. Como era esperado, o controle
positivo MMS acarretou um aumento significativo de danos ao DNA das células atestando a
sensibilidade do teste do cometa na deteccao de genotoxicidade.

Quanto ao teste do microndcleo, em ambos os extratos foi encontrado, a partir da
concentracdo de 10 pg/mL, um aumento significativo de mutagdes cromossomicas nas células
PBMC, através do aumento de celulas com microndcleos e pontes nucleoplasmaticas e/ou
brotos nucleares (Tabela 3 e Tabela 4). Nos controles positivos MMS dos dois extratos,
também foi observado efeito clastogénico/aneugénico com diferenca estatistica em relacdo ao
controle negativo, comprovando a sensibilidade do teste na deteccdo de aberracOes

cromossémicas.

101



@

unesp

AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

9ULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Botucatu

Tabela 1 Migracdo do DNA (média
genotoxicidade do extrato de folhas de Rubus rosaefolius em células mononucleares do sangue

periférico apds 4 horas de exposi¢do

AVA
VAY

+

PG-BGA

desvio padrdo) no ensaio cometa para avaliacdo da

Tratamentos

Classe dos cometas

Total! 0 1 2 3 Scores
Controle 6.80=3.10 1432310 680319 0.00=0.00 0.00=0.00 6.80=3.10
R. rosaefolins [0.01 866 +463 1413463 766=476 1.00 =1.67 0.00=0.00 066=508
ng/ml]
R.rosaefolins [0.1  183=1383 1482183 183=183 0.00=0.00 0.00=0.00 183=183
ng/mL]
R rosaefolins [1 416=240 1458240 400+219 0.00=0.00 0.00=0.00 433=265
ngmL]
R rosaefolins [10 6.16 =541 1438541 6.00=521 0.00=0.00 1.16=0.40 6.50=580
ng/mL]
R rosaefolins [20  3.66=2.73 1463273 316204 033=051 0.16=040 433=388
ng/ml]
R. rosaefolins [L00  8.60=2.19 1414+210 2402190 020=0.44 0.00=0.00 880=228
ng'mL]
MDMS [45 pM] 1005+ 4050 =4 41* 4533+ 283=075*  133=081* 5500=404*
4.41% 4.36%

MMS = metil metano sulfonato:; One-way analise de variancia (ANOVA), e teste de Dunnett
¢ Tukey: * resultados estatisticamente diferentes em relagdo ao controle: (P<0.05). ! Numero
total de células com danos no DNA (classes 1 +2 + 3).

Tabela 2 Migracdo do DNA (média

genotoxicidade do extrato de caule de Rubus rosifolius em células mononucleares do sangue periférico

apos 4 horas de exposicéo

-+

desvio padrdo) no ensaio cometa para avaliacdo da
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Classe dos cometas

Tratamentos

Total! 1] 1 2 3 Seores

Controle 200126 14718=114 183=116 033051 0162040 116147

R rosoefolius [0.01 pgfmL]  230=137 1415137 200=141 033031 0332031 3162160
R rosaefolius 0.1 pgml]  316=147 1468=147 2332175 066081 016+040 416+204
R rosugfolius [1 pg/mL] 383172 1462=172 350=187  033=081 0332081 416194
R rosagfolius [10pg/ml]  730£301% 14252301 733=27%*  016=040 0002000  7@6+332°
R rosasfolus [0 psml] 66403 14132403 B33=361% 016040 0162040 £,32+380

R rosagfolins [100 pgiml] 966225  1403=225  §R3=18%  033=031  030=08%  1100=357¢

MM [45 pM] 14332265 13572265 1000154 183147 0502034  1717=430°
|

Tabela 3 Frequéncia de células binucleadas com micronucleo (MN), pontes nucleoplasmaticas (PN),
brotos nucleares (BN) e indice de divisdo nuclear (IDN) em linfdcitos de sangue periférico expostos

ao extrato de folhas de R. rosaefolius (experimentos feitos em duplicata para as amostras de sangue de

cada sexo).
Células
binucleadas
Exposicio (28 h) com MN PN BN IDN
Substincia teste Concentracdes (4000 cels.) (2000 céls.)
(ng/mL) Nao. % No. No. (Meédia =DP)
Controle Negativo ] 17 0.42 9 7 1.72£0.03
MMS (Controle Positivo) 150" 206 5158  16° 14 166+003
R. rosaefolius 0.01 16 0.40 4 3 1.70 £ 0.04
0.1 16 0.40 5 2 1.71 £0.05
1 25 0.62 5 5 1.73£0.02
10 28* 0.70* 6 4 167 +0.07
20 27 0.67 9 15 158+002
100 28* 0.70% 33 26" 1.57 £ 0.04

Concentragdo = puM. DP = Desvio padrdo. Controle negativo: Tween 80 a 1%. One-way analise de
variancia (ANOVA), e teste de Dunnett: a Resultado estatisticamente diferente em comparagdo com o
controle negativo: a(p<0,001), b(p<0,01), c(p<0,05).

Tabela 4 Frequéncia de células binucleadas com micronucleo (MN), pontes nucleoplasmaéticas (PN),

brotos nucleares (BN) e indice de divisdo nuclear (IDN) em linfocitos de sangue periférico expostos
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ao extrato de caule de R. rosaefolius (experimentos feitos em duplicata para as amostras de sangue de

cada sexo).
Células
binucleadas
Exposicio (28 h) com MN PN EN IDN
Substincia teste Concentracies (4000 céls.) (2000 céls.)
(ng/mL) No. ] No. No. (Média=DP)
Controle Negativo 0 17 042 4 8 1.83+0.008
MMS (Controle Posttivo) 1502 200% 522%  16%  20¥ 1.81£0.005
R rosasfolius 0.01 13 032 2 1.83£0.01
0.1 15 0.37 2 T 184001
1 23 0.37 7 7 1.85+001
10 27® 0.67* 7 8 1.22 +0.000
20 33%® 0.82* 7 8 1.23 +0.005
100 38* 0.93%  10% 3 1.84 +0.005

& Concentragdo = uM. DP = Desvio padrdo. Controle negativo: Tween 80 a 1%. One-way analise de
variancia (ANOVA), e teste de Dunnett: * Resultado estatisticamente diferente em comparagdo com o
controle negativo (p<0,05).

DISCUSSAO

Os medicamentos fitoterapicos sdo comumente usados em todos 0s ambientes
médicos, tornando essencial sua avaliacdo tanto ao que se refere aos efeitos terapéutico,
guanto aos possiveis efeitos citotoxicos e mutagénicos dessas plantas (Falzon 2017, Colalto
2018). Com base nos dados disponiveis sobre os diversos efeitos terapéuticos exercidos pelos
extratos de partes aéreas da planta Rubus rosifolius (Bagattoli et al. 2016; Mauro et al. 2002;
Petreanu 2017; Petreanu et al. 2015; Souza et al. 2017; Ranbaran et al. 2020), e também com
os efeitos genotdxicos do extrato de folhas de R. rosifolius observados em estudos recentes
realizados em celulas humanas HepG2/C3A(Quadros et al. 2020), este trabalho avaliou
possiveis danos citotoxicos e genotdxicos através de técnicas in vitro causados por extratos de
folhas e de caules de R. rosifolius em células sem enzimas metabolizadoras hepaticas.

A viabilidade celular, realizada a partir do método de azul de tripan, o qual se baseia
na avalicdo da integridade da membrana celular (Panda et al. 2012) apresentou auséncia de

diferencas estatisticas significativas, quando comparados aos controles negativos em todas as
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concentragdes testadas em ambos os extratos estudados. Para o teste, foram utilizadas, para os
dois extratos, concentragdes variando entre 0,01 e 100 pug/mL, as quais foram adicionadas &
cultura celulares contendo células PBMC dos doadores. Como controle positivo foi utilizado
Triton X-100, o qual apresentou resultados que validaram o teste.

Resultados semelhantes foram observados por Quadros et al. (2020) para o extrato de
folhas de R. Rosifolius e por Alves et al. (2014) e Tolentino et al. (2015) que estudaram
extratos de outras duas espécies também do género Rubus. Quadros et al. (2020) reportaram
auséncia de toxicidade celular pelo teste do MTT em células de hepatocarcinoma HepG2/C3A
expostas ao extrato de folhas de R. Rosifolius, bem como resultados semelhantes em outro
trabalno (QUADROS et al., in press), no qual as células HepG2/C3A foram expostas ao
extrato de caule de R. Rosifolius. Ainda em estudos in vitro, Kreander et al. (2006) puderam
observar auséncia de efeitos citotoxicos do extrato de R. idaeus em células de
adenocarcinoma epitelial colorretal humano (Caco-2). Resultado similar foi reportado por
Alves et al. (2014) e Tolentino et al. (2015) em estudos in vivo, por meio da anélise do indice
de proliferacdo de células de camundongos que ingeriram 0s extratos das espécies R.
imperialis e R. Niveus.

O teste do micronucleo foi utilizado para deteccdo do potencial
clastogénico/aneugénico dos extratos de folhas e caule de R. rosifolius FENECH 2000). Ja o
ensaio cometa foi utilizado para que pudesse ser avaliado o potencial genotdxico dos dois
extratos (TICE et al. 2000). No ensaio cometa é possivel se detectar danos ao DNA primarios
gue podem (ou ndo), ser reversiveis; ja no teste do micronucleo, os danos cromossémicos
detectados sdo irreparaveis, podendo-se afirmar que substancias que apresentam resultados
positivos podem ser qualificadas como mutagénicas (VALENTIN-SEVERIN et al. 2003;

Burlinson 2012). Segundo Fenech (2008) as avaliagOes de danos ao DNA fornecem resposta
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importantes em relacdo aos efeitos de substancias, uma vez que o processo mutacional é
crucial no que se diz respeito a carcinogénese.

Os resultados obtidos pelo ensaio cometa neste trabalho mostraram que, para o extrato
de folhas, ndo foram observados efeitos genotoxicos em nenhuma das concentragdes testadas.
No entanto, quando os leucdcitos foram submetidos ao extrato do caule, observou-se um
aumento estatisticamente significativo no ndmero total de células com danos no DNA
(classificados como dano 1), bem como nos scores, a partir da concentragéo de 10 pg/mL.

Quando observado o teste do micronucleo, em ambos os extratos foi encontrado, a
partir da concentragdo de 10 pg/mL, um aumento significativo de alteragbes cromossémicas
nos leucocitos, detectada através do aumento de células com micronicleos e pontes
nucleoplasmaticas e/ou brotos nucleares. O mesmo néo foi observado em células do figado
humano (HepG2/C3A) expostas ao extrato de folhas de R. rosifolius (Quadros et al., 2020).

A diferenca entre os resultados obervados nos trabalhos pode estar relacionado nédo
somente ao tipo celular utilizado, mas também a diferencas quimicas entre os extratos de
caule e folhas.

A caracterizacdo quimica destacou a presenca de niga-ichigosideo, quercetina
glucoronideo, &cido torméntico e 5,7-dihidroxi- 6,8,4'-trimetoxiflavonol como compostos
majoritarios em ambos 0s extratos. Estes mesmos compostos quimicos foram detectados no
extrato de folhas de R. rosifolius por Quadros et al. (2020). Mauro et al. (2002), fazendo uma
caracterizagdo quimica mais geral nos extratos de folhas, caules e raiz de R. rosifolius,
relataram no extrato de caules a presenca de heterosideos antraquindnicos (C-heterosideo),
heterosideos cardioativos (NUcleo esteroidal Lactona DesoxiagUcares), antraquinonas livres,
saponinas, taninos, flavondides, alcaldides e agucares redutores. Os mesmos compostos foram

observados no extrato de folhas, com algumas diferengas na quantidade. Niero e cechinel-
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Filho (2008) reportaram a presenca de stigmasterol, B-sitosterol, B-sitosterol glycoside, &cido
torméntico acid e acido 28-methoxytormentico no extrato de partes aéreas, que mistura folhas
e caules. Ja Pittarello et al. (2019) reportaram a presenca de um raro flavondide no extrato de
folhas de R. rosifolius, denominado 5,7-Dihydroxy-6,8,4’-trimethoxyflavonol.

Mesmo com resultados semelhantes na caracterizagdo quimica, o0s estudos
farmacol6gicos dos dois extratos apresentaram diferencas pontuais, quanto a efeito
antiproliferativo em células de glioma (U251), mama (MCF-7) e rim (786-0) e efeito
gastroprotetor em ensaios de atividade anti- ulcerativas (Petreanu 2017). Portanto, os dados
disponiveis indicam que, apesar da caracterizacdo fitoquimica dos extratos nao ter revelado
grandes diferengas em seus constituintes, os diferentes efeitos farmacoldgicos entre os dois
extratos sugerem que ha diferencas na sua composicdo. Estudos complementares com
diferentes metodologias de caracterizacdo quimica poderiam responder a esta questéo.

Em busca detalhada na literatura, foi possivel encontrar estudos de outras espécies de
plantas do mesmo género que também apresentaram efeitos genotoxicos. Em 2014, Alves et
al. reportaram efeito clastogénico/aneugénico do extrato de partes aéreas de Rubus imperialis
em células da medula éssea de camundongos. J& no ano de 2015, Tolentino et al. puderam
observar efeito clastogénico/aneugénico em células da medula 6ssea de camundongos tratados
com o extrato de partes aéreas de Rubus niveus, na concentracdo alta de 2000 mg/kg.
Considerando os efeitos genotdxicos causados pelos extratos nas linhagens celulares em
guestdo, assim como 0s compostos majoritarios (acido torméntico, niga-ichigosideo e
quercetina glucoronideo) encontrados nos extratos de R. rosifolius (folhas e caules), R.
imperialis e R. niveus (partes aéreas), € possivel que um ou alguns desses componentes
estejam envolvidos com a genotoxicidade observada. Andlises desses compostos

isoladamente poder&o ajudar a esclarecer este ponto.
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Diante das condicGes experimentais desenvolvidas no presente estudo, pode-se
concluir que o extrato de folhas de R. rosaefolius, assim como o extrato de caules de R.
rosifolius apresentaram efeitos genotdxicos e efeitos clastogénico/aneugénicos nas maiores
concentracfes em leucdcitos de sangue periférico humano, confirmando a toxicidade genética
dos extratos de partes aéreas de R. rosifolius, previamente observados em células
metabolizadoras do figado (HepG2/C3A).

Considerando as promissoras propriedades farmacoldgicas dos extratos em questdo,
bem como de alguns dos seus compostos majoritérios ja identificados e estudados no contexto
farmacoldgico, é fundamental a ampliacdo das investigacdes envolvendo a toxicidade celular
e genética dos compostos majoritarios presentes nos extratos das espécies do género Rubus,
que apresentem efeitos farmacoldgicos comprovados. Paralelamente, deve-se divulgar o
perigo do uso de diversos extratos brutos de plantas deste género, em face as diferentes
publicacGes que reportam a ocorréncia de genotoxicidade tanto in vitro, quanto in vivo,
especialmente em concentracdes e/ou doses mais elevadas.
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7- CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados indicaram que os danos genotoxicos do extrato possivelmente foram
responsaveis pelas alteracfes no ciclo celular e pelo aumento de células em apoptose. Diante
das condicbes experimentais do presente estudo, os dados obtidos permitem concluir que os
extratos de folhas e de caules de R. rosifolius apresentam toxicidade celular e genética, tanto
em células com metabolizacdo hepatica ativa (HepG2/C3A), quanto em ceélulas sem
metabolizacdo por enzimas hepaticas (leucécitos humanos).

Considerando as promissoras propriedades farmacoldgicas dos extratos em questéo,
bem como de alguns dos compostos majoritarios ja identificados e estudados no contexto
farmacoldgico, é fundamental a ampliacdo das investigacGes envolvendo a toxicidade celular
e genética desses extratos e seus principais compostos ativos para a compreensao dos
potenciais perigos que pode representar para 0 genoma humano, tanto em ensaios in vitro com
células sem capacidade de metabolizacdo com enzimas hepaticas, como posteriormente em
ensaios in vivo. Enquanto os referidos estudos ndo forem desenvolvidos/concluidos,
recomenda-se cautela no uso de R. rosifolius por seres humanos, frente a toxicidade genética

inicialmente observada
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Risk assessment via genotoxicity, metabolism, apoptosis, and cell growth effects
in a HepG2/C3A cell line upon treatment with Rubus rosifolius (Rosaceae) leaves
extract
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Rubus rosifolius: Sm. (Rosaceas) is a plant traditionally used In Brazil and some other countries to

treat dianhea, stomach diseases, and as an analgesic, antimicrobial, antihypertensive, and as well as :J"ﬂr-”

ather pharm The aim of this study was to examine ic and Ol 20 YK G ST

zy!vtmny: rosacese
10%CiNY; Comet A55ay

oyt

Induction of the CYPIA4 gene (by RT-gPCR assay). However,
meants from 1 pg/mi extract (comet and mécronucleus testl, An increase in the number of cells in
S phase was observed at 100 pg/ml, and an elevation in apoptotic cell number was found for all
tested concentrations (10, 20, or 100 pg/mi) (cell cycle and apoptesis analysis by flow cytometry).
The genotoxicity induced by the extract was the maln cause of the rise in the number of cells
undergoing apoptosis, as indicated by rise in mRNA of CASPZ gene, and elevation of cells in the
S phase of the cell cycle at the higher tested concentrations, 8¢ an attempt to repair genetic damage
that occumed. These observations suggest that, despite its pharmacological potentéal, the use of
R rosifolivs leaves extract may pose a risk to the integrity of the genetic matenal of human cells.

Introduction

Herbal medicines have been used since ancient
times in search of nature's answers to treat human
diseases (Bourhia et al. 2019; Majolo et al. 2020;
Tuttis et al. 2018). The use of oils and infusions
serves as a basis for pharmaceutical research using
isolated or combined plants (Freitas et al. 2020;
Orando et al. 2019; Tarig et al. 2019). Studies
showed that approximately 80% of the population
in developing countries are dependent upon plants
in primary health care, and more than 25% of
prescription drugs worldwide are derived directly
or indirectly from plants, with 11% being on the list
of essential medicines according to the World
Health Organization (Hostettmann and Marston
2002; Newman, Cragg, and Snader 2000). Despite

the widespread use of plants in traditional medi-
cine, and their great potential as a source of new
drugs, comprehensive investigations were not fully
undertaken, since there are approximately 300,000
species of plants on the planet, and only 15% have
been studied phytochemically and 6% pharmacolo-
gically (Cragg and Newman 2013).

The Rubus genus comprises approximately 715
species divided into 12 subgenera which is found
on all continents except Antarctica. These plants
have been cultivated for centuries, mainly for the
consumption of their fruits, but other parts were
also utilized for medicinal purposes due to large
quantities of tannins (Alves et al, 2014; Finn et al,
2008; Patel, Rojas, and Dacke 2004; Tolentino et al.
2015).
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