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RESUMO

Trabalhos demonstraram que derivados da planta Casearia sylvestris protegem o DNA de
danos. Dessa forma, este trabalho visa avaliar por quais mecanismos essa protecdo ocorre. Os
produtos naturais avaliados foram o extrato etandlico das folhas de C. sylvestris e os diterpenos
clerodanicos obtidos deste extrato: casearinas B, D e X e caseargrewiina F. Para a avaliagdo dos
efeitos propostos foram utilizadas como modelo as linhagens celulares HepG2, MRC5, XP4PA e
Hepa 1c1c7. Primeiramente, os produtos naturais foram avaliados com relagdo a sua atividade
citotoxica pelo teste do MTT e ensaio de sobrevivéncia clonogénica nos tempos de 24 e 48 h,
obtendo-se o ICso € 0 ICy. Em seguida, foi realizado o ensaio de genotoxicidade do cometa no
tempo de 24 h utilizando-se incubagado com a enzima FPG nas linhagens HepG2, MRC5 e XP4PA.
Os produtos naturais se mostraram genotdxicos mesmo em pequenas concentragdes. Apds este
ensaio, foi avaliada a antigenotoxicidade dos produtos naturais ja nas concentragbes pouco
genotodxicas e nao citotdxicas por 24 h. Para tanto, as células HepG2 foram expostas ao mutageno
peréxido de hidrogénio (H.O, - 1mM) e pré e pés-tratadas com os produtos naturais. E, as
linhagens MRC5 e XP4PA foram expostas a radiacao ultravioleta C (UVC) e pré e pos-tratadas
com os produtos naturais. Para a linhagem HepG2, o extrato etandlico, as casearinas B e D
apresentaram inibicdo de danos fortes nas maiores concentragcbes testadas. Ja para a linhagem
MRC5 somente a casearina B foi capaz de produzir inibicho moderada na concentracao de 0,04
MM. Adicionalmente, foi verificada a resposta antiapoptética dos produtos naturais pelo método da
anexina-V-FITC/PI nas linhagens submetidas aos mesmos mutagenos do ensaio do cometa,
aplicando-se o protocolo de pés-tratamento com os produtos naturais. Os diterpenos clerodanicos
aumentaram porcentagem de células vivas e diminuiram a porcentagem de células apoptoticas nas
maiores concentragdes para a linhagens HepG2. Na linhagem MRCS5, foi possivel observar o
mesmo efeito antiapoptético somente para a casearina B (0,04 yM). Ja para a linhagem XP4PA
nao foi observada alteracao no perfil de morte celular. Ainda, foi avaliada a atividade antioxidante
ex-vivo através de ensaio com DCFDA (diacetato de diclorfluoresceina) em células HepG2
previamente tratadas com os produtos naturais e em seguida, expostas ao H,O, (1mM). O extrato
etandlico as casearinas B e X e a caseargrewiina F reduziram significativamente a quantidade de
ROS (espécies reativas de oxigénio) quando comparados com o controle de veiculo, entretanto,
nao foram tdo potentes quanto a quercetina, um antioxidante derivado de produto natural. Dentre
os produtos naturais, aquele que foi mais eficaz no ensaio de atividade antioxidante foi a casearina
B. Adicionalmente, foi realizado o ensaio de indugdo da enzima quinona redutase na linhagem
Hepa 1c1c7. Nenhum dos produtos naturais se mostrou capaz de induzir a quinona redutase em
niveis significantes. Pode-se concluir que os produtos naturais apesar de exibirem caracteristica
genotodxica, também sdo capazes de auxiliar na remocado de danos ao DNA, e em baixas

concentracdes foram capazes de reduzir os niveis de ROS gerados pelo H,O,.



ABSTRACT

Studies have shown that Casearia sylvestris derivatives protect DNA from damage. Thus,
the aim of this study was to evaluate the mechanisms through which this protection occurs. The
samples used in this study were the ethanolic extract of C. sylvestris leaves and the clerodane
diterpenes obtained from this extract, including casearins B, D and X, and caseargrewiin F. The
following cell lines were used: HepG2, MRC5, XP4PA and Hepa 1c1c7. First, all samples were
assessed for their cytotoxic activity by using both the MTT assay and the clonogenic survival assay
after 24 and 48 h of exposure, yielding the IC5, and ICy. Afterwards, the genotoxicity of the samples
was assessed within 24 h following incubation with the samples using the FPG enzyme in the cell
lines HepG2, MRC5 and XP4PA. The compounds proved to be genotoxic at all concentrations
tested. Subsequently, the antigenotoxicity of the samples was assessed at concentrations that were
at very low levels of cytotoxic or genotoxic after 24 h. HepG2 cells were exposed to the mutagen
hydrogen peroxide (H>O,, 1 mM) and either pre or post-treated with the samples. Additionally, the
cell lines MRC5 and XP4PA were exposed to ultraviolet C (UVC) and either pre or post-treated with
the compounds. For the ethanolic extract in the HepG2 cell line, the casearins B and D showed
strong inhibition of damage at the highest concentrations tested. In the MRC5 cell line, only
casearin B was able to produce moderate inhibition (at 0.04 mM). Additionally, the anti-apoptotic
response of the samples was assessed by an anexinV-FITC/Pl assay in cell lines that were
exposed to the same mutagens used in the comet assay, followed by post-treatment with the
samples. The clerodane diterpenes, at high concentrations, increased the percentage of live cells
and decreased the percentage of apoptotic cells in HepG2 cells. In MRC5 cells, it was possible to
observe the same anti-apoptotic effect only for casearin B (0.04 mM). In XP4PA cells, no change
was observed in the cell death profile. In addition, antioxidant activity was assessed by using
DCFDA (dichlorofluorescein diacetate) in HepG2 cells pre-treated with the samples and then
exposed to H,O, (1 mM). The ethanolic extract, the casearins B and X, and caseargrewiin F
significantly reduced the amount of ROS when compared with the vehicle control; however, none of
the samples were as potent as quercetin, an antioxidant derived from natural products. Among the
samples, the one that was the most effective as an antioxidant was casearin B. Additionally, the
induction of the quinone reductase enzyme in the Hepa 1c1c7 cell line was assessed; however,
none of the samples significantly induced quinone reductase levels. It can be concluded that,
although the samples are genotoxic, they are also able to assist in the removal of DNA damage,

and, at low concentrations, they are capable of reducing ROS levels produced by H,O,.
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X —casearina X

X g — numero de vezes do valor da gravidade
XP - Xeroderma pigmentosum

XPC — proteina de Xeroderma pigmentosum deficiente no grupo de complementagdo C

XPE — proteina de Xeroderma pigmentosum deficiente no grupo de complementagéo E
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1. INTRODUGAO

Atualmente é notavel a gama de estudos que buscam investigar produtos naturais
isolados de plantas que protejam o DNA de danos, e, adicionalmente, elucidando os
possiveis mecanismos pelos quais estes danos ao DNA sao reduzidos. Desta forma, ha
trabalhos que avaliam a ativacdo de enzimas detoxificadoras como a quinona redutase
(QR) (HOSHINO et al., 2010), atividade antigenotéxica (SKANDRANI et al., 2010) e/ou
antimutagénica (MALINI et al., 2010), atividade antioxidante (MIGUEL et al., 2010),

ativacao de vias de reparo de DNA (DUARTE et al., 2009) entre outras atividades.

1.1. Casearia sylvestris

Casearia sylvestris, Swartz (Salicaceae) (CHASE et al., 2002) é uma arvore ou arbusto
amplamente distribuida no Brasil desde o Amapa até o Rio Grande do Sul, sendo
encontrada tanto no Cerrado, Mata Atlantica e Floresta Amazbdnica. Seu nome popular

mais conhecido € guagatonga (Figura 1). Em terras internacionais € possivel encontrar C.

sylvestris no México e Antilhas (BASILE et al., 1990).

altura; B) Detalhe com maior aproximacgao das folhas.
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Os produtos naturais de C. sylvestris sdo conhecidos por sua atividade
antiinflamatdria, propriedades cicatrizantes e antiulcera (BASILE et al., 1990; BORGES et
al., 2000; SERTIE et al., 2000). Outros estudos comprovaram a atividade citotéxica em
células tumorais (BOLZANI et al., 1995; ORBELIES et al., 2002), atividade antifungica
(ORBELIES et al., 2002), e efeito dislipidémico (SCHOENFELDER et al., 2008).

Adicionalmente, um estudo recente demonstrou que entre diversos extratos avaliados
de C. sylvestris, o extrato hexanico derivado de varios 6rgdos da planta foi o que
apresentou maior carater citotéxico apresentando 1Csy abaixo de 30 ug/mL em células de
leucemia e carcinoma mamario (MESQUITA et al., 2009). Ainda com relacéo a atividade
citotdxica, um estudo utilizando dois derivados de acido galico da C. sylvestris demonstrou
atividade antitumoral e citotdxica in vitro utilizando o modelo de tumor de Erlich em
camundongos e células de cancer de pulmao (SILVA et al., 2009). Derivados do acido
elagico a partir do extrato aquoso de C. sylvestris demonstraram atividade anti-fosfolipase

Az bloqueando alguns efeitos toxicos de venenos de cobra (SILVA et al., 2008).

1.1.2. Diterpenos clerodanicos de C. sylvestris

Substancias isoladas de plantas podem ser responsaveis por atividades bioldgicas
especificas, desta forma, existe um grande interesse no isolamento destes metabdlitos e
na elucidacao de seus efeitos bioldgicos.

Os diterpenos sdo metabdlitos secundarios encontrados na C. sylvestris. Estas
substancias recebem em sua maioria a denominacao de casearinas A-Y (FERREIRA et al.,
2011). Algumas atividades biolégicas das casearinas ja foram estudadas, entre elas pode-
se citar as atividades citotdxica e antifungica (FERREIRA et al., 2011). As casearinas A-R

tiveram sua configuragcédo absoluta determinada, enquanto para as casearinas S-Y apenas
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a configuracao relativa foi confirmada. Este estudo avaliou as casearinas B, D e X e a

caseargrewiina F (Figura 2).

oA

2
/////
1y,

Figura 2: Formula estrutural dos diterpenos clerodanicos obtidos do extrato etandlico de C.
sylvestris utilizados neste trabalho. A) casearina B; B) casearina D; C) casearina X; D)

caseargrewiina F.

Com relagao as casearinas B, D e X, e a caseargrewiina F ha um estudo que
descreve a atividade citotdxica desses produtos naturais e os produtos de degradagao da
casearina X. Tanto a casearina X, como as casearinas D e B sao relatadas pelo mesmo
estudo como um po branco. A atividade citotoxica foi avaliada nas seguintes linhagens
celulares: MOLT-4 (leucemia), MDA-MB-435 (cancer de mama), HCT-8 (cancer de colo),
and SF-295 (glioblastoma), e L-929 (fibroblastos). Dentre essas substancias, a
caseargrewiina F se mostrou a mais citotoxica, apresentando ICso em concentragdo menor

que 0,2 uM para a maioria das linhagens celulares (SANTOS et al.,, 2010). Ainda, um
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estudo atual mostra que a casearina X foi capaz de induzir apoptose em células CEM e
HL-60, derivadas de leucemia (FERREIRA et al., 2010).

Adicionalmente, a caseargrewiina F, foi descrita como um produto natural sdlido,
incolor e amorfo (KANOKMEDHAKUL et al, 2007). O mesmo estudo verificou que a
caseargrewiina F nao foi citotoxica para células de carcinoma epidermal. Entretanto,
apresentou citotoxicidade em células de cancer de mama humano e células tumorais de

pulmao (KANOKMEDHAKUL et al, 2007).

1.1.3. Produtos naturais extraidos de C. sylvestris e seus efeitos no DNA

Mais especificamente com relagao aos efeitos no DNA, ha trabalhos que relataram a
auséncia de atividade genotoxica do extrato etandlico extraido das folhas de C. sylvestris
no DNA das células HTC (hepatoma) e V79 (células pulmonares de hamster chinés)
através método do cometa (MAISTRO et al.,, 2004). Ja o d6leo essencial das folhas
demonstrou auséncia de efeito mutagénico, quando avaliado pelo método de aberragao
cromossOmica em células HTC (SOUSA et al., 2007). Um estudo, utilizando camundongos,
demonstrou que o extrato etandlico de C. sylvestris e um de seus diterpenos clerodanicos
a caseargrewiina F, foram capazes de proteger o DNA contra danos em baixas
concentragbes e apresentaram efeito genotéxico e mutagénico em altas concentragdes
(OLIVEIRA et al., 2009) . Recentemente, outro estudo, que utililizou Tradescantia pallida e
camundongos como modelo, demonstrou que a casearina X, extraida do extrato etandlico
de C. sylvestris, foi capaz de proteger o DNA contra danos provocados pelo extrato isolado
de poluentes obtidos da fuligem oriunda da queima da cana-de-agucar (PRIETO et al.,

2012).
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1.2. Mecanismos de antimutagénese

Segundo Morita et al (1978), os derivados de produtos naturais podem proteger o
DNA de danos atuando como desmutagénicos, ou seja, agindo diretamente nos
mutagenos ou em seus precursores. O principal mecanismo de agao de produtos naturais
com estas caracteristicas € a inativagdo quimica ou enzimatica, ou seja, os produtos
naturais atuam inibindo a ativagcdo metabdlica de pré-mutagenos ou inativando mutagenos
ja ativados através do mecanismo de scavenging.

De forma complementar, Kada (1983) propés que os danos ao DNA podem ser
reduzidos através de produtos naturais que atuam diretamente no processo de replicagéao
ou na ativacado do reparo de DNA, ficando estes produtos naturais conhecidos como
bioantimutagénicos.

Portanto, trabalhos recentes visam elucidar os mecanismos de prevengao a danos
no DNA ocasionado por produtos naturais através da avaliagao atividade antioxidante
(ZEGURA et al., 2011, FRANKIC et al., 2008); ativacdo de enzimas detoxificadoras de fase
I, como & caso da glutationa-S transferase (PETERMANN et al., 2009) ou quinona
redutase (DIETZ et al., 2005); ativagcdo do sistema de reparo de DNA (DUARTE et al.,
2009), ou até mesmo pela analise da expressédo génica global indicando possiveis genes

responsaveis pelo efeito protetor previamente observado (KING et al., 2007).

1.3. Agentes causadores de danos ao DNA e mecanismos de redugao ou remogao

desses danos

O DNA de células vivas pode ser lesado quando exposto a uma variedade de
produtos naturais quimicos e a um pequeno numero de agentes fisicos. A maioria dos

danos sado causados por agentes presentes no meio ambiente (danos ambientais), e
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outros, sdo consequentes da prépria fisiologia celular (danos espontaneos). Muitas vezes,
é dificil distinguir os danos espontaneos dos danos ambientais, existindo a possibilidade de
determinados danos serem classificados como esponténeos pelo fato de seu agente
ambiental ainda nao ter sido identificado. Cada modificacdo na estrutura molecular do
material genético é designada com um dano ao DNA. Sendo que, os agentes desses
danos podem ser classificados em agentes quimicos ou fisicos (FRIEDBERG et al., 2006).
Este estudo enfoca o dano quimico causado por espécies reativas de oxigénio (ROS) e o

dano fisico causado por ultravioleta (UV).

1.3.1. Dano oxidativo ao DNA

Existem inumeras fontes intra e extracelulares de ROS. A maior fonte intracelular de
ROS esta provavelmente associada com a redugdo do oxigénio a agua, durante a
respiracdo mitocondrial. As espécies altamente reativas incluem o radical hidroxila, o anion
superoxido, o peroxido de hidrogénio (H20O2), o oxigénio molecular singlet, assim como o
hipoclorito, o radical de éxido nitrico e o peroxinitrito (CHANCE et al., 1979). Ja as fontes
extracelulares incluem radiagéo (radiagao ionizante e a luz UV - principalmente de 320 a
380 nm), calor, varias drogas e produtos naturais quimicos (FRIEDBERG et al., 2006).

Os radicais livres podem remover elétrons de residuos de macromoléculas
organicas de acordo com a seguinte reagao geral:

RH; + *OH — *RH + H,0

Desta forma, os radicais livres sdo capazes de iniciar uma reacdo em cadeia que
resulta em danos ao DNA a distancias consideraveis da reacéo inicial (SARAN e BORS,
1990). A meia vida e a difusdo dos radicais gerados sao parametros importantes que

podem influenciar no potencial para a geragdo do dano ao DNA. Os radicais peroxil (ROO")
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e alcolxil (RO*) sdao os maiores intermediarios de reagbes em cadeia, enquanto os
peroxidos (ROOH e Hy0;) e residuos hidroxilados (ROH) e carbonilados (HR=O)
normalmente sao produtos finais. O H,O, é provavelmente o mais significante em termos
de difusdo. Apesar do H»O, por si sé ser relativamente inerte, ele pode dar origem a
radicais hidroxila (*OH) em um processo catalisado por ions de metais de transi¢gdo, como
é o caso do Fe?". Esta reacao € conhecida como a reacao de Haber-Weiss ou reagao de
Fenton (COHEN, 1985). Mais especificamente no DNA, a reacdo de Fenton pode ser
representada da forma a seguir:
DNA[Fe?*] + H,0, — DNA[Fe**] + ‘OH + OH"

O ataque ao DNA por ROS gera uma variedade de produtos. Por exemplo, o radical
hidroxila pode agir sobre o DNA originando quebras de simples fita e/ou quebra de dupla
fita, assim como, lesGes nas bases purinicas e pirimidinicas, afetando a integridade do
genoma. A maioria dos produtos de dano oxidativo ao DNA foram identificados como:
timina glicol, 5,6-dihidroxiuracila, 8-hidroxiadenina, 4,6-diamina-5-formamida-pyrimidina, 5-
hidroxicitosina, 5-hidroxiuracila, 8-hidroxiguanina, 2,6-diamina-4-hidroxi-5-formamida-

pirimidina (CROTEAU e BOHR, 1997) (Figura 3).
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pyrimidina
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H H

2,6-diamina-4-hidroxi-5-

8-hidroxiguanina formamida-pirimidina

5,6-dihidroxicitosina 5,6-hidroxiuracila
Figura 3: Exemplos de modificagdes oxidativas encontradas nas bases nitrogenadas de

DNA de mamiferos (CROTEAU e BOHR, 1997).
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1.3.2. Produtos naturais e enzimas com atividade antioxidante

Atualmente, o termo antioxidante vem sendo amplamente popularizado e ganhou
publicidade entre a populagdo como sendo sinénimo de beneficios a saude (HUANG et al.,
2005). Uma definigdo mercadologicamente relevante de antioxidante é: produto natural
sintético ou natural que é adicionado a produtos, a fim de prevenir ou retardar sua
deterioragédo pela agado do oxigénio do ar. Ja em bioquimica e medicina, os antioxidantes
sdo enzimas ou substancias organicas, como a vitamina E e o [B-caroteno, que sao
capazes de combater os efeitos deletérios da oxidagdo em tecidos animais (HUANG et al.,
2005).

A atividade antioxidante esta associada a diminuicido do dano ao DNA, a reducgao da
peroxidagao lipidica e a inibicdo da proliferagcao de células tumorais in vitro. Ainda, pode-se
associar produtos naturais antioxidantes com a diminuigdo epidemioloégica de alguns tipos
de cancer e doengas degenerativas como isquemia cardiaca e catarata (SIES e STHAL,
1995). Essa protecao aos tecidos bioldgicos se da pelo combate as ROS.

Dentre os mecanismos responsaveis pela diminuigdo de ROS pode-se citar: a)
remogao catalitica de ROS por agentes como a catalase, superoxido dismutase,
peroxidase e antioxidantes tiois-especificos; b) ligacdo de proteinas (transferrina,
metalotioneina, haptoglobinas, ceruloplasmina) a ions pré-oxidantes, como os ions de ferro
e cobre; c) protecdo contra danos macromoleculares por proteinas de estresse ou de
choque térmico; d) reducao dos radicais livres por doadores de elétrons como a glutationa
S-transferase, vitamina E (tocoferol), vitamina C (acido ascorbico) bilirrubina e acido urico
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Ha inumeras ferramentas utilizadas para a avaliacdo da atividade antioxidante.
Reacgdes quimicas que avaliam a capacidade antioxidante direta da molécula baseiam-se

em caracteristicas da substancia em ser uma boa sequestradora de elétrons. Dentre as
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principais caracteristicas pode-se citar a presencga de ligagdes duplas conjugadas ou a
presenca de anéis benzénicos poliidroxilados. A capacidade antioxidante de um produto
natural também pode estar relacionada a ativagdo de proteinas celulares que auxiliam na
eliminacdo de ROS. Dessa forma, torna-se necessario avaliar os dois tipos de interacoes
dos produtos naturais, a fim, de verificar se eles apresentam ou nao carater antioxidante.

(HUANG et al., 2005).

1.3.3. Combate as lesoes oxidativas no DNA

O sistema de reparo de DNA ¢é fundamental para a manutengdo da estabilidade
genética e consequentemente para a manutengao da vida. Ainda, a importancia do reparo
do DNA ¢ evidente, visto o enorme investimento feito pelas células em enzimas de reparo
(ALBERTS et al., 2008).

Uma vez que a vida animal depende de oxigénio, sdo gerados constantemente nos
organismos vivos, agentes oxidantes derivados do préprio metabolismo, como por
exemplo, radicais superoxido, perdxido de hidrogénio e etc. Adicionalmente, radicais livres
podem ser gerados frente a diversas patologias como o cancer, doengas cardiovasculares
e etc. Dessa forma, os animais desenvolveram um complexo mecanismo enzimatico
antioxidante. Porém, este mecanismo nao é perfeito, e alguns agentes oxidantes acabam
encontrando uma forma de atingir algumas moléculas dentro das células, entre elas, o
DNA. Ja foi estimado que o genoma humano recebe cerca de 10000 “ataques” oxidativos
por dia, que em sua maioria sdo removidos pelas DNA glicosilases (FRIEDBERG, 1995).

O reparo por excisdo que é iniciado pelas glicosilases € chamado de reparo por
excicdo de bases (BER). Este evento enzimatico inicial durante BER, geralmente origina

outro tipo de dano ao DNA, pois resulta na formacao de sitios abasicos, conhecidos como
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sitios apurinicos ou apirimidinicos (AP). O reparo de sitios AP requer a ocorréncia de
outros eventos bioquimicos a fim de que se complete BER, que é um processo produto

natural de diversas etapas (FRIEDBERG, 1995).

1.3.4. Danos no DNA provocados por radiagcao UV

O espectro de radiagado UV é dividido em trés diferentes bandas de comprimento de
onda: UVA (400 a 315 nm), UVB (315 a 280 nm) e UVC (280 a 100 nm). A radiagao solar
consiste majoritariamente em raios UVA e UVB, uma vez que a camada de ozbnio é capaz
de barrar luz em comprimento de ondas inferiores a 285 nm. Entretanto, alguns estudos
utilizam a luz germicida UVC de comprimento de onda aproximado de 260 nm
(correspondente ao pico de absorcdo da molécula de DNA), uma vez que, lesbes no DNA
idénticas as causadas por UVA e UVB sao induzidas mais eficientemente pela radiagcao
UVC (FRIEDBERG et al., 2006).

Quando o DNA é exposto a radiagbes UV, pirmidinas adjacentes se ligam
covalentemente formando estruturas em forma de anel conhecidas como dimero de
pirimidina ciclobutano (CPD) ou dimero de ciclobutano dipirimidina (LOVE et al., 1986).
Tradicionalmente, os CPDs geram a distor¢do da hélice de DNA obrigando a parada da
replicagdo, como consequéncia, ha uma distorcdo que provoca instabilidade nas pontes de
hidrogénio do DNA e nenhuma base pode ser adicionada nessas condigdes (CHAN et al.,
1985). O DNA irradiado com UV também pode apresentar sitios alcali-labeis na regido de
citosinas (e muito menos frequentemente, timinas), localizadas na extremindade 3’ de
nucleosideos de pirimidina. Essas lesdes sao conhecidas como pirimidina-pirimidona (6,4)
fotoprodutos (6-4 PPs). Esse tipo de dano € altamente prejudicial ao DNA, uma vez que

induz uma forte distor¢do na estrutura de dupla hélice (TAYLOR et al, 1988) (Figura 4).
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Figura 4: Fotolesbes encontradas no DNA ap0és irradiagdo com UV.

1.3.5. Reparo de lesbes ocasionadas por UV - Reparo por excisao de nucleotideos

(NER)

A via de reparo mais comumente ativada em casos de danos induzidos por radiagao
UV é a via de reparo por excisdo de nucleotideos (NER). O evento que define NER ¢é a
excisao do dano de um oligonucleotideo através da quebra da fita lesada no mesmo lado
da lesdo de DNA (FRIEDBERG et al., 2006). As lesbes reparadas por NER s&o aquelas
que basicamente formam aductos de DNA, podendo ser citados CPDs ou o 6,4-PP
provocados por radiagcdo UV, ou entdo os ligagdes cruzadas entre fitas que podem ser
causados tanto por ROS ambientais como endogenos (DRONKERT e KANAAR, 2001;
NOLL et al., 2006).

O sistema NER em mamiferos consiste em duas vias: reparo global do genoma

(GGR) e o reparo acoplado a transcricdo (TCR). O ultimo é especializado em remover
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lesbes da fita de DNA de genes ativos transcricionalmente. Em contraste, o
reconhecimento do dano pelo GGR é dependente da ligacdo de complexos protéicos que
possuem afinidade especifica pelo DNA lesado. Dois produtos dos genes relacionados ao
Xeroderma pigmentosum (XP), XPC e DDB2 (XPE) estao envolvidos no processo inicial de
deteccao do dano pela via de GGR (FRIEDBERG et al., 2006).

De forma geral, esses aductos de DNA causam alguma distor¢édo local ou
deformidade incomum na hélice. Esse tipo de distorgcdo parece ser a primeira alteracao
estrutural reconhecida em células de mamiferos que geralmente requer a ligagédo do
complexo XPC-RAD23B. Este complexo por sua vez, se liga ao DNA lesado em dois
diferentes estagios. O primeiro, ocorre rapidamente através da ligacéo a regides que néo
possuem ligacdo de hidrogénio na dupla fita de DNA por meio de dois dominios que
possuem hairpins em XPC (TREGO e TURCHI, 2006; CAMENISCH et al., 2009), seguidos
de um ancoramento mais forte a uma regido ndo lesada da fita que contém o aducto
(CAMENISCH et al., 2009). A ligagdo de XPC a regiao do DNA simples fita que possui
poucas bases facilita o transporte de TFIIH ao sitio distorcido (ARAUJO et al, 2001).
Posteriormente, o complexo XPC-RAD23B interage fortemente com TFIIH que procura a
menor distancia do sitio lesado para se ancorar juntamente com outras proteinas do
complexo pré-incisdo (SUGASAWA et al., 2009).

Em seguida €& dada continuidade ao o reparo de DNA por NER com excisdo da

regido lesada e polimerizagao da nova fita de DNA reparada (Figura 5).
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Figura 5: Algumas proteinas envolvidas na via de NER. (CLEAVER et al., 2009)

1.4. Apoptose e reparo de DNA

Uma vez que ocorre um dano ao DNA, mecanismos de checkpoint sdo ativados
desencadeando uma resposta celular que proporciona uma pausa no ciclo celular. Em
seguida, dependendo do tipo e da severidade da lesdo ao DNA e do estado fisiolégico da
célula, a resposta celular pode seguir dois caminhos: o primeiro, € a ativagao do sistema
de reparo de DNA, resultando na restauracéo de sua estrutura quimica original. Entretanto,
se os danos ao DNA sdo muito severos, e portanto, ndo sédo reparados, a célula opta por
se auto-eliminar através do processo de morte programada conhecido como apoptose

(MASLOV e VIJG, 2009).
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1.5. Ativagao da enzima quinona redutase

Como ja foi citado anteriormente, produtos naturais conhecidos como
desmutagénicos podem reduzir danos ao DNA através da detoxificagdo dos mutagenos
pela indugdo de enzimas detoxificadoras, como é o caso da enzima quinona redutase. A
reducdo de quinonas eletrofilicas pela QR é uma via de detoxificagdo importante que
converte quinonas a hidroquinonas e reduz a formagao de agentes oxidativos.Os indutores
enzimaticos podem ser classificados em dois tipos: monofuncionais e bifuncionais. Os
indutores bifuncionais aumentam a expressao tanto de enzimas de fase | como de enzimas
de fase Il. Ja os indutores monofuncionais induzem seletivamente enzimas de fase Il que
sdo responsaveis por ativar o elemento de resposta antioxidante (ARE) via inducdo de
Keap1 e Nrf2. Uma vez que enzimas de fase | podem ativar procarcindégenos, é desejavel
que produtos naturais com atividade quimiopreventiva apresentem carater monofuncional,
ou seja, induzam apenas enzimas de fase Il (DINKOVA-KOSTOVA et al., 2002; EGGLER

et al., 2000)

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar os possiveis mecanismos de prote¢cdao aos danos no DNA assim como a

genotoxicidade e citotoxicidade do extrato etandlico e substancias isoladas de C. sylvestris.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar a citotoxicidade dos produtos naturais através do ensaio de MTT e
sobrevivéncia clonogénica nas linhagens HepG2, MRC5 e XP4PA nos tempos de 24 h

e 48 h;



2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
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Avaliar a genotoxicidade dos produtos naturais nas linhagens HepG2 (hepatocarcinoma
humano), MRC5 (fibroblasto de pulmao humano) e XP4PA (fibroblasto humano
deficiente na proteina XPC de NER) no tempo de 24 h;

Avaliar a antigenotoxicidade dos produtos naturais frente ao mutageno peréxido de
hidrogénio na linhagem HepG2 pré e pés-tratada com os produtos naturais durante 24
h;

Avaliar a antigenotoxicidade dos produtos naturais frente ao mutdgeno UVC nas
linhagens MRC5 e XP4PA pré e pés-tratadas com os produtos naturais durante 24 h a
fim de verificar uma possivel atuacdo no mecanismo de NER;

Avaliar a possivel inibicdo da apoptose pelos produtos naturais na linhagem celular
HepG2 exposta ao mutageno perdxido de hidrogénio através do método da anexina-V-
FITC/PI,

Avaliar a possivel inibigdo da apoptose pelos produtos naturais nas linhagens celulares
MRC5 e XP4PA expostas ao mutageno UVC através do método da anexina-V-FITC/PI,
Avaliar a possivel atividade antioxidante através do pré-tratamento com os produtos
naturais de C. sylvestris utilizando o fluroréforo DCFDA em células HepG2 expostas ao
peréxido de hidrogénio;

Avaliar a possivel inducdo da enzima quinona redutase pelos produtos naturais na

linhagem Hepa 1c1c7 (hepatocarcinoma murino).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencgao do extrato etandlico de C. sylvestris

As folhas de C. sylvestris Swartz (Salicaceae) foram coletadas no Parque Estadual

Carlos Botelho (Sao Paulo) e as excicatas de 3 individuos (AGS13, AGS19 e AGS23)
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foram depositadas no herbario estadual "Maria Eneida P. Kaufmann", do Instituto Botanico
de Séo Paulo. As folhas secas de C. sylvestris (20,5 kg) foram extraidas por maceragao
com etanol absoluto (2 x 100.0 L; 40 °C; tempo total de 23 h) e a solugdo obtida foi
submetida a evaporagado sob pressao reduzida e posterior secagem sob fluxo de ar em
dessecador fornecendo o extrato etandlico seco. O extrato etandlico de C. sylvestris assim
como as substancias puras, foram fornecidos pelo Prof. Alberto José Cavalheiro,
Departamento de Quimica Organica, do Instituto de Quimica de Araraquara (UNESP),
juntamente com o Prof. Dr. André Gonzaga dos Santos, Departamento de Principios Ativos

Naturais e Toxicologia, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (UNESP).

3.2. Obtencao dos diterpenos clerodanicos de C. sylvestris

O fracionamento do extrato etandlico foi realizado por extracdo em fase sélida
(EFS), obtendo-se 3 fragdes. O fracionamento da fragdo 2 da EFS, por cromatografia em
coluna, conduziu a obtencgao 41 fragbes, que foram purificadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, resultando nas substancias estudadas: casearina B, casearina D,

caseargrewiina F e casearina X. Detalhes sobre o fracionamento em Santos et al., 2010.

3.3. Solubilizagao dos produtos naturais

Os produtos naturais foram solubilizados em DMSO puro e mantidos a -20°C até o
momento do uso. As concentragcdes das solugdes-mae preparadas foram as seguintes:
extrato etandlico: 116 ug/mL, casearina B: 3,6 mM, casearina D: 18,2 mM, casearina X:
41,0 mM e caseargrewiina F: 4,5 mM. Posteriormente, essas solugdes-mae foram diluidas

em solucao de Hanks (KCI (5,4mM), KH,PO4 (0,4 mM), Na;HPO,4 (0,3 mM), NaHCO3 (4,2
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mM), Glicose (5,6 mM), NaCl (0,1 M)) resultando em outras solu¢gées-mae menos
concentradas, que foram adicionadas ao meio de cultura de células (DMEM) para a
realizacdo dos experimentos. A segunda diluicdo em solugdo de Hanks foi feita a fim de
atenuar a toxicidade do DMSO, uma vez que, se fosse feita outra diluicio em DMSO,
possivelmente teria-se que adiciona-lo em concentragao superior a 1% nas células o que &
sabidamente citotdxico. Adicionalmente, esta segunda diluicdo em Hanks tornou possivel
uma tomada de volume acessivel as micropipetas, sem que houvesse um efeito citotoxico,
genotodxico ou alteracdo da osmolaridade pelo veiculo. Ja que ao final, resultou em um
veiculo contendo no maximo 2% de solugdo de Hanks e 0,05% de DMSO diluidos nos

meios de cultura de células utilizados nesse estudo, DMEM ou a-MEM.
3.4. Cultura de células

As células HepG2 (hepatocarcinoma humano, que possui niveis indutiveis de
enzimas detoxificadoras como a catalase, glutationa S tranferase entre outras.) foram
adquiridas do banco de células do Rio de Janeiro, as linhagens XP4PA (fibroblasto
humano deficiente na proteina XPC do reparo por excisdo de nucleotideos — NER) e
MRCS5 (fibroblasto de pulm&o humano, linhagem selvagem da XP4PA) foram gentilmente
cedidas pelo Prof. Dr. Carlos Frederico Martins Menck — Universidade de Sao Paulo —
Instituto de Ciéncias Biomédicas — Departamento de Microbiologia e a linhagem Hepa
1¢c1c7 (hepatocarcinoma murino que possui niveis indutiveis de quinona redutase) foi
gentilmente cedida pelo Prof. Dr. John M. Pezzuto, Universidade do Havai, EUA. As
linhagens HepG2, XP4PA e MRC5 foram cultivadas em meio de cultura DMEM (Sigma®) e
Hams-F10 (1:1) (Sigma®), j& a linhagem Hepa 1c1c7 foi cultivada em meio a-MEM
(Sigma®), todos suplementados com 10% de soro fetal bovino (v:v) (Cultilab®) e solugéo de

antibidtico antimicético - Sigma® (1000U de penicilina, 100 pg/mL de sulfato de
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streptomicina e 0.25 pg/mL de anfoterecina B), Sulfato de kanamicina - Sigma® (100

pug/mL). As culturas foram mantidas a 37°C em atmosfera de 5% de CO..

3.5. Avaliagao da citotoxicidade
3.5.1. Ensaio do MTT

Esse método foi aplicado a todas as linhagens celulares HepG2, MRCS5 e XP4PA e
foi realizado com o intuito de determinar concentragcdes que matem no maximo 20% das
células, 1Cy. Adicionalmente foram determinados os ICsy dos produtos naturais, a fim de
comparar os resultados com os resultados ja descritos na literatura. Os ensaios de
citotoxicidade foram avaliados em 24 h e 48 h de tratamento para a determinacao,
respectivamente, do efeito concentragao-resposta e tempo-resposta, e dessa forma, foi
estabelecido o protocolo de tratamento das linhagens celulares, com os derivados de C.
sylvestris (extrato etandlico e substancias puras). Foram realizados trés experimentos
independentes em triplicata.

Para um primeiro rastreamento de concentragdes, foram utilizadas diluigbes em
. . - 2 .
escala exponencial que variavam de 102 a 10 MM. A partir dos resultados de

citotoxicidade obtidos nesse ensaio preliminar, foram testados os produtos naturais entre
as faixas citotoxicas e nao citotoxicas. Foram avaliadas no minimo cinco concentracdes
para cada produto natural e quando necessario, foram testadas mais concentracoes,
sendo que as concentragoes testadas para a célula HepG2 foram: extrato etandlico: de 0,3
a 5,0 yg/mL, casearina B: de 0,7 a 10,0 uM, caseargrewiina F (0,8 a 12 ,0uM), casearina D
(0,08 a 10,0 uM), casearina X (0,2 a 28,0 uM). Ja para a célula MRC5, as concentragdes
testadas foram: extrato etandlico (0,3 a 5,0 uyg/mL), caseargrewiina F (0,002 a 1,2 uM),

casearina D (0,2 a 10,4 uM), casearina B (0,02 a 10,0 uM) e casearina X (0,2 a 28,0 uM).
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Na linhagem XP4PA foram testadas as seguintes concentragdes: extrato etandlico (0,04 a
0,6 pug/mL), caseargrewiina F (0,05 a 0,8 yM), casearina D (0,08 a 1,3 yM), casearina B
(0,2 a 2,5 uyM) e casearina X (0,2 a 3,5 uyM). Dessa forma, foram determinadas as
concentragbes maximas nao citotoxicas. Como controle positivo foi empregada
doxorrubicina 27 uM e controle de veiculo 2% de solu¢gdo de Hanks e 0,05% de DMSO
diluidos em DMEM.

Apds o tratamento com os produtos naturais, 0 meio de cultura foi removido e o
protocolo do MTT foi realizado segundo Mosmann (1983). Inicialmente, 5 mg/mL de MTT
(brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]) em PBS foram adicionados em
cada poco da microplaca com 96 pocos, as células na microplaca foram incubadas a 37°C,
ao abrigo da luz durante 3 h para observagdo da presenga dos cristais violetas de
formazana. Para a solubilizagdo dos cristais de formazana, 100 yL de DMSO foram
adicionados a cada poco e a leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em
comprimento de onda de 590 nm, em leitor de placas. A porcentagem de células vivas foi
calculada em relagcdo ao controle negativo, representando a viabilidade de cada
tratamento.

% células vivas = (Absorbancia do teste/Absorbéncia do Controle negativo) x 100

3.5.2. Ensaio de sobrevivéncia clonogénica

Esta técnica foi transmitida através de estagio realizado pela aluna no laboratério do
Prof. Dr. Carlos Frederico Martins Menck (ICB, USP). Foram realizados trés experimentos
independentes nas linhagens HepG2, XP4PA e MRC5 nos tempos de 24 h e 48 h. Como
controle positivo, foi utilizada doxorrubicina 27 uM e controle de veiculo 2% de solucao de
Hanks e 0,05% de DMSO diluidos em DMEM. Neste ensaio, as células foram tratadas ja

com uma concentragdo acima do ICy concentragdo igual ao ICy e uma concentragao
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abaixo do ICyy obtido previamente no teste do MTT. Dessa forma, foram avaliadas no
minimo trés concentragdes para cada produto natural, nos tempos de 24 h e 48 h nas
linhagens celulares XP4PA, MRC5 e HepG2.

Este experimento foi realizado segundo Ballal et al (2009) com algumas
modificagdes. O tratamento das células foi realizado exatamente como foi feito no ensaio
de MTT. Foram plaqueadas 2,5 x 10° células/mL e entdo as células foram tratadas. Apds
os tempos de tratamento, as células foram contadas em camara de Neubauer, a fim de
obter o volume que contivesse 1000 células. Posteriormente esse volume foi adicionado a
placas de 60 mm que continham previamente 4mL de DMEM. As células foram deixadas
para se multiplicarem por 6 dias, permitindo assim que formassem col6nias suficientes
para a analise posterior. Em seguida, as placas foram fixadas com formol 10% por 20 min,
e depois coradas com cristal violeta por mais 20 min. Decorrido esse tempo, as placas
foram enxaguadas em agua corrente e apos secarem, as colénias com mais de 15 células
foram contabilizadas em estereomicroscépio no aumento de 16X. A porcentagem de

coldnias que proliferaram foi calculada da seguinte forma:

Eficiéncia de Plagueamento (EP)= (N colbénias contadas)/(N de colbnias plaqueadas)

% sobrevivéncia = [(N colonias do teste/N de col6nias do Controle negativo) x (EP)]x100

3.6. Ensaio do cometa

Para este teste, as células foram tratadas como descrito posteriormente para os
ensaios de genotoxicidade e antigenotoxicidade. Cada tratamento foi realizado em
triplicata segundo o protocolo previamente estabelecido por Singh et al. (1988). Laminas

limpas pré-tratadas com agarose ponto de fusdo normal, receberam uma mistura de



40

agarose baixo ponto de fusdo (37 °C) juntamente com as células (2,5x10%).
Posteriormente, foi colocado 100uL entre lamina e laminula, apdés a solidificagdo, a
laminula foi retirada da lamina, mergulhando a lamina em solugao de lise (NaCl (2,4 M),
EDTA (100 mM), Tris (10 mM), DMSO (10%) e Triton X-100 (1%)), overnight. Em seguida,
as laminas foram lavadas 3 vezes por 5 minutos com tampao da enzima FPG, e,
posteriormente, incubadas por 30 minutos com a enzima FPG (1:3000 — v:v) em camara
umida a 37°C. Em continuidade, a eletroforese alcalina foi realizada a 4 °C, cobrindo as
ldminas em cuba de eletroforese com tampéo de corrida (NaOH (300 mM), EDTA (1 mM),
pH>13), correndo por 20 minutos, a 25 V. Depois, as laminas foram lavadas em solug¢ao de
neutralizagéo (Tris (0.4 M), pH = 7.5), por fim fixadas em etanol absoluto. As laminas foram
coradas com brometo de etidio e lidas em um microscépio de fluorescéncia com filtro de
516-560 nm, e barreira de 590 nm em aumento total de 400X. Foram capturadas imagens
de 50 nucledides por aliquota de células e analisadas pelo software TriTek CometScore®

versao 1.5. O parametro adotado no presente estudo foi a porcentagem de DNA na cauda.

Os experimentos foram realizados em triplicata e dois experimentos independentes.

3.6.1. Calculo da concentracao do peréxido de hidrogénio

Para os experimentos do cometa, foi utilizado peréxido de hidrogénio (H2O;) da
Merck®, padréo analitico que fica armazenado na geladeira em frasco plastico protegido da
luz. Foi realizado o calculo de sua concentracdo através de leitura espectrofotométrica,
segundo método descrito por Brestel (1985). Primeiramente foi adicionado 11 uL de
perdxido em 4989 uL de agua miliQ, homogeneizados e em seguida foi realizada a leitura
de absorbancia a 230 nm. Para calcular a concentragdo de peréxido foi empregada a

seguinte férmula:
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Concentracgdo = Absorbanciale €230= 80 M'ecm”

€230 = constante para a absorbancia de 230nm

3.6.2. Atividade genotéxica dos produtos naturais de C. sylvestris

Foi realizada a atividade genotdxica dos produtos naturais em concentragbes abaixo
de seu ICsy previamente determinado pelo ensaio do MTT. Primeiramente as células
aderiram durante 24 h em placas de 24 pogos. Em seguida, as solugbes dos produtos
naturais foram diluidas na razdo de 1:2 ou 1:4 (v:v), utilizando-se no minimo 5
concentracdes, sendo que as concentragdes testadas para HepG2 foram de extrato
etandlico: 0,3 a 4,6 ug/mL, substancias puras 0,3 a 4,6 pM. Na linhagem MRCS a
concentragédo de extrato etandlico foi de 0,01 a 2,50 pg/mL, e substéncias puras: 0,01 a
2,50 pM. Por fim, a linhagem XP4PA foi exposta as seguintes concentragdes dos produtos
naturais: extrato etanolico (0,01 a 1,50 pg/mL); substéncias puras (0,01 a 1,50 pM).
Adicionalmente foram realizados: controle negativo (células com DMEM, ou seja, meio de
cultura, usado nas células a fim de verificar a resposta das células em seu estado de
cultivo corriqueiro), controle de veiculo (DMSO 0,05% e Hanks 2% diluidos em DMEM) e
controle positivo, a fim de verificar a resposta genotdxica das células frente a um mutageno
classico (células tratadas com o mutageno e DMEM). No caso da linhagem HepG2 o
mutageno utilizado foi o H,O,- 1mM. Para a linhagem MRCS5 foi utilizado UVC a 26,45 J/m?
para a linhagem XP4PA a dose de UVC foi de 3,59 J/m?.

As concentragdes dos mutagenos utilizados, tanto no ensaio de genotoxicidade
como de antigenotoxicidade, foram previamente padronizadas baseadas na sua
capacidade de induzir significativamente danos genotoxicos através do ensaio do cometa.

Ressaltando que sempre que as células foram irradiadas, as mesmas eram lavadas com
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PBS por duas vezes e, em seguida, cerca de 2 mL de PBS era adicionado para a

realizacao da irradiacao.
3.6.3. Atividade antigenotéxica dos produtos naturais de C. sylvestris

Neste ensaio foi realizado o pré e o pds-tratamento com os produtos naturais frente
aos mutagenos. No caso da linhagem HepG2, o mutageno utilizado foi o H,O2 (1mM) e os
ensaios foram realizados em placas de 24 pocos. Entre cada tratamento, foram realizadas
lavagens das células com solugcéo de Hanks. A linhagem MRCS5 foi irradiada com UVC a
26,45 Jim? e para a linhagem XP4PA a dose de UVC utilizada foi de 3,59 J/m? e estes
ensaios foram realizados em placas de 35 mm de didmetro a fim de obter uma irradiagao
uniforme dos tratamentos. As concentragdes escolhidas para este ensaio foram abaixo do
IC20, previamente obtido nos ensaios de MTT e sobrevivéncia clonogénica; quando os ICy
variavam de um ensaio para o outro, as células foram tratadas na concentracdo do menor
IC2 obtido. Foram avaliadas no minimo 5 concentragbes para cada produto natural.
Portanto, foram testadas as seguintes concentragdes na linhagem HepG2: extrato
etandlico (0,02 a 0,30 pg/mL), substancias puras (0,02 a 0,30 uM); para a linhagem MRC5:
extrato etandlico (0,0002 a 0,04 ug/mL), substancias puras (0,0002 a 0,04 uM) e para a
linhagem XP4PA: extrato etandlico (0,001 a 0,02 ug/mL) e substancias puras (0,001 a 0,02
MM).

Para as linhagens MRC5 e XP4PA foi realizado o ensaio, com e sem a incubagéo,
dos produtos naturais com o pool de enzimas S9 (Moltox®) na concentragcao nao citotéxica
de 0,01 mg de proteina/mL de meio, a fim de verificar se a metabolizacdo dos produtos
naturais influenciava na possivel atividade antigenotoxica. Adicionalmente, foram
realizados: controle negativo (células sem tratamento mantidas em DMEM), controle

positivo (células tratadas com o mutageno e pré ou pés-tratadas com DMEM) e controle de
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veiculo com mutageno (células tratadas com o mutageno e pré ou poés-tratadas com
DMSO 0,05% e Hanks 2% diluidos em DMEM).

Em seguida foram realizados os procedimentos ja descritos para o ensaio do
cometa com utilizagdo da endonuclease especifica para danos oxidativos, FPG (New
England® - 1:3000 — v:v) para a linhagem HepG2, e endonuclease especifica para CPDs,
T4-endonuclease V (gentiimente cedida pelo Prof. Dr. Carlos Frederico Martins Menck —
1:5000 - v:v), no caso de ensaios com as linhagens XP4PA e MRC5. Apés a lise celular,
as laminas foram lavadas com o tampéao especifico de cada enzima (3 lavagens de 5 min),
e, posteriormente, incubadas a 37°C durante 30 min em camara umida.

Adicionalmente, a porcentagem de inibicdo de danos para todas as concentragdes
foi calculada seguindo a formula proposta por Hosseinimehr e Karami (2004), e em
seguida foi classificada como: forte (acima de 60%), moderada (41-60%), fraca (21-40%) e
negligenciavel (0-20%) (CALOMME et al., 1996).

Inibicdo (%) = (1- (Teste/Controle de Veiculo)) x 100

3.7. Ensaio de morte celular — Anexina-V-FITC/PI

Primeiramente, a concentragdo dos mutagenos e o tempo que a célula leva para
entrar em apoptose foram padronizados. O principio do método se baseia no fato de que
em células saudaveis, o fosfolipideo fosfatidilserina esta localizado na face interna da
membrana celular, entretanto, frente a um estimulo de morte celular, este fosfolipideo é
prontamente externalizado. A anexina-V € uma proteina que apresenta elevada atividade
anticoagulante dependente de ions Ca®" e com uma alta afinidade por aminofosfolipideos,
ou seja, alta afinidade pela fosfatidilserina. J&4 o iodeto de propideo (Pl) € prontamente

transportado para o interior das células que estdo em estado avancado de morte, uma vez
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que estas células tem a integridade de sua membrana citoplasmatica prejudicada
(OTSUKI, 2000). Portanto, segundo Otsuki (2000), utilizando-se anexina-V conjugada com
o isotiocianato de fluoresceina (FITC) e o fluoréforo Pl é possivel distinguir os seguintes
tipos celulares: células vivas (baixa concentragdo de anexina-V e baixa concentracédo de
Pl), apoptose precoce (elevada concentragdo de anexina-V e baixa concentragdo de PI),
apoptose tardia/necrose (elevada concentragcdo de anexina-V e elevada concentragéo de
Pl) (Figura 6). Dessa forma, as células foram pdés-tratadas com os produtos naturais nas
condi¢des descritas a seguir.

A densidade celular utilizada neste ensaio foi de 2,5 x 10° células/mL em trés
experimentos independentes. Foram realizados controle negativo (células sem tratamento,
mantidas em DMEM), controle positivo (células tratadas com o mutageno e pos-tratadas
com DMEM) e controle de veiculo com mutageno (células tratadas com o mutageno e pés-
tratadas com DMSO 0,05% e Hanks 2% diluidos em DMEM). Foram avaliadas no minimo
5 concentragdes para este ensaio. A linhagem HepG2 foi submetida ao H20, (1mM) e pds-
tratada com os produtos naturais durante 24 h nas concentragdes: extrato etandlico (0,08 a
0,3 pg/mL) e substancias puras (0,08 a 0,3 uM). Ja a linhagem MRCS5 foi irradiada com
UVC (Vilber-Lourmat®, Alemanha) (26,5 J/m?) e tratada com os produtos naturais por 24 h
nas concentragdes: extrato etandlico (0,003 a 0,04 yg/mL) e substancias puras (0,003 a
0,04 pM). Por fim, a linhagem XP4PA foi irradiada com UVC (3,59 J/m?) e tratada com os
produtos naturais nas concentragbes: extrato etandlico (0,001 a 0,005 pg/mL) e
substancias puras (0,001 a 0,005 uM). O sobrenadante das células foi recolhido em tubos
de centrifuga de 2 mL; em seguida, as células foram lavadas com PBS, que também foi
recolhido, e posteriormente tripsinizadas. Os tubos foram levados para centrifugacao a 200
X g por 3 minutos e o sobrenadante foi removido. Depois, 0 ensaio de apoptose foi

executado utilizando-se o kit de anexina-V-FITC/Pl para deteccdo de apoptose
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(eBioscience®). As células foram ressuspendidas em 190 pL de tamp&o de ligagdo, foram
adicionados 5 pL da solugao de anexinaV-FITC e incubado por 10 min, em seguida foram
adicionados 10 pL da solugédo de Pl e procedeu-se a leitura no aparelho de citometria de

fluxo BD FACSCanto®,

2

w++ " Apotose
- tardia/

Anexina FITC-A

Figura 6: Classificagao dos tipos celulares presentes no ensaio de apoptose por anexina-V-

FITC/PI segundo Otsuki (2000).

3.8. Analise da atividade antioxidante em células HepG2 utilizando DCFDA

Foram plaqueados 100 pyL de suspensdo de HepG2 (5x104 células/mL) em placas
pretas de 96 pocgos, estéreis. Em seguida, as células foram tratadas com os produtos
naturais em trés concentragdes: 0,04; 0,08 e 0,15 yg/mL para o extrato etandlico e 0,04;
0,08 e 0,15 pM para as substéncias puras (casearinas B, D e X e caseargrewiina F),
durante 24 h. As concentracdes dos produtos naturais foram escolhidas baseando-se nos
resultados de citotoxicidade e genotoxicidade previamente obtidos. Ainda, para o
experimento foram feitos os seguintes controles: 1) controle negativo (CN) (células
mantidas em meio de cultura - DMEM); 2) controle de veiculo com mutageno (CVM)
(células tratadas com DMEM acrescido de DMSO 0,05% em Hanks 2%); 3) controle de

quercetina (Q), um antioxidante derivado de produto natural (40 uM) por 24 h. Depois do
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tratamento, os pogos foram lavados com solugdo de Hanks duas vezes. Em seguida foi
adicionada 100 uL de uma solu¢cado de DCFDA a 5 uM também diluida em Hanks e houve
incubacéao por 30 minutos a 37°C protegidos da luz. Posteriormente, adicionou-se peréxido
de hidrogénio 1mM, por 10 minutos, que apds esse tempo foi removido. Os pogos foram
lavados por duas vezes com Hanks e em seguida, adicionou-se 100 uL de Hanks em cada
poco para a leitura em fluorimetro. A leitura foi realizada durante 30 minutos a cada 1
minuto. Os comprimentos de onda (A) utilizados foram: excitagdo: 485 nm, emissao: 528
nm. (Nakajima et al., 2009). Os experimentos foram realizados em ftriplicata sendo trés

independentes.

3.9. Analise da indugao da enzima quinona redutase

O método foi realizado segundo descrito por Prochascka e Santamaria (1988). Para
o ensaio foi utilizada a linhagem Hepa 1c1c7, 200 yL de uma suspensdo celular na
concentracdo de 1x10* células/mL, foram plaqueados em placas de 96 pogos. Vale a pena
ressaltar que, foram realizados trés experimentos independentes, cada um com duas
placas, uma para o ensaio de QR e outra para testar a viabilidade dos produtos naturais
através do ensaio de cristal violeta (cv). As células foram incubadas com os produtos
naturais por 48 h e, em seguida, foi realizado o ensaio de QR. O meio foi removido e foram
adicionados 50 uL da solugao de lise composta por digitonina por 10 min a 37°C e 5% CO;,
em seguida, a placa foi submetida agitacdo por 10 min a 25°C. A QR citosdlica foi
mensurada pela conversao de glicose 6-fosfato+NADP a 6-fosfogluconato+NADPH pela 6-
fosfato desidrogenase. Posteriormente, foi adicionada menadiona que reagiu com NADPH,
formando menadiol+NADP. Esta ultima reacao foi catalisada pela QR e a formagao do

menadiol foi detectada pela redugdo do sal de MTT, o que mensura indiretamente a
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atividade da QR. Depois de 5 min, foi realizada leitura a 595 nm em leitor de placas. Em
paralelo, foi feita uma placa de células tratadas na mesma condigdo do experimento e
posteriormente coradas com solugéo de cv 0,2%, seguidas de adigdo de 5% de SDS em
50% de etanol, por fim foi realizada a leitura a 595 nm em leitor de placas. Dessa forma,
estimou-se a citotoxicidade dos produtos naturais na linhagem Hepa 1c1c7. Foram
realizados o controle branco, o controle de veiculo tratado com DMSO 0,05% e Hanks 2%
em a-MEM e o controle positivo tratado com 6-naftoflavona (0,1 pM) que é um potente
indutor da quinona redutase. As concentracbes dos produtos naturais utilizadas foram
baseadas no ICy obtido na linhagem HepG2, uma vez que a mesma possui caracteristicas
semelhantes a Hepa 1c1c7, para o tempo de 48 h como segue: extrato etandlico (0,04 a
0,70 pg/mL), casearina B (0,04 a 0,61 uM), casearina D (0,01 a 0,21 yM), caseargrewiina F
(0,03 a 0,44 uM) e casearina X (0,006 a 0,09 uM). Em seguida, foi calculado o indice de
redugdo (IR) do menadiol que indiretamente mede a atividade da quinona redutase,
comparando os grupos teste e controle positivo com o controle de veiculo, todos
descontados do controle branco. O produto natural é considerado um bom indutor de
quinona redutase quando seu IR é maior ou igual a 2. A viabilidadee dos produtos naturais
foi obtida através da seguinte formula:

% células vivas = (Absorbancia do teste/Absorbancia do Controle negativo) x 100

4. ANALISE ESTATISTICA

Para os ensaios de citotoxicidade os ICy e IC5o foram calculados através da analise
de regressao das curvas concentragao-resposta, utilizando-se o programa OriginLab® 8.0
Pro (Massachussets, EUA). Ja para o ensaio do cometa, a avaliacdo estatistica foi

realizada através da analise da porcentagem de DNA na cauda. Uma vez que as
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freqUéncias baseadas na cauda do cometa nao apresentam distribuicdo normal (BAUER et
al., 1998), foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn
para comparacao entre os grupos tratados e o controle de veiculo (genotoxicidade) e
veiculo com mutageno (antigenotoxicidade). Para o ensaio de morte celular por anexina-
V/PI e para o ensaio de atividade antioxidante, os grupos tratados foram comparados com
o controle de veiculo com mutageno através do teste One-way ANOVA péds-teste de
Dunnett. Para todos os testes o nivel de significAncia adotado foi de p<0,05. O software
utilizado para a analise estatistica foi o programa GraphPad Prism® 5.0 (California, EUA).
Especificamente para o ensaio de atividade antioxidante, foi plotada a curva da
intensidade de fluorescéncia em funcdo do tempo e a partir dessa curva, calculou-se a
intensidade de fluorescéncia total para cada tratamento através da obtencéo da integral de

cada curva (area sob a curva), utilizando-se o programa OriginLab 8.0.
5. RESULTADOS
5.1. Avaliagao da citotoxicidade pelos ensaios de MTT e sobrevivéncia clonogénica

Na tabela 1 pode-se observar a comparacdo dos ICs obtidos nas diferentes
linhagens celulares no tratamento de 24 h. Verifica-se que todos os produtos naturais
foram menos citotoxicos para a linhagem HepG2 se comparada com as demais linhagens.
Comparando as células XP4PA e MRC5, no geral, os produtos naturais foram mais
citotéxicos para a linhagem XP4PA. Dentre as substancias puras, aquela que se
demonstrou mais citotéxica para a linhagem HepG2 foi a casearina D, (ICso de 4,11 yM).
Ja a caseargrewiina F foi a mais citotéxica para a linhagem MRC5 (ICs0 = 0,15 pM), com
um alto efeito antiproliferativo observado pelo ensaio de sobrevivéncia clonogénica (ICyy =
0,006 pM). Na linhagem XP4PA observou-se maior citotoxicidade na casearina B (ICsg =

0,61 uM) e elevado efeito antiproliferativo na caseargrewiina F (IC2 = 0,005 uM).
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Tabela 1: Comparagao entre as concentragdes inibitorias obtidas no tempo de 24 h para os

produtos naturais derivados de C. sylvestris nas linhagens HepG2, MRC5 e XP4PA.

HepG2 MRC5 XP4PA

MTT SC MTT SC MTT SC

IC2 | ICso | 1C2 | IC2 ICs0 IC2 | I1C2 | ICs0 | IC2

E(pg/mL) | 082 | 92 | 0,82 | 1.29 | 219 | 1,29 | 0,08 | 0,21 | 0,08
B (pM) 2,3 5,93 2,3 0,68 0,78 0,34 | 0,18 | 0,61 0,09
D (uM) 145 | 411 | 145 | 150 | 515 | 1,50 | 0,36 | 1,13 | 0.36
F (uM) 255 | 492 | 255 | 0,09 |[0,0015| 0,006 | 0,18 | 0,90 | 0,005
X (pM) 262 | 505 | 2,62 | 2,45 2,90 1,23 | 0,46 | 3,00 | 0,46

B = casearina B, D = casearina D, E = extrato etandlico, F = caseargrewiina F, X =
casearina X, SC = sobrevivéncia clonogénica

Na tabela 2 tem-se demonstrada a comparagcado dos ICs obtidos nas diferentes

linhagens celulares testadas no tratamento de 48 h. De modo geral, os produtos naturais

foram menos citotdxicos na linhagem HepG2 se comparados com a MRC5 e a XP4PA. O

produto natural mais citotoxico para a linhagem HepG2 entre as substancias puras foi a

casearina X (ICso = 0,81 uM), sendo que o produto natural que apresentou o maior efeito

antiproliferativo avaliado pelo ensaio de sobrevivéncia clonogénica foi a casearina X (ICy =

0,09 uM). Ja na linhagem MRCS5, a caseargrewiina F se mostrou a mais citotoxica (ICsp =

0,06 pM) e a com maior efeito antiproliferativo (IC20 = 0,0015 uM), apresentando resultados

de ICy diferentes entre os experimentos de MTT e sobrevivéncia clonogénica. Ja para a

linhagem XP4PA, a caseargrewiina F foi a mais citotoxica (ICso = 0,77 uM), enquanto que a

casearina B apresentou o maior efeito antiproliferativo (ICz = 0,03 uM).
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Tabela 2: Comparagao entre as concentracgdes inibitérias obtidas no tempo de 48 h para os

produtos naturais derivados de C. sylvestris nas linhagens HepG2, MRC5 e XP4PA

HepG2 MRC5 XP4PA
MTT SC MTT SC MTT SC
IC2 ICs0 IC2 IC2 ICso IC2 IC2 ICs0 IC2
E ( pg/mL) 0,70 1,39 | 0,70 | 0,78 1,09 1,56 0,17 | 0,52 | 0,17
B (pM) 0,61 1,52 | 0,61 0,33 | 0,56 0,17 0,51 1,40 | 0,03
D (pM) 0,21 1,08 0,21 1,17 3,13 1,17 0,52 1,30 0,26
F (uM) 1,76 2,46 0,44 0,03 0,06 | 0,0015| 0,12 0,77 0,12
X (pM) 0,37 0,81 0,09 0,89 1,25 0,06 0,84 0,95 0,84

B = casearina B, D = casearina D, E = extrato etandlico, F = caseargrewiina F, X =

casearina X, SC = sobrevivéncia clonogénica.

5.2. Ensaio de genotoxicidade dos produtos naturais de C. sylvestris

Este experimento foi realizado para avaliar a genotoxicidade dos produtos naturais

em concentragdes inferiores ao ICsp previamente determinado pelo ensaio de MTT, com a

finalidade de posteriormente realizar o ensaio de antigenotoxicidade em concentragdes

nao genotoxicas e pouco citototdxicas (abaixo do ICyy previamente determinado pelos

ensaios de MTT e sobrevivéncia clonogénica). Vale a pena ressaltar que este experimento

foi conduzido utilizando incubacdo com a enzima FPG que auxilia na detecgao de

possiveis danos oxidativos provocados pelos produtos naturais. Portanto, na figura 7 estao

demonstrados os resultados de genotoxicidade nas linhagens HepG2, MRCS5 e XP4PA

tratadas por 24 h com os produtos naturais de C. sylvestris. Pode-se observar que para

todas as linhagens os produtos naturais foram genotoxicos em todas as concentragdes
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testadas, apresentando padrao concentragao-resposta. Ainda, ressalta-se que foram feitos
experimentos com duas concentragdes menores do que as apresentadas nos graficos e
que as mesmas nao foram genotodxicas, entretanto, nao foram plotadas a fim de facilitar a
visualizagado dos resultados. Em geral, o produto natural que se mostrou mais genotoxico
na linhagem HepG2, foi o extrato etandlico seguido da casearina B. Ja para a linhagem
MRCS5, a caseargrewiina F foi a mais genotdxica, e claramente, a casearina X a menos
genotodxica. Na linhagem XP4PA observa-se uma alta genotoxicidade do extrato etandlico
a partir da concentragao de 0,38 ug/mL, sendo que os produtos naturais casearina B e
caseargrewiina F apresentaram elevada genotoxicidade na concentragéo de 1,5 uM. Ao se
fazer uma comparagado entre o potencial genotéxico dos produtos naturais nas maiores
concentragbes testadas para cada linhagem celular, obtem-se os seguintes resultados em
ordem crescente de genotoxicidade: linhagem HepG2 (4,6 uM/ ug/mL): casearina D <
caseargrewiina F < casearina X < casearina B < extrato etandlico. Linhagem MRCS (2,5
MM/ pg/mL) casearina X < casearina B < casearina D < extrato etandlico < caseargrewiina
F. Linhagem XP4PA (1,5 pM/ ug/mL): casearina D < casearina X < caseargrewiina F <

extrato etandlico < casearina B.
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5.3. Ensaio de antigenotoxicidade dos produtos naturais extraidos de C. sylvestris

Os ensaios de antigenotoxicidade foram realizados a fim de verificar a possivel
atividade protetora dos produtos naturais de C. sylvestris frente a mutagenos especificos.
As concentragdes dos produtos naturais de C. sylvestris foram escolhidas a partir dos
resultados de genotoxicidade e citotoxicidade, e foram analisadas concentrag¢des inferiores
aquelas que mostraram baixa resposta genotoxica e citotdxica. Para esse trabalho, foram
utilizados os mutagenos H,O, (HepG2) e UVC (MRC5 e XP4PA). Dessa forma, as células
foram pré e pos-tratadas com os produtos naturais frente aos mutagenos. No caso do
controle positivo foi realizado pré ou pés-tratamento com DMEM frente aos mutageno. Ja o
controle de veiculo tinha por objetivo verificar se a concentragdo maxima veiculo com
mutageno (DMSO 0,05% e Hanks 2% diluidos em DMEM) em que os produtos naturais
estavam diluidos e que foi utilizada no ensaio, ndo interferia na resposta antigenotoxica.
Portanto, para o controle de veiculo as linhagens foram pré ou pés-tratadas com DMSO
0,05% e Hanks 2% diluidos em DMEM frente aos mutagenos. Como controle negativo as
células foram tratadas somente com DMEM que é o meio de cultura de crescimento das
células.

Na figura 8 estdo demonstrados os experimentos de antigenotoxicidade com pré e
pos-tratamento dos produtos naturais de C. sylvestris na linhagem HepG2 frente ao
mutageno H»O2 (1mM), assim como a porcentagem de inibicdo dos produtos naturais
frente aos danos. Pode-se observar um efeito concentracdo-resposta dos produtos
naturais, sendo que os produtos naturais que apresentaram inibigao forte (>60%) foram o
extrato etandlico a partir de 0,08 ug/mL e a casearina D a partir de 0,15 yM, enquanto que
a casearina B apresentou inibicdo moderada (entre 40 e 60%) na concentragao de 0,3 uM.
Ja no pos-tratamento foram observadas inibicao forte pelas casearinas B e D, e moderada

pela casearina X e caseargrewiina F.
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Os experimentos de antigenotoxicidade com as linhagens MRC5 e XP4PA foram

realizados com e sem incubagao dos produtos naturais com o pool de enzimas microssomais S9
para verificar se a metabolizagdo dos mesmos poderia alterar o possivel efeito protetor de danos
ao DNA. Uma vez que a linhagem HepG2 naturalmente expressa enzimas metabolizadoras, o
pool de S9 néo foi utilizado para a mesma.

Nas figuras 9 e 10 estdo demonstrados os experimentos de antigenotoxicidade com pré e
pos-tratamento dos produtos naturais de C. sylvestris na linhagem MRC5 frente ao mutageno
UVC (26,45 J/m?), com e sem a incubagao por S9. De forma geral é possivel notar que n&o houve
diferenca na inibigdo dos danos ao DNA, induzidos pelo UVC, pelos produtos naturais incubados
e nao incubados com S9. O unico produto natural que apresentou inibicdo moderada (entre 40 e
60%) tanto no pré como no pés tratamento sem incubagdo com S9 e no pdés-tratamento com
incubacao com S9 foi a casearina B na concentracdo de 0,04 uM. Os demais produtos naturais
apresentaram inibicao fraca (entre 20 e 40%) ou negligenciavel (de 0 a 20%).

Ja na linhagem XP4PA, (Figuras 11 e 12) o produto natural que apresentou maior inibigéo
frente ao mutageno UVC (3,59 J/m?) foi a caseargrewiina F, sendo que esta foi no maximo fraca
(20%), enquanto que os outros produtos naturais apresentaram inibicdo negligenciavel dos
danos. Ainda, n&o foi observada diferenga significante entre os resultados obtidos com e sem

incubacao com S9.
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Na figura 13 estdo demonstradas imagens dos nucledides obtidos no experimento
do cometa juntamente com a imagem da analise desses nucledides pelo programa Tritek
CometScore®.

Figura 13: Imagem ilustrativa dos nucledides obtidos no ensaio do cometa e de sua analise
pelo programa Tritek CometScore®. A) nucledide obtido do controle positivo de células
HepG2 tratadas com H,O, (1mM) no experimento de antigenotoxicidade. B) Analise de A.
C) nucledide obtido de controle negativo de células MRC5 no experimento de
genotoxicidade. D) Analise de C.

5.4. Ensaio de morte celular - Anexina-V-FITC/PI

Os resultados do ensaio de morte celular avaliados por anexinaV-FITC/Pl estao
demonstrados nas figuras 14 a 16. Este ensaio foi realizado com o objetivo de verificar se
os produtos naturais estavam diminuindo a morte por apoptose induzida pelos mutagenos
UVC nas linhagens MRC5 e XP4PA e H;0, na linhagem HepG2. Para tanto, a
concentracdo dos mutagenos e o tempo em que as células levam para entrar em apoptose
foram padronizados previamente, o que permitiu selecionar tratamentos com os
mutagenos que levassem em sua grande maioria a morte por apoptose e nao por necrose.
Neste caso, a resposta dos mutagenos foi acessada apds um tempo de recuperagao de 24
h, possibilitando utilizar os mutagenos nas mesmas concentracbes do ensaio de
antigenotoxicidade, e, diminuindo assim, consideravelmente a quantidade de células
necroticas. O ensaio de pds-tratamento com os produtos naturais frente aos mutagenos foi
realizado para cada linhagem celular, o que permitiu observar uma possivel resposta a
danos no DNA com ativacdo de vias de reparo de DNA, que quando eficiente, reduz o

numero de células apoptéticas.
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5.6. Ensaio de quinona redutase

A enzima quinona redutase foi avaliada no presente estudo, pois ela € uma enzima
de detoxificacdo que permie verificar se sua ativagado esta associada a prevencado dos
danos de DNA. A tabela 3 mostra os resultados da indugdo de quinona redutase dos
produtos naturais de C. sylvestris nas maiores concentragdes testadas na linhagem Hepa
1c1c7. Como se pode observar, os produtos naturais ndo induziram significativamente a

enzima quinona redutase, uma vez que uma bom indutor de quinona redutase aumenta a

expressao da enzima em no minimo 2 (duas) vezes.

Tabela 3: Ensaio de induc&o da enzima quinona redutase em células Hepa 1c1c7 tratadas

com os produtos naturais de C. sylvestris por 48 h.

Produtos naturais IR+ EP cv (%) * EP
B-naftoflavona (0,1 uM) 2,10 £ 0,05 98,90 + 1,95
Extrato etandlico (0.7 pg/mL) 1,12 + 0,03 95,36 + 5,46
Casearina B (0.61 pM) 1,32+ 0,09 90,74 £ 2,44
Casearina D (0.21 M) 1,47 + 0,39 96,12 + 4,37
Caseargrewiina F (0.09 pM) 1,13 £ 0,01 87,44 + 3,40
Casearina X (0.44 pM) 1,24 + 0,13 93,59 £ 8,70

IR: indice de reducdo da menadiona a menadiol pela enzima quinona redutase; cv (%):
porcentagem de células vivas obtida através do ensaio de cristal violeta, EP = erro padrao,

B-naftoflavona (0,1 uM) = controle positivo.
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6. DISCUSSAO

Trabalhos demonstram que produtos naturais derivados de C. sylvestris protegem o
DNA de ceélulas contra danos causados por diferentes tipos de mutagenos. O dleo
essencial da folha apresentou efeito anticlastogénico frente ao mutageno etil-
metanosulfonato quando avaliado pelo método de aberracdo cromossémica em células de
hepatoma de Rattus novergicus (SOUSA et al., 2007). Ja o extrato etandlico das folhas e o
diterpeno clerodanico obtido desse extrato, caseargrewiina F, apresentaram efeito
antigenotdxico avaliado pelo método do cometa em células sanguineas de camundongos
frente a ciclofosfamida (OLIVEIRA et al., 2009). E, mais recentemente, a casearina X e o
extrato etandlico de C. sylvestris foram eficazes na protecdo de danos ao DNA
ocasionados por poluentes extraidos da fuligem da queima de cana-de-agucar em modelo
de Tradescantia pallida e camundongos (PRIETO et al., 2012). Entretanto, nenhum desses
estudos teve como principio a elucidagdo dos mecanismos envolvidos na protegdao de
danos ao DNA observada. Dessa forma, este trabalho visa enriquecer esses dados,
procurando esclarecer mais a fundo estes mecanismos.

Com a finalidade de estudar os mecanismos de protecdo aos danos no DNA, foi
empregado o método do cometa. No entanto, € recomendado que antes de iniciar um
experimento de protecdo a danos no DNA por qualquer produto natural, sua citotoxicidade
e genotoxicidade sejam avaliadas (ZEIGER, 2007). Dessa forma, foram realizados os
ensaios de citotoxicidade de MTT e sobrevivéncia clonogénica determinando o ICyy dos
produtos naturais e garantindo que eles seriam empregados em concentragbes que nao
fossem prejudiciais a respiragao celular (MTT) e a proliferagdo celular (sobrevivéncia

clonogénica).
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Dos resultados de citotoxicidade, pode-se observar que, entre as linhagens, a que
apresentou menor citotoxicidade foi a linhagem HepG2, esse fato pode ser explicado por
uma possivel detoxificacdo enzimatica dos produtos naturais, uma vez que esta linhagem
celular é a unica descrita como metabolizadora entre as trés linhagens observadas.

Ainda, observando a citotoxicidade em cada linhagem especifica, avaliada pelo
ensaio do MTT (Tabelas 1 e 2), nota-se que para a linhagem HepG2 a substancia que
apresentou maior citotoxicidade foi a casearina D para 24 h e 48 h, enquanto a
caseargrewiina F mostrou-se altamente citotdxica tanto para MRC5 (ICsp= 0,15 pM, 24 h)
como para XP4PA (ICso= 0,90 uM, 24 h). Um recente estudo avaliou a citotoxicidade
desses produtos naturais em diferentes células com tratamento de 24 h também pelo
método do MTT, obtendo de forma semelhante uma alta citotoxicidade da caseargrewiina
F quando comparada com as demais substancias estudadas apresentando IC50< 0,2 uM. A
partir desses resultados de citotoxicidade observa-se que as casearinas testadas exibiram
uma seletividade citotéxica dependendo do tipo celular, o que também foi observado no
estudo de Santos et al., 2010. Entretanto, o estudo demonstrou uma citotoxicidade menor
dos produtos naturais para a linhagem de fibroblastos L929, ja em nosso estudo, a menor
citotoxicidade no geral foi observada na linhagem HepG2 como ja citado anteriormente
(SANTOS et al., 2010).

Quando a citotoxicidade foi avaliada com relagdo ao efeito tempo-resposta (Tabelas
1 e 2), principalmente nas células XP4PA, o extrato etandlico (ICso= 0,21 ug/mL; 24h e
ICs50= 0,52 pg/mL; 48 h), casearina B (ICs0= 0,61 uM; 24h e ICs= 1,40 pM; 48 h) e a
casearina D (ICs0= 0,9 uM; 24h e ICs0= 1,30 uM; 48 h) foram menos citotoxicos em 48 h do
que em 24 h, e, portanto, a citotoxicidade nao foi tempo-resposta. Um estudo que verificou
a citotoxicidade do fungicida denominado folpet descreveu um padrao resposta de 1-4 h de

tratamento, entretanto, o produto apresentou citotoxicidade similar entre os tempos entre
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4h e 48 h de tratamento. Os autores se baseiam na hip6tese de que o produto natural pode
ser degradado e formar um derivado menos toxico para a célula (CANAL-RAFFIN et al.,
2008), e, de fato, este poderia ser um dos fatores que pode ter influenciado nossos
achados. Complementarmente, de forma interessante, Santos et al. (2010), relatam que
produtos naturais como as casearinas, podem se degradar e formar derivados com fungao
dialdeido que ja foram descritos como nao citotdéxicos para diferentes linhagens celulares.
No caso deste estudo, pode ser que, de fato, esses produtos naturais tenham sofrido
alguma degradacdo com o tempo de exposicédo e, que este produto de degradagado néo
afete de forma tdo acentuada a linhagem XP4PA, enquanto que as outras linhagens nao
apresentam as mesmas caracteristicas.

Com relagdo ao ensaio de sobrevivéncia clonogénica (Tabelas 1 e 2) foi possivel
observar que os produtos naturais caseargrewiina F, casearina X e casearina B
apresentaram atividade anti-proliferativa mesmo nas concentragdes onde se observou alta
viabilidade celular, avaliada pelo método do MTT. Destaca-se que a caseargrewiina F foi a
mais anti-proliferativa dos trés produtos naturais citados acima, por apresentar nas
linhagens MRC5 e XP4PA (tratadas por 24h), taxa anti-proliferativa de aproximadamente
0,005 pM. Uma explicagao plausivel para esses resultados é que enquanto o ensaio do
MTT avalia a viabilidade através da atividade mitocondrial (MOSMANN, 1983), o ensaio de
sobrevivéncia clonogénica avalia a capacidade de divisao celular (BANASIAK et al., 1999).
Quando é obtida uma alta taxa de viabilidade, entretanto a sobrevivéncia clonogénica é
baixa, pode-se assumir que a célula ainda possui atividade mitocondrial durante 24 h ou 48
h, mas passado um tempo, que neste estudo foi de 6 dias apds o tratamento, poderia
haver algum dano na maquinaria de divisdo celular. Ainda, sabe-se que dois fatores
principais sao importantes para a parada da divisdo celular. O primeiro seria a lesdo do

citoesqueleto como descrito para produtos naturais derivados de espiroquetas, que tiveram
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atividade citotoxica em células derivadas de carcinoma mamario (MDA-MB-231) por
atuarem de forma lesiva para o citoesqueleto das células (BARUN et al., 2005). Outra
forma de prejudicar a divisédo celular é fazer com que a mesma néao entre na fase de mitose
(fase M) e de alguma maneira, haja uma parada da célula na fase G2 do ciclo celular. De
fato, ha estudos que comprovam que a atividade anti-proliferativa de alguns produtos
naturais, como € o caso da quercetina, esta relacionada com esse mecanismo de acao
devido a capacidade desse produto natural em diminuir a expressao de ciclina B (LEE et
al., 2006).

Ainda com relagéo a citotoxicidade ressalta-se que o extrato etandlico muitas vezes
demonstrou capacidade de induzir a proliferacédo celular em todas as linhagens,
apresentando porcentagem de sobrevivéncia maior do que a viabilidade obtida no MTT nas
mesmas concentragdes (Tabelas1 e 2). Isso ocorre porque a célula também pode ter sua a
atividade mitocondrial lesada por algum tempo, e em seguida, recuperar essa atividade e
consequentemente as células voltarem a se multiplicar. Dessa forma, o MTT demonstra
muitas vezes ser ineficaz em avaliar a capacidade citostatica de produtos naturais (HATOK
et al., 2009).

Segundo proposto por Tice et al. (2000), a genotoxicidade deve ser avaliada abaixo
do 1Cyo. Porém, foi observado ao utilizar a enzima FPG no ensaio de genotoxicidade, que
concentragbes que nao tinham se mostrado citotdxicas, apresentaram genotoxicidade
(Figura 7). Dessa forma, os produtos naturais de C. sylvestris por si s6 causam danos
oxidativos ao DNA com um perfil de concentragao-resposta como pode ser observado na
figura 7. Apesar deste mecanismo nao ter sido elucidado para as moléculas desse estudo,
Carvalho et al (1998) demonstraram que diterpenos clerodanicos de C. sylvestris,
conhecidos por casearinas S e T causavam acetilagdo da molécula de DNA, quando

avaliados pelo método de deteccdao de danos ao DNA em células mutantes de
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Saccharomyces cerevisiae. Portanto, esta interagdo das moléculas de casearinas com o
DNA pode estar associada ao efeito genotdéxico observado nesse estudo. Ainda,
especificamente com relagédo a casearina X, Ferreira et al (2010) descrevem que o produto
natural apresenta elevada toxicidade celular em linhagens de leucemia em concentragdes
acima de 3 pM, sugerindo um elevado numero de células em apoptose tardia, o que eleva
a fragmentacdo do DNA. Com base nos resultados demonstrados na figura 7, nota-se que
de fato, ha um aumento consideravel nos danos de DNA em concentracdes acima de 3 uM
para a casearina X.

Nos experimentos de antigenotoxicidade foram utilizados os mutagenos H»O;
(HepG2), e UVC (MRC5 e XP4PA), dessa forma, foi avaliada a protegdo a danos
oxidativos e fotolesdes. Devido aos resultados de genotoxicidade, neste trabalho foram
expostos os resultados em concentragdes de baixa ou nula genotoxicidade e citotoxicidade
como recomendado por Tice et al. (2000).

Com relacdo aos experimentos com a linhagem HepG2, foi possivel observar
protecao forte aos danos oxidativos induzidos no DNA através do método do cometa no
pré-tratamento com extrato etandlico e casearnina D nas maiores concentragoes, e, pos-
tratamento com as casearinas B e D também nas maiores concentracbes. Para os
experimentos realizados com as linhagens MRC5 e XP4PA o obijetivo foi avaliar a possivel
ativacdo de NER pelos produtos naturais. Portanto, a linhagem MRC5 é totalmente
proficiente em NER e a XP4PA é defectiva na proteina XPC responsavel por reconhecer
as fotolesbes, possibilitando avaliar se a resposta protetora esta relacionada com a
maquinaria molecular de NER. Nos experimentos de antigenotoxicidade com a linhagem
MRCS5 foi observada no maximo inibicdo moderada pela casearina B enquanto que, na

linhagem XP4PA a protecéao foi fraca e, na maioria das vezes, negligenciavel. Ainda, nao
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se observou diferenga significante na resposta dos produtos naturais com e sem
metabolizag¢ao pelo pool de enzimas S9.

Quando analisados em conjunto, os dados de genotoxicidade a antigenotoxicidade
demonstram-se interessantes e corroboram com resultados prévios obtidos em modelo
animal para produtos naturais de C. sylvestris, em que foi possivel observar no ensaio do
cometa concomitantemente uma resposta genotdéxica e atividade antigenotdxica
significativas (OLIVEIRA et al., 2009). Adicionalmente, outros estudos descrevem o mesmo
perfil para produtos naturais derivados de produtos naturais (MIYAJI et al., 2004).
Especificamente com relacdo aos derivados de C. sylvestris o fato de uma possivel
acetilacao do DNA que gera uma resposta genotdxica, pode também ser responsavel pela
acetilacao de histonas. A acetilagdo das histonas faz com que as mesmas se desliguem do
DNA resultando em um relaxamento da molécula, dessa forma, o DNA se torna mais
acessivel a maquinaria transcricional (STERNER e BERGER, 2000). De fato, a acetilagédo
de histonas mostra-se um mecanismo importante, uma vez que faz parte do processo que
precede o reparo de DNA, ocorrendo inclusive, frente a danos provocados por UV
(RAMANATHAN e SMERDON, 1986). Portanto, possibilitando a correcdo das lesdes tanto
pelo mecanismo de reparo de DNA, como pela transcrigdo de enzimas detoxificadoras em
resposta aos danos induzidos (LI et al., 2007), e ndo necessariamente aumentando a
expressado dessas proteinas. Isso sugere porque neste trabalho, para alguns produtos
naturais foi observada tanto resposta desmutagénica como bioantimutagénica,
independente do dano gerado (oxidativo ou fotolesao). Ainda, justifica porque no modelo
animal, segundo Oliveira et al (2009), observaram protecdo aos danos induzidos pela
ciclofosfamida e Prieto et al (2012) observaram protecao frente aos danos causados por
derivados de poluentes da queima da cana-de-agucar. Essa hipdtese, também ajuda a

elucidar porque na linhagem XP4PA (defectiva em XPC) foi observada uma resposta
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antigenotoxica significativamente menor com relagéo a linhagem MRC5. Pois na XP4PA
mesmo facilitando o acesso de proteinas ao DNA, a principal resposta celular aos danos
induzidos por UVC estava prejudicada.

Produtos naturais com esse tipo de perfil sdo conhecidos na literatura como
produtos naturais de Janus, uma meng¢ao ao deus romano Janus que possuia uma cabeca
com duas faces voltadas para diregdes opostas, fazendo uma analogia a dualidade do
perfil ao mesmo tempo genotdxico e antigenotoxico (ZEIGER, 2007).

Com relagao aos experimentos de apoptose, para a linhagem HepG2 (Figura 14) foi
observado um aumento significativo do numero de células vivas com concomitante
reducdo do numero de células apoptdticas pelos diterpenos clerodanicos na maior
concentragéo (0,3 uM). Ainda na linhagem MRC5 (Figura 15), a casearina B apresentou o
mesmo perfil citado anteriormente na concentragdo de 0,04 uM. Entretanto, na linhagem
XP4PA (Figura 16) ndo foram observadas alteragbes significativas no perfil de morte
celular ocasionado pelo UV quando realizado o pds-tratamento com os produtos naturais.
Quando sdo observados os resultados de apoptose juntamente com os resultados de
antigenotoxicidade, nota-se que a reducdo das células apoptoticas e o aumento das
células vivas ocorreu com os produtos naturais que apresentaram inibicdo de danos de
moderada a forte, ou seja, acima de 40%. Essa reversdo da morte por apoptose observada
nas linhagens HepG2 e MRC5 pode ser um indicativo da atuacéo eficaz do sistema de
reparo, pois, quando os danos ao DNA nao sao reparados, a célula opta por se auto-
eliminar através do processo apoptose (MASLOV e VIJG, 2009). Uma vez corrigidos esses
danos, menos células morrem por apoptose e ha um consequente aumento do numero de
células vivas como observado nos resultados obtidos.

Com relacao ao ensaio de atividade antioxidante, observa-se que o unico produto

natural que ndao demonstrou inibir significativamente as ROS geradas pelo H,O, foi a
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casearina D (Figura 19). Ainda, dentre os outros produtos naturais, o0 que demonstrou ter
um efeito mais acentuado na reducdo das ROS foi a casearina B na maior concentragao
testada de 0,15 uM (Figura 18). Entretanto, os produtos naturais ndo chegaram a reduzir a
quantidade de ROS de forma tdo acentuada como a quercetina. Outra caracteristica
interessante € que a quercetina é consideravelmente menos citotdxica que os diterpenos
clerodanicos empregados neste estudo, uma vez que foi possivel utiliza-la na
concentracado de 40 uM sem afetar a viabilidade celular, enquanto que os produtos naturais
de C. sylvestris necessariamente tiveram que ser utilizados em doses até 500 vezes
menos concentradas (0,08 uM) devido a citotoxicidade. Especificamente com relagdo aos
diterpenos clerodanicos, Dhanasekaran et al (2009) descrevem a capacidade dessas
moléculas em induzir enzimas com atividade antioxidante como a superoxido desmutase e
a catalase in vivo.

Entretanto, neste trabalho, dificlmente a reducdo observada na quantidade de
danos ao DNA ocasionado pela geracédo de ROS esta totalmente ligada a indugéo de
enzimas detoxificadoras, uma vez que a resposta observada pelos produtos naturais foi
consideravelmente baixa no experimento de atividade antioxidante. Em comparacdo com
os resultados de atividade antigenotdxica e antiapoptotica, os resultados de atividade
antioxidante nas células HepG2 reafirmam a hipotese de que os produtos naturais de C.
sylvestris ndo atuam em uma via especifica de prote¢cdo aos danos causados no DNA.
Esses resultados podem indicar que os produtos naturais exercem papel de auxiliar,
melhorando a eficacia da resposta ao dano no DNA.

Quando se analisa os resultados da casearina D, por exemplo, a mesma mostrou-se
eficaz em reduzir os danos no DNA provocados pelo H,O, através do ensaio do cometa, e
apresentou atividade antiapoptotica, entretanto, ndo apresentou atividade antioxidante.

Dessa forma, esse produto natural de fato, atuou no auxilio da resposta ao dano através
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do aumento da eficacia do sistema de reparo de DNA e né&o pela indugdo de enzimas
detoxificadoras.

Por fim, vale a pena ressaltar que para este estudo nao foi possivel fazer uma
correlacao estrutura-atividade entre os produtos naturais. Além de terem sido avalidas
apenas 4 substancias puras, as mesmas nao apresentaram um padrao constante de

atividade bioldgica.

7. CONCLUSOES

1) Os resultados de citotoxicidade demonstram que os derivados de C. sylvestris séo
tem efeito negativo sobre a respiracdo celular (ensaio de MTT) e efeito antiproliferativo
(sobrevivéncia clonogénica) em altas concentragdes. Tendo apresentado em geral menor
efeito citotoxico na linhagem metabolizadora HepG2

2) Os produtos naturais de C. sylvestris demonstraram genotoxicidade em
concentragdes elevadas no tempo de 24 h através do ensaio do cometa utilizando a
enzima FPG;

3) Os produtos naturais de C. sylvestris que demonstraram-se capazes de proteger o
DNA contra danos induzidos pelo H,O- e pelo UVC. Concomitantemente, observou-se para
alguns compostos a redugdo do numero de células apoptoticas, indicando uma atuagao
efetiva do sistema de reparo de DNA.

4) Nao houve influéncia da metabolizacdo dos produtos naturais na resposta ao dano

de DNA causado pelo UVC.
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5) Com excecdo da casearina D, os produtos naturais apresentaram atividade
antioxidante frente ao H,O; na linhagem HepG2. Porém ndao com a mesma poténcia do
antioxidante classico quercetina.

6) Os produtos naturais ndo foram capazes de induzir a enzima quinona redutase

significativamente.

7) Em linhas gerais foi possivel concluir que os derivados de C. sylvestris empregados
neste trabalho foram capazes de induzir o sistema de reparo de DNA e de atuar como

antioxidantes para proteger o DNA contra os danos induzidos pelo H,O, e pelo UVC.
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RESUMO

O cancer de pulmao é o tipo de cancer que mais mata no mundo, sendo o consumo
de cigarro o principal responsavel pelo desenvolvimento da doenga. Dessa forma, este
projeto teve como objetivo entrar em contato com técnicas atuais de avaliacédo da
quimioprevencgao dos efeitos deletérios provocados pela fumacga de cigarro. Primeiramente,
realizou-se a determinagao de adutos de DNA e 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-oxo-dGuo)
em pulmao de camundongos Swiss expostos a fumacga de cigarro. Essa determinagao foi
feita através de marcacdo das lesdes especificas com *’P e posterior quantificacdo das
mesmas. Em seguida, realizou-se um projeto com a finalidade de observar a eficacia do
liberacdo de farmacos por nanoparticulas lipidicas catidnicas de trés quimiopreventivos
classicos: NAC, PEITC e resveratrol. Para tanto, utilizou-se a linhagem celular H727,
aplicando protocolo de quimioprevencdo com pré-tratamento pelos quimiopreventivos
sozinhos ou associados as nanoparticulas por 24 h e em seguida tratados com o
condensado da fumaga de cigarro (CS) por 48 horas. A determinacdo dos efeitos
quimiopreventivos foi feita através dos ensaios do cometa (danos ao DNA) e anexina-V/7-
AD (apoptose). Por fim, verificou-se a possivel influéncia do CS em células H727 na
expressdo da enzima DICER, processadora de microRNAs (miRNAs), através de gPCR.
Observou-se que a fumaca de cigarro exerceu um efeito dose-resposta tanto na formagéao
de adutos como de 8-oxo-dGuo no DNA do pulm&o de camundongos Swiss, possibilitando
0 uso desses bioindicadores em trabalhos futuros. Ja as nanoparticulas foram eficazes em
realizar o liberacdo de farmacos dos quimiopreventivos quimiopreventivos influenciando
diretamente na resposta dos mesmos em termos de genotoxicidade, antigenotoxicidade e
morte celular. Finalmente, o gene DICER sofreu influéncia direta do CS tendo sua

expressao diminuida frente a esse produto natural.
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1. INTRODUGAO
1.1. Cancer de pulmao e o fumo de derivados do tabaco

O cancer de pulmao é a principal causa de morte por cancer no mundo todo. O
Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (EUA) projetou 160,340 mortes no pais
por cancer de pulmao em 2012 (NCI, 2012). E, a estimativa de novos casos de cancer de
pulméao no Brasil para 2012 & de 27.320, sendo 17.210 homens e 10.110, mulheres; ainda,
os numeros de mortes por este tipo cancer foi de 21.069, sendo 13.293 homens e 7.776
mulheres em 2009 (INCA, 2012). Apesar do numero de fumantes estar diminuindo ao
longo do tempo (Figura 1), os dados apresentados continuam alarmantes, sendo que, o
numero de vitimas mulheres vem aumentando, o que certamente, esta relacionado com o

aumento do consumo de tabaco pelo sexo feminino ao longo dos anos (NCI, 2005)
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Figura 1: Epidemiologia do cancer de pulm&o com relacdo ao consumo de cigarros nos

EUA de 1900 a 2000 (NCI, 2005)
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Mais especificamente, o habito de fumar é o fator de risco principal para o
desenvolvimento de cancer de pulmao (U.S. Department of Health and Human Services,
2004 e IARC, 2004). Ainda, o instituto nacional do cancer do Brasil (INCA) cita que 90%
dos casos de cancer de pulmao estdo relacionados com o fumo de derivados de tabaco
(INCA, 2012). Sabe-se que o fumo do tabaco € uma mistura composta por mais de 7000
quimiopreventivos quimicos (IARC, 2004 e U.S. Department of Health and Human
Services, 2010), a maioria deles, toxicos. Adicionalmente, dados mostram que pessoas
que fumam sao de 15 a 30 vezes mais propensas a desenvolver cancer de pulméo ou até
mesmo morrer por cancer de pulmao do que aquelas pessoas que nao fumam. De fato,
estudos mostram que quanto mais tempo se fuma, maior a chance de desenvolver cancer
de pulm&o (ALBERG et al., 2007; U.S. Department of Health and Human Services, 2004 e
IARC, 2004).

Sem duvida, a melhor forma de evitar o desenvolvimento de cancer de pulmao
decorrente do fumo de tabaco é parar de fumar. Entretanto, uma alternativa para aqueles

que ainda fumam, seria a aplicagao de estratégias quimiopreventivas.

1.2. Mecanismos de quimioprevengao

Sabe-se que o cancer é resultado de um processo de multiplas etapas, incluindo
mecanismos de carcinogénese que envolvem tanto mutagenicidade, morte celular e
mecanismos epigenéticos, durante trés estagios distintos, porém muito proximos: iniciagao,
promogao e progressao. Uma vez que reduzir a iniciagdo ao nivel zero € praticamente
impossivel, a intervengdo mais efetiva seria eliminar as células pré-malignas, antes que as
mesmas se tornem malignas, aplicando estratégias de quimioprevencao (TROSKO, 2005).

Os mecanismos por tras da quimioprevencao incluem a inducédo da parada do ciclo

celular, inducdo da apoptose ou inibicdo da transducédo de sinais que levam a mitose.
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Ainda, os agentes quimiopreventivos dever ser capazes de diminuir o dano genotoxico,
regular a resposta a danos oxidativos e outras formas de stress celular. Adicionalmente,
mecanismos epigenéticos de carcinogénse como a metilagdo do DNA, modificagbes nas
histonas e regulagcédo pos-transcricional por microRNAs podem estar diretamente ligados a
quimioprevencgao do cancer (KARIKAS, 2010).

Existem evidéncias epidemiolégicas e experimentais que mostram que
quimiopreventivos quimicos sejam eles sintéticos ou naturais podem inibir de forma
positiva o processo de carcinogénese (KARIKAS, 2010), o que torna interessante avaliar o
efeito de alguns desses quimiopreventivos frente aos efeitos deletérios provocados pelo

fumo de cigarro.

1.3. Quimiopreventivos quimiopreventivos

Muitos quimiopreventivos vém sendo estudados como potenciais agentes
quimiopreventivos. Este estudo se focou em trés quimiopreventivos que ja tem atividades
quimiopreventoras descritas na literatura, e que, portanto, podem se mostrar potenciais
agentes quimiopreventores frente aos danos causados pela fumaga de cigarro. Estas
substancias sao: N-acetilcisteina (NAC), Resveratrol (RES) e o Feniletil-isotiocianato
(PEITC) (Figura 2).

Figura 2: Formula estrutural das substancias utilizadas neste estudo. A) NAC. B) PEITC. C)

Resveratrol.
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Um estudo recente verificou a atividade quimiopreventiva da N-acetilcisteina sozinha
e em combinagdo com outros quimiopreventivos a fim de regular a proliferagdo de células
bronquiais epiteliais (HBECs) e células de adenocarcinoma pulmonar humano (A549) pré-
tratadas com condensado de fumacga de cigarro (CS) (KASSIE et al., 2010). Com relagao
ao PEITC, pode ser obtido de quimiopreventivos, e, ha relatos atuais de atividade
quimiopreventiva relacionada a epigenética (HUANG et al., 2011) e controle do ciclo celular
induzindo de apoptose em células de cancer de prostata (DU 145) (TANG et al., 2011). Ja
o resveratrol € um conhecido antioxidante, também derivado de quimiopreventivos, como o
vinho. Estudos recentes demonstraram mecanismos de quimioprevengao via regulagao de
fatores epigenéticos (VANDEN BERGHE, 2012), além de atividade antigenotdxica em

células HL-60 (leucemia humana) frente a diversos mutagenos (ABRAHAM et al., 2012).

1.4. Nanoparticulas

Estes quimiopreventivos ja sdo amplamente estudados como quimiopreventivos,
entretanto, atualmente, sdo escassos os estudos que associam esses quimiopreventivos a
nanoparticulas que facilitem sua biodisponibilidade. Este projeto utilizara nanoparticulas
lipidicas com grupos catidnicos na superficie, que podem facilmente se ligar a acidos
nucleicos, substancias hidrofébicas em sua membrana lipidica, ou substancias hidrofilicas
em seu espacgo interno (WU et al., 2011). Dessa forma, estas nanoparticulas vem se
mostrando importante ferramenta do que se denomina liberacdo de farmacos podendo

auxiliar e, melhorar a atividade dos quimiopreventivos.

1.5. O papel do gene DICER no processamento de miRNAs

A expressao génica pode ser controlada por pequenos (18-22 nucleotideos) RNAs

nao codificadores, os microRNAs (miRNAS), que tem como objetivo a degradacédo do
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MmRNA (HE e HANNON, 2004). Nos humanos mais de 1400 sequencias de miRNAs ja
foram identificadas (Mirbase, 2011), mas atualmente, foram descrito um pequeno numero
de alvos e fungbes para as moléculas (PAPADOPOULQOS, 2009; Mirecords, 2011). Nos
mamiferos, os mMIRNAS sdo derivados de transcritos primarios longos através do
processamento por duas enzimas conhecidas com DROSHA e DICER. Os miRNAs
gerados por DICER séao incorporados no complexo de siclenciamento de RNA que tem
como alvo mRNAs homélogos (BERNSTEIN et al., 2003).

O processamento de miRNAs é um importante alvo de estudos para aplicagcao de
futuros mecanismos de quimioprevengado uma vez que, como ja citado anteriormente, os
miRNAs trabalham no controle pds-transcricional, e, a atividade de alguns tipos de miRNAs
estd intimamente ligada a progresséo de tumores como no caso do cancer de pulméo
(SHAHNAZ, 2012). Portanto, torna-se interessante avaliar, a possivel influéncia de CS na
regulagado da expresséo de DICER e indiretamente na atuagéo frente ao processamento de

mMiRNAs em células do aparelho respiratério.
2. OBJETIVO GERAL

Entrar em contato com técnicas de analise da quimioprevencao frente aos danos

causados pela exposi¢cao a fumacga de cigarro em modelo animal e de cultura de células.
2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Auxiliar na avaliagdo de biomarcadores intermediarios em tecidos de pulmao e
cérebro de camundongos Swiss ICR (CD-1®) expostos & fumaca de cigarro
aplicando a técnica de detecgdo de aductos de DNA e deteccado de 8-hidroxi-2'-

desoxiguanosina (8-oxo-dGuo);
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2) Avaliar a resposta quimiopreventiva frente ao condensado obtido do fumo de cigarro
(CS) utilizando o sistema de liberacdo de farmacos por nanoparticulas lipossomais
catibncas dos quimiopreventivos NAC, Resveratrol e PEITC em células H727
através dos ensaios do cometa e anexina-V;

3) Auxiliar no experimento de regulagdo da expressao do gene de DICER por CS em

células H727, utilizando as técnicas de transfeccao, extracao de RNA e gPCR.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Avaliacdao de biomarcadores intermediarios em tecidos de pulmao de

camundongos Swiss ICR (CD-1®) expostos a fumaca de cigarro
3.1.1. Exposi¢ao dos camundongos a fumaca de cigarro

Todos os camundongos utilizados no trabalho foram expostos a fumacga de cigarros
sem filtro denominados 3R4F que produzem 9.4 mg de tar, 0.73 mg de nicotina, e 12 mg
de monoxido de carbono (CO). Posteriormente foi feita uma analise quimica mais

detalhada dos componentes produzidos.

3.1.2. Tratamentos

Cerca de 12 h depois do nascimento, os camundongos neonatos foram mantidos no
mesmo ambiente, e iniciou-se o tratamento como segue, os tratamentos foram conduzidos
por 4 semanas.

Grupo A: Controle negativo. Os camundongos foram mantidos em gaiolas dentro de um

gabinete com ar filtrado. 4 machos, 8 fémeas.
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Grupo B: Camundongos expostos 1 h/dia a fumaca de cigarro, dentro de um sistema de
exposicao ao fumo (Teague Entreprises, Davis, CA) (Figura 3). 6 machos, 4 fémeas.
Grupo C: Camundongos expostos a fumaca de 1 cigarro ao dia. 8 machos, 5 fémeas.

Grupo D: Camundongos expostos a fumaca de 2 cigarros ao dia. 5 machos, 4 fémeas.

W

Figura 3: Sistema de exposi¢ao ao fumo Teague Entreprises®

3.1.3. Deteccao dos adutos de DNA

Adutos DNA lipofilicos sao detectados apds a extragdo em butanol e marcagcdo com
2P O DNA (60-10 mg) é despolimerizado para monofosfato-3'nucleotideos por incubagao
com micrococcal nuclease (DNA 0,14 U / mg) e com fosfodiesterase do bago (1 DNA mU /
mg) a 37 ° C por 3,5 h, pH 6.5. Adutos DNA lipofilicos sao extraidos da mistura de reagao
pela adicao de um volume (200 L) de butanol saturado em agua, que contém o agente de

transferéncia de fase cloreto de amoénio tetrabutil (15 mL). A reagdo com >?P relacionado
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aos adutos de DNA ¢é catalisada pela quinase T4 polinucleotideo plasmideo (8 U)
dissolvida em bicina 200 mM, 100 mM ditiotreitol, espermidina 10 mM. O pH é ajustado
para 9,5. O AT-y-?P (64 uCi, atividade especifica = 6000 Ci / mmol) (ICN, Irvine, CA, EUA)
é usado como doador de *?P. A reacao é realizada a 24 ° C por 40 min. Os adutos de DNA
marcados com 2P sdo purificados a partir da mistura de reagéo por cromatografia em
camada fina multidirecional (TLC) na folha de celulose revestidos com o polietienimina
permutador de anides (Macherey Nagel e, Duren, Alemanha). A detec¢ao desses adutos &
feita através de manchas radioativas na folha de cromatografia por autoradiografia
eletrbnica realizada em um contador digital de gas de cintilagdo (Instantimager, Packard,
MD, EUA). A radioatividade emitida € quantificada como contagens por minuto (cpm). A
relacdo entre cpm detectado em adutos DNA/cpm detectado em nucleotideos normal
(multiplicada pelo fator de diluicdo) é calculado e relatado como adutos/105 nucleotideos

normais.

3.1.4. Andlise da 8-Hidroxi-2’-Deoxiguanosina em células de pulmao de

camundongos

As moléculas de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-oxo-dGuo) sao detectados por
acidificagdo com &cido trifluoro acético, e marcacéo por *°P, cromatografia em camada fina
monodirecional e autoradiografia eletronicos. O DNA (1-3 mg) é despolimerizado para
3'nucleotideos-monofosfato por incubagdo com micrococcal nuclease (DNA 0,14 U/mg) e
fosfodiesterase do baco (1 DNA mU/mg) a 37 ° C por 3,5 h. Nucleotideos sem
modificagcdes sao seletivamente removidos por incubacdo com 80% v/v com acido
trifluoroacético (30 pL) por 10 min em temperatura ambiente. As amostras sdo secas por

centrifugacdo a vacuo. Em seguida, as moléculas de 3'-fosfato-8-oxo-dG sdo marcadas
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pela incubagao com polinucleotideo quinase T4 plasmideo (8 U), dissolvido em bicina 200
mM, 100 mM ditiotreitol, espermidina mM, na presenca de AT-y-32P (64 uCi, atividade
especifica = 750 Ci / mmol) (ICN, Irvine, CA, EUA), que é utilizado como doador de *P. A
reagao € realizada a 24 ° C por 40 min. A mistura sofre digestdo nuclease P1 (2,7 U a 37°C
por 60 min) para remover seletivamente *P de nucleotideos normais . Os **P marcados de
8-o0x0-dG séao purificados a partir da mistura de reagao por cromatografia em camada fina
monodirecional em uma folha de 18 x 3 centimetros de celulose revestidos com o trocador
de anion polyethylenimine (Macherey Nagel e, Duren, Alemanha). O desenvolvimento
cromatografico é realizado em unbuffered acido formico 1,5 M. Sob essas condicdes **P-
marcado com 8-oxo-dG migra lentamente na parte central da area cromatogréfica,
enquanto nucleotideos normais acumulam na borda superior da folha de cromatografia que
é cortada. O **P-marcado com 8-oxo-dGuo ¢ identificado por autoradiografia eletronica e
quantificada pelo calculo RAL, como descrito anteriormente para adutos de DNA. Os

resultados sao expressos como 8 - oxo-dGuo/105 nucleotideos.

3.2. Quimioprevengao dos danos causados pelo condensado da fumaca de cigarro

em células H727 utilizando nanoparticulas

Os ensaios a seguir foram realizados em colaboragdo com o Prof. Dr. Alberto 1zzotti

— Departamento de Ciéncias da Saude — Universidade de Genova.
3.2.1. Substancias

Foram utilizados os seguintes quimiopreventivos: N-acetilcisteina (NAC), Resveratrol
(RES) e Feniletil-isotiocianato (PEITC) todos obtidos da empresa Sigma-Aldrich®.

Adicionalmente, para verificacao dos efeitos do fumo de cigarro nas células foi utilizado um
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condensado produzido a partir da fumacga de cigarro (CS), esse condensado foi obtido no
préprio laboratoério. O produto natural NAC foi solubilizado em PBS na concentragao de (12
mM), o RES foi solubilizado na concentragdo de 104 ug/mL em DMSO, o PEITC também
foi solubilizado em DMSO na concentragcéo de 104 uM, ja o CS foi solubilizado em DMSO

na concentragédo de 125 mg/mL.

3.2.2. Nanoparticulas lipossémicas cationicas

Os quimiopreventivos tiveram sua atividade avaliada tanto sendo adicionados de
forma direta as células, como sendo veiculados em nanoparticulas lipossdmicas, a fim de
verificar uma possivel alteragao na resposta de quimioprevencao frente as duas diversas
formas de exposicdo das células aos quimiopreventivos. Primeiramente os
quimiopreventivos foram diluidos em OptiMEM (Life Technologies®), em seguida,
adicionou-se as nanoparticulas lipossomais catiénicas (WU et al., 2011) na concentragcao
de 8ug/mL, esta solugao foi vortexada por 5 segundos, e incubada a temperatura ambiente

(TA) por 15 minutos antes de ser adicionada as células.
3.2.3. Cultura de células

As células H727 (carcinoma bronquial humano) foram cultivadas em meio de cultura
RPMI (Sigma), suplementado com 10% de soro fetal bovino (v/v), L-glutamina e

bicarbonato de sédio. A cultura foi mantida a 37°C em atmosfera de 5% de CO».
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3.2.4. Protocolo de quimioprevengao

Para determinar a possivel atividade quimiopreventiva dos quimiopreventivos frente
ao CS foi executado o seguinte procedimento: pré-tratamento das células (10°/mL) durante
24 horas com os quimiopreventivos, seguido de tratamento de 48 horas com CS. Foram
avaliadas 3 concentragdes de cada produto natural: NAC (0,75 a 3 mM), RES (0,3 a 1,2
pug/mL) e PEITC (1,25 a 5 uyM), essas concentragdes foram determinadas com base nos
experimentos de MTT descrito no item 3.5. Em seguida foram realizados os ensaios do
cometa e de anexina-V. Em todos os ensaios foram realizados controle negativo (células
sem tratamento, mantidas somente com meio de cultura) e controle de veiculo (veiculo
onde foram solubilizadas os tratamentos, ressaltando que a concentracdo de DMSO néo
ultrapassou 0,5%, quando utilizadas as nanoparticulas, as mesmas foram adicionadas a

este controle, no caso de NAC o controle de veiculo foi PBS a no maximo 0,5%).

3.2.5. Ensaio de MTT

Foi determinada a viabilidade dos quimiopreventivos assim como a resposta de
viabilidade dos tratamentos de quimioprevencgao. Primeiramente, determinamos o IC,y das
nanoparticulas (0,3 a 625 yg/mL), também determinamos o ICyy do CS (7,8 a 500 pug/mL),
assim como o ICyy dos quimiopreventivos nas seguintes concentragdes: NAC (0,19 a 12
mM), RES (0,3 a 10 ug/mL) e PEITC (3,1 a 100 uM). Em seguida, o experimento de MTT
também foi realizado para o protocolo de quimioprevencao descrito no item 3.4.

Apods o tratamento com os quimiopreventivos, o meio de cultura foi removido e o
protocolo do MTT foi realizado segundo Mosmann (1983). Inicialmente, 5Smg/mL de MTT
em PBS foram adicionados em cada pog¢o da microplaca com 96 pocos, as células na

microplaca foram incubadas a 37°C, ao abrigo da luz, até a observacao da presenca dos
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cristais violeta de formazana. Para a solubilizagao dos cristais de formazana, 100 pL de
DMSO foram adicionados a cada pogo e a leitura espectrofotométrica da absorbancia foi
realizada em comprimento de onda de 570 nm, com um background de 660 nm, utilizando
0 equipamento Nanodrop®. A porcentagem de células vivas foi calculada em relagcéo ao
controle negativo, representando a citotoxicidade de cada tratamento.
% células vivas = (Absorbancia do teste/Absorbancia do Controle negativo) x 100

O ICy dos quimiopreventivos foi determinado por andlise de regressao utilizando o
software OriginLab 8.0, ja a analise estatistica foi realizada utilizando o teste One-way
ANOVA com pés-teste de Dunnet comparando-se os tratamentos com controle de veiculo

utilizando o software GraphPad Prisma 5.0, com significancia minima de p<0,05.

3.2.6. Ensaio do cometa

Para este teste as células foram tratadas com os quimiopreventivos sozinhos e
combinados com as nanoparticulas em concentragdes abaixo do IC,y para determinagao
da genotoxicidade, e, o protocolo de quimioprevengao descrito no item 3.4 foi executado
para avaliagao da antigenotoxicidade. Cada tratamento foi realizado em duplicata segundo
o protocolo previamente estabelecido por Singh et al. (1988). Laminas limpas pré-tratadas
com agarose ponto de fusdo normal, receberam uma mistura de agarose baixo ponto de
fusdo (37°C) juntamente com as células (10*). Posteriormente, foi colocado 100uL entre
lamina e laminula, apds a solidificagdo, a laminula foi retirada da lamina, mergulhando a
lamina em solugao de lise, overnight. Em seguida, a eletroforese alcalina foi realizada a 4
°C, correndo por 20 minutos. Depois, as laminas foram lavadas em solucdo de
neutralizagao, por fim fixadas em etanol absoluto. As ldminas foram coradas com brometo

de etidio e lidas em um microscopio de fluorescéncia com filtro de 516-560 nm em
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aumento total de 200X. Foram capturadas imagens de 50 nucledides por aliquota de
células e analisadas pelo software TriTek CometScore® versdo 1.5. O parametro adotado
no presente estudo foi a porcentagem de DNA na cauda. A analise estatistica foi realizada
utilizando o teste Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn comparando-se os tratamentos
com controle de veiculo utilizando o software GraphPad Prisma 5.0, com significancia

minima de p<0,05.

3.2.7. Ensaio de morte celular — Anexina-V-APC/7-AD

Para a verificagao do perfil de morte celular dos quimiopreventivos foi realizado o
ensaio de anexina-V seguindo o protocolo de quimioprevengao descrito no item 3.4. O
principio do método se baseia no fato de que em células saudaveis, o fosfolipideo
fosfatidilserina esta localizado na face interna da membrana celular, entretanto, frente a
um estimulo de morte celular, este fosfolipideo é prontamente externalizado. A anexina-V
€ uma proteina que apresenta elevada atividade anticoagulante dependente de ions Ca®'
e com uma alta afinidade por aminofosfolipideos, ou seja, alta afinidade pela
fosfatidilserina. Ja o 7-amino-actinomicina D (7-AD) é prontamente transportado para o
interior das células que estdo em estado avangado de morte, uma vez que estas células
tem a integridade de sua membrana citoplasmatica prejudicada (OTSUKI, 2000). Portanto,
segundo Otsuki (2000), utilizando-se anexina-V conjugada a um fluoréforo e, um corante
fluorescente de nucleo, neste caso o 7-AD, é possivel distinguir os seguintes tipos
celulares: células vivas (baixa concentragcdo de anexina-V e baixa concentragdo de Pl),
apoptose precoce (elevada concentracdo de anexina-V e baixa concentragdo de 7-AD),
apoptose tardia/necrose (elevada concentragdo de anexina-V e elevada concentragéo de

7-AD). O sobrenadante das células foi recolhido em tubos de centrifuga de 2 mL, em
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seguida, as células foram lavadas com PBS por duas vezes, que também foi recolhido,
foram desaderidas com o auxilio de um scraper, as células foram recolhidas e os tubos
foram levados para centrifugacaéo a 200 x g por 3 minutos e o sobrenadante foi removido.
Posteriormente foi adicionado PBS-EDTA 2 uM e incubado a TA por 10 minutos, as células
foram novamente centrifugadas e o sobrenadante foi removido. Em seguida, o ensaio de
apoptose foi executado utilizando-se o kit de Anexina-V/7-AD para detecgao de apoptose
(BD Biosciences®). As células foram ressuspendidas em 100 uL de tampao de ligagao,
foram adicionados 5 pL da solucdo de anexinaV e 5 uL de 7-AD as células foram
gentilmente vortexadas e a mistura foi incubada por 15 min, em seguida foram adicionados
400 pL do tampéo de ligacao e procedeu-se a leitura no aparelho de citometria de fluxo BD
FACSCanto® Il. A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste One-way ANOVA com
pos-teste de Dunnet comparando-se os tratamentos com controle de veiculo utilizando o

software GraphPad Prisma 5.0, com significancia minima de p<0,05.

3.3. Regulacgao da expressao do gene de DICER por CS em células H727
3.3.1. Silenciamento de DICER

Para esse experimento foi utilizado o kit Trilancer-27 siRNA (Origene®). O
silenciamento do gene DICER foi realizando utilizando-se um siRNA produto natural por 27
oligonucleotideos especifico para esse gene. Foram plaqueadas 10° cél/mL em placas de
24 pocos. Para o silenciamento utilizou-se o reagente SiTran (Origene®) como veiculador
do oligo, mistura reacional foi preparada adicionando-se para cada pogo 6 uL de SiTran, 10
nM de oligo em um volume final de 680 uL de OptiMEM. Essa mistura foi deixada em

contato com as células por 4h, em seguida, o meio foi removido, e o CS (100 ug/mL) foi
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adicionado as células por 48h. Em seguida, foi realizado o ensaio de gqPCR para

verificacao da expressao de DICER frente ao CS.

3.3.2. PCR em tempo real (qPCR)

Os primers para deteccdo de DICER foram obtidos da empresa TIB-MOLBIOL®,
DICER (5’CAA TGC CAT GTC CAG TTA), e como gene house keeping, um gene expresso
corriqgueiramente nas células, foi utilizado o gene de GAPDH (5 CAA GGC TGA GAA CGG
GAA G). Para tal experimento foi extraido o RNA total utilizando o RNeasy Mini Kit (Qiagen
— 74104). Posteriormente foi obtido o cDNA através da reacao: 10uL de TagMan Universal
PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems), 1 uL de TagMan Gene Expression Assay Mix
(20X) associado a sonda especifica para DICER (Applied Biosystems), e 9 uL do cDNA
(diluido 1:50) em volume final de 20 yL. As condi¢des de ciclagem foram as seguintes:
50°C por 2 minutos, depois 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos a 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto (Rotor Gene 3000 — Corbett-Research). O nivel de
expressao do gene DICER foi calculado baseado na expressao de GAPDH de acordo com

o método de 2°°T (2-CT).
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliagao de biomarcadores intermediarios em tecidos de pulmao de camundongos

Swiss ICR (CD-1®) expostos a fumagca de cigarro.

4.1.1. Quantificagao de particulado total (PT) nos diferentes grupos de camundongos
Primeiramente, foi mensurada a quantidade total de particulado (PT) administrada a cada
grupo (Tabela 1), essa medida foi feita semanalmente durante os intervalos de exposigcédo, os
resultados demonstrados representam a média das semanas de exposicao.
Tabela 1: Concentracdo de particulado total administrado aos diferentes grupos de
camundongos.

Grupo Particulado total
(mg/m®)

A 0

B 119

C 292

D 438

4.1.2. Detecgdao de adutos de DNA em pulmdo de camundongos expostos a fumaga de
cigarro.
Pode-se observar que houve um aumento dose-dependente nos niveis de adutos de DNA

nos pulmdes de camundongos expostos a fumaca de cigarro. (Figura 4). Em particular, os niveis
de adutos de DNA expressos média + erro padrdo foram: 2,01 + 0,9 adutos/10® nucleotideos no
grupo controle negativo (CN), 3,12 + 0,27 nos camundongos expostos a 119 mg/m® PT (P < 0.001
vs. CN), 4,52 + 0,36 nos camundongos expostos a 292 mg/m* PT (P < 0.001 vs. CN, e P < 0.05
vs. 119 mg/m?® PT), e 8,02 + 1,11 nos camundongos expostos a 438 mg/m* PT (P < 0.001 vs. CN
ou 119 ou 292 mg/m® PT).
10

Adutos de DNAJ10® nucleotideos
L I T I T O = - T |

0 100 200 300 400 500
PT (mg/m?)

Figura 4: Niveis de adutos de DNA no pulmao de camundongos adultos Swiss ICR(CD-1") expostos dede
0 nascimento a fumaca de cigarro em variaveis concentragcbes de PT por 28 dias. Os resultados estao
expressos como media + EP Grupo A (controle negativo), Grupo B (119 mg/m?® PT), Grupo C (292 mg/m®
PT), e Grupo D (438 mg/m® PT). One-way Anova pés- teste Dunnet.
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4.1.3. Analise da 8-Hidroxi-2’-Deoxiguanosina em células de pulmao de camundongos.

Pode-se observar que ouve um aumento dose-resposta nos niveis de 8-oxo-dGuo no
pulmdo dos camundongos expostos as diversas concentragbes de PT (Figura 5).
Especificamente, os niveis de 8-oxo-dGuo (media + EP) foram 1.82 + 0.16 8-oxo-dGuo/10°
nucleotideoss no controle negativo, 3.72 + 0.42 nos camundongos expostos a 119 mg/m? PT (P <
0.001 vs. CN), 4.31 + 0.27 nos camundongos expostos a 292 mg/m* PT (P < 0.001 vs. CN ou 119
mg/m?® PT), e 5.74 + 0.35 nos camundongos expostos a 438 mg/m® TPM (P < 0.001 vs. CN, P <
0.01 vs. 119 mg/m® PT, e P < 0.05 vs. 292 mg/m® PT).

7
g6 =
2 ®
g5
@
24 1
3
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0 100 200 300 400 500
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Figura 5: Dano oxidativo avaliado em termos de 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-oxo-dGuo), no
pulmdo de camundongos Swiss ICR(CD-1®) expostos desde o nascimentos a diferentes
concentracdes de PT por 28 dias. Os resultados estdo demonstrados em média £ EP, Grupo A
(controle negativo), Grupo B (119 mg/m® PT), Grupo C (292 mg/m® PT) e Grupo D (438 mg/m®
PT). One-way Anova pos- teste Dunnet.
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4.2. Quimioprevengao dos danos causados pelo condensado da fumaga de cigarro em
células H727 utilizando nanoparticulas

4.2.1. Ensaio de MTT para determinagao do IC,, dos quimiopreventivos usados no teste de
quimioprevencao em células H727.

Na Figura 6 estdo demonstrados os resultados de viabilidade avaliados pelo ensaio de
MTT (media £ EP) nas células H727 para todos os quimiopreventivos testados neste estudo. A
partir desses resultados foi possivel determinar o IC,y dos quimiopreventivos para que fossem
realizados os ensaios de quimioprevencgao. Para as nanoparticulas o ICy foi de 8 ug/mL; CS =
100 mg/mL; NAC = 3 mM; PEITC = 5 yM e RES = 1,25 pg/mL. Pode-se observar que ndo houve
um comportamento dose-resposta dos quimiopreventivos.

Nanoparticulas A Cs
= = =
3 i n
concentracao (ng/mkL)
NAC C PEITC D
100
< = ®° = 7 N\
S £ r
g 5 % §
% = 404 / \
. HERN
d 'Of" qf,? QQ? \QQ?
concentracao (mM) concentracgao (uM)
Resveratrol
1001
___ 80
%’ 60+
S
= 401
= 20+
0-

concentracao (pg/mL)

Figura 6: Ensaio de MTT para os quimiopreventivos testados nos ensaios de quimioprevengao
frente ao CS em células H727. A) nanoparticulas; B) CS; C) NAC; D) PEITC ; E) Resveratrol.
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4.2.2. Ensaio de MTT para comparagao da resposta de viabilidade dos quimiopreventivos
nao associados e associados as nanoparticulas.

Na figura 7 pode-se observar os resultados do ensaio de MTT para os quimiopreventivos
quimiopreventivos utilizados nesse trabalho com e sem associagdo as nanoparticulas. Para o
NAC, ndo houve diferenga significativa na resposta citotoxica do produto natural sozinho e
associado as nanoparticulas (Figura 7A). Ja no PEITC (Figura 7B) houve uma redugao
significativa no numeros de células viaveis em todos os tratamentos comparando o
quimiopreventivo sozinho e associado as nanoparticulas ( 6,5 e 25 pM p<0,0; 12,5 yM p<0,001).
Enquanto que para o resveratrol (Figura 7C) pode-se observar um aumento significativo das
células viaveis quando o quimiopreventivo foi associado as nanoparticulas (p<0,001) em todas as
concentracdes testadas.
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Figura 7: Resposta de viabilidade dos quimiopreventivos sem e com associagao as
nanoparticulas em células H727 através do ensaio de MTT. A) NAC. B) PEITC. C) Resveratrol.*
p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (quimiopreventivos versus quimiopreventivos + nanoparticulas).
One-way Anova pos- teste Dunnet.
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Na Figura 11 pode-se observar imagens dos cometas obtidos no experimento de
genotoxicidade.

A

Figura 11: Nucledides obtidos no ensaio de genotoxicidade. A) Células H727 tratadas com CS
(100 pg/mL). B) Controle negativo, células mantidas com meio de cultura.

4.2.4. Ensaio de morte celular — AnexinaV/7-AD para avaliagao comparativa dos efeitos dos

quimipreventivos em células H727.

4.2.4.1. Ensaio de morte celular para o quimiopreventivo NAC

Na Figura 12 estdo demonstrados os resultados de morte celular para o NAC. Houve aumento
significativo no numero de células vivas com relacao ao controle de veiculo (CV) nos tratamentos: 0,75 e
1,5 mM com o produto natural sozinho (p<0,01), quando associado as nanoparticulas essa resposta
aumentou visivelmente mantendo-se nas concentra¢des de 0,75 e 1,5 mM (p<0,001). J& no tratamento de
3 mM tanto sozinho como associado as nanoparticulas o produto natural reduziu o numero de células
vivas (p<0,01). Ja com relacdo ao numero de células apoptoticas, houve um aumento significativo com
relagdo ao controle de veiculo no tratamento do produto natural sozinho a 1,5 e 3,0 mM (p<0,01), e no
tratamento combinado com as nanoparticulas de 3 mM (p<0,01). Ja com relagdo ao numero de células
necroticas/apoptose tardia, houve uma diminuicao significativa nos tratamentos sozinho e combinado com
as nanoparticulas para as concentracdes de 0,75 e 1,5 mM (p<0,001).

100- NA
c EE Vivas
80- Apoptose

E Nec./Apop. tard.

concentragdo (mM)

Figura 12: Ensaio de morte celular com NAC em células H727. Pré-tratamento com NAC por 24 h seguido
de 48 h de exposicao ao CS (100ug/mL). CN = controle negativo (células mantidas somente com meio de
cultura) CV versus tratamentos. °p<0,01; °p<0,001. One-way Anova pos- teste Dunnet.
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4.2.4.2. Ensaio de morte celular para o quimiopreventivo PEITC

Pode-se observar na figura 13 o resultado do perfil de morte celular para o produto natural
PEITC. O produto natural aumentou significativamente o numero de células vivas somente na
concentracao de 1,25 pM tanto sozinho como em combinagdo com as nanoparticulas (p<0,05).
Em contrapartida, houve redugao do numero de células vivas nos tratamentos do produto natural
sozinho nas concentracées de 2,5 (p<0,05) e 5,0 uM (p<0,001), e do produto natural associado as
nanoparticulas na concentragédo de e 5,0 yM (p<0,001). Com relagdo as células apoptdticas
houve um aumento com o tratamento de 5,0 uM do produto natural sozinho (p<0,01), e em todas
as concentragdes associadas as nanoparticulas (1,25 e 5,0 uM, p<0,01 e 2,5 yM p<0,05).
Adicionalmente, houve redugado do numero de células necréticas/apoptose tardia nos tratamento
de 1,25 yM do produto natural sozinho (p<0,05), e 1,25 (p<0,01) e 2,5 uM (p<0,05) do produto
natural associado as nanoparticulas. Ja um aumento no numero de células em necrose/apoptose
tardia foi observado na concentracdo de 5,0 yM do produto natural tanto sozinho como em
associagdao com as nanoparticulas (p<0,001).

100- PEITC Vivas

= Apoptose
E Nec./Apop. tard.

concentragao (uM)

Figura 13: Ensaio de morte celular com PEITC em células H727. Pré-tratamento com PEITC por
24 h seguido de 48 h de exposi¢cao ao CS (100ug/mL). CN = controle negativo (células mantidas
somente com meio de cultura) CV versus tratamentos. p<0,05; °p<0,01; °p<0,001. One-way

Anova pos- teste Dunnet.
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4.2.4.3. Ensaio de morte celular para o quimiopreventivo Resveratrol

Pode-se observar na figura 14 o resultado do perfil de morte celular para o produto natural
Resveratrol. Houve um aumento significativo no numero de células vivas somente nas
concentragbes de 6,3 pg/mL tanto sozinho e 25 pg/mL em combinagdo com as nanoparticulas
(p<0,05). Ainda, houve redugéo do numero de células vivas nos tratamentos do produto natural
sozinho na concentragdes de 25 pg/mL (p<0,001), e do produto natural associado as
nanoparticulas na concentragdo de e 6,3 ug/mL (p<0,05). Com relacéo as células apoptéticas
houve um aumento com o tratamento 25 pg/mL do produto natural sozinho (p<0,01), nas
concentragdes de 12,5 e 25 yg/mL associadas as nanoparticulas (p<0,01). Adicionalmente, houve
redugado do numero de células necréticas/apoptose tardia nos tratamento de 6,3 ug/mL do produto
natural sozinho (p<0,05), e 12,5 (p<0,05) e 25 pyg/mL (p<0,01) do produto natural associado as
nanoparticulas. Adicionalmente, um aumento no numero de células em necrose/apoptose tardia
foi observado com o tratamento do produto natural tanto na concentracao de e 25 ug/mL (p<0,001

e do produto natural em associagdo com as nanoparticulas na concentragao de 0,05 ug/mL.

100- Resveratrol
Vivas

Apopotose
E= Nec./Apop. tard.

concentragao (ng/mL)

Figura 14: Ensaio de morte celular com Resveratrol em células H727. Pré-tratamento com
Resveratrol por 24 h seguido de 48 h de exposigdo ao CS (100ug/mL). CN = controle negativo
(células mantidas somente com meio de cultura) CV versus tratamentos. p<0,05; Ph<0,01;

°p<0,001. One-way Anova pds- teste Dunnet.
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5. DISCUSSAO

O cancer de pulméao € o tipo de cancer que mais mata em todo o mundo, sendo que
o habito de fumar é a principal causa de desenvolvimento desta doenga (NCI, 2005). Desta
forma, torna-se importante avaliar métodos de quimioprevencdo frente aos efeitos
deletérios do fumo de cigarros, e ainda, elucidar os mecanismos moleculares pelos quais
os quimiopreventivos derivados da queima do tabaco contribuem para o desenvolvimento

do cancer de pulméao.

5.1. Avaliacao de biomarcadores intermediarios em tecidos de pulmdo de

camundongos Swiss ICR (CD-1®) expostos a fumaca de cigarro

Para estudar os efeitos deletérios do fumo de cigarro é necessario estabelecer
biomarcadores que se mostrem bons indicadores deste efeito, dessa forma, foi
padronizada no laboratorio a resposta dos camundongos Swiss expostos a fumaga de
cigarro com relagao a formacéo de adutos de DNA e 8-oxo-dGuo.

Os resultados para a formacdo de adutos de DNA demonstrados na figura 4
demonstram um aumento dose-resposta deste tipo de dano nos camundongos Swiss
expostos ao fumo de cigarro, desta forma este biomarcador podera ser utilizado pelo grupo
em trabalhos futuros. A formagdo de adutos de DNA é um tipo de dano comumente
originado por diversos quimiopreventivos, entre eles, podem-se citar substancias presentes
abundantemente na fumaca de cigarro como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e
o benzo-a-pireno (GYORFFY et al., 2008; DE MARINI, 2004; PFEIFER et al., 2002). Ainda,

um estudo recente mostrou que a transversdo G—T no gene que codifica a proteina p53
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torna o individuo mais suscetivel a formagao de adutos de DNA provocados pela fumaca
de cigarro (ANNA et al., 2009).

Sabe-se que a fumaca do cigarro possui inumeras substancias oxidantes e radicais
livres de oxigénio (ROS) responsaveis por iniciar e promover o dano oxidativo ao DNA
(THORNE et al., 2009), avaliado neste estudo através da formagao de 8-oxo-dGuo. De
certo, a dose-resposta positiva para este biomarcador sera util para o delineamento de
futuros experimentos, relativos a quimioprevencao de farmacos, frente aos danos de DNA,
uma vez que ficou comprovado que realmente, a exposi¢ao ao fumo de cigarro da espécie

de camundongos Swiss gerou resultados positivos.

5.2. Quimioprevengao dos danos causados pelo condensado da fumaca de cigarro

em células H727 utilizando nanoparticulas.

A estratégia de utilizar a quimioprevengdo como ferramenta para o combate dos
efeitos nocivos de agentes mutagénicos vem sendo amplamente utilizada, principalmente
com a finalidade de interferir no processo de desenvolvimento ou progressao do cancer. O
consumo desses fatores protetores pode ser feito através da ingestdo de alimentos ou
medicamentos (DE FLORA et al., 2001). Ainda, o uso de nanoparticulas vem se mostrando
uma ferramenta atual de liberacdo de farmacos para substancias tradicionais. Entretanto,
ainda ndo existem estudos que demonstrem os efeitos desse tipo em associacdo com
quimiopreventivos nas células de pulm&o expostas ao CS. Dessa forma, este estudo
verificou o efeito de trés quimiopreventivos diferentes: NAC, PEITC e resveratrol
associados a nanoparticulas lipidicas catidnicas. Adicionalmente, utilizou-se a linhagem

celular H727 por ser derivada de um tumor pouco agressivo, e portanto, ser uma linhagem
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tumoral que mantém algumas caracteristicas do tecido de origem (brénquios), ou seja,
bem diferenciada.

Primeiramente realizou-se um ensaio de citotoxicidade para determinar quais
concentracdes dos quimiopreventivos e das nanoparticulas seriam utilizados. Dentre os
quimiopreventivos testados, o produto natural mais citotéxico foi o PEITC (Figura 7B),
sendo que sua citotoxicidade aumentou quando associado as nanoparticulas, ja o NAC
nao mostrou alteragao significante entre sua resposta citotoxica quando associado as
nanoparticulas (7A) enquanto que o resveratrol apresentou citotoxicidade diminuida
quando associado as nanoparticulas (7C). Esta resposta pode ser justificada pela
solubilidade dos quimiopreventivos, ao observar a figura 2 nota-se que o NAC é um
produto natural hidrossoluvel, enquanto que o PEITC e o resveratrol possuem baixa
hidrossolubilidade. Dessa forma, as nanoparticulas lipidicas influenciaram notoriamente o
liberacdo de farmacos dos dois quimiopreventivos mais lipossoluveis (PEITC e resveratrol),
facilitando o acesso dessas substancias a célula em meio de cultura aquoso,
demonstrando que a associacdo desses farmacos a nanoparticulas pode influenciar na
biodisponibilidade desses quimiopreventivos. Tanto o NAC como o resveratrol sdo citados
como agentes que protegem o DNA de danos oxidativos, além de em altas concentragdes
serem citotoxicos para células tumorais (DE FLORA et al., 2001; ABRAHAM et al., 2012).
Ja o PEITC, é descrito como um potente agente citotdxico (WU et al., 2011), o que se pode
observar nos resultados obtidos neste trabalho. Ainda, um estudo atual mostrou que o
resveratrol foi capaz de aumentar a viabilidade de células HBE (bronquiais humanas)
(ZHANG et al., 2011), o que possivelmente ocorreu em nosso estudo e foi evidenciado
com uma melhora do liberacdo de farmacos pelas nanoparticulas.

Em termos de efeito no DNA foram avaliadas a geno e antigenotoxcidade dos

quimiopreventivos sozinhos e em associacdo com as nanoparticulas. Para o NAC foi
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possivel observar que houve efeito genotdxico (Figura 8A) apenas na concentragdo de 3
mM e que o produto natural foi antigenotdxico em todas as concentragdes testadas (Figura
8B). Adicionalmente, houve um pequeno aumento da resposta antigenotdxica quando o
produto natural foi associado as nanoparticulas, o que indica uma melhora no liberagéo de
farmacos do produto natural que nao influenciou a viabilidade, mas ficou evidenciado
quando observada a interacdo com o DNA. De fato, o NAC na faixa de concentracao
testada foi descrito por apresentar atividade antioxidante (NAPIERSKA et al., 2011) o que
pode ter sido responsavel pela atividade antigenotoxica observada. Ja o PEITC nas
concentragbes usadas foi claramente genotoxico (Figura 9A), e a resposta com e sem o
uso de nanoparticulas néo foi concentragao-resposta. Portanto, o efeito do liberacdo de
farmacos pelas nanoparticulas nao foi homogéneo para esta resposta biolégica e deve ser
melhor avaliado em termos de liberagdo da substancia. O mesmo produto natural protegeu
o DNA dos danos causados pela fumaga de cigarro nas mesmas concentragdes em que foi
genotoxico (Figura 9B), esse tipo de comportamento ja foi observado em outros trabalhos
(OLIVEIRA et al., 2009). Possivelmente pode estar ocorrendo uma interagdo do produto
natural com as proteinas histonas o que influencia no relaxamento da cromatina facilitando
a resposta da célula aos danos no DNA, seja pela ativagcdo de reparo ou transcrigdo de
enzimas detoxificadoras (STERNER e BERGER, 2000), o mesmo perfil foi observado para
o resveratrol sem associagdo com as nanoparticulas (Figura 10). De forma interessante, o
efeito genotdxico do resveratrol foi significativamente reduzido quando o mesmo foi
associado as nanoparticulas, eliminando a toxicidade do produto natural (Figura 10A),
neste caso o liberacdo de farmacos causou um efeito de detoxificagdo, o que também foi
observado no ensaio de MTT (Figura 7C). Ja para a atividade antigenotdxica do resveratrol

(Figura 10B) foi observado efeito protetor, que pode estar associado a sua atividade
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antioxidante (ABRAHAM et al., 2012), entretanto, ndo houve correlagcdo dose-resposta
quando observado o efeito da substancia sozinha e combinada com as nanoparticulas.
Para os ensaios de apoptose, foi aplicado o protocolo de quimioprevencéo a fim de
verificar se havia alteracao no perfil de morte celular induzido pelos quimiopreventivos. O
NAC (Figura 12) em termos gerais foi capaz de reduzir o niumero de células mortas,
principalmente por necrose e aumentar significativamente o numero de células mortas por
apoptose, ainda, pode-se observar que as nanoparticulas foram capazes de melhorar essa
resposta quando associada as menores concentracdes do produto natural. Com relagao ao
NAC, De Flora et al (2001) citam que até o ano 2000 105 estudos foram publicados na
base de dados MEDLINE com relacéo ao perfil de morte celular induzido pelo NAC, sendo
que 86,7 % desses estudos demonstravam que o NAC possui a capacidade de inibir a
apoptose, 9,5% dizem que o produto natural ndo alterou o perfil de morte celular por
apoptose e, 3,8% dos estudos mostram a capacidade do produto natural em aumentar o
numero de células mortas por apoptose, de forma interessante os autores ressaltam que a
inducdo de morte por apoptose foi descrita em sua maioria por estudos que utilizaram
células tumorais ou transformadas, corroborando com os dados apresentados nesse
trabalho. Ja o PEITC provocou um aumento no numero de células mortas, principalmente
por necrose mas também por apoptose (Figura 13), de forma analoga ao NAC, a
associacdo com as nanoparticulas potencializou este efeito. O resultado que mais se
destaca para o resveratrol foi 0 aumento no numero de células mortas por apoptose
(Figura 14). De fato, existem trabalhos atuais que mostram que tanto o PEITC
(NAPIERSKA et al., 2012) como o resveratrol (ZHANG et al., 2011) possuem a capacidade
de induzir a morte celular por apoptose. Ainda, pode-se notar que no controle de veiculo
utilizado para esse experimento, o CS provocou claramente na grande maioria (cerca de

30%) morte por necrose, o que indica que esse tratamento com o agente indutor de danos



129

foi agressivo para as células. Na realidade, seria interessante que o trabalho tivesse sido
executado com uma concentragdo menor de CS que promovesse a morte majoritariamente
por apoptose. Essa adequacao ja esta sendo feita e sera dada continuidade no estudo
depois que estabelecida esta dose. No entanto, os resultados obtidos nesse trabalho
mostram-se promissores com relagdo ao uso das nanoparticulas associadas aos
quimiopreventivos no sentido de modular a resposta de morte celular em concentragdes
menores do que as utilizadas com os quimiopreventivos sozinhos.

Os estudos com quimiopreventivos associados a nanoparticulas sdo escassos na
literatura, sendo este um campo que deve ser mais explorado a fim de detectar os
mecanismos desta associacdo. No caso deste estudo, o uso de quimiopreventivos
tradicionais associados as nanoparticulas mostraram que o liberacdo de farmacos pode

potencializar o efeito dessas substancias e até aumentar sua biodisponibilidade.

5.3. Avaliagdao do efeito da expressdao de DICER frente ao CS em células H727

previamente silenciadas para este gene.

Sabe-se que a enzima DICER é responsavel pelo processamento de miRNAs que,
por sua vez, foram descritos recentemente por desempenhar papel importante na
regulacdo péds-transcricional (BERNSTEIN et al., 2003). Neste estudo, avaliou-se a
possivel regulacdo do CS na expressao de DICER. De fato, com os resultados mostrados
na figura 15A pode-se notar que o CS por si s6 foi capaz de reduzir a expressédo desta
enzima, e, ainda o tratamento aplicado e o silenciamento do gene nao foram téxicos para a
linhagem H727, este é um resultado inédito na literatura. De forma interessante,
atualmente, existem estudos focados na caracterizagdo de miRNAs que apresentam

correlagdo com o cancer de pulmao (SHAHNAZ, 2012), e aos efeitos deletérios da fumaca
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de cigarro (MARCZYLO et al., 2012). Certamente, a influéncia no processamento desses
miRNAs através da regulacao da expressao de DICER sera melhor avaliada no futuro pelo
grupo, através da correlagdo desse efeito com biomarcadores usuais para os danos

provocados pela fumacga de cigarros.

6. CONCLUSOES

1) Observou-se um efeito dose-resposta da formacdao de adutos de DNA nos
camundongos Swiss expostos a fumaca de cigarro;

2) Observou-se um efeito dose-resposta da formacédo de 8-oxo-dGuo de DNA nos
camundongos Swiss expostos a fumaca de cigarro;

3) Houve uma influéncia positiva na resposta dos quimiopreventivos NAC, PEITC e
resveratrol frente aos danos causados pelo CS na linhagem H727 quando
associados com as nanoparticulas lipossomais catibnicas, demonstrando que foi
possivel realizar o liberacdo de farmacos dos mesmos de forma eficaz;

4) A expressao do gene DICER foi diretamente diminuida pelo CS em células H727,

resultados estes demonstrados por qPCR.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

O estagio de doutorado no exterior realizado durante 5 meses na Universidade de
Estudos de Genova, Italia, possibilitou um contato enriquecedor com pesquisadores
renomados na area de quimiopreveng¢ao do cancer como € o caso do Prof. Dr. Silvio De
Flora e do Prof. Dr. Alberto Izzotti. Dessa forma, foi possivel entrar em contato com novas

técnicas de avaliacdo da quimioprevencao, e 0 mais importante, participar do delineamento
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de estudos relativos ao tema, principalmente com a abordagem de biologia molecular.
Ainda, foi desenvolvido um projeto aplicando nanoparticulas juntamente com
quimiopreventivos utilizando-se de técnicas que ja eram conhecidas, entretanto com uma
nova abordagem, estabelecendo-se assim uma troca de conhecimentos.

Ainda, a convite do Prof. Dr. Alberto |zzotti foi ministrada uma aula em inglés com o
tema de Cell culture for developing cancer chemopreventive agents, para os alunos do
curso de medicina da Universidade de Estudos de Genova, uma grande experiéncia em
termos didaticos (comprovante anexo).

Por fim, a experiéncia no exterior da uma visdo de como é feita pesquisa
internacionalmente, faz com que se entre em contato com outras culturas ampliando os

horizontes tanto profissionais como pessoais.
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Casearia sylvestris is used in Brazil as a popular medicine to
treat ulcer, inflammation and tumour. Caseargrewiin F is
a clerodane diterpene isolated from the ethanolic leaf
extract of C.sylvestris. The aim of the study was to assess the
capacity of the ethanolic extract of C.sylvestris leaves and
caseargrewiin F to protect DNA and verify if both the
compounds cause some DNA damage, using the micronu-
cleus (MN) test and comet assay in mice. Balb-C mice were
treated with the extract [3.13, 6.25, 12.5, 25, 50 and 75 mg/kg
body weight (b.w.)] and caseargrewiin F (0.16, 0.32, 0.63,
1.3, 2.5 and 3.8 mg/kg b.w.) for 14 days. On day 15, DNA
damage was induced by intra-peritoneal (i.p.) injection of
cyclophosphamide (CP) (i.p.) at 50 mg/kg b.w. after the MN
test and comet assay were performed. A protective effect of
ethanolic extract was observed in MN test (6.25 and 12.5
mg/kg b.w.) and the comet assay (3.13 and 6.25, 12.5 and
25 mg/kg b.w.). Caseargrewiin F showed protective effect at
0.63, 1.3 and 2.5 mg/kg b.w. only in comet assay. We also
tested the ability of compounds of C.sylvestris to induce MN
and to increase the comet assay tail moment. The
experimental design was similar to the DNA protection
assay except that in test groups we omitted the CP challenge.
We observed increased damage at 50 and 75 mg/kg b.w. of
ethanolic extract of C.sylvestris and caseargrewiin F at
3.18 mg/kg b.w. in both the MN test and comet assay. We
conclude that ethanolic extract of C. sylvestris and case-
argrewiin F can protect cells against DNA damage induced
by CP at low concentrations, but at high concentrations
these compounds also induce DNA damage.

Introduction

Medicinal herbs have long been used in medical treatment and
are still the sole remedy against several diseases in many parts
of the world (1). Also, many natural products present in fruits,

beverages and vegetables may be regarded as protective
or even anti-proliferation agents for several types of human
cancer (2).

Some Brazilian natural products, including those that are
isolated from Casearia sylvestris, are used in folk medicine,
despite their potential toxicity. C.sylvestris Swartz (Salicaceae)
(3) is a tree widely distributed in Brazil, from Amap4 in the north
down to Rio Grande do Sul and it is found in a variety of
ecosystems from the savannah-like the Cerrado to the tropical
Atlantic Rain forest and the equatorial Amazon forest. Moreover,
it has also been found in Mexico and the Antilles (4).

Casearia sylvestris is commonly known as ‘guagatonga’ and
used widely for its anti-inflammatory and anti-ulcerative
activities (4-6) as well as its cytotoxic activity against
malignant tumour cells (7). In addition, the bark of C.sylvestris
has been used against fever and for treatment of herpes virus
and diarrhoea (8). Phytochemical investigations revealed that
the major compounds isolated from C.sylvestris exhibited both
cytotoxic and anti-fungal activities (7).

Caseargrewiin F is a clerodane diterpene, found in plants of
the Casearia genus, described as a colourless and amorphous
solid (9). While caseargrewiin F was not shown to be cytotoxic
to human epidermoid carcinoma in the mouth, it exhibited
cytotoxicity against human breast cancer cells and human small
cell lung cancer. In the present study, caseargrewiin F was
isolated from the leaves of C.sylvestris.

In order to complement the studies of biological activity of
compounds isolated from C.sylvestris, the aim of the present
study was to determine whether the ethanolic extract of leaves
of C.sylvestris and caseargrewiin F protect cells against
DNA-induced damage or induce DNA damage by theirselves,
using the micronucleus (MN) test and comet assay in Balb-
C mice.

Materials and methods

Plant material and preparation of extract

Leaves of C.sylvestris Swartz (Salicaceae) were collected at the Parque
Estadual Carlos Botelho (Sao Miguel Arcanjo, Sao Paulo, Brazil) in March and
July 2004. Voucher specimens are deposited at the Herbarium ‘Maria Eneida
P. Kaufmann’ (Instituto Botanico do Estado de Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil)
with the reference numbers AGS04, AGS05, AGS06, AGS13 and AGS19. The
plant material was identified by Dr Ines Cordeiro (Instituto de Botinica do
Estado de Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil). Dried and powdered leaves of
C.sylvestris (20.5 kg) were extracted with ethanol (ca. 200 litre) in a stainless
steel extractor with solvent re-circulation for ca. 24 h at 40°C. The crude extract
was concentrated under reduced pressure (rotaevaporator) and dried in
a desiccator over silica gel under reduced pressure to yield 1.5 kg of dry
residue.

Identification of compounds in the extract

The identification of compounds in ethanolic extract of C.sylvestris was carried
out in Nicleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais,
Chemistry Institute, Sdo Paulo State University, by Andre Gonzaga dos Santos.
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High performance liquid chromatography-diode array detector analysis A
9.90 mg of dried extract was submitted to solid phase extraction (SPE) (C-18
Merck®; 2 x 1 cm x 40-63 um) and eluted with methanol: water (98:02, v/v,
5.0 ml). The sample was dried in a desiccator over silica gel under reduced
pressure, dissolved in 4.0 ml of methanol and filtered through 0.22 pm
membrane filter (PVDF Millipore®) into a high performance liquid chroma-
tography (HPLC) vial. The reference standard used in this work—caseargrewiin
F and casearin U—was purified and identified in the laboratories of Nicleo de
Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais, Chemistry
Institute, Sdo Paulo State University, Araraquara, Brazil; for details see Santos
et al. (10). The standard solutions were prepared by weighing an appropriate
amount of caseargrewiin F into a volumetric flask. After diluting with methanol,
the standard solutions (0.0079, 0.0159, 0.0635, 0.2540 e 0.5080 mg/ml) were
filtered through 0.22 pm membrane filter (PVDF Millipore®) into a HPLC vial
before injections. Analytical reversed-phase HPLC was performed using
a Varian® ProStar system (comprising a model 240 pump, a 410 autosampler
and a 330 photodiode array detector), with control and data handling managed
by Star® Chromatography software. Analysis was conducted using a Phenom-
enex® Gemini C-18 column (250 x 4.6 mm, 5 um) eluted with a gradient of
acetonitrile: methanol: water (from 44:22:34 to 47:53:00, v/v/v, in 42 min) and
acetonitrile: methanol (53:47, v/v, in 5 min); flow rate 0.8 ml/min; detection
range 210—400 nm; injection volume 20 pl. Analysis was realized in triplicate.

Gas chromatography and gas chromatography-mass spectrometry analysis A
5.0 mg of dried extract was submitted to SPE (2 x 1 cm) from silica gel (60—
200 um; Merck®): activated charcoal (Synth®) (1:1, w/w) eluted with hexane:
ethyl acetate (95:05, v/v, 5.0 ml). The sample was dried and diluted in hexane
to afford 1.0 mg/ml solution. Gas chromatography (GC) analysis was
performed on a Shimadzu QP2010 gas chromatograph with flame ionization
detector using a DB-5 column (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm). The carrier gas
was He at a flow rate of 1.33 ml/min, split mode with ratio of 1:20 and injection
volume of 1 pl. Injector and detector temperatures were 240 and 250°C,
respectively. The oven temperature was programmed from 60°C, with an
increase of 3°C/min, to 240°C. Gas chromatography-mass spectrometry
analysis analysis was conducted using the same system and conditions
interfaced to a mass spectrometer instrument equipped with an ion trap detector
operating in electron impact mode at 70 eV. The compounds were identified by
their retention indexes, calculated by linear interpolation relative to retention
times of a series of n-alkanes (11) and by comparison of their mass spectra with
those of Wiley 7.0 library and of the literature (11). Compound concentrations
were calculated from the GC peak areas.

'H nuclear magnetic resonance analysis Dried extract was diluted in CDCls
(50.0 mg/ml) and nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were obtained
using a Varian INOVA® 500 11.4 T instrument with CHCl; as internal standard.

Ethanolic extract emulsions

The ethanolic extract of C.sylvestris was dissolved in Tween 20 (20%). Balb-C
male mice were treated with 3.13, 6.25, 12.5, 25, 50 and 75 mg/kg. The
concentrations of the test were chosen based on the high solubility of the
ethanolic extract in the Tween 20 (20%).

Purification and structure determination of caseargrewiin F

Dried and powdered leaves of C.sylvestris were extracted by steeping in
ethanol. The dried extract obtained was separated by SPE on silica gel:
activated charcoal and fraction SPE2 was separated further by normal-phase
low-pressure column chromatography (CC) on silica gel. Fractions CC15-19
were purified by preparative reversed-phase (C,g) HPLC to yield caseargrewiin
F (850.0 mg). The structure of the compound was determined from
spectrometric data (nuclear magnetic resonance, ultraviolet, infrared and mass
spectrometry) and by comparison with spectral information available in the
literature. For details see Santos et al. (10). The chromatographic purity of the
caseargrewiin F in the assays used was 98.6% (HPLC-UV detected at 235 nm).

Caseargrewiin F emulsions

Caseargrewiin F (Figure 1) was emulsified in 6% Tween 80 for both assays in
mice. The Balb-C male mice were treated with 0.16, 0.32, 0.63, 1.3, 2.5 and
3.8 mg of caseargrewiin F per kg body weight (b.w.). These concentrations were
based on ethanolic extract from C.sylvestris in which doses of 3.13, 6.25, 12.5,
25,50 and 75 mg/kg b.w. were used; since caseargrewiin F represents 4% of the
ethanolic extract, we selected doses that are ~4% of the ethanolic extract doses.

Animals

Six-week-old Balb-C male mice were maintained under controlled conditions
of temperature (22 + 2°C) and humidity (55 £+ 10% room humidity), in a 12-h
light/dark cycle. Before the experiments, the animals were acclimatized for 1
week, during which they had free access to a commercial diet (Purina®) and

502

15

Fig. 1. Chemical structure of caseargrewiin F.

water. The study was conduced with approval of Brazilian Ethics Commitee to
Experimentation Animals (process CEP/FCF/CAr n° 01/2006).

Mutagenic chemical-Positive control

Cyclophosphamide (CP, Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, Lot. No.
036K 1225, purity 99%) was used as mutagenic agent in experiments. CP
was diluted in 0.9% NaCl just before use and the animals were exposed to the
chemical by intra-peritoneal (i.p.) injection of 50 mg/kg b.w. in 0.3 ml.

Mutagenicity—MN test

Experimental design The assays were performed using eight animals/group.
Group 1 (negative control) mice received only drinking water (0.6 ml per day
by gavage) for 2 weeks before treatment with 0.9% NaCl by i.p. injection of
0.3 ml. Group 2 (positive control) also received drinking water for 2 weeks and
was treated on day 15 with CP (50 mg/kg b.w., i.p.). Group 3 was treated with
Tween 20 (20%) or Tween 80 (6%), 0.6 ml by gavage, for 2 weeks and on day
15 the mice were injected i.p. with 0.3 ml 0.9% NaCl. Groups 4-9 were treated
for 2 weeks by gavage (0.6 ml per day per animal) with various concentrations
of ethanolic extract (3.13, 6.25, 12.5, 25, 50 and 75 mg/kg b.w.) or
caseargrewiin F (0.16, 0.32, 0.63, 1.3, 2.5 and 3.8 mg/kg b.w.). These groups
also received treatment with 0.3 ml 0.9% NaCl by i.p on day 15. Bone marrow
from each animal was collected 24 h after the last administration (12).

The bone marrow MN test was carried out as described by Schmid (13). All
slides were stained with May-Grunwald Giemsa and coded to avoid observer
bias. For each experimental point, 1000 polychromatic erythrocytes (PCEs)
were scored to determine the percentages of micronucleated PCE. The ratio of
PCEs to normochromatic erythrocytes (NCEs) (PCEs/NCEs) was determined in
200 cells.

Genotoxicity—comet assay For the comet assay, the experimental design was
the same as for the MN test in mice. Peripheral blood was collected in
heparinized capillary vials and kept on ice until use. The alkaline version of the
comet assay (single cell gel electrophoresis) was performed as described by
Singh (14). Briefly, 20 pl of blood was taken, homogenized with low-melting
point agarose, spread on microscope slide pre-coated with normal melting point
agarose and covered with a coverslip. After 5 min at 4°C, the coverslip was
removed from slides and they were immersed in cold lysing solution (2.4 M
NaCl; 100 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA); 10 mM Tris, 10%
dimethylsulfoxide and 1% Triton-X, pH 10) for 24 h. After lysis, the slides
were placed in an electrophoresis chamber, covered with electrophoresis buffer
(300 mM NaOH plus 1 mM EDTA, pH >13) and left for 20 min for the DNA
to unwind. The electrophoresis was run for 20 min (25 V and 300 mA), after
which the slides were submerged for 15 min in neutralization buffer (0.4 M
Tris—HCI, pH 7.5) and fixed in 96% ethanol for 5 min. Slides were prepared in
duplicate with ethidium bromide and 50 cells were screened per sample in
a fluorescent microscope (ZEISS®, Germany) equipped with an excitation filter
of 515-560 nm, a barrier filter of 590 nm and a x40 objective. The level of



DNA damage was assessed by an image analysis system (TriTek CometScore™
1.5, 2006) and the percentage of DNA in tail was obtained.

Antimutagenicity—MN test

Experimental design In Group 1 (negative control), mice received only
drinking water (0.6 ml per day by gavage) for 2 weeks before treatment with
0.9% NaCl by i.p. injection. Group 2 (positive control) also received drinking
water for 2 weeks and were treated on day 15 with CP (50 mg/kg b.w., i.p.).
Group 3 was treated with 0.6 ml Tween 20 (20%) or Tween 80 (6%) by gavage,
for 2 weeks, and on day 15 received CP (50 mg/kg b.w., i.p.); the aim of this
group is to ensure that Tween has no influence in possible DNA protective
effect. Groups 4-9 were treated by gavage (0.6 ml per day per animal) with
solutions of ethanolic extract of C.sylvestris (3.13, 6.25, 12.5, 25, 50 and
75 mg/kg b.w.) and caseargrewiin F (0.16, 0.32, 0.63, 1.3, 2.5 and 3.8 mg/kg
b.w.) for 2 weeks and, on day 15, CP (50 mg/kg b.w., i.p) was administered.
Bone marrow was taken 24 h of CP after the injection (12). The MN test was
performed as described previously for the mutagenicity assays.

Antigenotoxicity—comet assay

The experimental design for the Comet assay was the same as for
antimutagenicity MN test and the comet assay for antigenotoxicity was carried
out as described for the genotoxicity assay. Recently, Collins et al. (15)
described that when comet assay is performed in in vivo experiments low
concentrations of genotoxic agents are unlikely to induce significant
cytotoxicity, they also affirm that a low comet assay DNA damage would be
a better indicator that cells are alive than common cytotoxicity tests. In this
context, to the comet assay we did not performed cytotoxicity test once at low
concentrations, the compounds were not genotoxic and consequently did not
present cytotoxicity that could influence in antigenotoxicity assay.

Statistical analysis

For a statistical interpretation, results were analyzed with Sigma Stat 3.5, Systat,
CA. The Shapiro—Wilk test was used to test data for normal distribution, in all
assays performed in the study. Since the results did not a show normal
distribution, non-parametric tests were applied. In mutagenicity/genotoxicity
assays, the Mann—Whitney U test was used to compare DNA damage with the
negative control. In the MN tests, the PCE/NCE ratio was evaluated with the
Kruskal-Wallis test. In antimutagenicity/antigenotoxicity assays, Mann—
Whitney U test was used to compare all groups tested with the Tween 20
(20%) plus CP group, to assess the decrease in DNA damage. To test whether
any groups demonstrated significant reduction in DNA damage to basal levels,
those groups were also compared with negative control by the Mann—Whitney
U test.

Results

Identification of compounds in the extract

The '"H NMR spectrum from extract showed signals with
absorptions in § 1.98-2.09, 2.20-2.40, 3.43, 5.07-5.45, 6.25—
6.75, similar to those described for casearins and other
clerodane diterpenes isolated from C.sylvestris (10,16—18).
Both casearin U and caseargrewiin F were identified in the

Casearia sylvestris protects DNA damage

extract. However, casearin U was not assayed in the present
study. Quantitative High performance liquid chromatography-
diode array detector analysis demonstrated that the content of
caseargrewiin F in the extract was 40.0 mg/g. Additionally, the
chromatogram (Figure 2) presented 29 peaks with UV spectrum
similar to observed for casearins and caseargrewiin F (Ap.x =
231-236 nm). The results of chemical analysis suggest the
presence of these clerodane diterpenes in the extract.

Mutagenicity and genotoxicity—ethanolic extract of
C.sylvestris

The results of the mutagenicity test in mouse bone marrow
(MN test) and the genotoxicity test in mouse peripheral blood
cells (comet assay) for ethanolic extract of C.sylvestris are
shown in Table 1. Mutagenicity and genotoxicity were
observed at 50 and 75 mg/kg (both P << 0.01). The ratio
between PCEs and NCEs did not show statistically significant
variation, indicating that there was no cytotoxic effect on
mouse bone marrow cells.

Antimutagenicity and antigenotoxicity of ethanolic extract of

C.sylvestris

Table II shows the protective effect of the ethanolic extract
from C.sylvestris against inducible DNA damage in mouse
blood cells through the MN test and comet assay. Since Tween
20 (20%) was used to dissolve the ethanolic extract, in the
vehicle control this solution was administered before the CP to
ensure that it has no influence on the antimutagenic effect of
the test group. Consequently, there is no difference between
Tween 20 (20%) plus CP and positive control. When the
protective effect was evaluated by the MN test, an antimuta-
genic effect was observed in mice treated with 6.25 (P < 0.01)
and 12.5 mg/kg (P < 0.05). However, the ethanolic extract of
C.sylvestris did not reduce the DNA damage to the basal level.
In the comet assay, the ethanolic extract from C.sylvestris
significantly reduced the % DNA in tail at concentrations of
3.13 (P <0.01),6.25 (P < 0.01), 12.5 (P < 0.05) and 25 mg/kg
(P < 0.05).

Mutagenicity and genotoxicity—caseargrewiin F

The results of the mutagenicity test in mouse bone marrow
(MN test) and the genotoxicity test in mouse peripheral blood
cells (comet assay) of ethanolic extract of C.sylvestris are
shown in Table III. Clastogenicity and primary damage were
observed at 3.8 mg/kg b.w. of caseargrewiin F (both P < 0.05)
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Fig. 2. Results from HPLC-DAD analysis. (A) Chromatogram of extract from the leaves of Casearia sylvestris; asterisk (*) indicates peaks with UV spectrum

similar to casearins and caseargrewiina F. (B) Caseargrewiin F UV spectrum.
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Table I. Mutagenic and genotoxic effects of ethanolic leaf extract of
Casearia sylvestris assessed by micronucleus test and Comet assay in mouse
blood cells

Treatment N Micronucleus test Comet assay

MN (%) PCE/NCE % DNA in tail
Mean + SE Mean + SE Mean + SE
Negative control 8 0.58 + 0.06 0.95 £ 0.06 3.93 + 045
Positive control 8 1.31 £ 0.12%* 097 £0.15 991 £ 060*
Tween 20 (20%) 8 0.39 + 0.04 0.83 £ 0.05 3.65 £ 043
C.sylvestris (mg/kg b.w.)
3.13 8 0.35 + 0.06 0.84 +£0.09 3.89 +£0.32
6.25 8 0.32 + 0.06 099 +£0.12  3.26 £ 0.32
12.5 8 0.56 £ 0.09 0.95 £ 0.60  3.85 £ 0.39
25 8 0.44 + 0.06 1.16 £ 0.05 3.38 £ 0.41
50 8 0.98 + 0.028* 1.10 £ 0.13  9.12 £ 0.51%**
75 8 1.27 £ 0.14*  0.94 £ 0.16 13.26 £+ 0.75%*

N, number of animals; MN, micronuclei; SE, standard error. Mann—Whitney
U test compared to negative control *P < 0.05, **P < 0.01.

Table II. Antimutagenic/antigenotoxic effects of ethanolic leaf extract of
Casearia sylvestris assessed by micronucleus test and comet assay in mouse
blood cells

Treatment N Micronucleus test Comet assay
MN (%) PCE/NCE % DNA in tail
Mean + SE Mean + SE Mean + SE

Negative control 7 0.34 £0.05 0.81 £ 0.10 3.37 £ 0.17

Positive control 7 1.13 £0.08%* 0.93 £ 0.11 10.04 £ 0.27**

Tween 20 (20%) plus CP 6 0.94 £+ 0.14** 0.84 £ 0.07 10.63 £ 0.40%**
C.sylvestris (mg/kg b.w.)

plus CP
3.13 8 1.13 &+ 0.23** 0.69 & 0.09 5.97 + 0.28*°
6.25 8 0.80 + 0.07%° 0.84 £ 0.10 5.05 + 0.27*°
125 8 0.75 + 0.09%° 0.74 £ 0.07 6.32 & 0.32%*
25 8 1.19 £+ 0.16%* 0.78 £ 0.11 6.02 &+ 0.47%*}?
50 8 0.91 + 0.13%* 0.80 &= 0.09 9.07 & 0.54%
75 8 0.93 + 0.19%* 0.92 & 0.10 17.94 + 0.46%*

N, number of animals; MN, micronuclei, SE, standard error; CP,
cyclophosphamide (50 mg/kg b.w.). Mann—Whitney U test compared to
negative control *P < 0.05, **P < 0.01 and compared to Tween 20 (20%)
plus CP *P < 0.05, °P < 0.01.

in, respectively, the MN test and comet assay. The parameter
used to assess genotoxicity by comet assay was % DNA in tail.
The ratio between PCEs and NCEs did not show statistically
significant variation, indicating that caseargrewiin F was not
cytotoxic to mouse bone marrow cells.

Antimutagenicity and antigenotoxicity of caseargrewiin F

The antimutagenesis/antigenotoxicity assays were performed to
determine if caseargrewiin F protects DNA from inducible
damage (CP, 50 mg/kg b.w.). Table IV shows the protective
effect of caseargrewiin F against inducible DNA damage in
mouse blood cells through the MN test and comet assay. In the
positive control, water was administered before CP, in order to
maintain the same conditions as in the test groups (gavage
intake) while determining the DNA damage induced by the CP
without protection. To verify that Tween 80 has no influence
on the antimutagenic effect in the test group, we administered
the emulsifying solution before the CP. The negative control
was used to check basal levels of DNA damage. The
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Table ITI. Mutagenic and genotoxic effects of caseargrewiin F assessed by
micronucleus test and Comet assay in mouse blood cells

Treatment N Micronucleus test Comet assay
MN (%) PCE/NCE % DNA in tail
Mean £ SE~ Mean = SE Mean + SE
Negative control 8 041 £0.13 097 £ 0.07 3.64 £0.32
Positive control 8 0.93 £ 0.22%* 0.88 = 0.04 10.44 + 0.45%*
Vehicle control 8 041 +£0.07 1.00 £ 0.09 3.59 +0.27
Caseargrewiin F (mg/kg b.w.)
0.16 8 039 £0.05 1.22+£0.11 3.78 £0.22
0.32 8 043 £0.09 1.11 £0.16 3.44 £022
0.63 8 04 +£0.06 099 £0.06 3.01 +£0.25
1.3 8 044 £0.06 1.15£0.06 3.34 +£0.23
2.5 8 0.39 £0.07 0.84 £0.04 3.29 £0.27
3.8 8 0.51 £0.17* 099 £+ 0.12  9.59 + 0.30**

N, number of animals; MN, micronuclei; SE, standard error. Mann—Whitney
U test compared to negative control *P < 0.05, **P < 0.01.

Table IV. Antimutagenic/antigenotoxic effects of DNA damage by
caseargrewiin F assessed by micronucleus test and comet assay in mouse
blood cells

Treatment N Micronucleus test Comet assay
MN (%) PCE/NCE % DNA in tail
Mean + SE Mean = SE  Mean + SE
Negative control 8 0.32+£0.07 0.72 £ 0.06 3.81 £0.22
Positive control 8 093 £0.11** 0.84 £0.12 12.22 £ 0.60%**
Tween 80 (6%) 8 090 £ 0.11%* 0.86 £ 0.11 12.84 £ 0.54**
plus CP

Caseargrewiin F
plus CP (mg/kg b.w.)

0.16 8 0.78 £0.09** 091 £0.12 12.19 £ 0.55%*
0.32 8 0.59 £0.13* 071 £0.08 12.61 £ 0.79**
0.63 8 071 +0.10%% 077 £0.12  5.88 + 0.22%°
1.3 8 0.66 & 0.09%* 1.03 & 0.12  5.46 + 0.55%°
2.5 8 0.70 £ 0.09%* 0.64 +£0.10  8.61 + 0.33%+°
3.8 8 0.65 £ 0.10%* 0.83 £0.05 12.68 £ 0.42%*

N, number of animals; MN, micronuclei; SE, standard error; CP,
cyclophosphamide (50 mg/kg b.w.). Mann—Whitney U test compared to
negative control *P < 0.05, **P < 0.01 and compared to Tween 20 (20%)
plus CP °P < 0.05, °P < 0.01.

caseargrewiin F did not show a statistically significant
protective effect when assessed by the MN test. However, in
the comet assay, it significantly reduced the % DNA in tail at
concentrations of 0.63 (P < 0.01), 1.3 (P <0.01)and 2.5 (P <
0.01) mg/kg b.w.

Discussion

Previously, natural products have been used in popular medicine
to treat several diseases without any knowledge about how
harmful these compounds may be to human health. Recently,
several studies have been conducted to evaluate the mutagenicity
and genotoxicity of these natural products (19-21).

In the present study, distinct assays were performed to reveal
whether the ethanolic extracts of C.sylvestris and caseargrewiin
F were mutagenic and or genotoxic. The results presented here
demonstrated that the extract was genotoxic and mutagenic at
highest concentrations in comet assay and MN test (50 and
75 mg/kg b.w.). Caseargrewiin F was both mutagenic and



genotoxic at the highest dose of 3.8 mg/kg b.w. A similar result
was obtained in a recent study that describes mutagenic and
genotoxic activity at high concentrations of another clerodane
diterpene assessed by the MN test and comet assay (22).
Considering that comet assay detects genomic lesions that are
susceptible to DNA repair while MN test reveals more
drastically lesions in chromosome level (23), it is important
to realize that the two highest concentrations of ethanolic
extract of C.sylvestris and at the high concentration case-
argreiin F induced unrepairable DNA damage. A mutagenic
effect of the ethanolic extract of C.sylvestris and caseargrewiin
F could represent a potential antitumour property, as previous
works on C.sylvestris demonstrated strong antitumour activity
against Sarcoma 180 ascites in mice (17) and its casearins
(clerodane diterpenes) exhibited a strong cytotoxic activity
against V-79 tumour cells (18).

Interestingly, in the comet assay, the ethanolic extract of
C.sylvestris was more efficient at preventing primary DNA
damage at low concentrations (3.13 and 6.25 mg/kg b.w.). The
molecules with non-mutagenic and/or antimutagenic properties
could have antioxidant properties and, sometimes, may activate
DNA repair pathways (24). They may act directly on the
mutagenic process, by increasing the fidelity in DNA
replication (desmutagens) or by stimulating DNA damage
error-free  repair (bio-antimutagenesis) (25). Additionally,
ethanolic extract of C.sylvestris did not presented a dose-
dependent response in both comet assay and MN test, and this
result can be affected by various associated factors such as
dependence of the effect of the substance on dose, the
complexity of the test organism and the influence of
simultaneous metabolic routes and enzymatic pathways (26).
Caseargrewiin F was not antimutagenic when assessed by the
MN test, but showed an antigenotoxic dose-dependent re-
sponse in the comet assay over the range of 0.63-2.5 mg/kg
b.w. (Table 1V).

In accordance with the present work, previous study has
demonstrated that essential oil of C.sylvestris has clastogenicity
and anticlastogenicity in HTC cell line (27). Monoterpenes and
sesquiterpenes were identified in the essential oil (28) whereas
in the present study, sesquiterpenes and clerodane diterpenes
were identified in the ethanolic extract. Among 15 sesquiter-
penes identified in the ethanolic extract, 13 were previous
identified in essential oil (11,28). The mutagenic and genotoxic
activity as well as the protective effect of the ethanolic extract
of C.sylvestris could be related to the sesquiterpenes.
Additionally, there are recent studies that describe sesquiter-
penes as chemopreventive (27,29). However, we cannot
exclude the potential biological effects of the clerodane
diterpenes since caseargrewiin F protected DNA from primary
damage. Moreover, the use of mice instead of cell lines to
assess protective effect of ethanolic extract could better verify
absorption and metabolism of C.sylvestris in a complex
organism.

Recently, natural products have been described to protect
DNA from damage and cause DNA damage (30,31) as
observed in the ethanolic extract of C.sylvestris and case-
argrewiin F. Similar results were obtained in earlier studies and
described these products as Janus compounds, referring to the
mytological Roman god Janus, who had two faces in the same:
one looking forward and the other backward (32). Comet assay
also revealed that C.sylvestris exhibited chemoprotective
effects, but was not able to reduce the levels of DNA damage
to negative controls values. Other studies suggested similar

Casearia sylvestris protects DNA damage

effects. Santos and Takahashi (33) demonstrated that seleno-
methionine, a selenium-derived antioxidant compound, was
both genotoxic and antigenotoxic and reduced the levels of
doxorubicin-induced DNA damage, but not to values as low as
the negative control.

Cytotoxic events could lead to overestimation of the
chemoprotective effects observed here. Thus, it is also
important to consider that C.sylvestris and caseargrewiin
F did not exhibit cytotoxic effects alone neither in combination
with the CP as observed in the PCE/NCE values. Likewise, the
chemoprotective effects can be considered only in the
concentrations that did not exhibit genotoxic effects, a recom-
mendation of the publication of Zeiger (34). Thus, our results
demonstrate that the benefits of using ethanolic extract of
C.sylvestris and caseargrewiin F as DNA protective
compounds could be respectively safe at doses <50 mg/kg
b.w. and 3.8 mg/kg b.w.

We conclude that the ethanolic extract of C.sylvestris and
caseargrewiin F protects DNA against damage in low
concentrations, which was carefully estimated by using MN
test and comet assay. Keeping in mind that the same ethanolic
extract and caseargrewiin F also can cause DNA damage in
high concentrations.
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ABSTRACT

Ethanolic extract of Casearia sylvestris is thought to be antimutagenic. In this study, we attempted to deter-
mine whether this extract and casearin X (a clerodane diterpene from C. sylvestris) are protective against
the harmful effects of airborne pollutants from sugarcane burning. To that end, we used the Tradescantia mi-
cronucleus test in meiotic pollen cells of Tradescantia pallida, the micronucleus test in mouse bone marrow
cells, and the comet assay in mouse blood cells. The mutagenic compound was total suspended particulate
(TSP) from air. For the Tradescantia micronucleus test, T. pallida cuttings were treated with the extract at
0.13, 0.25, or 0.50 mg/ml. Subsequently, TSP was added at 0.3 mg/ml, and tetrads from the inflorescences
were examined for micronuclei. For the micronucleus test in mouse bone marrow cells and the comet
assay in mouse blood cells, Balb/c mice were treated for 15 days with the extract—3.9, 7.5, or 15.0 mg/kg
body weight (BW)—or with casearin X—0.3, 0.25, or 1.2 mg/kg BW—after which they received TSP
(3.75 mg/kg BW). In T. pallida and mouse bone marrow cells, the extract was antimutagenic at all concentra-
tions tested. In mouse blood cells, the extract was antigenotoxic at all concentrations, whereas casearin X was
not antimutagenic but was antigenotoxic at all concentrations. We conclude that C. sylvestris ethanolic ex-

tract and casearin X protect DNA from damage induced by airborne pollutants from sugarcane burning.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Unlike fossil fuels, alternative fuels such as ethanol are considered
environmentally friendly. In Brazil, the use of biofuels, described as
clean alternatives to oil, has improved the air quality in major urban
centers. However, biomass burning in regions of sugarcane cultiva-
tion, where the crops are burned in order to facilitate harvesting
and increase the yield per ton (Zamperlini et al., 2000), large amounts
of smoke and soot that falls on nearby cities, as well as producing

Abbreviations: TSP, total suspended particulate; BW, body weight; DCM,
dichloromethane; MeOH, methanol; PAH, polycyclic aromatic hydrocarbon; DL, de-
tection limit; QL, quantitation limit; PCEs, polychromatic erythrocytes; NCEs,
normochromatic erythrocytes.

* Corresponding author at: College of Pharmaceutical Sciences, UNESP, R.
Expediciondrios do Brasil, 1621, 14801-902, Araraquara, Sdo Paulo, Brazil. Fax: +55 16
3322 0073.

E-mail address: soarescp@hotmail.com (C.P. Soares).

0041-008X/$ - see front matter © 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.taap.2012.09.005

huge clouds of particles and toxic gases that are released into the at-
mosphere (Andrade et al., 2010; Silva et al., 2010). Those airborne par-
ticles have been shown to be mutagenic and can also cause significant
alterations in respiratory mechanics and lung histology (Andrade et
al,, 2011; Goto et al,, 2011; Mazzoli-Rocha et al.,, 2008; Umbuzeiro et
al.,, 2008a).

A wide variety of natural products are currently being evaluated in
terms of their chemopreventive properties, which could counter the
harmful effects of mutagenic compounds present in the environment
(Kang et al., 2010; Kaur et al, 2010). Casearia sylvestris Swartz
(Salicaceae) is a tropical tree, commonly known as “guagatonga” in Brazil,
that is widely used for its healing, anti-inflammatory, and anti-ulcer prop-
erties (Borges et al., 2000; Sertié et al., 2000; Esteves et al., 2005). Phyto-
chemical investigations reveal that the major compounds isolated from
C. sylvestris, including clerodane diterpenes, exhibit both cytotoxic and
antifungal activities (Carvalho-Oliveira et al., 2005; Orbelies et al., 2002;
Santos et al., 2010). In addition, recent assays of the ethanolic leaf extract
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of C. sylvestris and caseargrewiin F (a clerodane diterpene within the ex-
tract) have demonstrated that those substances are antimutagenic at low
concentrations (Oliveira et al., 2009). The aim of the present study was to
determine whether the ethanolic leaf extracts of C. sylvestris and casearin
X protect cells against total suspended particulate (TSP)-induced DNA
damage.

Materials and methods
TSP sampling

In the city of Araraquara, Brazil, 24-h TSP samples were collected over
two 10-day periods in 2003—first in March and then in September—the
latter being during the sugarcane burning season. The samples were col-
lected with a high-volume sampler (Handi-vol; Energética, Rio de
Janeiro, Brazil) operating at an average flow rate of 1.1-1.7 m> - min ",
positioned 4 m above the ground and protected from the rain, at a sam-
pling site in a suburban area. The city of Araraquara (located at 21°48'11”
S, 48°08’25"W, with a population of approximately 200,000) is situated
in the so-called “sugarcane belt”, a region in the middle of the state of
Sdo Paulo that is responsible for most of the sugarcane production in Bra-
zil. The closest sugarcane crop was approximately 5 km from the sam-
pling site. Particles were collected on fiberglass filters (Energética),
which were dried for 24 h at 50 °C, before and after particle collection,
for weighing. The filters were then stored at 4 °C until analysis.

TSP organic fractions

Each filter was cut in small pieces and extracted with
dichloromethane (DCM):methanol (MeOH) at 4:1 (v/v) in separate
Erlenmeyer flasks. The flasks containing the DCM:MeOH and filter
strips were ultrasonicated for 10 min at 40 Hz, and the resulting so-
lution was passed through a 0.45-um filter (Corning Glass Works,
Corning, New York, USA). The filtrate was concentrated to 5 mlin a ro-
tary evaporator at 40 °C, after which it was dried under a gentle flow of
nitrogen. Finally, the resulting organic fraction residue was dissolved in
DMSO0, and a solution of 0.3 mg/ml was prepared in saline, with DMSO
at 1%.

Chromatographic analysis of TSP organic fractions

High performance liquid chromatography was carried out with a
Varian ProStar system, with a model 230 controller pump, model 400
automatic injector, and model 360 fluorescence detector (Varian, Palo
Alto, California, USA). The external standard plot method, involving
triplicate injections of standard solutions of polycyclic aromatic hydro-
carbons (PAHs), was used in order to construct the analytical curves for
each PAH. The detection limit (DL) and quantitation limit (QL) for each
PAH, calculated as recommended by the International Union of Pure
and Applied Chemistry (Currie, 1999), are shown in Table 1. All PAHs
generated linear analytical curves with an R?>0.99. Chromatography
was performed under the following conditions: on a polymeric column
(Supelcosil LC-PAH, 25 cmx 4.6 mm, 5 um; Supelco, Bellefonte, Penn-
sylvania, USA); with an acetonitrile:water gradient elution beginning
at 40% acetonitrile (for 5 min) and increasing to 100% acetonitrile
over 20 min, remaining for an additional 15 min in this last condition;
ata flow rate of 1.5 ml/min; at an injection volume of 30 pl; with detec-
tion at Ny 240 nm (for all PAHs, except [1,2,3-cd]pyrene: Aex 300 nm)
and ey, 398 nm (for all PAHs, except [1,2,3-cd|pyrene: N, 498 nm).
The presence of PAHs in the fraction was confirmed by gas
chromatography.

Plant material

Leaves of C. sylvestris Swartz (Salicaceae) were collected, identified,
and characterized phytochemically as described by Oliveira et al.

Table 1
High performance liquid chromatography with fluorescence detection for polycyclic
aromatic hydrocarbons.

PAH DL QL
(pg) (pg)

Anthracene 0.9 3.1
Benz[e]acephenanthrylene 3.6 121
Benzo[a]anthracene 5.7 18.9
Benzola]|pyrene 10.2 34.0
Benzo[e]pyrene 34 114
Benzol[g,h,i]perylene 107.0 357.0
Benzo[k]fluoranthene 0.6 1.9
Chrysene 333 111.0
Dibenzo[a,h]anthracene 120.0 400.0
Fluoranthene 58.7 196.0
Indeno[1,2,3-cd|pyrene 332 111.0
Phenanthrene 16.2 54.0
Pyrene 4.4 14.7

PAH, polycyclic aromatic hydrocarbons; DL, detection limit; QL, quantitation limit.

(2009). Casearin X (Fig. 1) was isolated from the extract as described
by Santos et al. (2010). The purity of casearin X was determined using
5.0 mg of casearin X dissolved in 5.0 ml of methanol and filtered
through PVDF membranes (0.45 pum) prior to HPLC analysis. An aliquot
of 20 ul was injected onto Hypersil Gold® C18 column (250 % 4.6 mm,
5 um), which was eluted isocratically with a mixture of methanol and
water 75:25 (v/v) for 60 min. The solvent flow rate was 1.0 ml/min. De-
tection was at 200-700 nm. The chromatographic purity of the casearin
X was determined at 235 nm as 97.0%. The chromatographic purity of
the casearin X was 97.0% (HPLC-UV detected at 235 nm).

Tradescantia micronucleus test

The Tradescantia micronucleus test is a simple and reliable assay and
it was used to prescreen the ethanolic extract of C. sylvestris for a possi-
ble antimutagenic effect before the chemopreventive effect was
assessed in mice. We performed the test as proposed by Ma (1981)
with some modifications. Cuttings of flowering creeper Tradescantia
pallida were immersed in Hoagland's solution for 24 h (Epstein,

15

16 14|

Fig. 1. Chemical structure of casearin X.



370 A.M. Prieto et al. / Toxicology and Applied Pharmacology 265 (2012) 368-372

1975), after which they were soaked in the extract for 4 h at one of
three concentrations (0.13, 0.25, or 0.50 mg/ml), then treated with
0.3 mg/ml of TSP fraction. As a positive control, additional cuttings
were first treated with Hoagland's solution and then with TSP solution
(4 h). As a negative control, other cuttings were treated for 8 h with
Hoagland's solution alone and, as a vehicle control, with Hoagland's so-
lution (4 h), as well as with Tween 20 (20%, 4 h). After each treatment,
the cuttings were allowed to recover for 24 h in Hoagland's solution;
the young inflorescences were collected and fixed in a solution of acetic
acid/ethanol (1:3). At least 10 cuttings were scored, and only prepara-
tions showing early tetrads were counted. The number of micronuclei
in 300 tetrads per slide was counted at a magnification of x400, and
the results are expressed as the percentage of micronuclei.

Mouse assays

Animals.  Six-week-old Balb/c male mice were maintained in a
temperature- and humidity-controlled environment (2242 °C; 55+
10% humidity), on a 12/12 h light/dark cycle. Before the experiments,
the animals were acclimatized for 1 week, during which time they had
free access to a commercial diet (Purina®) and water. The study was ap-
proved by the Animal Research Ethics Committee of the Sdo Paulo State
University, College of Pharmaceutical Sciences (res. CEP/FCF/CAr no. 01/
2006)

Experimental design.  Mice were randomly assigned to 9 groups of
8 animals each. Group 1 (negative control) mice received only drinking
water (0.6 ml/day by gavage) for 2 weeks before treatment with 0.9%
saline solution by i.p. injection. Group 2 (positive control) mice also re-
ceived only drinking water for 2 weeks but were treated on day 15
with i.p. injections of TSP at 3.75 mg/kg body weight (BW). Group 3
mice received 0.6 ml Tween 20 (20%) or Tween 80 (6%) by gavage,
for 2 weeks, and were treated on day 15 with TSP (3.75 mg/kg BW,
i.p. The mice in groups 4-9 were treated by gavage (0.6 ml/day) with
solutions of ethanolic extract of C. sylvestris (3.9, 7.5, and 15.0 mg/kg
BW,; groups 4, 5, and 6, respectively) and casearin X (0.3, 0.6, and
1.2 mg/kg BW; groups 7, 8, and 9, respectively) for 2 weeks, all receiv-
ing i.p. injections of TSP (3.75 mg/kg BW) on day 15.

Micronucleus test. ~Mouse bone marrow was collected 24 h after
TSP injection. The micronucleus test was carried out as described by
Schmid (1975). All slides were stained with May-Grunwald Giemsa
and coded to avoid observer bias. For each experimental result,

1000 polychromatic erythrocytes (PCEs, immature erythrocytes)
were scored in order to determine the percentage of micronucleated
PCEs. To assess cytotoxicity, the ratio of PCEs to normochromatic
erythrocytes (NCEs, mature erythrocytes) was determined in 200
cells.

Comet assay. For the comet assay of mouse blood cells, the experi-
mental design was the same as was that for the micronucleus test in
mouse bone marrow. Peripheral blood was collected in heparinized cap-
illary vials and kept on ice until use. In brief, 20 pl of blood was homog-
enized with low-melting-point agarose, spread on a microscope slide
pre-coated with normal-melting-point agarose, and coverslipped. The al-
kaline version of the comet assay (single cell gel electrophoresis) was
performed as described by Singh et al. (1988). Duplicate slides were pre-
pared and stained with ethidium bromide. We screened 50 cells per
sample with a fluorescent microscope (Carl Zeiss GmbH, Oberkochen,
Germany) equipped with a 515-560 nm excitation filter, a 590 nm bar-
rier filter, and a 40x objective. The level of DNA damage was assessed
with an image analysis system (TriTek CometScore, version 1.5; TriTek
Corp., Sumerduck, Virginia, USA), and the tail moment was calculated.

Statistical analysis

The statistical analysis was performed with the SigmaStat program,
version 3.5 (Systat, Richmond, California, USA). The Kolmogorov-
Smirnov test was used in order to determine the normal distribution
of data in all assays. Because the data distribution was not normal, we
used the non-parametric Mann-Whitney test and compared the test
groups with the positive control (TSP). The Kruskal-Wallis test was
used in order to assess the cytotoxicity in mouse bone marrow cells.

Results and discussion
Compounds in organic fractions

Particulate PAH concentrations are summarized in Table 2. There was
a clear difference between the burning season and the non-burning sea-
son in terms of the PAH content of the TSP. In the burning season, we
detected specific PAHs derived from sugarcane burning. According to
Simoneit (2002), the PAHs phenanthrene, fluoranthene, and pyrene, as
well as, to a lesser extent, anthracene and benzo[a]anthracene, are emit-
ted mainly during the burning of Gramineae species. In our study, there
were high concentrations of the PAHs benz[e]acephenanthrylene, benz

Table 2
Concentrations of polycyclic aromatic hydrocarbons in total suspended particulate collected in 2003 in Araraquara, Brazil and their genotoxic and carcinogenic effects.
PAH Sugarcane season WHO™ IARC
Non-burning Burning
(ng/m3)* (ng/m3)* Genotoxicity Carcinogenicity
Anthracene ND 411 — — 3
Benz[e]acephenanthrylene 0.079 0.74 + + 2B
Benzo[a]anthracene ND 0.52 + + 2B
Benzo[a]pyrene NQ 3.24 + + 1
Benzo[e]pyrene ND 0.72 + ? 3
Benzo[g,h,i]perylene ND 0.27 + — 3
Benzo[k|fluoranthene 0.28 3.30 + + 2B
Chrysene ND NQ + + 2B
Dibenz[a,h]anthracene ND NQ + + 2A
Fluoranthene ND 1.29 + + 3
Indeno[1,2,3-cd]pyrene ND ND + + 2B
Phenanthrene ND 0.53 NE NE 3
Pyrene 0.10 134 (?) — 3

PAH, polycyclic aromatic hydrocarbons; ND, not detected (under the detection limit); NQ, not quantitated (under the quantitation limit); NE, not evaluated.

* Total suspended particulate obtained on 5 separate days.

** WHO, 1998: +, positive; —, negative; ?, questionable; parentheses, result derived from a small database.
*#% JARC, 2009: 1, carcinogenic to humans; 2A, probably carcinogenic to humans; 2B, possibly carcinogenic to humans; 3, not carcinogenic to humans.
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Table 3

Preliminary antimutagenicity assay in meiotic pollen cells of Tradescantia pallida previ-
ously treated with ethanolic extract of Casearia sylvestris then treated with total
suspended particulate obtained during the sugarcane burning season in 2003 in
Araraquara, Brazil.

Table 5

Antimutagenicity/antigenotoxicity of casearin X against DNA damage caused by total
suspended particulate obtained during the sugarcane burning season in 2003 in
Araraquara, Brazil.

Treatment (mg/kg BW) ™ PCE/NCE Micronuclei
Treatments (mg/ml) Micronuclei mean 4+ SE mean + SE mean 4 SE
mean + SE Negative control 0.1040.03** 1.00+0.01 0.374+0.12%*
. Tween? 1.5940.38 1.0240.01 2.734+0.36
kk
greg;rtlli‘éeé‘l’)“i“g s l;'gg i gg; Organic TSP — 3.75 1444023 1.0140.04 2234037
CSE 043¢ ) 7.50:|:3.38** CSX — 0.30° 0.11+0.02** 1.0240.02 1.604+0.16
CSE — 0'253 6.9212.99** CSX — 0.60° 0.16 £ 0.05** 1.00+0.02 2.234+0.16
CSE 0'503 11.5015.81** CSX — 1.20° 0.2540.11%F* 0.99+£0.01 2.204£0.13

SE, standard error; TSP, total suspended particulate, CSE, C. sylvestris ethanolic extract.
** p<0.01 vs. organic TSP (Mann-Whitney test with Dunn post-test).
@ plus organic TSP (0.3 mg/ml).

[a]anthracene, benzo[a]pyrene, benzo[k]fluoranthene, fluoranthene, and
indeno|1,2,3-cd|pyrene, all of which are considered genotoxic and carci-
nogenic (WHO, 1998; IARC, 2009), during the sugarcane burning season.
There was also a high concentration of benzo[a]pyrene—3.24 ng/m?>.

Tradescantia micronucleus test

In the Tradescantia micronucleus test, an antimutagenic effect was
observed with ethanolic extract of C. sylvestris at 0.13 0.25, and
0.50 mg/ml, all of which proved to protect against DNA damage in-
duced by organic TSP collected during the sugarcane burning season
(Table 3). 1t is known that plants such as T. pallida are good bioindicators
of genotoxic agents, demonstrating whether a mutagen is potentially
hazardous to human health (Ma, 1981; Carvalho-Oliveira et al., 2005;
Leal et al., 2007). In fact, the Tradescantia micronucleus test was very
useful here, as a screening test of the antimutagenic activity of the
ethanolic extract, before we proceeded to the mouse assays.

Chemoprotection of DNA in mouse blood cells by ethanolic extract of
C. sylvestris and casearin X

Table 4 shows that C. sylvestris ethanolic extract was able to re-
duce the DNA damage caused by TSP collected during the sugarcane
burning season, in the micronucleus test and in the comet assay,
whereas casearin X reduced only the DNA damage assessed by the
comet assay (Table 5). Neither compound was cytotoxic to mouse
bone marrow cells, as evidenced by the fact that the PCE/NCE ratio
of the compounds was not statistically different from that of the neg-
ative control (Tables 4 and 5). The same profile was observed when
we assessed the antimutagenicity of C. sylvestris ethanolic extract

Table 4

Antimutagenicity/antigenotoxicity of C. sylvestris ethanolic extract against DNA dam-
age caused by total suspended particulate obtained during the sugarcane burning sea-
son in 2003 in Araraquara, Brazil.

Treatment (mg/kg BW) ™ PCE/NCE Micronuclei
mean 4 SE mean + SE mean + SE
Negative control 0.1240.07%* 0.96+0.03 1.00 £0.27**
20% Tween 20° 2.854+0.36 0.95+0.12 5.5340.73
Organic TSP — 3.75 1.57+0.36 0.9940.05 2.5640.40
CSE — 3.90% 0.0540.01%* 1.07£0.11 0.48+0.16%*
CSE — 7.50% 0.1340.04* 0.8940.07 0.5040.12%*
CSE — 15.00* 0.07 +0.02%* 0.9940.05 1.0040.37**

SE, standard error; TM, tail moment (comet assay); PCE, polychromatic erythrocyte;
NCE, normochromatic; erythrocyte; TSP, total suspended particulate; BW, body
weight; CSE, C. sylvestris ethanolic extract.

@ plus organic TSP (3.75 mg/kg BW).

* p<0.05 vs. organic TSP (Mann-Whitney test with Dunn post-test).
** p<0.01 vs. organic TSP (Mann-Whitney test with Dunn post-test).

SE, standard error; TM, tail moment (comet assay); PCE, polychromatic erythrocyte;
NCE, normochromatic erythrocyte; TSP, total suspended particulate, CSX, C. sylvestris
casearin X.
¢ plus organic TSP (3.75 mg/kg BW).
** p<0.01 vs. organic TSP (Mann-Whitney test with Dunn post-test).
*#% p<0.001 vs. organic TSP (Mann-Whitney test with Dunn post-test).

and of caseargrewiin F against cyclophosphamide, as previously
reported by Oliveira et al. (2009). Considering that caseargrewiin F
and casearin X are clerodane diterpenes, these phytochemicals prob-
ably contribute to the DNA damage protection observed in ethanolic
extract.

Cyclophosphamide also forms adducts with DNA (Mirkes et al.,
1984), as do some PAHs in extractable TSP (Umbuzeiro et al.,
2008b), which suggests that one possible mechanism of action of
C. sylvestris ethanolic extract is the reduction of DNA adduct forma-
tion. One of the consequences of DNA adduct formation is the
clastogenic effect. When a sample such as C. sylvestris ethanolic ex-
tract is able to decrease the number of micronuclei, it acts against ir-
reparable DNA damage, which is manifested as chromosome
aberrations or aneugenic effects, including clastogenicity (Scolastici
et al., 2008). However, the comet assay detects primary DNA lesions
that are reparable (Scolastici et al., 2008). In the present study,
C. sylvestris ethanolic extract and casearin X both reduced the extent
of such damage. Given that casearin X, a clerodane diterpene, did
not reduce the percentage of micronuclei, another class of com-
pounds must be responsible for this effect of C. sylvestris ethanolic ex-
tract. The essential oil of C. sylvestris has also been shown to protect
DNA from clastogenic damage, having been found to contain mono-
terpenes and sesquiterpenes (Sousa et al, 2007). Oliveira et al.
(2009) identified sesquiterpenes and clerodane diterpenes in the
ethanolic extract of C. sylvestris. Of the 15 sesquiterpenes identified
in the ethanolic extract, 13 had previously been identified in the
essential oil (Esteves et al., 2005; Sousa et al., 2007). The protective
effect of C. sylvestris ethanolic extract against irreparable DNA
damage might be related also to its sesquiterpene content. In the
present study, we observed that C. sylvestris ethanolic extract and
casearin X have chemopreventive activity against DNA damage induced
by TSP emitted from sugarcane burning. Our results suggest that
C. sylvestris extract and diterpenes can act by different mechanisms to
protect DNA against damage, including repairable and non-repairable
damages.
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Studies have shown that Casearia sylvestris compounds protect DNA from damage both in vitro and
in vivo. Complementarily, the aim of the present study was to assess the chemopreventive effect of case-
arin B (CASB) against DNA damage using the Ames test, the comet assay and the DCFDA antioxidant
assay. The genotoxicity was assessed by the comet assay in HepG2 cells. CASB was genotoxic at concen-
trations higher than 0.30 uM when incubated with the FPG (formamidopyrimidine-DNA glycosylase)
enzyme. For the antigenotoxicity comet assay, CASB protected the DNA from damage caused by H,0,
in the HepG2 cell line in concentrations above 0.04 uM with post-treatment, and above 0.08 pM with
pre-treatment. CASB was not mutagenic (Ames test) in TA 98 and TA 102. In the antimutagenicity assays,
the compound was a strong inhibitor against aflatoxin B1 (AFB) in TA 98 (>88.8%), whereas it was mod-
erate (42.7-59.4%) inhibitor against mytomicin C (MMC) in TA 102. Additionally, in the antioxidant assay
using DCFDA, CASB reduced reactive oxygen species (ROS) generated by H,0,. In conclusion, CASB was
genotoxic to HepG2 cells at high concentrations; was protective of DNA at low concentrations, as shown

by the Ames test and comet assay; and was also antioxidant.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Caseariasylvestris is a plant commonly known in Brazil as “guac-
atonga,” and its leaves are widely used for their anti-inflammatory
and anti-ulcerative activities (Basile et al., 1990; Borges et al.,
2000; Sertié et al., 2000). In addition, the bark of C. sylvestris has
been used to treat fever symptoms and for treatment of herpes
virus and diarrhea (Esteves et al., 2005). Phytochemical investiga-
tions revealed that the major compounds isolated from C. sylvestris
(clerodane diterpenes) exhibited anti-fungal activities (Oberlies et
al.,, 2002).

Abbreviations: 2-AF, 2-aminofluorene; 2-AN, 2-anthramine; AFB, aflatoxin B1;
CASB, casearin B; DCFDA, dichlorodihydrofluorescein diacetate; FPG, formamido-
pyrimidine-DNA glycosylase; HPLC-UV, High-performance liquid chromatography-
ultraviolet; IR, infrared; LPCC, low-pressure column chromatography; MMC,
mytomicin C; MS, mass spectrometry; NMR, nuclear magnetic resonance; NPD, 4-
nitro-o-phenylenediamine; SPE, solid-phase extraction; TLC, thin layer
chromatography.

* Corresponding author. Address: UNESP, School of Pharmaceutical Sciences, Rua
Expediciondrios do Brasil 1621, 14 801 902 Araraquara, Sdo Paulo, Brazil. Tel.: +55
16 33015706; fax: +55 16 33220073.

E-mail address: soarescp@hotmail.com (C.P. Soares).

0278-6915/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.fct.2012.11.029

Extracts and chemical components of C. sylvestris, particularly
clerodane diterpenes, showed cytotoxic activity against tumor
cells. Specifically to the casearin B (CASB), there is only one pub-
lished study concerning its biological activity, which accessed the
cytotoxicity of the sample against human cell lines using MTT as-
say. The study presents the following CASB cytotoxicity results:
MOLT-4 (leukemia; ICso=0.22 uM), MDA-MB-435 (melanoma;
ICs0 = 0.35 uM), HCT-8 (colon cancer; IC50 = 0.97 uM), and SF-295
(glioblastoma; I1Cso = 0.43 uM), whereas CASB was less cytotoxic
to L-929 cells (normal fibroblasts; ICsq = 1.52 pM) demonstrating
a more selective cytotoxic response to tumor cell lines (dos Santos
et al., 2010). However, there are no further mechanistic investiga-
tions concerning these results.

Regarding the effects of C. sylvestris compounds on DNA, studies
have reported the absence of genotoxic activity of an ethanolic ex-
tract from the leaves of C. sylvestris in HTC (hepatoma) and V79
cells (Chinese hamster lung cells) using comet assays (Maistro
et al., 2004). Additionally, the essential oil of the leaves was anti-
clastogenic when evaluated by observing chromosome aberrations
in HTC cells (Sousa et al., 2007). Recently, a study using mouse
blood cells showed that an ethanolic extract and caseargrewiin F

Please cite this article in press as: Prieto, A.M., et al. Assessment of the chemopreventive effect of casearin B, a clerodane diterpene extracted from Casearia
sylvestris (Salicaceae). Food Chem. Toxicol. (2012), http://dx.doi.org/10.1016/j.fct.2012.11.029
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protected DNA from damage in low concentrations and were geno-
toxic and mutagenic in high concentrations (de Oliveira et al.,
2009).

In fact, currently, there are a range of studies that investigate
compounds isolated from plants that protect DNA from damage,
elucidating the possible mechanisms by which these reductions
in DNA damage occur. To complement the previous studies per-
formed with C. sylvestris compounds, the aim of the present study
was to assess the chemopreventive effect of CASB using the comet
assay, the Ames test and an antioxidant assay.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), antibiotic-antimycotic solution,
kanamycin sulfate, 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) (CAS # 298-93-1), dimethylsulfoxide (DMSO) (CAS # 67-68-5), formaldehyde
(CAS # 50-00-0), mitomycin C (MMC) (CAS # 50-07-7), 2-aminofluorene (2-AF)
(CAS # 153-78-6), 4-nitro-o-phenylenediamine (NPD) (CAS # 99-56-9), 2-anthra-
mine (2-AN) (CAS # 613-13-8) and aflatoxin B1 (AFB) were purchased from Sig-
ma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA). Fetal calf serum (FCS) was obtained from
Cultilab® (Campinas, Sdo Paulo, BRA). Sterile H,0, (CAS # 7722-84-1), ethanol
(CAS # 64-17-5), silica (CAS # 7631-86-9), hexane (CAS # 110-82-7), ethyl acetate
(CAS # 141-78-6) and isopropanol (CAS # 67-63-0) were purchased from Merck®
(Darmstadt, Hessen, DEU). Doxorubicin (Dox) (CAS # 23214-92-8) was purchased
from Eurofarma® (Sdo Paulo, BRA). FPG endonuclease was purchased from New
England Biolabs® (Ipswich, MA, USA). S9 mixture was obtained from Moltox®
(Boone, NC, USA). Activated charcoal was purchased from Synth® (Diadema, Sdo
Paulo, BRA).

2.2. Preparation of extract, and purification and structure determination of CASB

Dried and powdered leaves of C. sylvestris (20.5 kg) were extracted with ethanol
in a stainless steel extractor with solvent re-circulation for 24 h at 40 °C. The crude
extract was concentrated under reduced pressure to yield 1540.0 g of dry residue. A
portion (473.6 g) of the residue was separated by SPE (solid-phase extraction) from
silica (60-200 pm)/activated charcoal (1:1, w/w) by elution with hexane/ ethyl ace-
tate (95:5, v/v), ethyl acetate, and methanol to afford three fractions (SPE1-SPE3).
SPE2 (16.0 g) was submitted to normal-phase LPCC (low-pressure column chroma-
tography) over silica (40-63 um) eluted with a gradient of hexane/ethyl acetate/
isopropanol of increasing polarity (78:20.5:1.5 to 60:37.3:2.7, v/v): 45 fractions
were collected and monitored by TLC (thin layer chromatography), HPLC-UV
(High-performance liquid chromatography-ultraviolet), and '"H NMR (nuclear mag-
netic resonance). Fractions 15-19 were submitted to preparative reversed-phase
HPLC (C18 column; 250 x 50 mm; 12 pm) with methanol/ water mixture (67:33
or 75:25, v/v) as the mobile phase to yield CASB (250.6 mg), Fig. 1. The compound
was identified by spectrometric analysis using NMR, MS (mass spectrometry), IR
(infrared) and UV, as described by dos Santos et al. (2010).

Fig. 1. Chemical structure of CASB.

2.3. Cell culture

The HepG2 cell line was purchased from the Rio de Janeiro Cell Bank, Brazil. Be-
cause this cell line was obtained from a human hepatocellular carcinoma, there are
studies showing that it can express hepatic enzymes such as lipase, reductase and
catalase (Busch et al., 1990; Cuthbert et al., 1997), leading to a protective effect
against promutagens (Wilkening et al., 2003), making it a good model to test anti-
oxidant properties. Additionally, HepG2 cell line showed to be highly sensitive to-
ward several genotoxicants that give negative results in other in vitro assays such as
mycotoxins (Knasmdiiller et al., 2004a), becoming a very suitable tool for genotoxi-
city testing (Knasmiiller et al., 2004b). Additionally, there are no studies concerning
if CASB is a phase I/Il inductor, which makes HepG2 more suitable to test CASB since
there are studies that show that HepG2 cell line is sensitive to both phase I and II
inductors genotoxicants (Majer et al., 2004). The cells were grown in 75 cm? flasks
(Techno Plastic Products®, Trasadingen, CHE) with loosened caps, containing DMEM
supplemented with 10% FCS (v/v), antibiotic-antimycotic Solution (1000 U of pen-
icillin, 100 pg/mL of streptomycin sulfate and 0.25 pg/mL amphotericin B), and
kanamycin sulfate (100 pg/mL) at 37°C in a CO, incubator (Thermo Fisher Scientific
Inc.®, MA, USA) under a humidified atmosphere composed of 5% CO, in 95% air.

2.4. Viability

As proposed by Tice et al. (2000), the comet assay must be performed in condi-
tions of low cytotoxicity; consequently the genotoxicity and antigenotoxicity of the
HepG2 cells were assessed under the IC; obtained from the MTT assay. The anti-
mutagenicity was assessed under non-cytotoxic conditions using the Ames test,
as previously performed in Salmonella typhimurium strains.

2.4.1. MTT assay

For the MTT assay, 10 cells/well were seeded in a 96 well plate, then the cells
were exposed to at least five different concentrations of CASB compounds for a per-
iod of 24 h in triplicate, for three independent experiments. The treatments were:
(1) negative control (DMEM), (2) positive control (Dox at 15 pg/mL), (3) vehicle
control (DMEM plus DMSO 0.05% (v/v)), (4) five different concentrations of CASB
(0.65-10.00 pM). After the treatments, the MTT assay was performed as described
by Mosmann (1983). Finally, the viability was obtained using the following for-
mula: viability (%) = (treatments x 100)/(negative control).

2.4.2. Viability in

S. typhimurium First, the culture medium, bacteria (TA98 or TA102), sterile
physiological solution and the compound to be tested were homogenized by vor-
texing. Subsequently, the mixture was added to tubes with 9 mL of sterile physio-
logical solution to obtain a dilution of 1:10, which was homogenized, and a final
volume of 1 mL was transferred to another tube with the same amount of physio-
logical solution; this procedure was repeated to obtain a dilution of 10~°. From the
tube containing a dilution of 10~>, 0.1 mL was seeded on nutrient agar plates, then
incubated for 24 h at 37 °C. After this period, the colonies were counted and the col-
ony-forming units/mL was calculated (CFU = colonies x dilution x 10). The percent-
age of viability for each treatment was compared to the number of colonies from
the negative control. According to Vargas et al. (1993), cytotoxicity was considered
for samples with a percentage of viability below 60%.

2.5. Comet assay

2.5.1. Genotoxicity

HepG2 cells were seeded in 24-well plates (5 x 10* cells/well) and treated for
24 h with five concentrations of CASB using 1:2 dilution ratio. The treatments for
the comet assay were performed to allow the cells to complete at least one entire
cell cycle (24 h); in this way, it was possible to assess the damages that the cells
were not able to repair. The CASB concentrations tested were: 0.15, 0.30, 0.60,
1.20 and 2.30 pM. DMEM plus 0.05% DMSO and 0.5% Hank’s solution (v:v) was used
as vehicle control (VC); for the negative control (NC), the cells were treated only
with DMEM; and for the positive control, the cells were treated with 1 mM H,0,
for 10 min. The concentration of hydrogen peroxide was obtained by absorbance
as proposed by Brestel (1985). After the treatments, the cells were detached, re-sus-
pended and homogenized with low-melting-point agarose, spread on a microscope
slide pre-coated with normal-melting-point agarose and covered with a coverslip.
Then, the slides were incubated for 30 min with 90 pL of FPG enzyme (1:3000,
v:v) at 37 °C, to specifically assess the oxidative damage in the DNA (Collins
et al., 2008). Additionally, an experiment without FPG incubation was also per-
formed. The alkaline version of the comet assay (single cell gel electrophoresis)
was performed as described by Singh et al. (1988). Duplicate slides were prepared
and stained with ethidium bromide, and 50 cells were screened per sample with a
fluorescent microscope (ZEISS®, Jena, Thuringia, DEU) equipped with an excitation
filter of 515-560 nm, a barrier filter of 590 nm and a 40x objective. The level of
DNA damage was assessed by an image analysis system (TriTek CometScore® 1.5,
2006, Sumerduck, VA, USA), and the DNA percent in the tail was obtained for each

Please cite this article in press as: Prieto, A.M., et al. Assessment of the chemopreventive effect of casearin B, a clerodane diterpene extracted from Casearia
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treatment. The groups treated with the compounds were compared with the vehicle
control using the Kruskal-Wallis test and the associated Dunn post-test using the
OriginPro 8.0 software (OriginLab®, Northampton, MA, USA).

2.5.2. Antigenotoxicity

HepG2 cells were pre-treated with CASB and were then exposed to 1 mM of
H,0, for 10 min, or the cells were exposed to H,O, 1 mM for 10 min and post-trea-
ted with the CASB. Five concentrations were tested: 0.02, 0.04, 0.08, 0.15 and
0.30 uM. The positive control consisted of treating with H,0, (1 mM) for 10 min,
and the cells were pre- or post-treated with DMEM, negative control (DMEM)
and vehicle control (cells pre- or post-treated with 0.05% DMSO plus Hank’s 0.5%
in DMEM plus H,0, (1 mM)). Subsequently, the comet assay was performed as pre-
viously described for the genotoxicity assay, incubating the slides with FPG enzyme
(1:3000, v:v) because the mutagen used in this test was H,0,. Statistical analysis
was performed using the Kruskal-Wallis test and the associated Dunn post-test
to compare the treated groups with the vehicle control group using the OriginPro
8.0 software (OriginLab®, Northampton, MA, USA). The damage inhibition percent
(I) was calculated as proposed by Hosseinimehr and Karami (2005): I = [(Positive
control) — (Test)] x 100/(Positive control). Additionally, the percentage of
inhibition was classified as strong (higher than 60%), moderate (60-41%), weak
(40-21%) and negligible (20-0%) (Calomme et al., 1996).

2.6. Ames test

2.6.1. Mutagenicity

Mutagenicity was evaluated by the Salmonella/microsome assay that is based
on the plate-incorporation method proposed by Maron and Ames (1983), using S.
typhimurium test strains TA98 and TA102, provided by Dr. B.N. Ames (Berkeley,
CA, USA), both with and without metabolization by the S9 mixture. The test strains
were obtained from frozen cultures and were grown overnight for 12-14 h at 37 °C
in oxoid nutrient broth No. 2. The CASB was dissolved in DMSO and added to 2 mL
of top agar mixed with 100 UL of bacterial culture (1-2 x 108 cells/mL) and were
then added to a plate with minimal agar. Then, the plates were incubated at
37 °C for 48 h and the number of His+ revertant colonies was manually counted.
Additionally, the influence of metabolic activation was assessed by adding 500 pL
of S9 mixture (S9 at a concentration of 0.04 mL/mL of mix). All experiments were
analyzed in triplicate. The standard mutagens used as positive controls in each
experiment were: TA 102 (—S9) MMC (0.5 pg/plate), TA 102 (+S9) 2-AF (10 pg/
plate), TA 98 (—S9) NPD (10 pg/plate), TA98 (+S9) 2-AN (1.25 pg/plate). DMSO
was used as the negative (vehicle) control (100 pL - maximum volume that was
used in the assay). We selected the concentrations based on the toxicity. In a pre-
liminary test, we considered toxicity to be when we observed either a reduction
in the number of his+ revertants, or an alteration in the auxotrophic background
(i.e., background lawn). In all subsequent assays, the upper limit of the dose range
tested was the highest nontoxic dose or the lowest toxic dose determined in this
assay. In the mutagenicity assay, we used the following concentrations: 0.03;
0.05; 0.10, 0.15 and 0.21 mg/plate. Statistical analysis was performed using the Sal-
anal software (Integrate Laboratory Service, NC, USA, 1992), adopting the Bernstein
et al. (1982) model. The mutagenic index (MI) was also calculated for each dose;
that is, the average number of revertants per plate divided by the average number
of revertants per plate in the negative (solvent) control. A sample was considered
positive when MI > 2 for at least one of the tested doses, and there was a reproduc-
ible dose-response curve (Valent et al., 1993; Varella et al., 2004).

2.6.2. Antimutagenicity

Before assessing the antimutagenicity, the cytotoxicity of the highest dose of
the compounds associated with the mutagen was tested. Based on the results of this
preliminary assay, the C. sylvestris components were tested in non-cytotoxic doses
for their antimutagenic properties. The procedures for the antimutagenicity assays
were similar to those described for the mutagenicity assays, except that in each
tube of top agar containing the bacterial strain and the CASB, the mutagenic agent
was also added. One of the mutagens tested was a direct-acting genotoxic com-
pound, MMC in TA 102 (4 x 10~ mg/plate); while the other was the indirect-acting
promutagen AFB in TA 98 (5 x 10~ mg/plate). In addition to AFB, the promutagen-
activating fraction S9 was added. This fraction was prepared and used following
Maron and Ames (1983). Toxicity to the various bacteria was also tested, and the
sample concentrations employed for the antimutagenic test were all found to be
non-toxic. The following CASB concentrations were used in the antimutagenicity
assay: 0.02; 0.03; 0.05; 0.10 mg/plate. The concentration of CASB that inhibits
50% of mutagenicity (MIDso) was obtained using regression analysis (OriginPro
8.0 software - OriginLab®, Northampton, MA, USA). The calculation of the
percentage of mutagenic inhibition (I) was carried out as described by Tachino
et al. (1994). We also classified the mutagenic inhibition as described in antigeno-
toxicity assay.

[=[1— (revertants per plate with inhibitor/revertants per plate without inhibitor)]
x 100

2.7. Antioxidant assay

The intracellular reactive oxygen species (ROS) were measured using 2',7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFDA). Inside the cell, DCFDA (inactive
ROS) is converted to DCFH (active ROS) by an esterase. H,0, and other ROS oxidize
intracellular DCFH (non-fluorescent) to DCF (fluorescent). HepG2 cells (10* cells/
well) were seeded in sterile black plates. Then, the cells were treated with CASB
in three concentrations: 0.04, 0.08 and 0.15 mM for 24 h with their respective con-
trols. The concentrations of this compound were chosen based on previously ob-
tained results of cytotoxicity and genotoxicity assays. Additionally, the following
controls were used for the experiment: (1) negative control (NC) cells (cells main-
tained in culture medium), (2) vehicle control (VC) (cells treated with 0.05% DMSO
plus Hank’s 0.5% in DMEM) and (3) quercetin (a natural antioxidant) control (Q)
(40 mM). After treatment, the wells were washed twice with Hank’s solution. Next,
100 pL of a solution of 5 mM DCFDA diluted in Hank’s was added and incubated for
30 min at 37 °C while protected from light. Thereafter, 1 mM hydrogen peroxide
was added for 10 min, after which time the hydrogen peroxide was removed from
the plate by aspiration. The wells were washed twice with Hank’s, and 100 pL of
Hank’s solution was added to each well for reading with a fluorimeter. Reading
was performed every minute for 30 min, at excitation: Z=485nm, emission:
/=528 nm. A curve of fluorescence intensity versus time was plotted, and from this
curve, the total fluorescence intensity for each treatment was estimated by obtain-
ing the integral of each curve (area under the curve) using the OriginPro 8.0 soft-
ware (OriginLab®, Northampton, MA, USA). Three independent experiments were
performed in triplicate. Next, a one-way analysis of variance (ANOVA) was per-
formed with the Dunnett post-test to compare the total intensities obtained from
the treatments versus the vehicle control (VC) (Nakajima et al., 2009).

3. Results
3.1. Viability and genotoxicity

Before the effect of the compounds on the DNA in the HepG2
cell line was assessed, the MTT assay was performed. The assays
were conducted under the ICyg, 2.3 uM (Fig. 2). Complementarily,
the results, shown in Fig. 2, demonstrate that this compound was
genotoxic to HepG2 cells at concentrations above 0.30 pM when
incubated with FPG enzyme, whereas without the enzyme incuba-
tion, CASB begins to show genotoxicity at 1.15 uM (Fig. 3).

3.2. Antigenotoxicity

To assess antigenotoxicity, concentrations that slightly affected
the cell viability and that were not genotoxic were chosen. CASB
significantly reduced the DNA damage caused by H,0, in HepG2
cells in both pre- (0.08 and 0.15 uM) and post-treatments (0.04,
0.08 and 0.15 uM) (Fig. 4A). With regard to the percent inhibition
of DNA damage (Fig. 4B), the post-treatment was the most effi-

1 MTT

80

60 4

Viability (%)

40 4

20

Concentration (uM)

Fig. 2. MTT viability assay of CASB in the HepG2 cell line treated with the
compound for 24 h. [Cyp = 1.15 pM.
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Genotoxicity & in the strain TA 98 under metabolization (+S9) and in the strain TA
17 . FRG (4) ’L‘ ke 1 102 without met.abolization (—S9). The combination of CASB
16 4 B FPG () xxk I (0.10 mg/plate) with the mutagens AFB and MMC resulted in a
154 viability of 100% and 69%, respectively, which are acceptable to
Lo perform the antimutagenicity assay. Under metabolization using
12: - the strain TA 98, CASB was a strong inhibitor (approximately
= 11.] 90%) against DNA damage induced by AFB. For the strain TA 102
s 10 without metabolization, CASB was a weak (40-21%) or moderate
‘ZE 9] (41-60%) inhibitor against the mutagenicity induced by MMC.
S s
e 74 -
o 3.5. Antioxidant assay
i_‘ The results of the antioxidant assay (Fig. 5) show that CASB was
3] able to significantly reduce ROS generated by H,0, at the two high-
2] er concentrations tested (0.08 and 0.15 pM) compared with the

NC vC 015 030 060 1.15 230 uM

Fig. 3. Genotoxicity in the HepG2 cell line exposed to CASB for 24 h assessed by the
comet assay, with and without incubation with FPG enzyme. NC = negative control
(cells in cell culture medium, DMEM); VC = vehicle control (cells treated with DMSO
0.05%, Hank's 0, 5% in DMEM). Kruskal-Wallis with Dunn post-test VC versus
treatments: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. Mann-Whitney FPG(+) versus FPG(—):
‘p <0.001.

cient, presenting strong inhibition (70.1%) in the higher concentra-
tion tested (0.15 uM). At the same concentration, the pre-treat-
ment exhibited moderate inhibition (47.8%).

3.3. Mutagenicity

Table 1 shows that CASB was not mutagenic to S. typhimurium
strains TA 98 and TA 102 with and without metabolization. That
the mutagenic index was <2 demonstrates that the compound
tested could not induce an increase in the number of revertants.

3.4. Antimutagenicity

The results of the antimutagenicity assay for CASB are shown in
Table 2. The compound was used in association with MMC and AFB

A Antigenotoxicity
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vehicle control (Fig. 5B). These results corroborate the H,0, DNA
damage reduction shown in the post-treatment with CASB as-
sessed by the comet assay, as shown in Fig. 4A.

4. Discussion

The present study assessed the mutagenic/genotoxic,
antimutagenic/antigenotoxic and antioxidant activities of CASB in
S. typhimurium and HepG2 cell lines. Recently, natural products
have been suggested to possess DNA protective and antioxidant
properties (Dellai et al., 2009; Gupta et al., 2009), which can be
useful to prevent diseases such as cancer.

The S. typhimurium strains TA 98 and TA 102 were used in the
Ames test. The TA 98 strain has a specific deletion in the plasmid
pKM 101 that makes this strain reversible in frameshift events
(Maron and Ames, 1983). S. typhimurium TA 102 is susceptible to
oxidative damage due to a mutation in the gene G428 (Levin
et al., 1982).

CASB was not mutagenic to the strains TA 98 and TA 102. As de-
scribed previously, these results indicate that the compound did
not induce significant frameshift events or oxidative damage at
the concentrations tested.

However, CASB was genotoxic at concentrations below the ICyq
to the HepG2 cells. Interestingly, when the enzyme FPG was used,
the genotoxicity increased significantly compared to the assay

B DNA damage inhibition
80 o —a— Pre
Post
70 4
60 i = strong
R 50
5 g moderate
= 40
2
[==
~ 304
- | weak
10 -
/ negligible
L
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Fig. 4. (A) Antigenotoxicity in the HepG2 cell line both pre- and post-treated with CASB for 24 h against the damage caused by H,0, (1 mM), which was assessed by the
comet assay and incubated with FPG enzyme. NC = negative control (cells in cell culture medium, DMEM); VC = vehicle control (cells pre- or post-treated with DMSO 0.05%,
Hank’s 0, 5% in DMEM and exposed to H,0,). Kruskal-Wallis with Dunn post-test VC versus treatments: *p < 0.05; **p < 0.01;***p < 0.001. (B) Inhibition of H,0, DNA damage
by the antigenotoxicity treatment described in A. Negligible (20-0%), weak (40-21%), moderate (60-41%) and strong (higher than 60%).
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Table 1

Mutagenic activity of CASB in strains of S. typhimurium TA 98 and TA 102 in the presence (+S9) and absence (—S9) of metabolization.

Salmonella typhimurium revertants/plate +SD (MI)

mg/plate TA 98 TA 102

-S9 +S9 -S9 +S9
DMSO 71.0+5.6 703 +11.2 208.0+14.4 317.3+20.2
0.03 78.3+£10.3 (1.1) 76.0 £16.2(1.1) 211.3+54.3 (1.0) 284.3+3.1(0.9)
0.05 74.7 £15.1 (1.1) 94.3+£19.9 (1.3) 217.0+23.5(1.0) 296.0 +24.3 (0.9)
0.10 76.0+£12.1 (1.1) 79.0£24.4 (1.1) 188.3+£34.1 (0.9) 273.7 £13.8 (0.9)
0.15 77.7 £20.5 (1.1) 94.3 £9.3(1.3) 179.0 £24.6 (0.9) 297.7 +35.3 (0.9)
0.21 59.3+7.4(0.8) 88.7+£2.1(1.3) 193.3 £33.7 (0.9) 260.7 +41.4 (0.8)
Control + 1749.3+152.5 460.0 £20.0 1438.3+160.3 371+35.7

MI = Mutagenesis index; SD = standard deviation; Control +: TA 102 (—S9) MMC (0.5 pg/plate), TA 102 (+S9) 2-AF (10 pg/plate), TA 98 (—S9) NPD (10 pg/plate), TA98 (+S9) 2-

AN (1.25 pg/plate). DMSO (100 pL/plate) = negative control.

Table 2

Antimutagenicity assay. S. typhimurium revertants per plate treated with CASB in association with mitomycin C (MMC) and aflatoxin B1 (AFB) in strain TA 98 under

metabolization (+S9) and strain TA 102 without metabolization (—S9).

Salmonella typhimurium revertants/plate +SD (I)

TA 98 (+S9) TA 102 (-S9)

mg/plate mg/plate

AFB (5 x 1077) 349.7+0.6 MMC (4 x 1077) 690.7 +90.9

DMSO 30.3+3.1 DMSO 209.3+10.1

CASB + AFB (5 x 1077) MIDsq CASB + MMC (4 x 1077) MIDsq
0.02 343 £4.5 (90.2)¢ 0.003 0.02 650.7 +101.9 (5.8)* 0.04
0.03 39+6(88.8)¢ 0.03 364 +31.4 (47.3)°

0.05 33.3£2.5 (90.5)¢ 0.05 395.7 +47.2 (42.7)°

0.1 35.7£1.5 (89.8)¢ 0.1 280.7 +4.2 (59.4)°

I = percent inhibition; SD = standard deviation; CASB = CASB; DMSO (100 plL/plate) = negative control; I =?negligible (20-0%), weak (40-21%), “moderate (60-41%) and
dstrong (higher than 60%); MIDs, = concentration of CASB (mg\plate) that inhibits 50% of mutagenicity.
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Fig. 5. Antioxidant activity using DCFDA in the HepG2 cell line pre-treated for 24 h with CASB against ROS generated by H,0,. (A) Curve of fluorescence intensity obtained in
30 min of reaction. (B) Total intensity obtained by the integral of the curves presented in A. NC = negative control (cells in cell culture medium, DMEM); VC = vehicle control
(cells pre-treated with DMSO 0.05%, Hank’s 0.5% in DMEM and exposed to H,0,). Q = quercetin control (40 ptM). B 0.04 = CASB 0.04 puM. B 0.08 = CASB 0.08 uM. B 0.15 = CASB
0.15 puM. Kruskal-Wallis with Dunn post-test VC versus treatments: *p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001.

without enzyme incubation (Fig. 3). Thus, CASB itself caused oxida-
tive damage to DNA with a concentration-response profile.
Although this mechanism has not been elucidated for CASB, de
Carvalho et al. (1998) demonstrated that two different diterpene
clerodanes extracted from C. sylvestris, known as casearins S and
T, caused acetylation of the DNA molecule when measured by
DNA damage detection in cells of Saccharomyces cerevisiae mu-
tants. Therefore, the interactions of casearins with DNA may be
associated with the genotoxic effects observed in this study.

Additionally, Zeiger (2007) notes that DNA damage protection
studies have to be conducted in parallel with mutagenicity and
cytotoxicity assays to guarantee their safety and avoid overestima-
tion of the chemopreventive effects observed, respectively. Thus,
our DNA damage protection studies were performed using non-
cytotoxic and non-genotoxic/mutagenic conditions.

Compounds that protect DNA from damage can act by two dif-
ferent mechanisms. They can be considered desmutagens, which
reduce the mutagenic/genotoxic effect by directly interacting with
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the mutagens, block their effects by inhibiting their metabolic acti-
vation or enhance their detoxification. The pre-treatment is com-
monly performed to assess the detoxificant properties of the
compounds, since detoxificant enzymes can be induced during
the pre-treatment period. Alternatively, these compounds can be
classified as bioantimutagens, which promote DNA repair after
damage, increase DNA replication, inhibit error-prone replication
or suppress the growth and replication of cells with damaged
DNA .The post-treatment is useful to assess bioantimutagenic ef-
fects, for instance DNA repair response can be activated after dam-
age, and the post-treatment can help to improve this effect (Kada
and Shimoi, 1987). The results obtained for CASB are interesting
because in the antigenotoxicity assay in the HepG2 cell line, CASB
protected the DNA against oxidative damage at lower concentra-
tions with both pre- and post-treatment (Fig. 4). Additionally, the
compound also protected the DNA against oxidative damage in
TA102 when exposed to MMC (Table 2).

Taken together, the data shown in the genotoxicity and anti-
genotoxicity assays are particularly interesting. They corroborate
previous results obtained in animal models for compounds from
C. sylvestris, where a weak genotoxic response and an antigeno-
toxic activity were observed concurrently in the comet assay at
the same concentrations (de Oliveira et al., 2009). In addition, other
studies described the same profile for compounds derived from
natural products (Miyaji et al., 2004). Specifically, with regard to
derivatives of C. sylvestris, the possible acetylation of DNA that gen-
erates a genotoxic response may also be responsible for the acety-
lation of histones. It is already known that histone acetylation
results in DNA relaxation; thus, the DNA becomes accessible to
the transcriptional machinery (Sterner and Berger, 2000), thereby
enabling the correction of lesions, either by the DNA repair mech-
anism or by the transcription of detoxificant enzymes (Li et al.,
2007). Concerning the detoxificant activity, the results of post-
treatment with CASB in the comet assay (Fig. 4) can be explained
by the antioxidant DCFDA assay results, which show that CASB sig-
nificantly induced antioxidant enzymes that reduce ROS generated
by H,0, (Fig. 5). This finding explains why both a desmutagenic
and a bioantimutagenic response were observed in this work,
and why de Oliveira et al. (2009) observed protection to damage
induced by cyclophosphamide in an animal model.

Complementarily, to the comet assay the use of 24 h treatment
was performed to allow the cell to complete one entire cell cycle,
consequently, it was possible to express DNA repair machinery
(post-treatment) or induce antioxidant enzymes (pre-treatment).
Because of this, there was a difference in the percent DNA damage
in the comet tail observed in both pre- and post-treatments that
was clearly observed in the vehicle controls. The explanation for
this result is that the pre-treatment consists of treating cells with
vehicle control or compound, then inducing genotoxic damage fol-
lowed by the comet assay. Damage occurs, but the repair system of
the cell does not have enough time to repair it; therefore, higher
values of damage are observed. However, with the post-treatment,
damage is generated and then the treatments are added for 24 h,
thus allowing the time required for the cell to repair any damage
spontaneously, resulting in the vehicle control showing less
damage after the post-treatment compared to pre-treatment.
However, there is significant residual damage (shown in vehicle
control) that the cell cannot repair itself, and the possible reduc-
tion of this damage is evaluated with the post-treatment of cells
with the compounds.

Additionally, compared to other compounds that are antimuta-
genic and antioxidant, such as N-acetyl-i-cysteine (MIDsq = 0.07 -
mg/plate; TA 100; against 4-nitroquinoline 1-oxide) or myrcetin,
a flavonoid extracted from natural products (MIDsg=0.16 mg/
plate; TA 98; S9 incubation, against cigarette smoke condensate)
(Camoirano et al., 1994), CASB was most efficient on protecting

DNA from damage once it presented a MIDsy lower than N-acet-
yl-L-cysteine or myrcetin as shown in Table 2: (MIDsg = 0.04 mg/
plate; TA 102; against MMC); (MIDso = 0.003 mg/plate; TA 98; S9
incubation; against AFB).

In the Ames test, CASB strongly inhibited the effects of AFB in
the TA 98 strain under metabolization in the antimutagenesis as-
say. These results indicate that CASB interacts with AFB and may
inhibit the microsomal activation of AFB to electrophilic metabo-
lites (Ammar et al., 2008). In the TA 102 strain, a lower inhibition
of the direct agent MMC was observed when compared to AFB. This
result demonstrates that CASB is highly efficient in protecting DNA
from damage under a metabolization model.

In conclusion, CASB showed interesting chemopreventive char-
acteristics in both HepG2 cells and S. typhimurium strain by pro-
tecting DNA against different types of damage and by acting as
an antioxidant through inducing detoxificant enzymes in HepG2
cells.
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