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RESUMO 

As atividades biológicas e farmacológicas dos biflavonoides são diversas incluindo suas 

propriedades imunossupressivas, anticancerígenas, antioxidantes, antiangiogênicas, 

antibacterianas, antivirais e antifúngicas. No presente estudo, avaliou-se a potencial 

capacidade do biflavonoide morelloflavona, isolada de Garcinia xanthochymus, em 

modular a expressão de HLA-G (Human Leukocyte Antigen- G), bem como seu 

potencial efeito quimiopreventivo. Inicialmente, foi avaliado o índice de morte celular 

causado pela morelloflavona por meio do ensaio de Anexina V - Iodeto de proídio em 

PBMC (Células mononucleares do sangue periférico), o qual apresentou índices de 

morte celular significantes. Através da citometria de fluxo observou-se um aumento da 

expressão de HLA-G vinculado à membrana celular em linhagens de melanoma (FON) 

(p < 0,001). Pôde-se observar a indução de HLA-G solúvel em linhagens de melanoma 

transfectada (M8-HLA-G1) (p < 0,001), sem alteração para os demais tipos celulares 

estudados, pelo ensaio imunoenzimático- ELISA. A expressão de RNAm de HLA-G 

também foi induzida pela morelloflavona, observada pela RT- PCR, em células de 

melanoma M8 que não expressam HLA-G constitutivamente. Ainda, foi avaliada a 

atividade quimiopreventiva da morelloflavona. Observou-se a duplicação da atividade 

da enzima quinona redutase na linhagem de hepatocarcinoma celular (Hepa1c1c7) por 

meio do ensaio quinona redutase. Pelo ensaio do cometa foi possível verificar a 

capacidade genotóxica e antigenotóxica. Em relação à antigenotoxicidade, a 

morelloflavona causou dano de DNA no pré-tratamento. No pós-tratamento foi 

observado que a morelloflavona pode ter a capacidade de reverter danos de DNA 

causados pelo peróxido de hidrogênio. Sendo assim, os dados demonstrados revelam 

que a morelloflavona induz a expressão de HLA-G e possui efeito quimiopreventivo. 

Palavras-chave: morelloflavona, HLA-G, quimioprevenção, ensaio de quinona redutase, 

ensaio do cometa, biflavonoide. 



ABSTRACT 

The biological and pharmacological activities of biflavonoids are diverse, including 

their immunosuppressive, anticancer, antioxidant, antiangiogenic, antibacterial, antiviral 

and antifungal properties. In the present study we assessed the potential ability of 

morelloflavone, a biflavonoid isolated from Garcinia xanthochymus in modulating the 

expression of HLA-G (Human Leukocyte Antigen-G), as well as their potential 

chemopreventive effect. First, we measured the rate of cell death by morelloflavone 

using Annexin V - Propidium iodide assay in PBMC (peripheral blood mononuclear 

cells), which showed significant levels of cell death. By flow cytometry was observed 

the increased expression of HLA-G membrane bound in melanoma cells line (FON) (p 

< 0.001). Also, was observed the induction of HLA-G soluble in transfected melanoma 

cells line (M8-HLA-G1) (p < 0.001), with no change to other cell types studied by 

Enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA. The expression of HLA-G mRNA was 

also induced by morelloflavone, observed by RT-PCR, in melanoma cells (M8) that do 

not express HLA-G constitutively. Still, we evaluated the chemopreventive activity of 

morelloflavone. We observed a doubling of quinone reductase enzyme activity in 

hepatocellular carcinoma cells line (Hepa1c1c7) by quinone reductase assay. By comet 

assay we were able to verify the genotoxic and antigenotoxic capacity. Regarding 

antigenotoxicity, morelloflavone caused DNA damage pre treatment. In the post-

treatment was observed that morelloflavone may be capable of reversing DNA damage 

caused by hydrogen peroxide. Thus, the data show that morelloflavone induces the 

expression of HLA-G and has chemopreventive effect.

Keywords: morelloflavone, HLA-G, chemoprevention, quinone reductase assay, comet 

assay, biflavonoid. 
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O número de casos de câncer no Brasil cresce a cada ano. Segundo dados 

epidemiológicos do Instituto Nacional do Câncer, no Brasil a incidência e a mortalidade 

se elevam lado a lado, enquanto que em países desenvolvidos a incidência aumenta e a 

mortalidade diminui (INCA, 2010). 

O câncer se desenvolve devido à capacidade que as células tumorais possuem 

em subverter a resposta imune por meio de inúmeras maneiras. Um dos mecanismos de 

escape utilizados pelas células cancerígenas é a expressão da molécula imunoregulatória 

Human Leukocyte Antigen- G (HLA-G). HLA-G é uma molécula HLA de classe I não 

clássica, expressa na forma vinculada a membrana celular ou solúvel, e que desempenha 

funções importantes na regulação do sistema imune por meio da inibição da atividade 

de células natural killer e linfócitos T citotóxicos, das respostas de células T CD4+ 

alorreativas, e maturação e função de células apresentadoras de antígenos (AMIOT et 

al., 2011).  

Existem substâncias que possuem a capacidade de atuar frente ao 

desenvolvimento do câncer, impedindo, prevenindo ou revertendo a carcinogênese. São 

denominados compostos quimiopreventivos, os quais atuam principalmente 

aumentando a produção de enzimas de fase II, como por exemplo, a enzima NAD(P)H: 

quinona redutase (NQ1). 

Muitos dessas substâncias são de origem natural, como os biflavonoides. 

Atualmente, estudos a respeito dos biflavonoides concentram-se em suas propriedades 

antiangiogênicas e antitumorigênicas, com relatos em diferentes linhagens celulares, 

modelos animais e ensaios epidemiológicos humanos que demonstram a associação 

entre o consumo de frutas, legumes e certas bebidas, e o risco reduzido de doenças 

crônicas, incluindo câncer (RAMOS, 2007). A literatura mostra que os biflavonoides 

atuam na inibição do desenvolvimento tumoral através de mecanismos de parada do 



Introdução 
Capítulo 1 

21 

ciclo celular de linhagens tumorais (PINKAEW et al., 2009), de proteção de danos 

oxidativos ao DNA, da inibição da expressão de genes que promovem a instabilidade 

genética e da ativação de sistemas enzimáticos de metabolização de xenobióticos (TIAN 

et al., 2005; BENAVENTE-GARCÍA & CASTILLO, 2008; FERNANDES, 2010; 

FAROMBI et al., 2011). 

Diante desse cenário, se faz necessária à busca por substâncias bioativas 

presentes na biodiversidade brasileira capazes de exercerem alguma atividade 

antiangiogênica e antitumorigênica. Desta forma, este trabalho tem como objetivo o 

estudo da morelloflavona extraída da planta Garcinia xanthochymus, pelo seu efeito 

antiangiogênico e antitumorigênico recentemente reconhecido (PANG et al., 2009; 

PINKAEW et al., 2009), avaliando-se o seu potencial efeito quimiopreventivo e na 

modulação da resposta imune mediada por HLA-G. 
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2.1. Carcinogênese

As grandes etapas da carcinogênese foram deduzidas ao longo dos últimos 50 

anos, a partir de estudos em modelos animais, e estas foram denominadas iniciação, 

promoção e progressão (HURSTING et al., 1999; VICENTI & GATENBY, 2008).  

 A iniciação é determinada quando o DNA de uma célula ou população de células 

é danificado pela exposição à carcinógenos exógenos ou endógenos, e se este dano não 

é reparado, podendo ocorrer mutações genéticas. A responsividade das células mutantes 

ao seu microambiente pode ser alterada e pode dar-lhes uma vantagem de crescimento 

(PITOT, 2001; 2007). A promoção é caracterizada pela expansão clonal seletiva das 

células iniciadas, resultado da expressão alterada de genes cujos produtos estão 

associados com tecido de hiperproliferação, remodelação e inflamação (VICENTI & 

GATENBY, 2008). Durante a progressão, células pré-neoplásicas desenvolvem-se em 

tumores por meio de um processo de expansão clonal que é facilitado pela instabilidade 

genômica e expressão gênica alterada (LEUNG & BRUGGE, 2012). A visão clássica da 

carcinogênese experimental, em que a iniciação do tumor é seguida pela promoção e 

progressão tumoral de forma sequencial, permanece conceitualmente importante para a 

pesquisa experimental da carcinogênese (PITOT, 2001; 2007). 

No entanto, a natureza temporal dos eventos da iniciação, promoção e 

progressão é complexa (HURSTING et al., 1999). Trabalhos mostram que múltiplos 

eventos mutacionais estão envolvidos na formação de um tumor (LEUNG & BRUGGE, 

2012; SUZUKI & TAKAHASHI, 2012). Ainda, é cada vez mais evidente que os genes 

do indivíduo podem afetar a sua susceptibilidade a um agente cancerígeno 

(KUCUKGERGIN et al., 2012; LIN et al., 2012). Assim, ao invés de ocorrer em três 

fases distintas em uma ordem previsível, a carcinogênese humana é mais bem 
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caracterizada como um acúmulo de alterações nos genes que regulam a homeostase 

celular, como oncogenes, genes supressores tumorais, genes de regulação da apoptose, e 

os genes de reparo do DNA. Dada a natureza de vários estágios de carcinogênese e 

nosso avanço do conhecimento dos mecanismos críticos envolvidos em cada fase, 

estratégias para a prevenção do câncer devem usar mecanismos que abordem o bloqueio 

do processo cancerígeno em todas as fases ao longo da via (SUZUKI & TAKAHASHI, 

2012). 

 Secundariamente aos processos homeostáticos intracelulares, há muito se postula 

a existência de mecanismos entre as células, capazes de identificar células 

geneticamente alteradas e que processariam sua destruição, removendo-as. Porém, por 

meio de uma atuação sobre células e moléculas do sistema imunológico, as células 

mutadas possuem a capacidade de inibir o sistema imunológico, favorecendo a 

sobrevida do tumor (LEUNG & BRUGGE, 2012).  

2.2. Complexo Principal de Histocompatibilidade  

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) também denominado 

MHC (Major Histocompatibility Complex) foi primeiramente descrito nos anos 40 pela 

observação de rejeição ou aceitação de transplantes de tecidos entre camundongos 

alogênicos ou singênicos, respectivamente. Em camundongos essa região está 

localizada no cromossomo 17 e é denominada Histocompatibilidade-2 (H-2). Em 

humanos, a região equivalente a H-2 dos camundongos localiza-se no braço curto do 

cromossomo 6, na região 6p21.3, sendo denominada Antígeno Leucocitário Humano 

(HLA – Human Leukocyte Antigen), pois seus produtos são expressos em leucócitos 

(VANDIEDONCK & KNIGHT, 2009). 
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.Atualmente, são reconhecidos mais de 40 locos no MHC humano. A região de 

classe I engloba os loci HLA-A, -B, -C, -E, -F, -G (LAWLOR et al., 1990; 

GERAGHTY, 1993; BODMER et al., 1995) e pode ser subdividida em moléculas de 

HLA-I clássicas (HLA-Ia) e não clássicas (HLA-Ib). As moléculas do grupo HLA-Ia 

exibem alto grau de polimorfismo e são designadas a apresentar o maior número 

possível de peptídeos antigênicos, incluem HLA-A, HLA-B e HLA-C, enquanto que as 

moléculas do grupo HLA-Ib que incluem os genes HLA-E, HLA-F e HLA-G codificam 

moléculas encontradas em tecidos fetais e em alguns tecidos da fase adulta 

(GERAGHTY, 1993; PYO et al., 2006). 

O antígeno leucocitário humano - G (HLA-G) é uma molécula HLA de classe I 

não- clássica que foi primeiramente identificada como sendo expressa seletivamente por 

células do coriocarcinoma. Em 1987, Daniel Geraghty e colaboradores realizaram a 

primeira clonagem do gene HLA-G. Charlie Loke, juntamente com Shirley Ellis e 

Susan Kovats, e seus respectivos colaboradores foram os primeiros a identificar a 

molécula de HLA-G em citotrofoblastos extravilosos (ELLIS et al., 1990; KOVATS et 

al., 1990). Anos mais tarde, Phillippe Le Bouteiller confirma que HLA-G é expresso em 

toda a interface materno-fetal (células trofoblásticas invasivas, células do endotélio 

vascular fetal, células do âmnion e do líquido amniótico) (LE BOUTEILLER et al., 

1999), sendo que sua ausência está relacionada a abortos espontâneos (RIZZO et al., 

2011). 

2.2.1. Expressão da Molécula HLA-G 

Em indivíduos saudáveis, níveis basais da transcrição de HLA-G são observados 

na maioria de células e tecidos, entretanto a tradução das proteínas é restrita ao 
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trofoblasto (RIZZO et al., 2011), o timo (CRISA et al., 1997), a córnea (LE 

DISCORDE et al., 2003), o pâncreas (CIRULLI et al., 2006) e precursores eritróides e 

endoteliais (MENIER et al., 2004). 

Algumas células tumorais expressam HLA-G na tentativa de subverter a 

resposta imune favorecendo o escape tumoral e inibindo o ataque às células tumorais 

por células natural killer (NK) e linfócito T citotóxico, porém o grau de expressão da 

molécula varia de acordo com o tecido (ROUAS- FREISS et al., 2005). Proteínas HLA-

G podem ser encontradas em infecções virais, doenças autoimunes e inflamatórias, após 

transplantes de órgãos e na transformação maligna. 

De modo semelhante aos tumores, os vírus possuem estratégias para escapar do 

sistema imune. Sendo assim a indução da expressão da molécula de HLA-G por células 

infectadas por vírus pode ser um mecanismo adicional e induzido que o ajude a 

subverter as defesas do hospedeiro, como demonstrou Donaghy e colaboradores que 

verificaram que os níveis de HLA-G solúvel são maiores em indivíduos portadores do 

HIV (DONAGHY et al., 2007; CAROSELLA et al., 2011). 

Em algumas doenças autoimunes e inflamatórias foi observada a presença de 

HLA-G, mostrando que a molécula pode contribuir para a diminuição da antigenicidade 

das células envolvidas nestas patologias (WIENDL et al., 2005; DIEPSTRA et al., 

2008).  Devido às características imunológicas apresentadas pela molécula HLA-G, 

estudos indicam que a expressão de HLA-G por tecidos transplantados pode favorecer a 

sobrevida do enxerto e ainda pode indicar que a molécula pode ser usada para monitorar 

pacientes transplantados que aceitam os enxertos, podendo se beneficiar com a redução 

do tratamento imunossupressor (LEMAOULT et al., 2003; QIU et al., 2006). 



Revisão Bibliográfica 
Capítulo 1 

27 

2.2.2. Estrutura do Gene e da Molécula HLA-G 

HLA-G é constituído por uma região promotora 5’, que se estende por 1,4 kb 

desde o ATG, oito éxons e sete íntrons (SOLIER et al., 2001). O gene possui algumas 

características únicas, por exemplo, um códon de término de leitura no éxon 6, e o éxon 

8 como último éxon e a região 3’UTR (Untranslated Region - região não traduzida do 

RNA mensageiro), juntamente com um padrão particular de expressão por 

processamento alternativo (Figura 1) (CASTRO et al., 2000; SOLIER et al., 2001).

Figura 1. Representação esquemática do transcrito primário de HLA-G e das 
múltiplas isoformas (Modificado de DONADI et al., 2011).

Até o momento foram reconhecidos 44 alelos de HLA-G, sendo que dois destes 

são nulos, G*01:13N (G*0103N) e HLA-G*01:05N (G*0105N). A maioria dos alelos 
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do gene apresentam variações na sequência de regiões codificadoras, sendo que a maior 

parte deles são substituições sinônimas. Apesar da quantidade de alelos, o HLA-G 

produz apenas sete tipos de proteínas diferentes geradas por processamento alternativo 

do transcrito primário (DONADI et al., 2010). 

O transcrito primário de HLA-G gera RNA mensageiros (RNAm) alternativos, 

que tem a capacidade de codificar as isoformas do gene, sendo quatro proteínas de 

membrana (HLA-G1, -G2, -G3 e -G4) e três proteínas solúveis (HLA-G5, -G6 e -G7) 

(PAUL et al., 2000). 

O HLA-G1 é a isoforma protéica cuja estrutura mais se assemelha à das 

moléculas HLA classe I clássicas (LE MAOULT et al., 2003). Codifica proteínas com 

domínios extracelulares, �1, �2 e, �3, ligados ao domínio transmembrana codificado 

pelo éxon 5, e codifica também uma curta cauda citoplasmática, devido à presença de 

um códon prematuro de término de leitura presente no éxon 6 (GERAGHTY et al., 

1987).  

Os transcritos HLA-G2, -G3, e -G4 excluem o éxon 3, os éxons 3 e 4 e o éxon 4 

respectivamente, gerando isoformas truncadas que retêm somente o domínio �1 para 

isoforma -G3, o domínio �1 e �3 para -G2 e o domínio �1 e �2 para –G4, todos 

ancorados ás células pela região transmembrana (PAUL et al., 2000; CAROSELLA, et 

al., 2011). A isoforma -G5 retém os domínios extracelulares �1, �2 e, �3, incluindo um 

códon de término de leitura presente no íntron 4, o que determina sua forma solúvel, 

assim como na isoforma -G6, que por sua vez perde o domínio �2 (FUJII, et al., 1994; 

PAUL et al., 2000). O mesmo ocorre com -G7, que possui um códon de término de 

leitura presente no íntron 2 (PAUL et al., 2000). Após a clivagem proteolítica de HLA-

G1, podem ser encontradas moléculas solúveis HLA-G1, denominado shed HLA-G1 

(HLA-G1s), o qual pode ser regulado pela ativação de NF-�B (ROUAS-FREISS et al., 
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2007; CAROSELLA et al., 2011). Todas as isoformas possuem o domínio �1. 

 Uma vez que o éxon 7 de HLA-G está sempre ausente nos RNAm maduros e 

devido ao códon de término de leitura no éxon  6, o éxon 8 não é traduzido, sendo este a 

região 3’ UTR do RNAm maduro. Essa região contém vários elementos de regulação, 

incluindo sinais de poliadenilação e motifs de repetição AU. A região 3’UTR tem 

função regulatória, como por exemplo, controle da expressão e influencia na 

estabilidade dos níveis de expressão de transcritos do RNAm. No entanto, ainda não 

foram descritas funções para todas as variações observadas (DONADI et al., 2011). 

2.2.3. Características Funcionais da Molécula HLA-G

HLA-G pode ser expresso nas células tumorais ou nos exossomas derivados do 

tumor, tanto na sua forma solúvel como ligado à membrana (RITEAU et al., 2003; 

ROUAS-FREISS et al., 2005). Essa expressão de HLA-G por células malignas pode 

impedir a rejeição imune ao tumor, devido à capacidade que a molécula HLA-G tem de 

inibir células natural killer (NK), linfócitos T citotóxicos e células apresentadoras de 

antígenos (APCs) (Figura 2).
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Figura 2. Receptores para HLA-G e suas funções. Receptores para HLA-G expressos 
em células imunes (LT CD4+ e CD8+, células B, natural killer, células dendríticas) e 
células endoteliais. ILT, Immunoglobulin-Like Trascript; KIR, killer-cell 
immunoglobulin-like receptor (RIZZO et al., 2009).

Esta inibição ocorre através de sua ligação direta aos receptores inibitórios ILT 

(Immunoglobulin-Like Trascript), ILT-2 (LILRB1/CD85j), ILT-4 (LILRB2/CD85d), 

KIR2DL4 (CD158d) (killer-cell immunoglobulin-like receptor, 2 domains, long 

cytoplasmic tail, 4) e também CD160 (LE MAOULT et al., 2005; FAINARD et al., 

2011), que é um receptor específico para HLA-G (SHIROISHI et al., 2003). As 

expressões de HLA-G1 e de HLA-G5 são capazes de induzir o aumento da expressão de 

seus próprios receptores, ILT2 e ILT4 na APC, ILT2 e KIR2DL4 em células NK, e 

ILT2 e KIR2DL4 em linfócitos T CD4+, mas não em linfócitos T CD8+ (LE MAOULT 

et al., 2005; FAINARD et al., 2011). Estes dados mostram que a molécula HLA-G é 

capaz de alterar o equilíbrio do balanço de sinais de inibição versus estímulo, 



Revisão Bibliográfica 
Capítulo 1 

31 

favorecendo assim a inibição de sinais, e aumentando os limiares de ativação para estas 

células (ROUAS-FREISS et al., 2007). 

A molécula HLA-G5 exibe propriedades inibitórias e possui a capacidade de se 

ligar à CD8 e aos receptores inibitórios, tal como o HLA-G1. Na verdade, a isoforma 

solúvel HLA-G5 inibe células mediadoras de lise como NK e LT CD8+, e a resposta 

alogênica de linfócitos T citotóxicos. Por outro lado, existem relatados de que a 

molécula HLA-G5 pode induzir a apoptose de LT CD8+ ativados através da ligação de 

receptores Fas/Fas ligante de LT CD8+ e CD8. Além disso, HLA-G5 naturalmente 

produzido por LT CD4+ alorreativos, inibe a resposta proliferativa destas células, 

também exercendo o seu efeito inibitório através de um mecanismo de retroalimentação 

(CAROSELLA et al., 2003). Uma vez que HLA-G pode ser expresso em células do 

sistema imune infiltrantes no tumor, bem como no sangue periférico de pacientes com 

câncer, a molécula pode suprimir a resposta imune de pacientes contra seu próprio 

tumor. APCs HLA-G positivas podem inibir a função de LT CD4+ e induzir sua 

diferenciação em células T reguladoras (AMIOT et al., 2011). 

As isoformas vinculadas à membrana atuam no local onde são expressas, 

entretanto, as isoformas solúveis, como por exemplo, HLA-G5, podem exercer suas 

funções em locais distantes de distribuição, através do sistema circulatório (ROUAS-

FREISS et al., 2005). A isoforma HLA-G5 foi encontrada influenciando a liberação de 

citocinas de células mononucleares de sangue periférico, estimulando a liberação de IL-

10, TNF-�, e IFN-�. Essas proteínas solúveis podem ter uma relevância particular, in 

vivo, uma vez que exerce as suas funções no seu ambiente próximo ao local de origem 

e/ou em sítios distantes, devido à distribuição através do sistema circulatório 

(CAROSELLA et al., 2003). A este respeito, HLA-G tem sido responsável por modular 
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a liberação de citocinas a partir de sangue periférico e de células mononucleares em 

direção ao perfil Th2 (ROUAS-FREISS et al., 2005).  

Várias citocinas podem induzir a expressão de HLA-G, tais como GM-CSF 

(fator estimulante de colônia de granulócitos-macrófagos), IL- 10, IFNs, e LIF (fator 

inibitório de leucócitos) (CAROSELLA et al., 2008a). Curiosamente, a presença de IL-

10, que é secretada por células de linfoma cutâneo, é responsável por induzir a 

expressão HLA-G in vitro e in vivo, e no caso do câncer de pulmão, a interleucina 

aparece fortemente associada à expressão de HLA-G. Devido a estas propriedades 

imunossupressoras, HLA-G junto a IL-10 podem contribuir para a evasão de células 

malignas da imunovigilância (UROSEVIC et al., 2002). Além das citocinas, alguns 

hormônios produzidos durante a gravidez ou que estão presentes no microambiente 

tumoral, como é o caso dos glucocorticóides (MOREAU et al., 2001) e da progesterona 

(YIE et al., 2006; SZEKERES-BARTHO et al., 2009), também são moduladores da 

expressão de HLA-G. 

Tanto IFN-� como IFN-�, parecem reforçar a expressão de HLA-G na superfície 

celular in vitro e mais recentemente in vivo (CAROSELLA et al., 2003; 

MITSDOERFFER et al., 2005). Esta mudança fenotípica pode conferir imunoproteção 

às células tumorais, facilitando a propagação tumoral no hospedeiro. Assim sendo, a 

administração de IFNs para imunoterapia de doenças malignas apresenta um potencial 

efeito colateral para o aumento da regulação positiva da expressão de HLA-G no local 

do tumor (ROUAS-FREISS et al., 2007; CAROSELLA et al., 2008a).  

Contudo, a interação da molécula HLA-G com esses receptores não era 

suficiente para explicar o mecanismo de escape tumoral dependente de HLA-G. Assim, 

posteriormente, demonstrou-se que células NK ativadas adquirem a molécula HLA-G 

presente na membrana de células tumorais por meio de um mecanismo denominado 
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trogocitose. A trogocitose de HLA-G explica como em um ambiente heterogêneo, 

algumas células que expressam HLA-G podem proteger uma região maior, onde 

existem células que não expressam a molécula do ataque por células da resposta imune, 

onde estas perdem suas propriedades citotóxicas e se comportam como células 

reguladoras capazes de inibir as funções citotóxicas de outras células NK 

temporariamente (LE MAOULT et al., 2007). 

Isto é mais bem ilustrado no caso das células NK, que na aquisição de HLA-G, 

mudam o seu comportamento funcional de células de lise para células reguladoras de 

células tumorais (células alvo) protegendo-as. A trogocitose de HLA-G1 também 

representa um novo mecanismo de geração da regulação celular. Uma delas não envolve 

a maturação de células regulatórias de vida longa, e a outra envolve a conversão direta e 

imediata de células efetoras em células que adquirem temporariamente a função 

regulatória in situ, e assim proporcionam uma supressão imunológica local de 

emergência (CAROSELLA et al., 2008b). Além de seu papel na inibição direta 

interagindo com receptores imunológicos, a molécula HLA-G também pode exercer 

seus efeitos imunossupressores através de uma via indireta, por favorecer a expressão de 

outra molécula de HLA classe I não- clássica imunomodulatória, a molécula HLA-E 

(LLANO et al., 1998; IWASZKO & BOGUNIA-KUBIK, 2011). 

Nos últimos anos, utilizar a expressão da proteína HLA-G em tecidos e níveis 

circulantes em fluídos corporais nas pesquisas como um marcador tumoral têm sido o 

foco de muitas pesquisas no diagnóstico e prognóstico de várias malignidades humanas. 

Além disso, esta molécula pode ser um alvo terapêutico promissor para abordagens 

imunológicas com base em suas funções imunes e tolerantes devido a sua expressão 

altamente específica para o câncer (YIE & HU, 2011).  
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2.3. Quimioprevenção 

A quimioprevenção do câncer envolve retardo ou reversão do processo de 

carcinogênese através da ingestão de substâncias presentes na dieta ou até mesmo 

sintéticos (SPORN, 1979; HONG, 1997). A carcinogênese, portanto, pode ser evitada 

por uma série de substâncias naturais, que tem como propriedade comum elevar a 

atividade enzimática (enzimas de fase II) por um aumento na sua síntese e/ou 

diminuição da degradação da mesma (SONG et al., 1999). 

Em particular, a indução de enzimas de fase II pode oferecer proteção contra 

espécies químicas tóxicas e reativas. Estudos recentes tem demonstrado que a elevação 

de enzimas de fase II, como a NAD(P)H: quinona redutase (NQ1) e glutationa-S-

transferase (GST), se correlacionam com a proteção contra a carcinogênese induzida em 

modelos animais, tanto na fase de promoção como iniciação do carcinoma (SONG et 

al., 1999; GILLS et al., 2006). Atualmente, avanços das pesquisas fornecem as bases 

para novas estratégias, especialmente a supressão de vias metabólicas de ativação de 

carcinógenos ou o bloqueio de sua formação (CUENDET et al., 2006). 

Sabe-se que os agentes quimiopreventivos podem atuar em diferentes etapas da 

carcinogênese, sendo classificados em agentes supressores ou agentes bloqueadores 

(Figura 3) (GIBELLINI et al., 2011).  
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Figura 3. Carcinogênese é um processo de múltiplas etapas. A etapa de iniciação é 
iniciada pela transformação da célula normal (Modificado de SAW et al., 2010). 

Os agentes bloqueadores atuam prevenindo a fase inicial por meio de alguns 

mecanismos tais como a indução de enzimas de detoxificação, ou ainda, podem impedir 

que substâncias cancerígenas liguem-se a molécula de DNA através de processos 

relacionados a alterações de absorção, biotransformação e excreção do agente 

cancerígeno (WATTENBERG, 1985; SPORN, 2000). 

Os agentes supressores atuam em eventos celulares críticos das etapas de 

promoção e progressão por meio de mecanismos de inibição do metabolismo do ácido 

araquidônico, indução da diferenciação celular, entre outros. Ainda muitas substaâncias 

possuem dupla atividade, atuam de forma supressora e bloqueadora ao mesmo tempo, 

apresentando um efeito protetor potencializado, são os chamados inibidores. (MORSE 

& STONER 1993; SPORN, 2005). 

Muitos produtos naturais são capazes de alterar o metabolismo de carcinógenos 

por meio da indução de enzimas microssomais envolvidas na detoxificação do 

organismo, como NQ1 e GST. Uma das abordagens para impedir a carcinogênese é 

descobrir compostos indutores de enzimas de detoxificação, que possuem a capacidade 
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de convertem carcinógenos à baixa ou nenhuma reatividade. Várias classes de 

metabólitos secundários, tais como biflavonoides, fenois, flavonoides, isotiocianatos, 

indois e organossulfurados podem induzir as enzimas desintoxicantes (CHEN & 

KONG, 2004).  

Os agentes indutores das enzimas de metabolização são classificados em 

bifuncionais e monofuncionais, de acordo com o modo de atuação (PROCHASKA & 

TALALAY, 1988). Os bifuncionais induzem tanto as enzimas de fase II quanto as de 

fase I, principalmente os citocromos P450 (CYP), ativando a via de detoxificação pelo 

receptor de hidrocarboneto arila (AhR), o qual é translocado para o núcleo por meio da 

complexação com a proteína nuclear translocadora de AhR (ARNT). O complexo AhR-

ARNT, no núcleo, liga-se ao fator de transcrição nuclear de elemento de resposta a 

xenobióticos (XRE) (Figura 4) (PROCHASKA et al., 1992; CUENDET et al., 2006). 
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Figura 4. Indutores de enzimas de metabolização. Representação simplificada da 
regulação transcricional das enzimas de fase I e fase II pelos agentes indutores 
monofuncionais e bifuncionais (Modificado de ENDRINGER, 2007). 

Os agentes monofuncionais induzem seletivamente as enzimas de fase II, 

promovendo o desligamento do complexo Keap 1 – Nrf2, posteriormente liberando o 

fator Nrf2, o qual é translocado para o núcleo, onde se liga ao fator de transcrição 

nuclear de resposta ao elemento antioxidante (ARE) (TALALAY, 2000; EGGLER  et 

al., 2005). As enzimas de fase I são requeridas na detoxificação dos elementos 

xenobióticos que podem atuar como agentes pró-carcinogênicos; pois estas enzimas 

estimulam a formação de espécies reativas (YANG et al., 1994; TALALAY, 2000; 

CUENDET et al., 2006). Dessa forma, agentes monofuncionais que ativem 

seletivamente as enzimas de fase II, tornam-se importantes candidatos a agentes 
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quimiopreventivos de câncer (YANG et al., 1994; TALALAY, 2000). 

Nos dias atuais está bem estabelecido que mutações podem ser causadas por 

erros durante o processo de duplicação da molécula de DNA, por mutágenos endógenos, 

tais como espécies reativas de oxigênio, ou induzidas por agentes externos: i) agentes 

físicos, como luz ultravioleta e radiações ionizantes; ii) agentes biológicos como é o 

caso de alguns vírus, que se integram ao genoma celular interrompendo sequências 

gênicas ou promovendo rearranjos gênicos; e iii) agentes químicos, como os 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos e as nitrosaminas (GARDNER; 1986; 

ESTELLER & HERMAN, 2002, TRAN et al., 2007).  

Para evitar este risco genotóxico é pertinente identificar o envolvimento de 

mutágenos ambientais de modo a minimizar a exposição humana a eles, bem como 

aumentar a exposição aos agentes antimutagênicos, tais como os que ocorrem 

naturalmente em plantas (EDENHARDER et al., 2002; IKUMA et al., 2006; JEONG et 

al., 2006). Paralelamente, estudos epidemiológicos revelam que dietas ricas em vegetais 

poderiam reduzir a incidência dos tumores em até 31%. Desde então estudos vêm sendo 

conduzidos a fim de identificar substãncias que possam apresentar alguma atividade 

genotóxica e/ou antigenotóxica (KUNDU & SURH 2005; CARIÑO-CORTÉS et al., 

2007).  

A avaliação do potencial genotóxico, bem como do potencial antigenotóxico de 

produtos naturais vem sendo bastante explorada, tornando-se uma ferramenta 

interessante para avaliar a possível atividade quimiopreventiva de plantas. Nos últimos 

anos tem havido um crescente interesse no papel de medicamentos complementares e 

alternativos para o tratamento de várias doenças agudas e crônicas (ARUOMA et al., 

2006).  



Revisão Bibliográfica 
Capítulo 1 

39 

2.4. Biflavonoides 

As plantas são fontes ricas de substâncias fenólicas, e tem sido reconhecidas por 

possuirem uma grande variedade de propriedades biológicas, incluindo antioxidantes, 

antibacterianas, anti-inflamatórias, hepatoprotetoras e anticarcinogênica (WINSLOW et 

al., 1998; SEEF et al., 2001). 

Os flavonoides são caracterizados por serem um grupo grande e heterogêneo, 

derivados de benzo-�-pirona que compartilham um esqueleto de carbono comum de 

difenilpropanos (C6-C3-C6), ou seja, dois anéis de benzênicos unidos por uma cadeia de 

três carbonos linear que forma um heterociclo oxigenado (RAMOS, 2007). Os 

biflavonoides constituem uma classe de flavonoides diméricos, diferenciam-se de outros 

oligômeros como as proantocianidinas, devido à origem biogenética das unidades 

constituintes (SUZART et al., 2007). Podem ser divididos em classes diferentes de 

acordo com suas estruturas moleculares, os principais grupos são chalconas, flavanóis, 

flavonas, flavanonas, flavonóis, isoflavonas e antocianinas (RAMOS, 2007).  

A maioria dos representantes da classe dos biflavonoides é formada pelos 

dímeros flavona-flavona, flavona-flavanona, flavanona-flavanona além de ocorrerem, 

mais raramente, os dímeros de chalconas e de isoflavonas (CROZIER et al., 2009). 

Ainda, existem dois tipos gerais de ligação entre os biflavonoides, ligações C-C 

ou C-O-C, com o vínculo de ligação suscetível a diversas posições, por exemplo, 3”-4’, 

4'-4''', entre outras. Nos biflavonoides, muitos grupos hidroxílicos e metoxílicos são 

lovalizados em diferentes posições (SUZART et al., 2007), portanto, estima-se que um 

grande número de biflavonoides possa existir, apesar das espécies de plantas que 

contém biflavonoides como principais constituintes não serem amplamente distribuídas, 

como é o caso das espécies de Ginkgo biloba e Garcinia kola. A amentoflavona e 
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ginkgetin são os biflavonoides mais comumente relatados, porém, a descoberta de 

novos biflavonoides com estruturas químicas originais de plantas tem crescido (REN et 

al., 2010). 

Garcinia xanthochymus Hook.f. (Clusiaceae) é uma planta medicinal nativa de 

países asiáticos como China, Tailândia e Índia (WHITMORE, 1973; CHEN et al., 

2008). A maioria das espécies está localizada nos trópicos como árvores ou arbustos 

que crescem 10-20 metros de altura (Figura 5A) (CHEN et al., 2008), sendo atualmente 

cultivada em alguns países tropicais da África, América do Sul e Austrália. No Brasil, 

as espécies mais cultivadas são G. xanthochymus e G. gardneriana juntamente com a 

espécie nativa G. brasiliensis.  

Figura 5. (A) Árvore, (B) folhas e (C) frutos de Garcinia xanthochymus. (Gardening 
with Wilson, acessado em: jul. 2012).  

A planta G. xanthochymus também é conhecida como G. tinctoria, por possuir 

propriedades corantes utilizadas em aquarelas e tecidos, e popularmente designada por 
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uma variedade de nomes, tais como gamboja e falso mangostão (BAGGET et al., 2005). 

As árvores possuem grandes folhas verdes escuras e frutos amarelos ácidos (Figura 5B e 

C) comestíveis que geralmente contêm duas sementes rodeadas por uma polpa amarela. 

O fruto da G. xanthochymus tem sido amplamente utilizado como um medicamento 

tradicional para a diarréia e disenteria (AMBASTA, 1986; BAGGETT, 2005). 

FERNANDES (2010) realizou profunda revisão bibliográfica sobre estudos 

fitoquímicos das folhas, frutos, cascas e caules de G. xanthochymus, bem como o 

isolamento de determinadas frações purificadas e substâncias isoladas dos frutos e das 

folhas. O autor relata a presença de benzofenonas, flavonoides, biflavonoides, 

triterpenos e xantonas extraídos da planta, e descreve algumas de suas propriedades 

biológicas, como funções analgésicas, antibacterianas, antioxidantes, antivirais e 

antitumorais. 

2.4.1. Morelloflavona 

Morelloflavona ou fukugetina (5, 7, 4', 5'', 7'', 3''', 4'''-heptahydroxy-[3,8'']-

flavonilflavanona) é um biflavonoide constituído por uma unidade flavanona e outra 

flavona ligadas covalentemente – correspondentes à naringenina e luteolina, 

respectivamente, e que pode ser isolada de G. xanthochymus (Figura 6). Até o 

momento, poucos são os dados existentes sobre as propriedades biológicas deste 

biflavonoide na literatura. Há algum tempo, foi demonstrada sua atividade antiviral 

(LIN et al., 1997) e anti-inflamatória (GIL et al., 1997). Recentemente, foram 

demonstradas as propriedades antitumorigênicas e antiangiogênicas da morelloflavona 

por meio de ensaios in vitro (PANG et al., 2009; PINKAEW et al., 2009).  

A

C
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Figura 6. Estrutura química de morelloflavona. Peso molecular: 556,4732; fórmula 
molecular: C30H20O11 (PUBCHEM COMPOUND, 2012).
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3. Objetivos
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3.1. Objetivo Geral 

O presente estudo tem por objetivo avaliar a regulação da expressão de HLA-G nas 

linhagens celulares humanas de carcinoma que expressam (FON, JEG-3 e M8HLA-G1) 

e que não expressam (M8) HLA-G, bem como avaliar o potencial quimiopreventivo nas 

linhagens de hepatocarcinoma murino (Hepa1c1c7) e humano (HepG2) frente ao 

tratamento com morelloflavona em diferentes concentrações. 

  

3.2. Objetivos Específicos 

• Avaliar a citotoxicidade em PBMC - Peripheral blood mononuclear cells

(células mononucleares do sangue periférico) por meio do ensaio de Anexina V- 

Iodeto de propídio (IP); 

• Avaliar a expressão protéica da molécula HLA-G vinculada à membrana (HLA-

G1); 

• Avaliar a expressão protéica da molécula HLA-G solúvel (HLA-Gs) por meio do 

ensaio imunoenzimático- Elisa; 

• Avaliar a expressão de RNAm de HLA-G; 

• Caracterizar a capacidade de indução da enzima NAD(P)H: quinona redutase; 

• Caracterizar o potencial genotóxico; 

• Caracterizar o potencial antigenotóxico a partir de concentrações não 

genotóxicas. 
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4. Materiais e Métodos



46 

4.1. Extração e Purificação da Morelloflavona 

 Os processos de extração e purificação de morelloflavona foram realizados no 

NuBBE (Núcleo de Bioensaios, Biossíntese, e Ecofisiologia de Produtos Naturais) com 

a colaboração da Profa. Dra. Dulce Helena Siqueira da Silva e Ms. Daniara Fernades do 

Departamento de Química Orgânica, Instituto de Química, UNESP - Araraquara. Para a 

elucidação estrutural do biflavonoide foram empregadas técnicas espectrométricas como 

Ressonância Magnética Nuclear mono- e bidimensionais, Espectrometria de Massas 

(EM), Espectrometria no infravermelho (IV) e Espectrometria no ultravioleta (UV).  

 As folhas de G. xanthochymus foram coletadas no Campus da Universidade 

Estadual Júlio de Mesquita Filho (UNESP) - Jaboticabal em maio de 2008, sendo 

identificados pelo Prof. Antonio Baldo G. Martins (ESA88276).  

As folhas foram secas em estufa a 40 ºC e pulverizadas em moinho de facas. Os 

produtos obtidos foram submetidos ao processo de extração por maceração em hexanos 

(3x), com posterior maceração em etanol (3x), fornecendo as soluções hexânica e 

etanólica, respectivamente. Essas soluções foram evaporadas a pressão reduzida e 

forneceram os extratos hexânico (Hex) e etanólico (EtOH), respectivamente. O extrato 

etanólico foi solubilizado em uma mistura de água: metanol (3:2) e então submetido à 

extração líquido-líquido (ELL), empregando hexanos, AcOEt e n-BuOH como 

contrafase. A fração AcOEt sofreu sucessivas etapas cromatográficas (cromatografia de 

permeação em gel e cromatografia de fase reversa), levando ao isolamento da 

morelloflavona.  
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4.2. Linhagens Celulares e Cultivo Celular 

 As linhagens celulares M8 (HLA-A, -B, -C, -E positiva; HLA-G, -DP, -DQ, -DR 

negativa) (PAUL et al., 1998) e FON (HLA-A, -B, -C, -E, -G1 positiva) (DUFOUR et 

al., 1997) são derivadas de lesões primárias de melanoma humano. A linhagem celular 

FON foi escolhida por expressar constitutivamente a molécula de HLA-G ancorada à 

sua membrana celular. Adicionalmemte, como linhagens celulares não tumorais foram 

utilizados PBMC de doadores saudáveis voluntários, cedidos pela equipe de PhD. 

Nathalie Rouas-Freiss (Commissariat à l’Energie Atomique/ Paris VII Université, 

Service de Recherches en Hémato-Immunologie). As linhagens acima citadas foram 

cultivadas e mantidas em meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medium) 

(Sigma-Aldrich, França). Células M8 transfectadas com o plasmídeo contento HLA-G1 

DNA complementar (DNAc) (M8-HLA-G1) ou com pcDNA3.1/hygro vetor vazio (-) 

(M8-pcDNA) (RITEAU et al., 2001) foram mantidas em meio RPMI 1640 contendo 

100 ug/mL de higromicina B (Sigma-Aldrich, França). A linhagem de coriocarcinoma 

cervical humano JEG-3 HLA-G1-positiva (HTB-36 American Type Culture Collection-

ATCC), foi mantida em meio DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) com 

Glutamax-I (Sigma-Aldrich, França) suplementado com 4500mg/L de glicose e 1mM 

de piruvato de sódio (Invitrogen, EUA). As linhagens acima citadas foram cultivadas 

com adição de gentamicina (10 mg/L; Invitrogen, EUA) e fungizona (250 ug/L; 

Invitrogen, EUA) ao meio de cultura. 

As células da linhagem de hepatocarcinoma celular murino Hepa 1c1c7 (CRL-

2026 ATCC) foram cultivadas em meio �-MEM (Alfa modified of Eagle Medium) 

(Sigma-Aldrich, França) sem ribonucleosídeos ou desoxirribonucleosídeos, acrescido de 

estreptomicina 0,1 mg/mL e penicilina 100 U/mL. A linhagem de hepatocarcinoma 
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celular humano HepG2 (HB-8065 ATCC) foi mantida em meio DMEM acrescido de 

penicilina 100 U/mL e estreptomicina 0,1 mg/mL.  

Todas as culturas foram também suplementadas com 10% de soro fetal bovino 

inativado-FCS (Invitrogen, EUA) e mantidas a 37°C em atmosfera humida com 5% de 

CO2. As linhagens aderentes sofreram remoção com a solução de tripsina 

(0,25%+EDTA 1mM) em solução salina tamponada (PBS) pH 7,4 quando necessário.  

Somente após 24 horas de plaqueamento as células foram tratadas em diferentes 

concentrações e tempos de tratamento com morelloflavona, previamente diluída em 

dimetilsulfóxido (DMSO) de tal forma que a concentração final deste solvente, não 

excedesse 0,5%. Foram utilizadas diversas concentrações e os tempos de tratamento 

foram estabelecidos de acordo com cada ensaio. No controle negativo, as células 

cresceram na ausência do composto, isto é, somente em meio de cultura. 

Adicionalmente, foi utilizado um controle de veículo (DMSO), no qual as células foram 

cultivadas em 0,5% de DMSO diluído em meio de cultura. Todas as células foram 

novamente mantidas a 37º C em atmosfera úmida com 5% de CO2 até o final do período 

de exposição das células à morelloflavona (24, 48 e 72 horas). No entanto, para o ensaio 

com PBMC (cultivo em suspensão), o tratamento foi realizado logo após a obtenção das 

células, e esses foram tratados por 18 horas.  

4.3. Citometria de Fluxo 

4.3.1. Anexina V - Iodeto de Propídio 

 A fim de avaliar os índices de morte celular por apoptose e necrose causados 

pela morelloflavona, decidiu-se realizar o ensaio de Anexina V - Iodeto de Propídio em 
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PBMC. O ensaio de Anexina V- Iodeto de Propídio foi escolhido por ser rápido e 

sensível para a detecção de apoptose precoce, tardia e necrose nas alterações nucleares, 

tais como a fragmentação de DNA (VAN DEN EIJNDE et al., 1997; WATANABE et 

al., 2002). A ligação da Anexina V às células tratadas foi analisada utilizando-se o kit 

de detecção de apoptose por Anexina V marcada com FITC (isotiocianato de 

fluoresceína) (Alexis, Suíça). Após tratamento das células nas concentrações 60, 100, 

200, 300 µM durante 18 horas, foi realizada a citometria de fluxo. Para o ensaio, cerca 

de 105 células foram exaustivamente lavadas com PBS contendo 2% de FCS e 

centrifugação a 2.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o material 

celular ressuspendido com 500 µL de tampão de ligação, 5 µl de Anexina V conjugada 

com FITC, e 5 µl de iodeto de propídio. A leitura foi realizada no citômetro de fluxo 

EPICS XL (Beckman Coulter, França) utilizando-se o programa Expo-32 (Beckman 

Coulter, França). 

4.3.2. Expressão de HLA-G1  

 Para a determinação das moléculas de HLA-G vinculadas à membrana (HLA-

G1) foi realizado o ensaio de citometria de fluxo nas linhagens que expressam (FON, 

M8HLA-G1 e JEG-3). Após tratamento das células propostas para o ensaio com 

morelloflavona nas concentrações 60, 80, 100, 120 e 140 µM durante 48 e 72 horas, foi 

realizada a citometria de fluxo.  

Para o ensaio, cerca de 2x105 foram contadas e analisadas pelo Azul de Tripan. 

Resumidamente, m microscópio óptico, células viáveis apresentam auto-fluorescência e 

membrana bem defina, enquanto células não-viáveis incorporam o corante, 

apresentando membranas disformes e núcleo corado em azul. Após o preparo da 
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suspensão celular, as células foram intensamente lavadas com PBS contendo 2% de 

FCS. Posteriormente ao tratamento com o biflavonoide, as células foram tripsinizadas e 

submetidas à centrifugação a 2.000 rpm por 2 minutos, com solução de PBS e FCS 2%. 

O sobrenadante foi descartado e o material celular ressuspendido com o anticorpo 

monoclonal anti- HLA-G conjugado com ficoeritrina (1:100), clone MEM-G/9 (Exbio, 

República Tcheca), o qual possui a capacidade de reconhecer a molécula HLA-G 

associada à �2-microglobulina. Como controle isotípico, foi utilizado o anticorpo murino 

monoclonal IgG1 conjugado com ficoeritrina (1:100), clone PPV-06 (Exbio, República 

Tcheca). Os tubos contendo a suspensão celular foram incubados a 4 °C por 30 minutos 

ao abrigo da luz. Posteriormente, foram adicionados 2 mL de solução de PBS/FCS 2 %, 

e as amostras foram novamente submetidas à centrifugação, 1.600 rpm por 5 minutos a 

4 °C. A leitura foi realizada no citômetro de fluxo EPICS XL (Beckman Coulter, 

França) utilizando-se o programa Expo-32 (Beckman Coulter, França). 

4.4. Ensaio Imunoenzimático – ELISA 

 Para a determinação das moléculas de HLA-Gs, foi realizado o ensaio 

imunoenzimático – ELISA (Enzyme-linked immunoabsorbent assay) nas linhagens 

FON, M8HLA-G1 e JEG-3. No ensaio foi utilizado o sobrenadante das linhagens após 

48 e 72 horas de tratamento com a morelloflavona nas concentrações 60, 80, 100, 120 e 

140 µM na busca da proteína solúvel, ou seja, shed HLA-G1 (HLA-G1s). Para isto, foi 

utilizado anticorpo monoclonal anti- HLA-G, clone MEM-G/9 (1:100) (Exbio, 

República Tcheca) para a sensibilização da placa, realizada durante a noite à 4 °C. A 

placa foi então submetida a sucessivas lavagens com tampão PBS/Tween 2 %, foi 

adicionada a solução bloqueadora, e a placa foi submetida a leve agitação por uma hora 
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e meia. A placa foi lavada e foram adicionadas as amostras em triplicata. Foram 

utilizados três controles para o ensaio, i) controle branco, no qual foi utilizado o 

diluente utilizado nas amostras, ii) controle negativo no qual foi utilizado o 

sobrenadante da cultura celular de M8 pcDNA (plasmídeo vazio), e iii) controle 

positivo no qual utilizou-se o sobrenadante da cultura celular de M8-HLA-G5 (M8 

transfectada com o plasmídeo HLA-G5). Novamente a placa foi submetida a leve 

agitação por uma hora e meia e sucessivas lavagens. Em seguida, foi adicionado o 

anticorpo de detecção policlonal anti-�2-microglobulina humana, clone B2M conjugado 

com peroxidase (HRP- Horseradish Peroxidase) (Dako Corporation, EUA) e colocado 

sob agitação por uma hora a 37 °C. Após, foi adicionado o substrato 

tetrametillbenzidina (Dako Corporation, EUA) por 30 minutos no escuro, e 

interrompeu-se a reação com HCl. A densidade óptica foi calibrada para 450 nm em 

espectrofotômetro de microplaca (Biotek Instruments, França). 

 As concentrações da molécula solúvel HLA-G foram determinadas por 

interpolação a partir da curva padrão. Os testes foram realizados em triplicata e os 

resultados expressos em �g/mL. 

4.5. PCR em Tempo Real (RT-PCR) 

 O uso da PCR em tempo real para quantificar níveis de expressão de RNAm de 

interesse requer primeiramente o isolamento do RNA, conversão do mesmo em DNAc 

pela enzima transcriptase reversa e finalmente a amplificação e detecção dos produtos 

gerados em RT-PCR. 
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4.5.1. Extração de RNA total 

A extração do RNA total foi realizada após o tratamento de M8 (não expressa 

HLA-G constitutivamente com morelloflavona por 48 e 72 horas em diferentes 

concentrações (60, 80, 100, 120 e 140 µM) utilizando-se o Kit RNeasy mini (Qiagen, 

EUA) na linhagem M8, a qual não expressa HLA-G constitutivamente. Primeiramente 

as células foram lisadas com 350 �L de tampão RLT. Posteriormente, foi adicionado 

350�L de etanol 100% para diluir o RNA, e a amostra (700 �L) foi transferida para a 

coluna. Após centrifugação de 15 segundos a 10.000 rpm, o sobrenadante foi descartado 

e adicionado 350 �L de tampão RW1. As amostras foram novamente submetidas à 

centrifugação (15 segundos e 10.000 rpm) e foram adicionados 80 �L de 

DNAse:tampão RDD e mantida em repouso por 20 minutos à temperatura ambiente. 

Realizou-se mais uma lavagem com 600 �L tampão RW1, centrifugação a 15 segundos 

e 10.000 rpm. Adicionou-se 500 �L do tampão RPE à coluna e a mesma foi submetida a 

centrifugação, 15 segundos a 10.000 rpm, e o sobrenadante foi descartado. Adicionou-

se 500 �L do tampão RPE para lavar a membrana da coluna e realizada centrifugação 

por 2 minutos a 10.000 rpm. Em um novo tubo coletor de 1,5 mL, adicionou-se 30 �L 

de água RNase-free diretamente sobre a membrana e centrifugou-se durante 1 minuto a 

10.000 rpm. As amostras foram armazenadas a -80ºC. 

4.5.2. Quantificação do RNA Total 

Para a quantificação de RNA total das amostras, uma alíquota de 3 �L foi 

diluída em 600 �L de água tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e analisada por 

espectrofotometria utilizando o aparelho BioPhotometer Eppendorf (Rochester, EUA). 
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A leitura foi realizada nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm, para estimativa da 

concentração de RNA/�L nas amostras. 

4.5.3. Síntese do DNA complementar (DNAc)  

A síntese do DNAc foi realizada a partir de 2 �g ou 1 �g de RNA total, 

utilizando-se oligonucleotídeos complementares à cauda poli-A característica do 

RNAm, produzindo um DNAc puro, exclusivamente a partir do RNAm. Para a reação 

de síntese, 1 �g de RNA total foram acrescentados a 10 �L água tratada com DEPC e 

submetido 65°C por 5 minutos para desnaturação do RNA. Após, foi adicionado o mix

de dNTPs 20 mM 1 �L, 1 �L de oligo(dT) 12-18 (50 ng/�l), 4 �l de tampão de reação 

(5x), 2 �L de DTT (100 mM), 0,5 �L de RNAsin (40 U/�L), 1 �L de água tratada com 

DEPC e 1 �L da enzima M-MLV-RT- Transcriptase reversa Moloney Murine 

Leukemia Virus (Invitrogen, EUA). Esta mistura foi incubada por 10 minutos a 25 °C, 

seguida de incubação por 60 minutos a 42 °C e 8 minutos a 95 °C para que a reação de 

síntese do DNAc ocorresse. A concentração e a pureza de DNAc foram determinadas 

através de espectrofotometria a 260 nm e pela razão 260/230 e 260/280 nm, 

respectivamente, utilizando o espectrofotômetro NanoDrop (ThermoScientific, EUA). O 

DNAc sintetizado foi armazenado a -20 °C até a amplificação por PCR. 

4.5.4. Amplificação e detecção dos produtos gerados em RT-PCR 

As reações da PCR foram preparadas utilizando-se o conjunto de reagentes 

TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, EUA) no termociclador 

ABI Prism 7000 sds (Applied Biosystems, EUA). Neste ensaio foram utilizados 2 µL de 
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DNAc de cada amostra, 12,5 µL de Master Mix TaqMan 2X (Roche, Suíça), 1,25 µL 

GAPDH, 0,75 µL de cada primer (10 µM), 1 µL de sonda HLA-G 5 pmol/µL (Applied 

Biosystems, EUA) e 6,75 µL de água tratada com DEPC completando o volume final 

para 25 µL. Para a reação, as amostras foram submetidas às seguintes condições de 

ciclagem: Um ciclo de 50°C durante 2 minutos; um ciclo de 95ºC durante 10 minutos; e 

quarenta ciclos de 95 ºC durante 15 segundos e 60 ºC durante 1 minuto. Por fim, foi 

empregado um ciclo final de 20 minutos com temperatura crescente de 60 a 95 ºC para 

obtenção da curva de dissociação dos produtos da reação, utilizada para análise da 

especificidade da amplificação. Os resultados foram analisados com base no valor de 

threshold cicle (Ct) ou linha de corte, definido após a reação, sendo este ponto 

correspondente ao momento da reação, onde a amplificação atinge um limiar, que 

permite a análise quantitativa da expressão do fator avaliado em relação ao gene de 

referencia humano GAPDH (gliceraldeído 3-fosfato dehidrogenase). 

4.6. Ensaio de NAD(P)H: quinona redutase (NQ1) 

Cerca de 1x104 células/mL Hepa1c1c7 foram cultivadas com morelloflavona por 

48 horas em diferentes concentrações (2,2; 4,4; 8,9; 17,9; 35,9 µM) para que ocorresse a 

possível indução enzimática. Após o tratamento, o meio de cultura foi descartado e 

adicionou-se 50 �L de solução de lise. A placa foi então incubada por 10 minutos a 37 

°C. Para facilitar a lise celular, as placas foram agitadas manualmente por 10 minutos a 

temperatura ambiente. Após a lise, avaliou-se a atividade da NQ1 com a adição de 200 

�L da solução de ensaio. A placa foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente ao 

abrigo da luz. Posteriormente foi realizada a leitura, na qual a absorbância foi medida 

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

indução enzimática da NQ1 é expressa em unidades por grama (U/g). Uma unidade de 

atividade indutora de NQ1 é definida com a quantidade de produto natural necessário 

para duplicar a atividade específica da NQ1 em relação a células não tratadas 

(PROCHASKA et al., 1988; GROSS et al., 2000). 

A viabilidade celular foi determinada em uma placa de 96 poços, 

concomitantemente à reação de determinação da NQ1. O ensaio de violeta cristal foi 

realizado com algumas modificações, de acordo com a metodologia descrita por Kang 

(2004) e Lin (1997). Este método foi utilizado para avaliar a viabilidade celular frente 

ao tratamento com o biflavonoide escolhido. A coloração por violeta cristal reflete a 

perda da monocamada celular através da quantidade total de proteína (KANG et al., 

2004) ou ácido nucléico (GILLIES et al., 1986), envolvendo a estimativa de mudanças 

das células tratadas quando comparadas com células que não foram submetidas a 

tratamento, pois o dano ocasionado na célula resulta na diminuição do número de 

células aderidas (MICKUVIENE et al., 2004).  

Então, após 48 horas, os tratamentos foram removidos, e as células foram 

coradas utilizando 100 �L de solução 0,2% violeta cristal em 2% etanol. O corante foi 

desprezado e a placa foi lavada em água corrente e seca naturalmente. Para leitura 

espectrofotométrica, o violeta cristal foi solubilizado em 200 �L de 0,5% dodecil sulfato 

de sódio (SDS) em 50% de etanol e mantida a temperatura ambiente no agitador para 

solubilizar o corante completamente. A leitura foi realizada também com absorbância a 

595nm, utilizando leitor de placas iMark Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories, 

EUA) (PROCHASKA et al., 1992). Foram realizados três experimentos independentes 

e os resultados foram comparados com controle positivo (�- Naftoflavona, 0,1 M). 



56 

4.7. Ensaio do Cometa 

4.7.1. Avaliação de Genotoxicidade 

O ensaio do cometa foi realizado com o objetivo de avaliar a possível 

genotoxicidade da morelloflavona em células HepG2 e o protocolo foi seguido de 

acordo com Singh e colaboradores (1988). Resumidamente, as células foram embebidas 

em agarose, submetidas à solução de lise, e com o relaxamento promovido pelo tampão 

alcalino (pH > 13) os fragmentos de DNA podem migrar em direção ao pólo na 

eletroforese, formando uma espécie de cauda que em conjunto com a célula é 

denominada cometa (WOLFF & MÜLLER, 2006) 

A suspensão celular de 2,5x105 células/poço foi cultivada com morelloflavona 

durante 48 horas, e as concentrações foram escolhidas a partir da indução da NQ1 e 

duas concentrações adicionais, ou seja, uma concentração abaixo e outra acima daquela 

que apresentou atividade quimiopreventiva, 4,4; 8,9; 2,2 µM, respectivamente. A partir 

das concentrações que apresentaram potencial genotóxico decidiu-se testar 

concentrações mais baixas (0,54 e 1,1 µM) a fim de encontrar concentrações não 

genotóxicas. Como controle negativo foi utilizado células não tratadas, e como controle 

positivo células tratadas com peróxido de hidrogênio (H202) a 0,1 M por 5 minutos. 

Ainda, utilizou-se o controle de veículo, no qual as células foram tratadas com DMSO. 

Os tratamentos foram realizados em duplicata e por 24 horas. 

Posteriormente, os tratamentos foram removidos, as células foram lavadas com 

solução de Hanks (solução tamponada de sais enriquecida com aminoácidos), 

tripsinizadas e centrifugadas a 1500rpm por 3 minutos. Em seguida, retirou-se o 

sobrenadante e adicionou-se solução de Hanks, para retirar o máximo possível de meio 
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de cultura restante, pois este pode interferir na agarose LMP diminuindo sua adesão à 

lâmina. As células foram então centrifugadas novamente, no qual foi retirado o 

sobrenadante. As células precipitadas foram ressuspendidas em 200 �L de LMP e destas 

foram transferidos 100 �L da mistura cuidadosamente para uma lâmina previamente 

preparada com agarose ponto de fusão normal, está transferência foi feita em duplicata, 

ou seja, duas lâminas por concentração. Foi colocada uma lamínula (24x60 mm) sobre 

as lâminas e estas foram submetidas a 4 °C ao abrigo da luz por 5 minutos. Então as 

lamínulas foram retiradas e as lâminas foram mergulhadas em solução de lise recém 

prepara a 4 °C por um período mínimo de 12 horas sob refrigeração e ao abrigo da luz. 

As lâminas foram retiradas da solução de lise e colocadas na cuba eletroforética 

sob a adição da solução tampão de eletroforese a 4 °C. Deixou-se descansar 20 minutos 

para que houvesse o relaxamento das fitas de DNA. Após, as laminas foram submetidas 

à corrida eletroforética por 20 minutos a 25 volts; a miliamperagem e a potência foram 

reguladas de acordo com a quantidade de solução colocada na cuba. Após a eletroforese 

alcalina, as lâminas foram retiradas da cuba e mergulhadas em solução de neutralização 

a 4 °C por 15 minutos. As lâminas foram fixadas em etanol 100 % e reservadas a 

temperatura ambiente.  

Para coloração das lâminas, foi utilizado 20 µl de solução de brometo de etídio 

por lâmina e, posteriormente, a lâmina foi coberta com uma lamínula.  A leitura das 

lâminas foi realizada imediatamente após a coloração em um microscópio de 

fluorescência com filtro de 516-560 nm, barreira de filtro de 590 nm e aumento total de 

400 vezes. Esse aumento permitiu a observação de imagens microscópicas com 

contorno circular, indicando que não houve danos ao DNA ou núcleo celular 

fragmentado em forma de “cometa” o que significa possíveis danos ao DNA. Foram 

capturadas imagens de 100 nucleóides, por alíquota de células e analisadas pelo 
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programa TriTek CometScore TM  versão 1.5. O parâmetro adotado no presente estudo 

foi a porcentagem (%) de DNA na cauda (Tail Moment) que nos permite analisar a 

quantidade de DNA fragmentado (MOLLER, 2005). 

4.7.2. Avaliação de Antigenotoxicidade 

Para avaliação da antigenotoxicidade da morelloflavona foi utilizado como 

agente indutor de dano o peróxido de hidrogênio (H2O2) na linhagem HepG2. Foram 

empregados os protocolos de pré-tratamento e pós-tratamento, segundo proposto por 

Scolastici e colaboradores (2008). Esses dois protocolos de tratamento permitiram a 

identificação do mecanismo de ação antigenotóxica das diferentes concentrações do 

biflavonoide. O ensaio de antigenotoxicidade foi realizado a partir de concentrações não 

genotóxicas obtidas pelo ensaio de genotoxicidade, no qual se estabeleceu a 

concentração em que não ocorreu dano significativo quando comparado ao controle 

negativo. 

Após 24 horas do plaqueamento as células HepG2 foram tratadas da seguinte 

forma: no pré-tratamento as células foram submetidas à diferentes concentrações da 

morelloflavona diluída (diluição seriada) em meio DMEN não suplementado com FCS, 

resultando em um volume final de 500µL/poço por 24 horas. Passado o tempo de 

tratamento, o meio foi removido e foi adicionado o H2O2 a 0,1M por 5 minutos. Em 

seguida, as células foram tripsinizadas e o protocolo foi realizado como descrito 

anteriormente; no pós-tratamento, após 24 horas de plaqueamento as células HepG2 

foram submetidas ao indutor de dano, H2O2 a 0,1M por 5 minutos, depois desse período 

o H2O2  foi removido e a morelloflavona foi adiciona. Após 24 horas o meio foi 
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removido e as células foram tripsinizadas e o protocolo foi realizado como descrito 

anteriormente. 

  

4.8. Análise Estatística 

Para as análises dos dados obtidos da apoptose, análise da expressão de HLA-G 

e do potencial de indução de NQ1 a partir do tratamento com morelloflavona foi 

utilizada a análise de variância One Way ANOVA com pós-teste de Tukey, utilizada 

para analisar dados paramétricos. Para a comparação dos resultados quantitativos de 

genotoxicidade/antigenotoxicidade do tratamento com a morelloflavona comparadas 

com o controle negativo e positivo respectivamente foi aplicado a análise de variância 

Kruskal wallis com pós-teste de Dunn para dados não- paramétricos. Em todos os testes 

estatísticos foi considerado o nível de significância de p < 0,05 através do programa 

GraphPad Prism 5.0.
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5.1. Citometria de Fluxo  

5.1.1. Análise de Anexina V- Iodeto de Propídio

Para a detecção de apoptose recente, a recomendação é que se utilize a Anexina 

V conjugada ao FITC, que se liga preferencialmente a uma fosfatidilserina que faz a 

translocação para o exterior da membrana plasmática no momento da apoptose, 

combinada ao iodeto de propídio. A célula positiva para Anexina V e para Iodeto de 

Propídio é uma célula necrótica, enquanto que uma célula somente positiva para 

Anexina V e negativa para Iodeto de Propídio é uma célula apoptótica (WADA et al., 

2003).  

Sendo assim, escolheu-se realizar o ensaio de Anexina V marcada com FITC e 

Iodeto de Propídio com o intuito de verificar a possível atividade citotóxica da 

morelloflavona em células normais. No presente estudo, foram realizados três 

experimentos independentes em PBMC obtidos de doadores voluntários saudáveis. 

Pôde-se observar que a morelloflavona induziu apoptose nas células monucleares entre 

as concentrações 60 e 200 µM (p < 0,01), aumentando o índice de apoptose conforme 

aumenta a concentração testada (p < 0,001) (Figuras 7 e 8). 
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Figura 7. Índices de morte celular causada pela morelloflavona em células 
mononucleares do sangue periférico em diferentes concentrações. A) PBMC não-
tratados, B) PBMC tratados com DMSO, C) 60µM, D) 100µM, E) 200µM e F) 300µM. 
MFI: Média de intensidade da fluorescência. IP: Iodeto de Propídio. 

Figura 8. Índices de morte celular causada pela morelloflavona em células 
mononucleares do sangue periférico em diferentes concentrações. MFI: Média de 
intensidade da fluorescência. IP: Iodeto de Propídio. Análise de variância (One Way 
ANOVA com pós-teste de Tukey). (*) p < 0,05(*), (**) p < 0,01, (***) p < 0,001.  
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5.1.2. Análise da expressão de HLA-G1  

Houve um aumento significativo da expressão de HLA-G1 na linhagem FON 

nas concentrações e nos tempos de tratamento testados (p < 0,001). Pôde-se observar 

que na concentração 80 µM no tempo de tratamento de 48 horas, a expressão de HLA-G 

foi mais intensa (p < 0,001) sem alteração da viabilidade celular (p < 0,001) avaliada no 

momento do ensaio através da contagem de células viáveis pelo Azul de Tripan. (Figura 

9).  

Figura 9. Expressão de HLA-G1 (média ± erro padrão) em linhagem de melanoma 
humano FON após tratamento de 48 e 72 horas com morelloflavona em diferentes 
concentrações. CV: Células viáveis. MFI: Média de intensidade da fluorescência. 
Análise de variância (One Way ANOVA com pós-teste de Tukey). (*) p < 0,05(*), (**) 
p < 0,01, (***) p < 0,001. 

O tratamento com morelloflavona não foi capaz de alterar os índices de 

expressão de HLA-G1 na linhagem JEG-3 e M8HLA-G1 (Figuras 10 e 11). 
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Figura 10. Expressão de HLA-G1 (média ± erro padrão) em linhagem de 
coriocarcinoma cervical humano JEG-3 após tratamento de 48 e 72 horas com 
morelloflavona em diferentes concentrações. CV: Células viáveis. MFI: Média de 
intensidade da fluorescência. Análise de variância (One Way ANOVA com pós-teste de 
Tukey). 

Figura 11. Expressão de HLA-G1 (média ± erro padrão) em linhagem de 
melanoma humano transfectada M8HLA-G1 após tratamento de 48 e 72 horas 
com morelloflavona em diferentes concentrações. CV: Células viáveis. MFI: Média 
de intensidade da fluorescência. Análise de variância (One Way ANOVA com pós-teste 
de Tukey).  
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5.2. Análise da expressão de HLA-G solúvel 

Para a determinação da expressão da molécula HLA-G solúvel (HLA-Gs), foi 

realizado o ensaio imunoenzimático - ELISA, com o sobrenadante das culturas 

submetidas ao ensaio de citometria de fluxo. A linhagem FON não expressou a 

molécula HLA-Gs nos diferentes tempos de tratamento (Figura 12), bem como a 

linhagen JEG-3 (Figura 13). Ambas as linhagens são reconhecidas por expressarem 

somente a proteína vinculada à membrana da célula (HTB-36 ATCC) (DUFOUR et al., 

1997).  

Figura 12. Expressão de HLA-G solúvel (média ± erro padrão) em linhagem de 
melanoma humano FON pelo ensaio imunoenziático- Elisa após tratamento de 48 e 
72 horas com morelloflavona em diferentes concentrações. Análise de variância 
(One Way ANOVA com pós-teste de Tukey).  
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Figura 13. Expressão de HLA-G solúvel (média ± erro padrão) em linhagem de 
coriocarcinoma cervical humano JEG-3 pelo ensaio imunoenziático- Elisa após 
tratamento de 48 e 72 horas com morelloflavona em diferentes concentrações.
Análise de variância (One Way ANOVA com pós-teste de Tukey). 

Surpreendentemente, a linhagem de melanoma transfectada M8HLA-G1 

apresentou altos níveis de expressão de HLA-Gs, sugerindo que a morelloflavona é 

capaz de induzir o desprendimento (shedding) da molécula de HLA-G1 da membrana 

celular após 72 horas de tratamento (p < 0,001) na linhagem transfectada (Figura 14). 

Apesar dos dados obtidos com a linhagem celular FON, onde pôde-se observar uma 

aumento da expressão de HLA-G1 (Figura 9), a morelloflavona não foi capaz de induzir 

o desprendimento de HLA-G1 (Figura 12). 
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Figura 14. Expressão de HLA-G solúvel (média ± erro padrão) em linhagem de 
melanoma humano transfectada M8HLA-G1 pelo ensaio imunoenziático- Elisa 
após tratamento de 48 e 72 horas com morelloflavona em diferentes concentrações.
Análise de variância (One Way ANOVA com pós-teste de Tukey). (*) p < 0,05(*), (**) 
p < 0,01, (***) p < 0,001.  
  

5.3. Análise da PCR em Tempo Real (RT-PCR) 

A técnica utilizada para a determinação da expressão de RNAm de HLA-G foi a 

RT-PCR, ou PCR quantitativa. Essa técnica é capaz de detectar a presença de uma única 

cópia gênica e quantificar exatamente a expressão de um gene. Para o ensaio, a 

linhagem utilizada foi aquela que não expressa HLA-G constitutivamente M8, 

comparando-a com JEG-3, reconhecida por expressar altos níveis de HLA-G.  

Os resultados sugerem que após o tratamento com morelloflavona, houve 

indução da expressão de RNAm em ambos os tempos de tratamento (48 e 72 horas)  de 

forma semelhante em variadas concentrações (p < 0,001) (Figura 15). Os resultados 

estão mostrados em médias de dois experimentos independentes. 
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Figura 15. Expressão de RNAm de HLA-G em linhagem de melanoma humano M8 
após 48 e 72 horas de tratamento. Média de dois ensaios independentes. Análise de 
variância (One Way ANOVA). (*) p < 0,05(*), (**) p < 0,01, (***) p < 0,001. 

5.4. Indução de NAD(P)H: quinona redutase (NQ1) 

Foram realizados três experimentos independentes para avaliar a capacidade de 

indução da atividade da enzima NQ1 e a viabilidade celular pelo ensaio do violeta 

cristal, levando em consideração a indução de �-naftoflavona (�-NF; controle positivo). 

O biflavonoide morelloflavona extraído das folhas de G. xanthochymus apresentou 

indução da atividade da enzima NQ1. O índice de indução da enzima revela que durante 

o tratamento de 48 horas das células com 4,4 µM houve o aumento na atividade da 

enzima em 2,0 ± 0,3 vezes. Além disso, foi observada uma relativa atividade da enzima 

nas demais concentrações testadas. 

Em relação ao comportamento celular durante o ensaio, a porcentagem de 

células vivas nessa concentração foi de 101±7,49%. As concentrações 2,2; 8,9; 17,9 e 

35,9 µM apresentaram diferenças significativas em relação à �-NF para a indução da 
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enzima NQ1 (p < 0,001). Na análise da viabilidade celular não houve significância 

estatística em nenhuma das concentrações em relação às células tratadas com DMSO 

(Figura 16). 

Figura 16. Indução de NAD(P)H: quinona redutase (NQ1). Indução da NQ1 (média 
± erro padrão) em células de hepatocarcinoma murino Hepa1c1c7 por meio da 
morelloflavona (tratamento/controle) e relação com viabilidade celular (VC; 
porcentagem) pelo ensaio de violeta cristal, comparadas com �-Naftoflavona (�-NF 
0,1µM; controle positivo). Análise de variância (One Way ANOVA com pós teste de 
Tukey). (*) p < 0,05(*), (**) p < 0,01, (***) p < 0,001.  

5.5. Avaliação da Genotoxicidade por meio do Ensaio do Cometa 

5.5.1. Avaliação de Genotoxicidade 

Foram realizados dois experimentos com o ensaio do Cometa, no qual se avaliou 

a genotoxicidade e a antigenotoxicidade em linhagem de células HepG2. As 

concentrações utilizadas nesses experimentos são provenientes do resultado do ensaio 

de quinona redutase, no qual foi obtida a concentração que duplica a atividade da 
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enzima NQ1, ou seja, 4,4 µM sem interferir na viabilidade celular significativa (Figura 

16).  

A partir das leituras das caudas dos cometas formados sobre as lâminas, as 

células foram analisadas pelo programa TriTek CometScore TM versão 1.5. Este 

programa permite a obtenção dos valores do Tail moment, que relaciona a quantidade de 

DNA fragmentado com a distância que os fragmentos migraram durante a eletroforese. 

Após a análise das imagens, os valores resultantes foram tabulados e calculados a partir 

da média dos valores de Tail moment de cada concentração ± erro padrão. Os resultados 

estão projetados na tabela 1, estes foram comparados com as células sem tratamento 

utilizando-se análise estatística de variância Kruskal Wallis com pós-teste de Dunn.  

          Na genotoxicidade, foi observado que a concentração de 0,54 µM da 

morelloflavona não apresentou diferença estatística significativa em relação ao controle 

negativo, não causando dano nessas condições, assim como o controle negativo (Tabela 

1). Porém, as concentrações de 2,2; 4,4 e 8,9 µM apresentaram diferença significativa 

em relação ao controle negativo, indicando que são concentrações genotóxicas, ou seja, 

nessas concentrações a morelloflavona causa dano significativo no DNA quando 

comparado ao controle negativo (Tabela 1). 
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Tabela 1. Análise estatística do ensaio de genotoxicidade.

  Tail Moment ± Erro Padrão
HepG2 sem tratamento 10,60 ± 1,61 

HepG2 + H2O2 41,39 ± 2,41***

HepG2 + DMSO 11,40 ± 2,78 
0,54 11,56 ± 2,53 

1,1 7,89 ± 2,31**

2,2 16,13 ± 1,19*

4,4 16,05 ± 1,69*

8,9 26,87 ± 3***

Análise de variância Kruskal Wallis com pós-teste de Dunn. (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, 
(***) p < 0,001. Concentração em µM. 

É importante relatar que na concentração de 1,1 µM os índices de Tail Moment

foram abaixo do controle negativo, podendo-se justificar sua diferença estatística 

significativa em relação às células não tratadas (Tabela 1). 

5.5.2. Avaliação de Antigenotoxicidade 

No ensaio de antigenotoxicidade, foi realizado o pré e pós-tratamento com 

peróxido de hidrogênio (H2O2). As concentrações das substâncias utilizadas neste 

ensaio foram determinadas a partir do resultado do ensaio de genotoxicidade, no qual a 

concentração de 0,54 µM não causa dano significativo no DNA. Portanto, é possível 

verificar a possibilidade do biflavonoide proteger a célula contra danos de DNA, em 

concentrações abaixo de 0,54 µM. Os resultados estão projetados na tabela 2, estes 

foram comparados com HepG2 tratadas simultaneamente com H2O2, a partir do 

programa GraphPad Prism®, utilizando análise estatística de variância Kruskal Wallis 

com pós-teste de Dunn. 

Na avaliação de antigenotoxicidade no pré-tratamento foi observado que na 

concentração de 0,54 µM não houve diferença estatística significativa, ou seja, seu 
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resultado foi igual ao de HepG2 tratada com H2O2 (controle positivo) casando o mesmo 

grau de dano (Tabela 2). Já na concentração de 0,27 µM houve diferença significativa, 

porém foi observada uma intensificação do dano, uma vez que o valor resultante da 

concentração de 0,27 µM é muito distante quando comparado ao de HepG2 tratada com 

H2O2 (66,92 ± 6,28 para 100,24 ± 7,25) (p < 0,01). O mesmo foi observado na 

concentração de 0,135, porém com uma intensificação de dano ainda maior (66,92 ± 

6,28 para 155,22 ± 8,34) (p < 0,01). 

Tabela 2. Análise estatística do ensaio de antigenotoxicidade. 

  Tail Moment ± Erro Padrão
  Pré Pós 

HepG2 sem tratamento 8,70 ± 1,35 6,90 ± 1,55 
HepG2 + H2O2 66,92 ± 6,28*** 62,92 ± 5,47*** 

HepG2 + DMSO 11,40 ± 2,78 12,30 ± 1,26 
0,135 155,22 ± 8,34*** 49,24 ± 6,91** 
0,27 100,24 ± 7,25** 37,25 ± 6,32*** 
0,54 86,60 ± 6,76  55,48 ± 6,35 

Análise de variância Kruskal Wallis com pós-teste de Dunn (*). p < 0,05; (**) p < 0,01; 
(***) p < 0,001. Concentração em µM. 

Na avaliação de antigenotoxicidade no pós-tratamento foi observado que na 

concentração de 0,54 µM não houve diferença significativa em relação às células tradas 

com H2O2, demonstrando o mesmo potencial de dano causado pelo controle. Já nas 

concentrações de 0,27 e 0,135 µM houve diferença significativa em relação às células 

tratadas com H2O2, demonstrando que nessas concentrações a morelloflavona pode ter 

capacidade de reparar os danos causados pelo H2O2 nas células de HepG2, após tempo 

de recuperação (Tabela 2). 
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Os produtos naturais são a base de muitos fármacos atualmente disponíveis no 

mercado para o tratamento de várias doenças humanas. Este sucesso é devido à rica 

diversidade química que é encontrada em extratos microbianos e em fontes botânicas. 

Deles podem ser obtidas substâncias ativas, cuja produção na forma sintética seria 

muito dispendiosa, ou ainda, podem ser extraídos compostos básicos que, com 

modificações estruturais, tornam-se mais eficazes e menos tóxicos, ou então, podem ser 

utilizados como modelos para fármacos sintéticos, que possuam propriedades 

farmacológicas semelhantes às originais (MCMAHON et al., 1995; HOUGHTON, 

1996; NIELSEN, 2002). 

Nos últimos 30 anos, a grande conquista na área da pesquisa de novos fármacos, 

foi a introdução de sistemas biológicos in vitro em grande escala, os quais podem testar 

atividades de várias amostras, em um curto período de tempo, permitindo executar 

facilmente as repetições dos experimentos e propiciando uma análise estatística dos 

resultados. Os sistemas de ensaio in vitro são, frequentemente, baseados na utilização de 

culturas de células, de sistemas enzimáticos ou de receptores clonados. Pesquisadores, 

nas indústrias farmacêuticas ou na instituição acadêmica, podem utilizar estes ensaios 

rotineiramente para a pesquisa de um grande número de amostras produzidas por 

química combinatorial, de coleções de organismos da biosfera e do fracionamento de 

extratos naturais (HOUGHTON, 2000). 

O Brasil é considerado o país detentor da maior biodiversidade mundial e em 

função da significativa variedade da sua flora, um grande número de espécies vegetais é 

empregado pela população para curar diversos males, sendo utilizadas com as mais 

diversas finalidades e de diferentes formas (FUNARI & FERRO, 2005). Nos últimos 

anos, o Brasil realiza várias pesquisas as quais possuem contribuições relevantes sobre 

os efeitos biológicos de extratos e dos constituintes químicos isolados, não só quanto 
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aos aspectos fitoquímicos, mas também quanto à atividade biológica de plantas que 

ocorrem nos diferentes ecossistemas brasileiros (ALBUQUERQUE, 2006). 

Estudos que se propõem a avaliar os efeitos de morte, toxicidade e proliferação 

celular em conjunto são de fundamental importância para o desenvolvimento de novos 

fármacos (YAMAMOTO & NISHIOKA, 2005). Neste contexto, prepôs-se avaliar o 

potencialmente índice de morte causado pela morelloflavona em células normais por 

meio do ensaio de Anexina V e Iodeto de propídio pela citometria de fluxo. A 

citometria de fluxo é um método qualitativo, quantitativo e exato para análise de 

apoptose. 

No presente estudo pôde-se observar que houve indução de morte celular por 

apoptose, induzida pela morelloflavona em PBMC obtidos de pacientes saudáveis nas 

concentrações entre 60 e 300 µM, para a análise através do ensaio de Anexina V e 

Iodeto de propídio. Até o momento, não existem relatos da morte celular em PBMC 

pelo ensaio de Anexina V- Iodeto de propídio após tratamento com morelloflavona.  

Lin e colaboradores (1997) avaliaram a atividade anti-HIV de biflavonoides 

isolados de Garcinia multiflora em PBMC infectados com HIV-1. Para a realização dos 

ensaios, os autores utilizaram o método de incorporação da timidina marcada com o 

objetivo de avaliar a citotoxicidade nas células estudadas. Os autores descrevem que a 

morelloflavona demonstrou uma atividade moderada com CI50 (half maximal inhibitory 

concentration, concentração inibitória a 50%) à 82 µM, enquanto a volkensiflavona 

(naringenina I-3-II-8 apigenina) demonstrou uma atividade fraca com inibição à 200 

µM em PBMC HIV-1 infectados. No estudo, os autores descrevem que os biflavonoides 

construídos de unidades flavanona- flavona com ligações I-3-II-8, como é o caso da 

morelloflavona e volkensiflavona, apresentam atividade moderada a fraca em relacção à 

citotoxicidade de PBMC HIV-1 positivos. Outros biflavonoides ligados por meio de I-
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3-II-8, como GB1a e GB2a apresentaram atividade moderada, enquanto que 

biflavanonas ligadas através de um anel A de duas unidades de naringenina 

(rhusflavanona e succedaneaflavanona) foram inativas. Este estudo sugere fortemente 

que os grupos hidroxila e pelo menos uma unidade de flavona nos biflavonoides são 

necessários para a atividade inibitóra de PBMC HIV-1 infectados. Uma ligação I-3-II-8 

é necessária às biflavanonas para exibir atividade, e os compostos ativos tornam-se 

inativos quando grupos de hidroxilas são metilados (LIN et al., 1997).  

Um estudo que avalia a citotoxicidade dos biflavonoides em linhagens tumorais 

demonstrou que o biflavonoide conhecido como GB1 extraído de Garcinia kola não 

apresentou toxicidade à aproximadamente 100µM contra as linhagens tumorais 

humanas HuCCA-1, HepG2 e A549 (ANTIA et al., 2010).  

No contexto das linhagens não tumorais, Matsuo e colaboradores (2005) 

relataram a citotoxicidade das unidades que formam a morelloflavona separadamente, 

ou seja, dos flavonoides naringenina e luteolina, em fribloblastos embrionários de 

pulmão humano (TIG-1) e em células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC). 

Os dados revelaram uma elevada variação de CI50 entre as linhagens celulares, e 

também entre outros flavonoides estudados. A naringenina apresentou CI50 nas 

concentrações > 300 µM e 108 µM em TIG-1 e HUVEC, respectivamente, enquanto 

que a luteonina apresentou CI50 em 107 µM e 57 µM em TIG-1 e HUVEC, 

respectivamente. Adicionalmente, o estudo demonstra que 3-hidroxiflavona e apigenina 

são mais citotóxicos em relação às células TIG-1 do que outros flavonoides, e que a 

luteolina, quercetina, e naringenina são mais citotóxicas para as células HUVEC. Outro 

dado interessante que se assemelha aos dados obtidos no nosso estudo com a 

morelloflavona, é que a taxifolina foi ligeiramente tóxica (CI50 > 300 µM e > 200 µM 

em TIG- 1 e HUVEC, respectivamente), e a e rutina não apresentou qualquer toxicidade 
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(MATSUO et al., 2005). Estes dados sugerem que a relação estrutura- atividade dos 

biflavonoides e flavonoides com células humanas normais ainda não é clara, e que sua 

toxicidade difere dependendo do tipo celular.  

Algumas células tumorais expressam HLA-G na tentativa de subverter a 

resposta imune favorecendo o escape tumoral e inibindo o ataque às células tumorais 

por células natural killer (NK) e linfócito T citotóxico (ROUAS- FREISS et al., 2005). 

Sendo assim, a indução da expressão da molécula de HLA-G por células transformadas 

pode ser um mecanismo adicional e induzido que ajude a célula à subverter as defesas 

do organismo. Por outro lado, a expressão da molécula pode contribuir para a 

diminuição da antigenicidade das células envolvidas em doenças autoimunes e 

transplantes, devido às características imunológicas apresentadas por HLA-G 

(LEMAOULT et al., 2003; QIU et al., 2006). 

Inicialmente a molécula HLA-G foi descrita como sendo seletivamente expressa 

em células trofoblásticas (ELLIS et al., 1986) e com funções inibitórias in vitro em 

relação às células NK (ROUAS-FREISS et al., 1997). O melanoma humano foi o 

primeiro tecido tumoral onde se analisou a expressão de HLA-G (ROUAS-FREISS et 

al., 2007). Este tumor é certamente o mais estudado a partir do ponto de vista 

imunológico, e ainda, possui muitas propriedades semelhantes ao trofoblasto, sendo o 

melanoma o único tipo de câncer para os quais as metástases podem ser encontradas em 

tecido placentário. Foram realizados muitos estudos para o melhor conhecimento da 

expressão de HLA-G por melanócitos malignos que podem ser resumidos da seguinte 

forma: (i) ele está associado com a transformação e progressão maligna uma vez que a 

expressão de HLA-G ainda não foi detectada na pele normal em torno da lesão tumoral 

(PAUL et al., 1999; IBRAHIM et al, 2004). O aumento da regulação da expressão de 

HLA-G em células melanocíticas foi melhor preditor de malignidade do que HLA de 
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classe I clássicos; (ii) é seletivamente expresso nos tumores com alta capacidade de 

infiltração; (iii) a expressão de HLA-G no local do tumor pode ser encontrada em 

células de melanoma e / ou células imunes infiltrantes (IBRAHIM et al., 2004). Estes 

dados auxiliam no entendimento dos resultados encontrados, uma vez que no presente 

estudo pôde-se observar níveis aumentados de HLA-G em células de melanoma após 

tratamento. Além de melanomas, foi descrita a expressão específica de tumor HLA-G 

em várias doenças malignas incluindo o cariocarcinoma cervical (ROUAS-FREISS et 

al., 2005).  

A demonstração da expressão de HLA-G em lesões tumorais sugere fortemente 

que esta expressão está sob o controle de fatores ambientais, tais como vírus, citocinas, 

hormônios, fatores stresse, privação de nutrientes e aumento da acidez (CAROSELLA 

et al., 2008). Nosso estudo mostra que após tratamento de 48 e 72 horas a 

morelloflavona foi capaz de induzir a expressão de HLA-G1 em linhagens de melanoma 

humano FON. E ainda, foi capaz de induzir a produção de HLA-Gs em M8-HLA-G1. O 

aumento de HLA-G1s é um dado relevante, uma vez que a proteína solúvel impede a 

citólise realizadas por células NK contra células-alvo de melanoma (ZIDI et al., 2006). 

Sabe-se que o tratamento com agentes que possuem propriedades de 

desmetilação DNA podem reativar HLA-G e a expressão da proteína em células 

malignas (MOREAU et al., 2003; MOUILLOT et al., 2005). A partir da PCR em tempo 

real, foi possível observarmos a expressão de RNAm em células de melanoma, durante 

o tratamento de 48 e 72 horas em variadas concentrações (60-140 µM). O papel de 

fatores in vivo na manutenção da expressão de HLA-G em tumores tem também sido 

apoiado em linhagens por meio de estudos celulares em in vitro.

Na verdade, com a exceção das linhagens de células de coriocarcinoma, a qual 

fatores intrínsecos devem sustentar a manutenção da expressão de HLA-G, somente 
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poucas linhagens de células analisadas dentro de cada tipo de tumor, expressam HLA-G 

(ROUAS-FREISS et al., 2003). Estes dados, em contradição com os obtidos em ex vivo, 

destacam que fatores do microambiente tumoral o qual permitem expressão HLA-G in 

vivo podem estar ausentes em meios de cultura. 

Como citado anteriormete, a expressão de HLA-G é modulada por fatores 

imunossupressores e por citocinas inflamatórias, tais como IFN-� fatores de crescimento 

cuja expressão está sob o controlo de NF-�B. NF-�B é um fator de transcrição essencial 

na imunidade inata e adaptativa (BONIZZI et al., 2004). Em particular, NF-�B 

desempenha um papel essencial em eventos precoces da resposta imune inata por meio  

de vias de sinalização reguladas por receptores toll-like (KARIN & GRETEN, 2005). 

Entre eles estão os genes que codificam uma grande variedade de moléculas efetoras, 

que estão criticamente envolvidos em respostas inflamatórias (PAHL, 1999). 

Demonstrou-se que o HLA-G modula a produção de citocinas uma vez que a regulação 

positiva da resposta Th2 por HLA-G foi demonstrada em células mononucleares a partir 

de sangue periférico (KANAI et al., 2001). Sendo assim, sugere-se que NF-�B pode 

modular a expressão de HLA-G e HLA-G poderia regular a atividade de NF-�B, direta 

ou indiretamente. 

Por meio de linhagens celulares tumorais foi mostrado que o TNF-� e PMA 

(acetato de forbolmiristato), ambos indutores de NF-�B aumentam 

intracitoplasmáticamente o teor de proteína HLA-G por um mecanismo pós 

transcricional, e estimulam a atividade da metaloproteínase que promove o 

desprendimento da isoforma vinculada a membrana, originando o HLA-G solúvel, 

presente no meio de cultura (ROUAS FREIS et al., 2007; ZIDI et al., 2006). Estes 

dados poderiam explicar o aumento da expressão de HLA-G1 em FON observado no 

nosso estudo, e ainda, aos resultados obtidos pelo ensaio imunoenzimático-ELISA na 
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linhagem de melanoma transfectada M8HLA-G1, onde foi possível observar o 

desprendimento de HLA-G1 da membrana celular. A possibilidade dos tratamentos com 

morelloflavona afetarem a estabilidade ou induzirem a degradação de proteínas HLA-G 

na superfície da célula não é sustentada uma vez que o anticorpo MEM-G/9 utilizado no 

ensaio ELISA possui a capacidade estrita de reconhecer a estrutura conformacional da 

molécula HLA-G associada à �2-microglobulina das moléculas HLA-G1s e HLA-G5. 

No presente estudo, avaliou-se a possível regulação de HLA-G frente ao 

tratamento com morelloflavona em diferentes linhgens tumorais, bem como linhagens 

de melanoma humano. Até o momento, estudos da relação de moléculas HLA com 

biflavónides, ou mesmo flavonoides são inéditos. La literatura, um trabalho realizado 

por TIAN e colaboradores (2005), é relatada a indução de NF-�B em células de 

adenocarcinoma cervical humano, após tratamento com o biflvonoide isocamaejasmina 

à 10-15 µM. Uma hipótese para a indução da expressão de HLA-G em FON seria uma 

maior suscetibilidade celular que talvez induza a ativação de NF-�B.  

Além de avaliarmos a modulação da expressão de HLA-G frente ao tratamento 

com a morelloflavona, também foi avaliado o seu perfil quimioprentivo através do 

ensaio de quinona redutase. NAD(P)H: quinona redutase (NQ1) é uma enzima de fase II 

metabolizadora de xenobióticos que catalisa a redução de dois elétrons de uma vasta 

gama de quinonas, compostos quinóides endógenos e exógenos, e protege as células 

contra espécies reativas de oxigênio geradas pela quinonas e compostos electrofílicos 

relacionados (TALALAY & DINKOVA-KOSTOVA, 2004). A indução de NQ1 pode 

auxiliar na quimioprevenção contra o câncer e toxicidade química com compostos 

naturais ou sintéticos (FROYEN et al., 2010).  

As várias propriedades dos flavonoides, como atividade antioxidante, 

capacidade de ligação metal, capacidade de afetar o sistema endócrino e capacidade de 
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prevenir a ativação enzimática de carcinógenos, são consistentes com um papel protetor 

contra doenças. As observações relacionadas ao dados de relação estrutura- atividade 

para as propriedades antioxidantes dos flavonoides têm sido estudados em detalhe 

usando uma variedade de sistemas de ensaio (UDA et al., 2006). Rice-Evan e 

colaboradores (1996) revelaram em um estudo de estrutura-atividade a importância de 

3', 4'-dihidroxil no anel B e de uma ligação 2,3 no anel C como principais determinantes 

da atividade antioxidante. Sendo assim, a estrutura da morelloflavona favoreceria sua 

atividade antioxidante. Sabe-se que a quercitina, um flavonol, é indutora de enzimas de 

fase II e de detoxificação de carcinógenos (GANDHI & KHANDUJA, 1993; SIESS et 

al., 1992; GULICK et al., 1995). Prestera e colaboradores (1993) propuseram que 

alguns anticancarcinógenos da dieta podem inibir a ativação da inicição do cancer por 

efetuarem o balanceamento entre ativação de enzimas de fase I (tais como citocromo 

P450) e de fase II (enzimas de detoxificação tais como GST, NQ1 e UDP-glucuronil-

transferase). Fatores que reprimem ou inibem enzimas de fase I ou induzem ou ativam 

enzimas de fase II são suscetíveis em ter um papel protetor contra o dano celular.  

Estudos a respeito de biflavonoides, ou mesmo o papel da morelloflavona na 

indução de enzimas de detoxificação, são inexistentes até o momento. Entretanto o 

papel dos flavonoides na indução de NQ1 são fortemente relatados (MOON et al., 

2006). Foi descrito que o flavonoide apigenina, uma flavona como a unidade luteonina 

da morelloflavona, é capaz de induzir NQ1 em 1,6 vezes (UDA et al., 2006). A 

taxifolina, flavanonol o qual difere da flavanona pela presença de uma hidroxila no anel 

C, também é capaz de induzir NQ1. A atividade específica da enzima foi induzida em 

até 3,65 vezes, entre as concentrações 31,3 e 62,5 µM (LEE et al., 2007). O efeito da 

suplementação de naringenina na alimentação de ratos demonstrou por meio do ensaio 

de NQ1, que a flavanona pode promover a atividade de NQ1 no fígado de animais sob 
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condições estresse oxidativo (ANDRADE et al., 2007). No presente estudo, pode-se 

observar similaridade aos dados apresentados pela literatura, onde a indução de NQ1 

pela morelloflavona foi 2 vezes maior na concentração 4,4 µM, com ausência de morte 

celular nessa concentração pelo violeta cristal, mostrando a importância de seu papel na 

quimioprevenção.  

A proteção contra danos ao DNA é uma importante propriedade 

quimiopreventiva a qual pode evitar a fase de iniciação. Os flavonoides que possuem 

atividade antioxidante e anti-radicais são capazes de extinguir radicais livres, que 

podem promover mutações e danos no DNA. A técnica do cometa alcalino possibilita 

identificar a presença de quebras em fitas simples do DNA e é usada para verificar a 

propriedade quimiopreventiva de proteção ao DNA contra determinados danos. Sabe-se 

que a replicação do DNA é necessária para corrigir alterações genéticas. Por esta razão, 

a baixa fidelidade desta replicação pode levar à instabilidade genômica e às mutações, 

que por sua vez podem levar às alterações na expressão ou função de genes 

responsáveis pela manutenção da homeostasia celular. Essas alterações genéticas podem 

converter uma célula normal em uma célula transformada, que se caracteriza pela perda 

de sinais de controle de proliferação, morte e diferenciação celular. Se esta mutação 

ocorrer em células que mantém sua capacidade proliferativa (células progenitoras), esta 

mutação poderá ser mantida, e sua frequência na população celular aumenta (LEUNG & 

BRUGGE, 2012), iniciando a carcinogênese. 

Sendo assim, pode-se dizer que a carcinogênese é um processo complexo 

provavelmente envolvendo uma série de mudanças genéticas e epigenéticas ocorrendo 

em níveis morfológicos, celulares e moleculares (PITOT, 2001, 2007). 

O termo "epigenético" refere-se a modificações na expressão gênica causada na 

hereditariedade, mas potencialmente reversível, alterações na metilação do DNA e da 
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estrutura cromatina (CORTEZ & JONES, 2008). Dado o fato de que modificações 

epigenéticas são reversíveis e ocorrem durante o início da carcinogênese como eventos 

potencialmente iniciais para o desenvolvimento do câncer, elas foram identificadas 

como novos alvos promissores para estratégias de prevenção do câncer (MATUO 

2012). 

Muitas substâncias químicas, incluindo peróxido de hidrogênio são conhecidas 

para gerar danos ao DNA através de um mecanismo de radicais de oxigênio e podem 

induzir aberrações cromossômicas, mutações genéticas e quebras na fita de DNA 

(MCKELVEY-MARTIN et al., 1993). Foi observado que por meio do ensaio do cometa 

em HepG2, a morelloflavona é capaz de induzir dano de DNA em concentrações entre 

2,2 e 8,9 µM. Nas menores concentrações, não foi observada atividade genotóxica da 

morelloflavona. Dessa forma, avaliou-se a atividade antigenotóxica na morelloflavona 

nas menores concentrações e foi possível observar ação antigenotóxica nas 

concentrações de 0,135 e 0,27 µM no pós-tratamento, diferentemente do pré-tratamento, 

o qual não apresentou efeito quimiopreventivo. Nossos resultados diferem dos poucos 

trabalhos que avaliam a indução de dano de DNA através do ensaio do cometa em 

biflavonoides. A kolavirona obtida a partir de G. kola, em concentrações entre 30 e 90 

µM diminuiu quebras no DNA induzidas por H2O2 em linfócitos humanos e células de 

fígado de rato (FAROMBI et al., 2004a; b). A estrutura da kolavirona mostra a 

existência de uma hidroxila no anel C, o que direciona a atividade antioxidante do 

biflavonoide, e possivelmente sua atividade quimiopreventiva. 

Os trabalhos com as unidades isoladas da morelloflavona também são escassos, 

mostrando algumas vezes efeitos protetores ao DNA, dependendo do tipo celular e das 

concentrações utilizadas. Um estudo realizado com a naringenina em camundongos 

diabéticos mostra que a administração do flavonoide (50-75 mg/kg durante 7 dias) 
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resultou num aumento significativo do peso corporal e diminuição de danos ao DNA 

induzidos em linfócitos periféricos, mas não nas células de fígado e de rim dos animais 

(ORŠOLI� et al., 2011). Por outro lado, um estudo realizado com a luteolina (5 a 20 

mg/ml) demonstra que esta não induz danos ao DNA detectáveis no ensaio do cometa 

em células de adenocarcinoma mamário humano (CHEN et al., 2012, RAMOS et al, 

2010a) e adenocarcinoma colorretal humano (RAMOS et al., 2010b). Com relação à 

luteolina, dados publicados revelam que esta diminuiu acentuadamente danos ao DNA 

induzidos por H2O2 em células epiteliais de adenocarcinoma colorretal (RAMOS et al., 

2010b). No nosso estudo, observou-se uma proteção da morelloflavona no pós-

tratamento de HepG2, assemelhando-se ao resultado encontrado por Ramos e 

colaboradores (2010b).  

Os diferentes resultados obtidos com vários tipos celulares podem refletir as 

diferenças na biologia das diversas linhagens celulares analisadas, bem como na 

sensibilidade dos métodos utilizados para detectar o papel da morelloflavona na 

regulação de HLA-G e/ou seu efeito quimiopreventivo. 
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 Através da análise dos dados obtidos pode-se concluir que o biflavonoide 

morelloflavona: 

• Induziu morte celular em PBMC - Peripheral blood mononuclear cells (células 

mononucleares do sangue periférico); 

• Induziu a expressão protéica da molécula HLA-G vinculada à membrana (HLA-

G1); 

• Induziu a expressão protéica da molécula HLA-G solúvel (HLA-Gs); 

• Induziu a expressão do RNAm de HLA-G; 

• Induziu NAD(P)H: quinona redutase na concentração; 

• Não apresentou genotoxicidade em concentrações abaixo de 0,54µM e 

apresentou genotoxicidade em concentrações acima de 2,2µM; 

• Apresentou antigenotoxicidade no pós-tratamento. 
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