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RESUMO

As atividades biol 6gicas e farmacol 0gicas dos biflavonoides sdo diversas incluindo suas
propriedades imunossupressivas, anticancerigenas, antioxidantes, antiangiogénicas,
antibacterianas, antivirais e antifingicas. No presente estudo, avaliou-se a potencia
capacidade do biflavonoide morelloflavona, isolada de Garcinia xanthochymus, em
modular a expressdo de HLA-G (Human Leukocyte Antigen- G), bem como seu
potencial efeito quimiopreventivo. Inicialmente, foi avaliado o indice de morte celular
causado pela morelloflavona por meio do ensaio de Anexina V - lodeto de proidio em
PBMC (Células mononucleares do sangue periférico), o qua apresentou indices de
morte celular significantes. Através da citometria de fluxo observou-se um aumento da
expressao de HLA-G vinculado a membrana celular em linhagens de melanoma (FON)
(p < 0,001). Péde-se observar ainducdo de HLA-G solivel em linhagens de melanoma
transfectada (M8-HLA-G1) (p < 0,001), sem alteragdo para os demais tipos celulares
estudados, pelo ensaio imunoenzimatico- ELISA. A expressdo de RNAm de HLA-G
também foi induzida pela morelloflavona, observada pela RT- PCR, em células de
melanoma M8 que ndo expressam HLA-G constitutivamente. Ainda, foi avaliada a
atividade quimiopreventiva da morelloflavona. Observou-se a duplicagcdo da atividade
da enzima quinona redutase na linhagem de hepatocarcinoma celular (Hepalclc?) por
meio do ensaio quinona redutase. Pelo ensaio do cometa foi possivel verificar a
capacidade genotdxica e antigenotoxicaa. Em relagdo a antigenotoxicidade, a
morelloflavona causou dano de DNA no prétratamento. No pos-tratamento foi
observado que a morelloflavona pode ter a capacidade de reverter danos de DNA
causados pelo peroxido de hidrogénio. Sendo assim, os dados demonstrados revelam

gue amorelloflavonainduz a expressdo de HLA-G e possui efeito quimiopreventivo.

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

ensaio do cometa, biflavonoide.



ABSTRACT

The biological and pharmacologica activities of biflavonoids are diverse, including
thelr immunosuppressive, anticancer, antioxidant, antiangiogenic, antibacterial, antiviral
and antifunga properties. In the present study we assessed the potentia ability of
morelloflavone, a biflavonoid isolated from Garcinia xanthochymus in modulating the
expression of HLA-G (Human Leukocyte Antigen-G), as well as their potentia
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 congtitutively. Still, we evaluated the chemopreventive activity of
morelloflavone. We observed a doubling of quinone reductase enzyme activity in
hepatocellular carcinoma cells line (Hepalclc7) 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 numero de casos de cancer no Brasil cresce a cada ano. Segundo dados
epidemiol 6gicos do Instituto Nacional do Cancer, no Brasil aincidéncia e a mortalidade
se elevam lado a lado, enquanto que em paises desenvolvidos a incidéncia aumenta e a
mortalidade diminui (INCA, 2010).

O cancer se desenvolve devido a capacidade que as células tumorais possuem
em subverter a resposta imune por meio de inimeras maneiras. Um dos mecanismos de
escape utilizados pelas células cancerigenas € a expressao da moléculaimunoregulatéria
Human Leukocyte Antigen- G (HLA-G). HLA-G € uma molécula HLA de classe | ndo
classica, expressa na forma vinculada a membrana celular ou solUvel, e que desempenha
funcdes importantes na regulacéo do sistema imune por meio da inibicdo da atividade
de células natural killer e linfécitos T citotdxicos, das respostas de células T CD4+
alorreativas, e maturagéo e funcdo de células apresentadoras de antigenos (AMIOT et
al., 2011).

Existem substéncias que possuem a capacidade de atuar frente ao
desenvolvimento do cancer, impedindo, prevenindo ou revertendo a carcinogénese. S&o
denominados compostos quimiopreventivos, 0s quais atuam principalmente
aumentando a producéo de enzimas de fase Il, como por exemplo, a enzima NAD(P)H:
quinona redutase (NQ1).

Muitos dessas substéncias sdo de origem natural, como os biflavonoides.
Atualmente, estudos a respeito dos biflavonoides concentram-se em suas propriedades
antiangiogénicas e antitumorigénicas, com relatos em diferentes linhagens celulares,
modelos animais e ensaios epidemiolégicos humanos que demonstram a associagdo
entre 0 consumo de frutas, legumes e certas bebidas, e o risco reduzido de doencas
crénicas, incluindo cancer (RAMOS, 2007). A literatura mostra que os biflavonoides

atuam na inibicdo do desenvolvimento tumoral através de mecanismos de parada do
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ciclo celular de linhagens tumorais (PINKAEW et al., 2009), de protecdo de danos
oxidativos ao DNA, da inibicdo da expressdo de genes que promovem a instabilidade
genética e da ativacdo de sistemas enziméticos de metabolizac&o de xenobidticos (TIAN
et al., 2005, BENAVENTE-GARCIA & CASTILLO, 2008; FERNANDES, 2010;
FAROMBI et al., 2011).

Diante desse cen&rio, se faz necessaria a busca por substancias bioativas
presentes na biodiversidade brasileira capazes de exercerem alguma atividade
antiangiogénica e antitumorigénica. Desta forma, este trabalho tem como objetivo o
estudo da morelloflavona extraida da planta Garcinia xanthochymus, pelo seu efeito
antiangiogénico e antitumorigénico recentemente reconhecido (PANG et al., 2009;
PINKAEW et al., 2009), avaliando-se 0 seu potencia efeito quimiopreventivo e na

modulacdo da resposta imune mediada por HLA-G.
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2.1. Carcinogénese

As grandes etapas da carcinogénese foram deduzidas ao longo dos ultimos 50
anos, a partir de estudos em modelos animais, e estas foram denominadas iniciagéo,
promocao e progressdo (HURSTING et al., 1999; VICENTI & GATENBY, 2008).

A iniciacdo é determinada quando o DNA de uma célula ou populacdo de células
€ danificado pela exposicao a carcindégenos exogenos ou endogenos, e se este dano ndo
€ reparado, podendo ocorrer mutacdes genéticas. A responsividade das células mutantes
ao seu microambiente pode ser aterada e pode dar-lhes uma vantagem de crescimento
(PITOT, 2001; 2007). A promocgdo € caracterizada pela expansdo clona seletiva das
células iniciadas, resultado da expressdo aterada de genes cujos produtos estdo
associados com tecido de hiperproliferacéo, remodelacéo e inflamacdo (VICENTI &
GATENBY, 2008). Durante a progressao, células pré-neopléasicas desenvolvem-se em
tumores por meio de um processo de expansdo clonal que é facilitado pela instabilidade
gendmica e expressdo génica dterada (LEUNG & BRUGGE, 2012). A visdo classicada
carcinogénese experimental, em que a iniciagdo do tumor € seguida pela promogédo e
progresséo tumoral de forma sequencial, permanece conceitualmente importante para a
pesquisa experimental da carcinogénese (PITOT, 2001; 2007).

No entanto, a natureza temporal dos eventos da iniciagdo, promocdo e
progressdo é complexa (HURSTING et al., 1999). Trabalhos mostram que multiplos
eventos mutacionais estdo envolvidos na formagdo de um tumor (LEUNG & BRUGGE,
2012; SUZUKI & TAKAHASHI, 2012). Ainda, é cada vez mais evidente que 0s genes
do individuo podem afetar a sua susceptibilidade a um agente cancerigeno
(KUCUKGERGIN et al., 2012; LIN et al., 2012). Assim, ao invés de ocorrer em trés

fases distintas em uma ordem previsivel, a carcinogénese humana é mais bem
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caracterizada como um acumulo de alteracbes nos genes que regulam a homeostase
celular, como oncogenes, genes supressores tumorais, genes de regulacdo da apoptose, e
0s genes de reparo do DNA. Dada a natureza de varios estagios de carcinogénese e
nosso avanco do conhecimento dos mecanismos criticos envolvidos em cada fase,
estratégias para a prevencao do cancer devermn usar mecanismos que abordem o bloqueio
do processo cancerigeno em todas as fases ao longo da via (SUZUKI & TAKAHASHI,
2012).

Secundariamente aos processos homeostati cos intracel ulares, ha muito se postula
a existéncia de mecanismos entre as células, capazes de identificar células
geneticamente ateradas e que processariam sua destruicéo, removendo-as. Porém, por
meio de uma atuacdo sobre células e moléculas do sistema imunolégico, as células
mutadas possuem a capacidade de inibir o sistema imunolégico, 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
observagdo de rejeicdo ou aceitagdo de transplantes de tecidos entre camundongos
alogénicos ou singénicos, respectivamente. Em camundongos essa regido esta
localizada no cromossomo 17 e é denominada Histocompatibilidade-2 (H-2). Em
humanos, a regido equivaente a H-2 dos camundongos localiza-se no brago curto do
cromossomo 6, na regido 6p21.3, sendo denominada Antigeno Leucocitéario Humano
(HLA — Human Leukocyte Antigen), pois seus produtos sao expressos em leucocitos

(VANDIEDONCK & KNIGHT, 2009).
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Atuamente, sdo reconhecidos mais de 40 locos no MHC humano. A regido de
classe | 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 classicas (HLA-Ia) e ndo cléssicas (HLA-1b). As moléculas do grupo HLA-la
exibem alto grau de polimorfismo e sdo designadas a apresentar o0 maior ndmero
possivel de peptideos antigénicos, 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 aguns tecidos da fase adulta
(GERAGHTY, 1993; PYO et al., 2006).

O antigeno leucocitario humano - G (HLA-G) € uma molécula HLA de classe |
ndo- classica que foi primeiramente identificada como sendo expressa sel etivamente 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 maistarde, Phillippe Le Bouteiller confirma que HLA-G é expresso em
toda a interface materno-fetal (células trofoblasticas invasivas, células do endotélio
vascular fetal, células do amnion e do liquido amnidtico) (LE BOUTEILLER et al.,
1999), sendo que sua auséncia esta relacionada a abortos espontéaneos (RIZZO et al.,

2011).

2.2.1. Expressdo da MoléculaHLA-G

Em individuos saudaveis, niveis basais da transcri¢do de HLA-G s&0 observados

na maioria de células e tecidos, entretanto a traducdo das proteinas € restrita ao
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trofoblasto (RIZZO et al., 2011), o timo (CRISA et al., 1997), a cornea (LE
DISCORDE et al., 2003), o pancreas (CIRULLI et al., 2006) e precursores eritroides 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 as céulas tumorais
por células natural killer (NK) e linfocito T citotdxico, porém o grau de expressdo da
molécula varia de acordo com o tecido (ROUAS- FREISS et al., 2005). Proteinas HLA-
G podem ser encontradas em infecgdes virais, doencas autoimunes e inflamatorias, apos
transplantes de 6rgéos e na transformagéo maligna.

De modo semelhante aos tumores, 0s virus possuem estratégias para escapar do
sistema imune. Sendo assim a inducdo da expressédo da molécula de HLA-G por células
infectadas por virus pode ser um mecanismo adiciona e induzido que o gude a
subverter as defesas do hospedeiro, como demonstrou Donaghy e colaboradores que
verificaram que os niveis de HLA-G soltvel sdo maiores em individuos portadores do
HIV (DONAGHY et al., 2007; CAROSELLA et al., 2011).

Em algumas doencas autoimunes e inflamatérias foi observada a presenca de
HLA-G, mostrando que a molécula pode contribuir para a diminui¢cdo da antigenicidade
das células envolvidas nestas patologias (WIENDL et al., 2005; DIEPSTRA et al.,
2008). Devido as caracteristicas imunoldgicas apresentadas pela molécula HLA-G,
estudos indicam que a expressdo 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 redugéo

do tratamento imunossupressor (LEMAOULT et al., 2003; QIU et al., 2006).
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2.2.2. Estruturado Geneeda MoléculaHLA-G

HLA-G é congtituido por uma regido promotora 5’, que se estende por 1,4 kb
desde 0 ATG, oito éxons e sete introns (SOLIER et al., 2001). O gene possui algumas
caracteristicas unicas, por exemplo, um cddon de término de leitura no éxon 6, e 0 éxon
8 como ultimo éxon e aregido 3 UTR (Untransated Region - regi&o ndo traduzida do
RNA mensageiro), juntamente com um padrdo particular de expressdo por

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

f
Exon 1l Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon & 3'UTR
RNAmM
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Figura 1. Representacdo esquematica do transcrito primario de HLA-G e das
multiplas isoformas (Modificado de DONADI et al., 2011).

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

s80 nulos, G*01:13N (G*0103N) e HLA-G*01:05N (G*0105N). A maioria dos alelos
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do gene apresentam variagdes na sequéncia de regides codificadoras, sendo que a maior
parte deles sdo substituicdes sinbnimas. Apesar da quantidade de alelos, o HLA-G
produz apenas sete tipos de proteinas diferentes geradas por processamento alternativo
do transcrito primario (DONADI et al., 2010).

O transcrito primario de HLA-G gera RNA mensageiros (RNAm) aternativos,
gue tem a capacidade de codificar as isoformas do gene, sendo quatro proteinas de
membrana (HLA-G1, -G2, -G3 e -G4) e trés proteinas soluveis (HLA-G5, -G6 e -G7)
(PAUL et al., 2000).

O HLA-G1 é a isoforma protéica cuja estrutura mais se assemelha a das
moléculas HLA classe | classicas (LE MAOULT et al., 2003). Codifica proteinas com
dominios extracelulares, al, a2 e, a3, ligados ao dominio transmembrana codificado
pelo éxon 5, e codifica também uma curta cauda citoplasmatica, devido a presenca de
um codon prematuro de término de leitura presente no éxon 6 (GERAGHTY et al.,
1987).

Os transcritos HLA-G2, -G3, e -G4 excluem o éxon 3, oséxons 3 e 4 e 0 éxon 4
respectivamente, gerando isoformas truncadas que retém somente o dominio al para
isoforma -G3, o dominio al e a3 para -G2 e o0 dominio al e a2 para —G4, todos
ancorados as células pela regido transmembrana (PAUL et al., 2000; CAROSELLA, et
al., 2011). A isoforma -G5 retém os dominios extracelulares a1, a2 e, a3, incluindo um
codon de término de leitura presente no intron 4, o que determina sua forma solUvel,
assim como ha isoforma -G6, que por sua vez perde o dominio a2 (FUJII, et al., 1994;
PAUL et al., 2000). O mesmo ocorre com -G7, que possui um codon de término de
leitura presente no intron 2 (PAUL et al., 2000). ApGs a clivagem proteolitica de HLA-
G1, podem ser encontradas moléculas soltveis HLA-G1, denominado shed HLA-G1

(HLA-G1s), o qual pode ser regulado pela ativagdo de NF-kB (ROUAS-FREISS et al.,
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2007; CAROSELLA et al., 2011). Todas as isoformas possuem o dominio al.

Uma vez que o éxon 7 de HLA-G esta sempre ausente nos RNAmM maduros e
devido ao cddon de término de leiturano éxon 6, o éxon 8 ndo é traduzido, sendo este a
regido 3 UTR do RNAm maduro. Essa regido contém vérios elementos de regulacéo,
incluindo sinais de poliadenilacdo e motifs de repeticdo AU. A regido 3 UTR tem
funcdo regulatéria, como por exemplo, controle da expressdo e influencia na
estabilidade dos nivels de expressdo de transcritos do RNAm. No entanto, ainda néo

foram descritas funcdes para todas as variagdes observadas (DONADI et al., 2011).

2.2.3. Caracteristicas Funcionaisda MoléculaHLA-G

HLA-G pode ser expresso nas células tumorais ou nos exossomas derivados do
tumor, tanto na sua forma solivel como ligado a membrana (RITEAU et al., 2003;
ROUAS-FREISS et al., 2005). Essa expressdo de HLA-G por células malignas pode
impedir aregjeicdo imune ao tumor, devido a capacidade que a molécula HLA-G tem de
inibir células natural killer (NK), linfécitos T citotoxicos e células apresentadoras de

antigenos (APCs) (Figura 2).
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Figura 2. Receptorespara HLA-G e suas fungdes. Receptores para HLA-G expressos
em célulasimunes (LT CD4+ e CD8+, cdlulas B, natural killer, células dendriticas) e
células endotdliais. ILT, Immunoglobulin-Like Trascript; KIR, killer-cell
immunoglobulin-like receptor (RIZZO et al., 2009).

Esta inibicdo ocorre através de sua ligac&o direta aos receptores inibitorios ILT
(Immunoglobulin-Like Trascript), ILT-2 (LILRBL/CDB85j), 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 especifico para HLA-G (SHIROISHI et al., 2003). As
expressoes de HLA-G1 e de HLA-G5 sdo capazes de induzir o aumento da expresséo de
seus proprios receptores, ILT2 e ILT4 na APC, ILT2 e KIR2DL4 em células NK, e
ILT2 e KIR2DL4 em linfécitos T CD4+, mas ndo em linfécitos T CD8+ (LE MAOULT
et al., 2005; FAINARD et al., 2011). Estes dados mostram que a molécula HLA-G é

capaz de aterar o equilibrio do balanco de sinais de inibicdo versus estimulo,
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favorecendo assim a inibicdo de sinais, e aumentando os limiares de ativacdo para estas
células (ROUAS-FREISS et al., 2007).

A molécula HLA-G5 exibe propriedades inibitérias e possui a capacidade de se
ligar a CD8 e aos receptores inibitorios, tal como o HLA-G1. Na verdade, a isoforma
solivel HLA-G5 inibe células mediadoras de lise como NK e LT CD8+, e a resposta
alogénica de linfocitos T citotdxicos. Por outro lado, existem relatados de que a
molécula HLA-G5 pode induzir a apoptose de LT CD8+ ativados através da ligagdo de
receptores Fas/Fas ligante de LT CD8+ e CD8. Além disso, HLA-G5 naturamente
produzido por LT CD4+ dorreativos, inibe a resposta proliferativa destas células,
também exercendo o seu efeito inibitorio através de um mecanismo de retroalimentacéo
(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
cancer, a molécula pode suprimir a resposta imune de pacientes contra seu préprio
tumor. APCs HLA-G positivas podem inibir a funcdo de LT CD4+ e induzir sua
diferenciacéo em células T reguladoras (AMIOT et al., 2011).

As isoformas vinculadas a membrana atuam no local onde sd0 expressas,
entretanto, as isoformas solUveis, como por exemplo, HLA-G5, podem exercer suas
funcOes em locais distantes de distribuicéo, através do sistema circulatério (ROUAS-
FREISS et al., 2005). A isoforma HLA-G5 foi encontrada influenciando a liberagdo de
citocinas de células mononucleares de sangue periférico, estimulando a liberacéo de IL-
10, TNF-a, e IFN-y. Essas proteinas soliveis podem ter uma relevancia particular, in
Vivo, uma vez que exerce as suas fungbes no seu ambiente proximo ao local de origem
elou em sitios distantes, devido a distribuicdo através do sistema circulatorio

(CAROSELLA et al., 2003). A este respeito, HLA-G tem sido responsavel por modular
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a liberacdo de citocinas a partir de sangue periférico e de células mononucleares em
direcéo ao perfil Th2 (ROUAS-FREISS et al., 2005).

Varias citocinas podem induzir a expressdo de HLA-G, tais como GM-CSF
(fator estimulante de col6nia de granulocitos-macréfagos), IL- 10, IFNs, e LIF (fator
inibitorio de leucocitos) (CAROSELLA et al., 2008a). Curiosamente, a presenca de IL-
10, que € secretada por células de linfoma cuténeo, € responsavel por induzir a
expressdo HLA-G in vitro e in vivo, e no caso do cancer de pulméo, a interleucina
aparece fortemente associada a expressdo de HLA-G. Devido a estas propriedades
imunossupressoras, HLA-G junto a IL-10 podem contribuir para a evaséo de células
malignas da imunovigilancia (UROSEVIC et al., 2002). Além das citocinas, aguns
hormonios produzidos durante a gravidez ou que estdo presentes no microambiente
tumoral, como € o caso dos glucocorticdides (MOREAU et al., 2001) e daprogesterona
(YIE et al., 2006; SZEKERES-BARTHO et al., 2009), também sdo moduladores da
expressdo de HLA-G.

Tanto IFN-B como IFN-y, parecem reforcar a expressdo de HLA-G na superficie
celular in vitro e mas recentemente in vivo (CAROSELLA et al., 2003;
MITSDOERFFER et al., 2005). Esta mudanca fenotipica pode conferir imunoprotecéo
as células tumorais, facilitando a propagacéo tumoral no hospedeiro. Assim sendo, a
administragcdo de IFNs para imunoterapia de doengas malignas apresenta um potencial
efeito colateral para 0 aumento da regulagéo positiva da expressdo de HLA-G no local
do tumor (ROUAS-FREISS et al., 2007; CAROSELLA et al., 2008a).

Contudo, a interacdo da molécula HLA-G com esses receptores ndo era
suficiente para explicar o mecanismo de escape tumora 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 heterogéneo,
algumas células que expressasm HLA-G podem proteger uma regido maior, onde
existem células que ndo expressam a molécula do ataque por células da resposta imune,
onde estas perdem suas propriedades citotOxicas e se comportam como células
reguladoras capazes de inibir as funcbes citotoxicas de outras células NK
temporariamente (LE MAOULT et al., 2007).

Isto € mais bem ilustrado no caso das células NK, que na aquisicdo 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 geracédo da regulacdo celular. Umadelas ndo envolve
amaturacdo de células regulatérias de vidalonga, e a outra envolve a conversdo direta e
imediata de células efetoras em células que adquirem temporariamente a funcédo
regulatoria in situ, € assim proporcionam uma supressdo imunolégica local de
emergéncia (CAROSELLA et al., 2008b). Além de seu papel na inibicdo direta
interagindo com receptores imunolgicos, a molécula HLA-G também pode exercer
seus efeitos imunossupressores atraves de uma via indireta, por favorecer a expresséo de
outra molécula de HLA classe | ndo- classica imunomodulatéria, a molécula HLA-E
(LLANO et al., 1998; IWASZKO & BOGUNIA-KUBIK, 2011).

Nos ultimos anos, utilizar a expressao da proteina HLA-G em tecidos e niveis
circulantes em fluidos corporais nas pesquisas como um marcador tumoral tém sido o
foco de muitas pesquisas no diagnéstico e prognostico de véarias malignidades humanas.
Além disso, esta molécula pode ser um alvo terapéutico promissor para abordagens
imunologicas com base em suas fungdes imunes e tolerantes devido a sua expressao

altamente especifica parao cancer (Y1E & HU, 2011).
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2.3. Quimioprevencao

A quimioprevencdo do cancer envolve retardo ou reversdo do processo de
carcinogénese através da ingestédo de substéncias presentes na dieta ou até mesmo
sintéticos (SPORN, 1979; HONG, 1997). A carcinogénese, portanto, pode ser evitada
por uma série de substancias naturais, que tem como propriedade comum elevar a
atividade enzimética (enzimas de fase Il) por um aumento na sua sintese e/ou
diminuicéo da degradacdo da mesma (SONG et al., 1999).

Em particular, a inducéo de enzimas de fase Il pode oferecer protecdo contra
espécies quimicas toxicas e reativas. Estudos recentes tem demonstrado que a elevacéo
de enzimas de fase I, como a NAD(P)H: quinona redutase (NQ1) e glutationa-S-
transferase (GST), se correlacionam com a protecéo contra a carcinogénese induzida em
modelos animais, tanto na fase de promocdo como iniciacdo do carcinoma (SONG et
al., 1999; GILLS et al., 2006). Atualmente, avancos das pesquisas fornecem as bases
para novas estratégias, especialmente a supressdo de vias metabolicas de ativacéo de
carcindgenos ou o bloqueio de suaformacdo (CUENDET et al., 2006).

Sabe-se que 0s agentes quimiopreventivos podem atuar em diferentes etapas da
carcinogénese, sendo classificados em agentes supressores ou agentes bloqueadores

(Figura3) (GIBELLINI et al., 2011).
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Figura 3. Carcinogénese € um processo de multiplas etapas. A etapa de iniciacéo €
iniciada pela transformagéo da célulanormal (Modificado de SAW et al., 2010).

Os agentes bloqueadores atuam prevenindo a fase inicial por meio de alguns
mecanismos tais como ainducédo de enzimas de detoxificacdo, ou ainda, podem impedir
gue substancias cancerigenas liguem-se a molécula de DNA através de processos
relacionados a ateracdes de absorcdo, biotransformacdo e excrecdo do agente
cancerigeno (WATTENBERG, 1985; SPORN, 2000).

Os agentes supressores atuam em eventos celulares criticos das etapas de
promocao e progressao por meio de mecanismos de inibicdo do metabolismo do &acido
araquidonico, inducdo da diferenciacéo celular, entre outros. Ainda muitas substaéncias
possuem dupla atividade, atuam de forma supressora e blogueadora a0 mesmo tempo,
apresentando um efeito protetor potencializado, sdo os chamados inibidores. (MORSE
& STONER 1993; SPORN, 2005).

Muitos produtos naturais sdo capazes de aterar o metabolismo de carcindgenos
por meio da inducdo de enzimas microssomais envolvidas na detoxificagdo do
organismo, como NQ1 e GST. Uma das abordagens para impedir a carcinogénese é

descobrir compostos indutores de enzimas de detoxificacdo, que possuem a capacidade
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de convertem carcinégenos a baixa ou nenhuma reatividade. Vérias classes de
metabdlitos secundérios, tais como biflavonoides, fenois, flavonoides, isotiocianatos,
indois e organossulfurados podem induzir as enzimas desintoxicantes (CHEN &
KONG, 2004).

Os agentes indutores das enzimas de metabolizacdo sdo classificados em
bifuncionais e monofuncionais, de acordo com o modo de atuacdo (PROCHASKA &
TALALAY, 1988). Os bifuncionais induzem tanto as enzimas de fase Il quanto as de
fase I, principalmente os citocromos P450 (CY P), ativando a via de detoxificacdo pelo
receptor de hidrocarboneto arila (AhR), o qua é transocado para o nucleo por meio da
complexacdo com a proteina nuclear translocadora de AhR (ARNT). O complexo AhR-
ARNT, no nucleo, liga-se ao fator de transcricdo nuclear de elemento de resposta a

xenobioticos (XRE) (Figura4) (PROCHASKA et al., 1992; CUENDET et al., 2006).
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Figura 4. Indutores de enzimas de metabolizacdo. Representacdo simplificada da
regulacdo transcricional das enzimas de fase | e fase Il pelos agentes indutores
monofuncionais e bifuncionais (Modificado de ENDRINGER, 2007).

Os agentes monofuncionais induzem seletivamente as enzimas de fase I,
promovendo o desligamento do complexo Keap 1 — Nrf2, posteriormente liberando o
fator Nrf2, o qual é translocado para 0 nucleo, onde se liga ao fator de transcricéo
nuclear de resposta ao elemento antioxidante (ARE) (TALALAY, 2000; EGGLER et
al., 2005). As enzimas de fase | sd0 requeridas na detoxificagdo dos elementos
xenobioticos que podem atuar como agentes pro-carcinogénicos; pois estas enzimas
estimulam a formagdo de espécies reativas (YANG et al., 1994; TALALAY, 2000;
CUENDET et al., 2006). Dessa forma, agentes monofuncionais que ativem
seletivamente as enzimas de fase Il, tornam-se importantes candidatos a agentes
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guimiopreventivos de cancer (YANG et al., 1994; TALALAY, 2000).

Nos dias atuais esta bem estabelecido que mutagbes podem ser causadas por
erros durante o processo de duplicacdo da moléculade DNA, por mutagenos endégenos,
tais como espécies reativas de oxigénio, ou induzidas por agentes externos. i) agentes
fisicos, como luz ultravioleta e radiagdes ionizantes; ii) agentes bioldgicos como € o
caso de alguns virus, que se integram ao genoma celular interrompendo sequéncias
génicas ou promovendo rearranjos génicos;, e iii) agentes quimicos, como 0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e as nitrosaminas (GARDNER; 1986;
ESTELLER & HERMAN, 2002, TRAN et al., 2007).

Para evitar este risco genotoxico é pertinente identificar o envolvimento de
mutégenos ambientais de modo a minimizar a exposicdo humana a eles, bem como
aumentar a exposicd0 aos agentes antimutagénicos, tals como 0S que ocorrem
naturalmente em plantas (EDENHARDER et al., 2002; IKUMA et al., 2006; JEONG et
al., 2006). Paralelamente, estudos epidemiol 6gicos revelam que dietas ricas em vegetais
poderiam reduzir aincidéncia dos tumores em até 31%. Desde ent&o estudos vém sendo
conduzidos a fim de identificar substéncias que possam apresentar alguma atividade
genotoxica e/ou antigenotdxica (KUNDU & SURH 2005; CARINO-CORTES et al.,
2007).

A avaliacdo do potencia genotdxico, bem como do potencial antigenotoxico de
produtos naturais vem sendo bastante explorada, tornando-se uma ferramenta
interessante para avaliar a possivel atividade guimiopreventiva de plantas. Nos ultimos
anos tem havido um crescente interesse no papel de medicamentos complementares e
alternativos para o tratamento de vérias doencas agudas e cronicas (ARUOMA et al.,

2006).
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2.4. Biflavonoides

As plantas sdo fontes ricas de substancias fendlicas, e tem sido reconhecidas por
possuirem uma grande variedade de propriedades biologicas, incluindo antioxidantes,
antibacterianas, anti-inflamatorias, hepatoprotetoras e anticarcinogénica (WINSLOW et
al., 1998; SEEF et al., 2001).

Os flavonoides séo caracterizados por serem um grupo grande e heterogéneo,
derivados de benzo-y-pirona que compartilham um esqueleto de carbono comum de
difenilpropanos (Cs-C3-Cs), 0u sgja, dois anéis de benzénicos unidos por uma cadeia de
trés carbonos linear que forma um heterociclo oxigenado (RAMOS, 2007). Os
biflavonoides constituem uma classe de flavonoides diméricos, diferenciam-se de outros
oligbmeros como as proantocianidinas, devido a origem biogenética das unidades
constituintes (SUZART et al., 2007). Podem ser divididos em classes diferentes de
acordo com suas estruturas moleculares, 0s principais grupos sdo chalconas, flavanais,
flavonas, flavanonas, flavonadis, isoflavonas e antocianinas (RAMOS, 2007).

A maioria dos representantes da classe dos biflavonoides € formada pelos
dimeros flavona-flavona, flavona-flavanona, flavanona-flavanona além de ocorrerem,
mais raramente, os dimeros de chalconas e de isoflavonas (CROZIER et al., 2009).

Ainda, existem dois tipos gerais de ligagéo entre os biflavonoides, ligagdes C-C
ou C-O-C, com o vinculo de ligac&o suscetivel a diversas posicoes, por exemplo, 3"-4',
4-4", entre outras. Nos biflavonoides, muitos grupos hidroxilicos e metoxilicos sdo
lovalizados em diferentes posi¢coes (SUZART et al., 2007), portanto, estima-se que um
grande numero de biflavonoides possa existir, apesar das espécies de plantas que
contém biflavonoides como principais constituintes ndo serem amplamente distribuidas,

como € o caso das espécies de Ginkgo biloba e Garcinia kola. A amentoflavona e
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ginkgetin sdo os biflavonoides mais comumente relatados, porém, a descoberta de
novos biflavonoides com estruturas quimicas originais de plantas tem crescido (REN et
al., 2010).

Garcinia xanthochymus Hook.f. (Clusiaceae) é uma planta medicina nativa de
paises asidticos como China, Tailandia e india (WHITMORE, 1973; CHEN et al.,
2008). A maioria das espécies esta localizada nos trépicos como arvores ou arbustos
gue crescem 10-20 metros de altura (Figura 5A) (CHEN et al., 2008), sendo atualmente
cultivada em alguns paises tropicais da Africa, América do Sul e Austrélia. No Brasil,
as espécies mais cultivadas sdo G. xanthochymus e G. gardneriana juntamente com a

espécie nativa G. brasiliensis.

Figura5. (A) Arvore, (B) folhas e (C) frutos de Garcinia xanthochymus. (Gardening
with Wilson, acessado em: jul. 2012).

A planta G. xanthochymus também € 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 mangostdo (BAGGET et al., 2005).
As arvores possuem grandes folhas verdes escuras e frutos amarel os acidos (Figura 5B e
C) comestiveis que geralmente contém duas sementes rodeadas por uma polpa amarela.
O fruto da G. xanthochymus tem sido amplamente utilizado como um medicamento
tradicional paraadiarréiae disenteria(AMBASTA, 1986; BAGGETT, 2005).
FERNANDES (2010) realizou profunda revisdo bibliografica sobre estudos
fitoquimicos das folhas, frutos, cascas e caules de G. xanthochymus, bem como o
isolamento de determinadas fragdes purificadas e substancias isoladas dos frutos e das
folhas. O autor relata a presenca de benzofenonas, flavonoides, biflavonoides,
triterpenos e xantonas extraidos da planta, e descreve algumas de suas propriedades
biologicas, como funcgbes analgésicas, antibacterianas, antioxidantes, antivirais e

antitumorais.

2.4.1. Mordloflavona

Morelloflavona ou fukugetina (5, 7, 4, 5", 7", 3", 4"-heptahydroxy-[3,8"]-
flavonilflavanona) € um biflavonoide constituido por uma unidade flavanona e outra
flavona ligadas covaentemente — correspondentes a naringenina e luteolina,
respectivamente, e que pode ser isolada de G. xanthochymus (Figura 6). Até o
momento, poucos sdo os dados existentes sobre as propriedades bioldgicas deste
biflavonoide na literatura. Ha algum tempo, foi demonstrada sua atividade antiviral
(LIN et al., 1997) e anti-inflamatdria (GIL et al., 1997). Recentemente, foram
demonstradas as propriedades antitumorigénicas e antiangiogénicas da morelloflavona

por meio de ensaiosin vitro (PANG et al., 2009; PINKAEW et al., 2009).
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Figura 6. Estrutura quimica de mor elloflavona. Peso molecular: 556,4732; formula
molecular: CzoH20011 (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 regulacdo da expressdo de HLA-G nas
linhagens celulares humanas de carcinoma que expressam (FON, JEG-3 e M8HLA-G1)
e que ndo expressam (M8) HLA-G, bem como avaliar o potencial quimiopreventivo nas
linhagens de hepatocarcinoma murino (Hepalclc7) e humano (HepG2) frente ao

tratamento com morelloflavona em diferentes concentracoes.

3.2. Objetivos Especificos

 Avdiar a citotoxicidade em PBMC - Peripheral blood mononuclear cells
(células mononucl eares do sangue periférico) por meio do ensaio de Anexina V-
lodeto de propidio (1P);

e Avadliar aexpressdo protéica da molécula HLA-G vinculada a membrana (HLA-
Gl);

* Avadiar aexpressao protéica da moléculaHLA-G soltvel (HLA-Gs) por meio do
ensaio imunoenzimatico- Elisa;

* Avdliar aexpressdo de RNAm de HLA-G;

» Caracterizar a capacidade de inducdo da enzima NAD(P)H: quinona redutase;

e Caracterizar o potencial genotoxico;

» Caracterizar o0 potencial antigenotoxico a partir de concentrages néo

genotoxicas.



4. Materiais e Méodos
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4.1. Extracao e Purificacdo da Morelloflavona

Os processos de extracéo e purificacdo de morelloflavona foram realizados no
NuBBE (Nucleo de Bioensaios, Biossintese, e Ecofisiologia de Produtos Naturais) com
a colaborac&o da Prof?. Dr?. Dulce Helena Siqueira da Silva e Ms. Daniara Fernades do
Departamento de Quimica Organica, Instituto de Quimica, UNESP - Araraguara. Para a
elucidacdo estrutural do biflavonoide foram empregadas técnicas espectrométricas como
Ressonancia 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 Jalio 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 °C e pulverizadas em moinho de facas. Os
produtos obtidos foram submetidos ao processo de extracdo por maceragcdo em hexanos
(3x), com posterior maceracdo em etanol (3x), fornecendo as solugdes hexanica e
etandlica, respectivamente. Essas solugcdes foram evaporadas a pressdo reduzida e
forneceram os extratos hexanico (Hex) e etandlico (EtOH), respectivamente. O extrato
etandlico foi solubilizado em uma mistura de agua: metanol (3:2) e entdo submetido a
extracdo liquido-liquido (ELL), empregando hexanos, AcOEt e n-BuOH como
contrafase. A fracdo AcOEt sofreu sucessivas etapas cromatogréficas (cromatografia de
permeacd0 em gel e cromatografia de fase reversa), levando ao isolamento da

morell oflavona.
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4.2. Linhagens Celulares e Cultivo Ceular

Aslinhagens 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) sdo derivadas de lesdes primérias de melanoma humano. A linhagem celular
FON foi escolhida por expressar constitutivamente a molécula de HLA-G ancorada a
sua membrana celular. Adicionalmemte, como linhagens celulares ndo tumorais foram
utilizados PBMC de doadores saudaveis voluntarios, cedidos pela equipe de PhD.
Nathalie Rouas-Freiss (Commissariat a |'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, Franca). Células M8 transfectadas com o plasmideo 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, Franca). 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-1 (Sigma-Aldrich, Franca) suplementado com 4500mg/L de glicose e 1mM
de piruvato de sodio (Invitrogen, EUA). As linhagens acima citadas foram cultivadas
com adicdo 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 1clc7 (CRL-
2026 ATCC) foram cultivadas em meio o-MEM (Alfa modified of Eagle Medium)
(Sigma-Aldrich, Franga) sem ribonucleosideos ou desoxirribonucleosideos, 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
CO,. As linhagens aderentes sofreram remocdo com a solucdo de tripsina
(0,25%+EDTA 1mM) em solucdo salinatamponada (PBS) pH 7,4 quando necessério.

Somente apods 24 horas de plaqueamento as células foram tratadas em diferentes
concentragfes e tempos de tratamento com morelloflavona, previamente diluida em
dimetilsulfoxido (DMSO) de tal forma que a concentracdo final deste solvente, ndo
excedesse 0,5%. Foram utilizadas diversas concentracOes e os tempos de tratamento
foram estabelecidos de acordo com cada ensaio. No controle negativo, as células
cresceram na auséncia do composto, isto é somente em meio de cultura
Adicionalmente, foi utilizado um controle de veiculo (DM SO), no qual as células foram
cultivadas em 0,5% de DMSO diluido em meio de cultura. Todas as células foram
novamente mantidas a 37° C em atmosfera imida com 5% de CO, até o final do periodo
de exposicao das células a morelloflavona (24, 48 e 72 horas). No entanto, para 0 ensaio
com PBMC (cultivo em suspenséo), o tratamento foi realizado logo apds a obtencéo das

células, e esses foram tratados por 18 horas.

4.3. Citometria de Fluxo

4.3.1. Anexina V - lodeto de Propidio

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

pela morelloflavona, decidiu-se realizar 0 ensaio de AnexinaV - lodeto de Propidio em
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PBMC. O ensaio de Anexina V- lodeto de Propidio foi escolhido por ser rgpido e
sensivel para a deteccéo de apoptose precoce, tardia e necrose nas alteragdes nucleares,
tais como a fragmentacdo de DNA (VAN DEN EIINDE et al., 1997; WATANABE et
al., 2002). A ligacdo da Anexina V as células tratadas foi analisada utilizando-se o kit
de deteccdo de apoptose por Anexina V marcada com FITC (isotiocianato de
fluoresceind) (Alexis, Suica). Apos tratamento das células nas concentracfes 60, 100,
200, 300 uM durante 18 horas, foi realizada a citometria de fluxo. Para o ensaio, cerca
de 10° células foram exaustivamente lavadas com PBS contendo 2% de FCS e
centrifugacdo a 2.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o material
celular ressuspendido com 500 pL de tampéo de ligacdo, 5 pl de AnexinaV conjugada
com FITC, e 5 pl de iodeto de propidio. A leitura foi realizada no citémetro de fluxo
EPICS XL (Beckman Coulter, Franca) utilizando-se 0 programa Expo-32 (Beckman

Coulter, Franca).

4.3.2. Expressdo deHLA-G1

Para a determinagéo das moléculas de HLA-G vinculadas a membrana (HLA-
G1) foi realizado o ensaio de citometria de fluxo nas linhagens que expressam (FON,
M8HLA-G1 e JEG-3). Apés tratamento das células propostas para 0 ensaio com
morelloflavona nas concentragdes 60, 80, 100, 120 e 140 uM durante 48 e 72 horas, foi
realizada a citometria de fluxo.

Para 0 ensaio, cerca de 2x10° foram contadas e analisadas pelo Azul de Tripan.
Resumidamente, m microscépio éptico, células viaveis apresentam auto-fluorescéncia e
membrana bem defina, enquanto células ndo-vidveis incorporam O corante,

apresentando membranas disformes e nlcleo corado em azul. Apls o preparo da
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suspensdo celular, as células foram intensamente lavadas com PBS contendo 2% de
FCS. Posteriormente ao tratamento com o biflavonoide, as células foram tripsinizadas e
submetidas a centrifugagdo a 2.000 rpm por 2 minutos, com solucdo 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,
Republica Tcheca), o qual possui a capacidade de reconhecer a molécula HLA-G
associada a B,-microglobulina. Como controle isotipico, foi utilizado o anticorpo murino
monoclonal 1gG1 conjugado com ficoeritrina (1:100), clone PPV-06 (Exbio, Republica
Tcheca). Os tubos contendo a suspensdo celular foram incubados a4 °C por 30 minutos
ao abrigo daluz. Posteriormente, foram adicionados 2 mL de solucdo de PBS/FCS 2 %,
e as amostras foram novamente submetidas a centrifugacdo, 1.600 rpm por 5 minutos a
4 °C. A leitura foi realizada no citbmetro de fluxo EPICS XL (Beckman Coulter,

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

4.4. Ensaio Imunoenzimatico—ELISA

Para a determinacdo das moléculas de HLA-Gs, foi redlizado o ensaio
imunoenzimatico — ELISA (Enzyme-linked immunoabsorbent assay) nas linhagens
FON, M8HLA-GL1 e JEG-3. No ensaio foi utilizado o sobrenadante das linhagens ap6s
48 e 72 horas de tratamento com a morelloflavona nas concentragdes 60, 80, 100, 120 e
140 uM na busca da proteina solUvel, ou sgja, shed HLA-G1 (HLA-G1s). Para isto, foi
utilizado anticorpo monoclonal anti- HLA-G, clone MEM-G/9 (1:100) (Exbio,
Republica Tcheca) para a sensibilizagdo da placa, realizada durante a noite a4 °C. A
placa foi entdo submetida a sucessivas lavagens com tampdo PBS/Tween 2 %, foi

adicionada a solugdo bloqueadora, e a placa foi submetida a leve agitagdo por uma hora
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e meia. A placa foi lavada e foram adicionadas as amostras em triplicata. Foram
utilizados trés controles para 0 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 (plasmideo vazio), e iii) controle
positivo no qual utilizou-se o0 sobrenadante da cultura celular de M8-HLA-G5 (M8
transfectada com o plasmideo HLA-G5). Novamente a placa foi submetida a leve
agitacdo por uma hora e meia e sucessivas lavagens. Em seguida, foi adicionado o
anticorpo de deteccao policlonal anti-f,-microglobulina humana, clone B2M conjugado
com peroxidase (HRP- Horseradish Peroxidase) (Dako Corporation, EUA) e colocado
sob agitagdo por uma hora a 37 °C. Apos, foi adicionado o substrato
tetrametillbenzidina (Dako Corporation, EUA) por 30 minutos no escuro, e
interrompeu-se a reacdo com HCI. A densidade Optica foi calibrada para 450 nm em
espectrofotdmetro de microplaca (Biotek Instruments, Franca).

As concentragdes da molécula soluvel HLA-G foram determinadas por
interpolacédo a partir da curva padréo. Os testes foram realizados em triplicata e os

resultados expressos em ng/mL.

4.5. PCR em Tempo Real (RT-PCR)

O uso da PCR em tempo rea para quantificar niveis de expressdo de RNAm de

interesse requer primeiramente o isolamento do RNA, conversdo do mesmo em DNAC

pela enzima transcriptase reversa e finalmente a amplificagcéo e detecgdo dos produtos

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

A extragdo do RNA total foi realizada apés o tratamento de M8 (ndo expressa
HLA-G constitutivamente com morelloflavona por 48 e 72 horas em diferentes
concentragdes (60, 80, 100, 120 e 140 uM) utilizando-se o Kit RNeasy mini (Qiagen,
EUA) na linhagem M8, a qual ndo expressa HLA-G constitutivamente. Primeiramente
as céulas foram lisadas com 350 uL de tampdo RLT. Posteriormente, foi adicionado
350uL de etanol 100% para diluir o RNA, e a amostra (700 uL) foi transferida para a
coluna. Apos centrifugacéo de 15 segundos a 10.000 rpm, o sobrenadante foi descartado
e adicionado 350 pL de tampdo RW1. As amostras foram novamente submetidas a
centrifugagdo (15 segundos e 10.000 rpm) e foram adicionados 80 pL de
DNAseitampdo RDD e mantida em repouso por 20 minutos a temperatura ambiente.
Realizou-se mais uma lavagem com 600 pL tampao RW1, centrifugacdo a 15 segundos
e 10.000 rpm. Adicionou-se 500 pL do tamp&o RPE a coluna e amesmafoi submetidaa
centrifugagdo, 15 segundos a 10.000 rpm, e o sobrenadante foi descartado. Adicionou-
se 500 uL do tamp&o RPE para lavar a membrana da coluna e realizada centrifugacéo
por 2 minutos a 10.000 rpm. Em um novo tubo coletor de 1,5 mL, adicionou-se 30 pL
de agua RNase-free diretamente sobre a membrana e centrifugou-se durante 1 minuto a

10.000 rpm. As amostras foram armazenadas a -80°C.

4.5.2. Quantificacdo do RNA Total

Para a quantificacdo de RNA total das amostras, uma aliquota de 3 uL foi

diluida em 600 uL de agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e analisada por

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

concentracdo de RNA/uL nas amostras.

4.5.3. Sintese do DNA complementar (DNAC)

A sintese do DNACc foi realizada a partir de 2 pg ou 1 pg de RNA total,
utilizando-se oligonucleotideos complementares a cauda poli-A caracteristica do
RNAmMm, produzindo um DNACc puro, exclusivamente a partir do RNAm. Para a reacéo
de sintese, 1 ug de RNA total foram acrescentados a 10 uL agua tratada com DEPC e
submetido 65°C por 5 minutos para desnaturacdo do RNA. Apds, foi adicionado o mix
dedNTPs20 mM 1 uL, 1 uL deoligo(dT) 12-18 (50 ng/ul), 4 ul de tampé&o de reacdo
(5%), 2 uL de DTT (100 mM), 0,5 uL de RNAsin (40 U/uL), 1 uL de &gua tratada com
DEPC e 1 uL 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 incubagdo por 60 minutos a 42 °C e 8 minutos a 95 °C para que a reacéo de
sintese do DNAc ocorresse. A concentracéo e a pureza de DNAc foram determinadas
através de espectrofotometria a 260 nm e pela razdo 260/230 e 260/280 nm,
respectivamente, utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop (ThermoScientific, EUA). O

DNAC sintetizado foi armazenado a-20 °C até a amplificacdo por PCR.

4.5.4. Amplificacéo e deteccao dos produtos gerados em RT-PCR

As reacdes da PCR foram preparadas utilizando-se 0 conjunto de reagentes
TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, EUA) no termociclador

ABI Prism 7000 sds (Applied Biosystems, EUA). Neste ensaio foram utilizados 2 pL de
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DNACc de cada amostra, 12,5 uL de Master Mix TagMan 2X (Roche, Suica), 1,25 pL
GAPDH, 0,75 pL de cada primer (10 uM), 1 pL de sonda HLA-G 5 pmol/uL (Applied
Biosystems, EUA) e 6,75 pL de agua tratada com DEPC completando o volume final
para 25 pL. Para a reacdo, as amostras foram submetidas as seguintes condi¢cdes de
ciclagem: Um ciclo de 50°C durante 2 minutos; um ciclo de 95°C durante 10 minutos; e
guarenta ciclos de 95 °C durante 15 segundos e 60 °C durante 1 minuto. Por fim, foi
empregado um ciclo final de 20 minutos com temperatura crescente de 60 a 95 °C para
obtencdo da curva de dissociacdo dos produtos da reacdo, utilizada para anaise da
especificidade da amplificagdo. Os resultados foram analisados com base no valor de
threshold cicle (Ct) ou linha de corte, definido ap0s a reacdo, sendo este ponto
correspondente a0 momento da reacdo, onde a amplificagdo atinge um limiar, que
permite a analise quantitativa da expressdo do fator avaliado em relacdo ao gene de

referencia humano GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato dehidrogenase).

4.6. Ensaio de NAD(P)H: quinonaredutase (NQ1)

Cerca de 1x10* célulassmL Hepalclc? foram cultivadas com morelloflavona por
48 horas em diferentes concentracdes (2,2; 4,4; 8,9; 17,9; 35,9 UM) para que ocorresse a
possivel inducdo enzimatica. ApoOs o tratamento, 0 meio de cultura foi descartado e
adicionou-se 50 pL de solucéo de lise. A placa foi entdo incubada por 10 minutos a 37
°C. Parafacilitar alise celular, as placas foram agitadas manua mente por 10 minutos a
temperatura ambiente. Apos a lise, avaliou-se a atividade da NQ1 com a adic¢do de 200
uL da solucéo de ensaio. A placafoi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente ao
abrigo da luz. Posteriormente foi realizada a leitura, na qual a absorbancia 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 poténcia de
inducdo enzimatica da NQ1 é expressa em unidades por grama (U/g). Uma unidade de
atividade indutora de NQ1 € definida com a quantidade de produto natural necessario
para duplicar a atividade especifica da NQl1 em relacdo a células ndo tratadas
(PROCHASKA et al., 1988; GROSS et al., 2000).

A viabilidade celular foi determinada em uma placa de 96 pocos,
concomitantemente a reacdo de determinacdo da NQ1. O ensaio de violeta cristal foi
realizado com algumas modificagOes, 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 coloragdo por violeta cristal reflete a
perda da monocamada celular através da quantidade total de proteina (KANG et al.,
2004) ou acido nucléico (GILLIES et al., 1986), envolvendo a estimativa de mudancas
das cédlulas tratadas quando comparadas com células que ndo foram submetidas a
tratamento, pois 0 dano ocasionado na célula resulta na diminuicdo do numero de
células aderidas (MICKUVIENE et al., 2004).

Entdo, apOs 48 horas, os tratamentos foram removidos, e as células foram
coradas utilizando 100 pL de solugéo 0,2% violeta cristal em 2% etanol. O corante foi
desprezado e a placa foi lavada em agua corrente e seca naturalmente. Para leitura
espectrofotométrica, o violeta cristal foi solubilizado em 200 uL de 0,5% dodecil sulfato
de sodio (SDS) em 50% de etanol e mantida a temperatura ambiente no agitador para
solubilizar o corante completamente. A leitura foi realizada também com absorbéancia a
595nm, utilizando leitor de placas iMark Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories,
EUA) (PROCHASKA et al., 1992). Foram realizados trés experimentos independentes

e os resultados foram comparados com controle positivo (B- Naftoflavona, 0,1 M).
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4.7. Ensaio do Cometa

4.7.1. Avaliacao de Genotoxicidade

O ensaio do cometa foi realizado com o objetivo de avaliar a possivel
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 a solucéo de lise, e com o relaxamento promovido pelo tampéo
acaino (pH > 13) os fragmentos de DNA podem migrar em direcdo ao polo na
eletroforese, formando uma espécie de cauda que em conjunto com a céula é
denominada cometa (WOLFF & MULLER, 2006)

A suspens3o celular de 2,5x10° células/poco foi cultivada com morelloflavona
durante 48 horas, e as concentragGes foram escolhidas a partir da indugdo da NQ1 e
duas concentracfes adicionais, ou Ssgja, uma concentragdo abaixo e outra acima daquela
gue apresentou atividade quimiopreventiva, 4,4; 8,9; 2,2 UM, respectivamente. A partir
das concentragbes que apresentaram potencial genotoxico decidiu-se testar
concentragbes mais baixas (0,54 e 1,1 uM) a fim de encontrar concentracoes nao
genotoxicas. Como controle negativo foi utilizado células ndo tratadas, e como controle
positivo células tratadas com peréxido de hidrogénio (H20;) a 0,1 M por 5 minutos.
Ainda, utilizou-se o controle de veiculo, no qua as células foram tratadas com DM SO.
Os tratamentos foram realizados em duplicata e por 24 horas.

Posteriormente, os tratamentos foram removidos, as células foram lavadas com
solucdo de Hanks (solucéo tamponada de sais enriquecida com aminoacidos),
tripsinizadas e centrifugadas a 1500rpm por 3 minutos. Em seguida, retirou-se o

sobrenadante e adicionou-se solucdo de Hanks, para retirar 0 méximo possivel de meio
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de cultura restante, pois este pode interferir na agarose LMP diminuindo sua adesdo a
[Gmina. As células foram entdo centrifugadas novamente, no qua foi retirado o
sobrenadante. As células precipitadas foram ressuspendidas em 200 uL de LMP e destas
foram transferidos 100 uL da mistura cuidadosamente para uma |lamina previamente
preparada com agarose ponto de fusdo normal, esta transferéncia foi feita em duplicata,
ou sgja, duas laminas por concentracdo. Foi colocada uma laminula (24x60 mm) sobre
as laminas e estas foram submetidas a 4 °C ao abrigo da luz por 5 minutos. Entéo as
laminulas foram retiradas e as laminas foram mergulhadas em solucéo de lise recém
preparaa 4 °C por um periodo minimo de 12 horas sob refrigeracéo e ao abrigo daluz.

As laminas foram retiradas da solucéo de lise e colocadas na cuba eletroforética
sob a adicéo da solucdo tampéo de eletroforese a 4 °C. Deixou-se descansar 20 minutos
para que houvesse o relaxamento das fitas de DNA. Apds, as laminas foram submetidas
a corrida e etroforética por 20 minutos a 25 volts; a miliamperagem e a poténcia foram
reguladas de acordo com a quantidade de solugdo colocada na cuba. Apdés a el etroforese
alcaling, as |aminas foram retiradas da cuba e mergulhadas em solugdo de neutralizacdo
a 4 °C por 15 minutos. As laminas foram fixadas em etanol 100 % e reservadas a
temperatura ambiente.

Para coloragdo das |&minas, foi utilizado 20 pl de solucéo de brometo de etidio
por lamina e, posteriormente, a lamina foi coberta com uma laminula. A leitura das
laminas foi realizada imediatamente ap0s a coloracdo em um microscopio de
fluorescéncia com filtro de 516-560 nm, barreira de filtro de 590 nm e aumento total de
400 vezes. Esse aumento permitiu a observacdo de imagens microscopicas com
contorno circular, indicando que ndo houve danos ao DNA ou nuacleo celular
fragmentado em forma de “cometa’ o que significa possiveis danos ao DNA. Foram

capturadas imagens de 100 nucledides, por aliguota de células e analisadas pelo
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programa TriTek CometScore ™ versdo 1.5. O pardmetro adotado no presente estudo
foi a porcentagem (%) de DNA na cauda (Tail Moment) que nos permite analisar a

guantidade de DNA fragmentado (MOLLER, 2005).

4.7.2. Avaliacao de Antigenotoxicidade

Para avaliacdo da antigenotoxicidade da morelloflavona foi utilizado como
agente indutor de dano o peréxido de hidrogénio (H»O,) na linhagem HepG2. Foram
empregados os protocolos de pré-tratamento e pos-tratamento, segundo proposto por
Scolastici e colaboradores (2008). Esses dois protocolos de tratamento permitiram a
identificacdo do mecanismo de acdo antigenotdxica das diferentes concentragbes do
biflavonoide. O ensaio de antigenotoxicidade foi realizado a partir de concentragdes ndo
genotoxicas obtidas pelo ensaio de genotoxicidade, no qual se estabeleceu a
concentracdo em que ndo ocorreu dano significativo quando comparado ao controle
negativo.

Apbs 24 horas do plagueamento as células HepG2 foram tratadas da seguinte
forma no pré-tratamento as células foram submetidas a diferentes concentragdes da
morelloflavona diluida (diluicéo seriada) em meio DMEN nédo suplementado com FCS,
resultando em um volume final de 500pL/pogo por 24 horas. Passado o tempo de
tratamento, o meio foi removido e foi adicionado o H,O, a 0,AM por 5 minutos. Em
seguida, as células foram tripsinizadas e o protocolo foi realizado como descrito
anteriormente; no pés-tratamento, apos 24 horas de plagueamento as células HepG2
foram submetidas ao indutor de dano, H,O, a 0,1M por 5 minutos, depois desse periodo

o H,O, foi removido e a morelloflavona foi adiciona. Apbs 24 horas 0 meio foi
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removido e as células foram tripsinizadas e o protocolo foi realizado como descrito

anteriormente.

4.8. Analise Estatistica

Para as andlises dos dados obtidos da apoptose, andlise da expressdo de HLA-G
e do potencia de inducdo de NQ1 a partir do tratamento com morelloflavona foi
utilizada a andlise de variancia One Way ANOV A com pos-teste de Tukey, utilizada
para analisar dados paramétricos. Para a comparagéo dos resultados quantitativos de
genotoxicidade/antigenotoxicidade do tratamento com a morelloflavona comparadas
com o controle negativo e positivo respectivamente foi aplicado a andlise de variancia
Kruskal wallis com pés-teste de Dunn para dados néo- paramétricos. Em todos os testes
estatisticos foi considerado o nivel de significancia de p < 0,05 através do programa

GraphPad Prism 5.0.
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5.1. Citometria de Fluxo

5.1.1. Analisede Anexina V- lodeto de Propidio

Para a deteccdo de apoptose recente, a recomendacéo € que se utilize a Anexina
V conjugada ao FITC, que se liga preferencialmente a uma fosfatidilserina que faz a
transocacdo para o exterior da membrana plasmatica ho momento da apoptose,
combinada ao iodeto de propidio. A célula positiva para Anexina V e para lodeto de
Propidio € uma céula necrética, enquanto que uma célula somente positiva para
AnexinaV e negativa para lodeto de Propidio é uma célula apoptotica (WADA et al.,
2003).

Sendo assim, escolheu-se realizar o ensaio de Anexina V marcada com FITC e
lodeto de Propidio com o intuito de verificar a possivel atividade citotoxica da
morelloflavona em células normais. No presente estudo, foram realizados trés
experimentos independentes em PBMC obtidos de doadores voluntéarios saudaveis.
Pb&de-se observar que a morelloflavona induziu apoptose nas células monucleares entre
as concentragdes 60 e 200 uM (p < 0,01), aumentando o indice de apoptose conforme

aumenta a concentracao testada (p < 0,001) (Figuras 7 e 8).
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Figura 7. Indices de morte celular causada pela morelloflavona em céulas
mononucleares do sangue periférico em diferentes concentragbes. A) PBMC néo-
tratados, B) PBMC tratados com DM SO, C) 60uM, D) 100uM, E) 200uM e F) 300uM.
MFI: Médiade intensidade da fluorescéncia. IP: lodeto de Propidio.
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Figura 8. indices de morte celular causada pela morelloflavona em céulas
mononucleares do sangue periférico em diferentes concentragtes. MFIl: Média de
intensidade da fluorescéncia. IP: lodeto de Propidio. Andlise de variancia (One Way
ANOVA com pos-teste de Tukey). (*) p < 0,05(*), (**) p< 0,01, (***) p < 0,001.
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5.1.2. Analise da expressdo deHLA-G1

Houve um aumento significativo da expresséo de HLA-G1 na linhagem FON
nas concentragdes e nos tempos de tratamento testados (p < 0,001). P6de-se observar
gue na concentracdo 80 UM no tempo de tratamento de 48 horas, a expressdo de HLA-G
foi maisintensa (p < 0,001) sem alteracdo daviabilidade celular (p < 0,001) avaliada no

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

9).
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Figura 9. Expressdo de HLA-G1 (média £ erro padr&o) em linhagem de melanoma
humano FON ap06s tratamento de 48 e 72 horas com mor elloflavona em diferentes
concentragdes. CV: Células viaveis. MFI: Média de intensidade da fluorescéncia.
Andlise de varidncia (One Way ANOVA com pos-teste de Tukey). (*) p < 0,05(*), (**)
p< 0,01, (***) p< 0,001.

O tratamento com morelloflavona ndo foi capaz de alterar os indices de

expressdo de HLA-G1 nalinhagem JEG-3 e M8HLA-G1 (Figuras 10 e 11).
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Figura 10. Expressdo de HLA-G1 (média + erro padrdo) em linhagem de
coriocarcinoma cervical humano JEG-3 ap0s tratamento de 48 e 72 horas com
mor elloflavona em diferentes concentragdes. CV: Céulas viaveis. MFI: Média de
intensidade da fluorescéncia. Andlise de variancia (One Way ANOV A com pés-teste de
Tukey).
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Figura 11. Expressao de HLA-G1 (média + erro padrdo) em linhagem de
melanoma humano transfectada M8HLA-G1 apos tratamento de 48 e 72 horas
com mor elloflavona em diferentes concentracgdes. CV: Céulas viaveis. MFIl: Média
de intensidade da fluorescéncia. Analise de variancia (One Way ANOV A com pos-teste
de Tukey).
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5.2. Analise da expressdo de HL A-G soltvel

Para a determinacéo da expressdo da molécula HLA-G soluvel (HLA-Gs), foi
redlizado o ensaio imunoenzimatico - ELISA, com o sobrenadante das culturas
submetidas a0 ensaio de citometria de fluxo. A linhagem FON n&o expressou a
molécula HLA-Gs nos diferentes tempos de tratamento (Figura 12), bem como a
linhagen JEG-3 (Figura 13). Ambas as linhagens sdo reconhecidas por expressarem
somente a proteina vinculada a membrana da célula (HTB-36 ATCC) (DUFOUR et al.,

1997).

Expressao de HLA-Gs em FON
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o - o= "I o TS T = -~ =
N O ]
ég,o © ® .\S? N ,&9

Concentragdo (uM)

Figura 12. Expressdo de HLA-G soluvel (média + erro padréo) em linhagem de
melanoma humano FON pelo ensaio imunoenziatico- Elisa apos tratamento de 48 e
72 horas com morelloflavona em diferentes concentracdes. Andlise de variancia
(One Way ANOV A com pos-teste de Tukey).

65



Resultados

Capitulo 1
Expressao de HLA-Gs JEG-3
120
100
- 8o O HLA-Gs 48 horas
£ .
En 60 ®m HLA-Gs 72 horas
40 -
20
0 Fll i - - FH .
el O ] O
\?:00&° S & & o »
S
& &
S Concentragdo (uM)

Figura 13. Expressdo de HLA-G soluvel (média + erro padréo) em linhagem de
coriocarcinoma cervical humano JEG-3 pelo ensaio imunoenziatico- Elisa apos
tratamento de 48 e 72 horas com morelloflavona em diferentes concentracoes.
Andlise de variancia (One Way ANOV A com pos-teste de Tukey).

Surpreendentemente, a linhagem de melanoma transfectada M8HLA-G1
apresentou altos niveis de expressdo de HLA-Gs, sugerindo que a morelloflavona é
capaz de induzir o desprendimento (shedding) da molécula de HLA-G1 da membrana
celular apbs 72 horas de tratamento (p < 0,001) na linhagem transfectada (Figura 14).
Apesar dos dados obtidos com a linhagem celular FON, onde pode-se observar uma
aumento da expressdo de HLA-G1 (Figura 9), a morelloflavona néo foi capaz de induzir

0 desprendimento de HLA-G1 (Figura 12).
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Figura 14. Expressdo de HLA-G soluvel (média + erro padréo) em linhagem de
melanoma humano transfectada M8HLA-G1 pelo ensaio imunoenziatico- Elisa
apoéstratamento de 48 e 72 horas com mor elloflavona em difer entes concentr agoes.
Andlise de variancia (One Way ANOV A com poés-teste de Tukey). (*) p < 0,05(*), (**)
p < 0,01, (***) p< 0,001.

5.3. Analiseda PCR em Tempo Real (RT-PCR)

A técnica utilizada para a determinacdo da expressdo de RNAmM de HLA-G foi a
RT-PCR, ou PCR quantitativa. Essatécnica é capaz de detectar a presenca de uma unica
copia génica e quantificar exatamente a expressdo de um gene. Para 0 ensaio, a
linhagem utilizada foi aguela que ndo expressa HLA-G constitutivamente M8,
comparando-a com JEG-3, reconhecida por expressar altos niveis de HLA-G.

Os resultados sugerem que apOs o tratamento com morelloflavona, houve
inducdo da expressdo de RNAmM em ambos o0s tempos de tratamento (48 e 72 horas) de
forma semelhante em variadas concentragfes (p < 0,001) (Figura 15). Os resultados

estdo mostrados em meédias de dois experimentos independentes.
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Figura 15. Expressao de RNAm de HLA-G em linhagem de melanoma humano M 8
apoés 48 e 72 horas de tratamento. Média de dois ensaios independentes. Analise de
variancia (One Way ANOVA). (*) p< 0,05(*), (**) p< 0,01, (***) p< 0,001.

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

Foram realizados trés experimentos independentes para avaliar a capacidade de
inducdo da atividade da enzima NQL1 e a viabilidade celular pelo ensaio do violeta
cristal, levando em consideragdo a inducéo de B-naftoflavona (B-NF; controle positivo).
O hiflavonoide morelloflavona extraido das folhas de G. xanthochymus apresentou
induc&o da atividade daenzima NQL1. O indice de inducéo da enzima revela que durante
o tratamento de 48 horas das células com 4,4 uM houve 0 aumento na atividade da
enzimaem 2,0 £ 0,3 vezes. Além disso, foi observada uma relativa atividade da enzima
nas demais concentragoes testadas.

Em relagdo a0 comportamento celular durante o ensaio, a porcentagem de
células vivas nessa concentracdo foi de 101+7,49%. As concentragles 2,2; 8,9; 17,9 e

35,9 uM apresentaram diferencas significativas em relagdo a B-NF para a inducéo da
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enzima NQ1 (p < 0,001). Na andlise da viabilidade celular ndo houve significancia

estatistica em nenhuma das concentragOes em relacdo as células tratadas com DM SO

(Figura 16).
NAD(P)H: quinona redutase
2,5 140
—~ 120
2 — - ®
lg é""——-#:t_-;-/!-_-é/ oo
o FE%
=1 —E L
- 1,5 5% e 1
£ = 1 L 80
% gk I:l NQ1
e 1
x 60 —
K —=\/C
0,5 - 40
0 20
B-NF DMSO 2,2 4,4 8,9 17,9 35,9
Concentragdo (uM)

Figura 16. Inducdo de NAD(P)H: quinona redutase (NQ1). Indugdo da NQ1 (média
+ erro padrédo) em células de hepatocarcinoma murino Hepalclc7 por meio da
morelloflavona (tratamento/controle) e relacdo com viabilidade celular (VC;
porcentagem) pelo ensaio de violeta cristal, comparadas com B-Naftoflavona (B-NF
0,1uM; controle positivo). Andise de variancia (One Way ANOV A com pos teste de
Tukey). (*) p< 0,05(*), (**) p< 0,01, (***) p< 0,001.

5.5. Avaliacéo da Genotoxicidade por meio do Ensaio do Cometa

5.5.1. Avaliacéo 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
concentragdes utilizadas nesses experimentos séo provenientes do resultado do ensaio

de quinona redutase, no qual foi obtida a concentracdo que duplica a atividade da
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enzima NQL1, ou sga, 4,4 UM sem interferir na viabilidade celular significativa (Figura
16).

A partir das leituras das caudas dos cometas formados sobre as |aminas, as
células foram anadisadas pelo programa TriTek CometScore TM versdo 1.5. Este
programa permite a obtencdo dos valores do Tail moment, que relaciona a quantidade de
DNA fragmentado com a distancia que os fragmentos migraram durante a eletroforese.
Apoés a andlise das imagens, os valores resultantes foram tabulados e cal culados a partir
da média dos valores de Tail moment de cada concentragéo + erro padréo. Os resultados
estdo projetados na tabela 1, estes foram comparados com as células sem tratamento
utilizando-se analise estatistica de variancia Kruskal Wallis com pés-teste de Dunn.

Na genotoxicidade, foi observado que a concentracdo de 0,54 puM da
morelloflavona ndo apresentou diferenca estatistica significativa em relacéo ao controle
negativo, ndo causando dano nessas condi¢des, assim como o controle negativo (Tabela
1). Porém, as concentractes de 2,2; 4,4 e 8,9 UM apresentaram diferenca significativa
em relacéo ao controle negativo, indicando que sdo concentragdes genotoxicas, ou sgja,
nessas concentracbes a morelloflavona causa dano significativo no DNA quando

comparado ao controle negativo (Tabela 1).
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Tabela 1. Analise estatistica do ensaio de genotoxicidade.

Tail Moment + Erro Padr o

HepG2 sem tratamento 10,60 £ 1,61
HepG2 + H,0, 41,39+ 241"
HepG2 + DMSO 11,40 + 2,78
0,54 11,56 + 2,53
1,1 789+231"
2,2 16,13+ 1,19
A4 16,05+ 1,69
8,9 26,87+3"

Andlise de variancia Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn. (*) p < 0,05, (**) p < 0,01,
(***) p < 0,001. Concentragéio em M.

E importante relatar que na concentragdo de 1,1 uM os indices de Tail Moment
foram abaixo do controle negativo, podendo-se justificar sua diferenca estatistica

significativa em relacéo as células ndo tratadas (Tabela 1).

5.5.2. Avaliacéo de Antigenotoxicidade

No ensaio de antigenotoxicidade, foi realizado o pré e pés-tratamento com
peréxido de hidrogénio (H.O,). As concentragbes das substancias utilizadas neste
ensaio foram determinadas a partir do resultado do ensaio de genotoxicidade, no qual a
concentracdo de 0,54 UM n&o causa dano significativo no DNA. Portanto, € possivel
verificar a possibilidade do biflavonoide proteger a célula contra danos de DNA, em
concentragfes abaixo de 0,54 uM. Os resultados estdo projetados na tabela 2, estes
foram comparados com HepG2 tratadas simultaneamente com H,0O,, a partir do
programa GraphPad Prism®, utilizando andlise estatistica de variancia Kruskal Wallis
com pos-teste de Dunn.

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

concentracdo de 0,54 UM n&o houve diferenca estatistica significativa, ou sgja, seu
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resultado foi igual ao de HepG2 tratada com H,O, (controle positivo) casando 0 mesmo
grau de dano (Tabela 2). Ja na concentracéo de 0,27 UM houve diferenca significativa,
porém foi observada uma intensificacdo do dano, uma vez que o valor resultante da
concentracdo de 0,27 uM é muito distante quando comparado ao de HepG2 tratada com
H.O, (66,92 + 6,28 para 100,24 + 7,25) (p < 0,01). O mesmo foi observado na
concentracdo de 0,135, porém com uma intensificacdo de dano ainda maior (66,92 +

6,28 para 155,22 + 8,34) (p < 0,01).

Tabela 2. Analise estatistica do ensaio de antigenotoxicidade.

Tail Moment + Erro Padrao

Pré Pos
HepG2 sem tratamento 8,70+ 1,35 6,90+ 1,55
HepG2 + H,0, 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

Andlise de variancia Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn (*). p < 0,05; (**) p < 0,01,
(***) p < 0,001. Concentragdo em puM.

Na avaliagdo de antigenotoxicidade no pos-tratamento foi observado que na
concentracdo de 0,54 UM ndo houve diferenca significativa em relacéo as células tradas
com H,0O,, demonstrando o0 mesmo potencial de dano causado pelo controle. Ja nas
concentragdes de 0,27 e 0,135 uM houve diferenca significativa em relacéo as células
tratadas com H,0O,, demonstrando que nessas concentractes a morelloflavona pode ter
capacidade de reparar os danos causados pelo H,O, nas células de HepG2, apds tempo

de recuperacéo (Tabela 2).
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Os produtos naturais sd0 a base de muitos farmacos atualmente disponiveis no
mercado para o tratamento de varias doencas humanas. Este sucesso € devido arica
diversidade quimica que é encontrada em extratos microbianos e em fontes boténicas.
Deles podem ser obtidas substancias ativas, cuja producéo na forma sintética seria
muito dispendiosa, ou ainda, podem ser extraidos compostos basicos que, com
modificacfes estruturais, tornam-se mais eficazes e menos toxicos, ou entdo, podem ser
utilizados como modelos para farmacos sintéticos, que possuam propriedades
farmacologicas semelhantes as originais (MCMAHON et al., 1995; HOUGHTON,
1996; NIELSEN, 2002).

Nos ultimos 30 anos, a grande conguista na area da pesquisa de novos farmacos,
foi aintroducéo de sistemas biol6gicos in vitro em grande escala, 0s quais podem testar
atividades de varias amostras, em um curto periodo de tempo, permitindo executar
facilmente as repeticies dos experimentos e propiciando uma andlise estatistica dos
resultados. Os sistemas de ensaio in vitro séo, frequentemente, baseados na utilizacdo de
culturas de células, de sistemas enzimaticos ou de receptores clonados. Pesquisadores,
nas industrias farmacéuticas ou na instituicdo académica, podem utilizar estes ensaios
rotineiramente para a pesquisa de um grande numero de amostras produzidas por
guimica combinatorial, de colegdes de organismos da biosfera e do fracionamento de
extratos naturais (HOUGHTON, 2000).

O Brasil é considerado o pais detentor da maior biodiversidade mundial e em
funcdo da significativa variedade da sua flora, um grande nimero de espécies vegetais €
empregado pela populagdo para curar diversos males, sendo utilizadas com as mais
diversas finalidades e de diferentes formas (FUNARI & FERRO, 2005). Nos ultimos
anos, o Brasil realiza vérias pesquisas as quais possuem contribui¢des relevantes sobre

os efeitos bioldgicos de extratos e dos constituintes quimicos isolados, ndo s6 quanto
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aos aspectos fitoquimicos, mas também quanto a atividade biolégica de plantas que
ocorrem nos diferentes ecossistemas brasileiros (ALBUQUERQUE, 2006).

Estudos que se propdem a avaliar os efeitos de morte, toxicidade e proliferacéo
celular em conjunto sdo de fundamental importancia para o desenvolvimento de novos
farmacos (YAMAMOTO & NISHIOKA, 2005). Neste contexto, prepds-se avaliar o
potencialmente indice de morte causado pela morelloflavona em células normais por
meio do ensaio de Anexina V e lodeto de propidio pela citometria de fluxo. A
citometria de fluxo é um método qualitativo, quantitativo e exato para andlise de
apoptose.

No presente estudo pode-se observar que houve inducdo de morte celular por
apoptose, induzida pela morelloflavona em PBMC obtidos de pacientes saudaveis nas
concentragdes entre 60 e 300 UM, para a andise através do ensaio de Anexina V e
lodeto de propidio. Até o momento, ndo existem relatos da morte celular em PBMC
pelo ensaio de Anexina V- lodeto de propidio apds 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 arealizacdo dos
ensaios, os autores utilizaram o método de incorporacéo da timidina marcada com o
objetivo de avaliar a citotoxicidade nas células estudadas. Os autores descrevem que a
morelloflavona demonstrou uma atividade moderada com Clsg (half maximal inhibitory
concentration, concentracdo inibitéria a 50%) a 82 uM, enquanto a volkensiflavona
(naringenina 1-3-11-8 apigenind) demonstrou uma atividade fraca com inibi¢céo a 200
MM em PBMC HIV-1 infectados. No estudo, os autores descrevem que os biflavonoides
construidos de unidades flavanona- flavona com ligagdes I-3-11-8, como é o caso da
morelloflavona e volkensiflavona, apresentam atividade moderada a fraca em relaccéo a

citotoxicidade de PBMC HIV-1 positivos. Outros biflavonoides ligados por meio de I-
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3-11-8, como GBla e GB2a apresentaram atividade moderada, enquanto que
biflavanonas ligadas atravées de um anel A de duas unidades de naringenina
(rhusflavanona e succedaneaflavanona) foram inativas. Este estudo sugere fortemente
gue os grupos hidroxila e pelo menos uma unidade de flavona nos biflavonoides séo
necessarios para a atividade inibitéra de PBMC HIV-1 infectados. Uma ligacdo 1-3-11-8
€ necessaria as biflavanonas para exibir atividade, e 0os compostos ativos tornam-se
inativos quando grupos de hidroxilas sdo metilados (LIN et al., 1997).

Um estudo que avalia a citotoxicidade dos biflavonoides em linhagens tumorais
demonstrou que o biflavonoide conhecido como GB1 extraido de Garcinia kola ndo
apresentou toxicidade a aproximadamente 100uM contra as linhagens tumorais
humanas HUCCA-1, HepG2 e A549 (ANTIA et al., 2010).

No contexto das linhagens ndo tumorais, Matsuo e colaboradores (2005)
relataram a citotoxicidade das unidades que formam a morelloflavona separadamente,
ou sgja, dos flavonoides naringenina e luteolina, em fribloblastos embrionarios de
pulm&o humano (TIG-1) e em células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC).
Os dados revelaram uma elevada variacdo de Clsp entre as linhagens celulares, e
também entre outros flavonoides estudados. A naringenina apresentou Clsp nas
concentragfes > 300 uM e 108 uM em TIG-1 e HUVEC, respectivamente, enquanto
gue a luteonina apresentou Clsp em 107 pM e 57 uM em TIG-1 e HUVEC,
respectivamente. Adicionamente, o estudo demonstra que 3-hidroxiflavona e apigenina
s80 mais citotoxicos em relagdo as células TIG-1 do que outros flavonoides, e que a
luteolina, quercetina, e naringenina sdo mais citotdxicas 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 toxica (Clsp > 300 uM e > 200 uM

em TIG- 1 e HUVEC, respectivamente), e a e rutina ndo apresentou qualquer toxicidade
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(MATSUO et al., 2005). Estes dados sugerem que a relacdo estrutura- atividade dos
biflavonoides e flavonoides com células humanas normais ainda néo € 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 as céulas tumorais
por células natural killer (NK) e linfocito T citotoxico (ROUAS- FREISS et al., 2005).
Sendo assim, a inducdo da expressado da molécula de HLA-G por células transformadas
pode ser um mecanismo adicional e induzido que gjude a célula a subverter as defesas
do organismo. Por outro lado, a expressdo da molécula pode contribuir para a
diminuicdo da antigenicidade das células envolvidas em doengas autoimunes e
transplantes, devido as caracteristicas imunolégicas apresentadas por HLA-G
(LEMAQULT et al., 2003; QIU et al., 2006).

Inicialmente a molécula HLA-G foi descrita como sendo sel etivamente expressa
em células trofoblasticas (ELLIS et al., 1986) e com fungdes inibitdrias in vitro em
relacdo as células NK (ROUAS-FREISS et al., 1997). O melanhoma humano foi o
primeiro tecido tumora onde se analisou a expressdo de HLA-G (ROUAS-FREISS et
al., 2007). Este tumor é certamente 0 mais estudado a partir do ponto de vista
imunolgico, e ainda, possui muitas propriedades semelhantes ao trofoblasto, sendo o
melanoma o Unico tipo de cancer para 0s quais as metastases podem ser encontradas em
tecido placentario. Foram realizados muitos estudos para o melhor conhecimento da
expressao de HLA-G por melandcitos malignos que podem ser resumidos da seguinte
forma: (i) ele esta associado com a transformagdo e progressdo maligna uma vez que a
expressao de HLA-G ainda n&o foi detectada na pele normal em torno da leséo tumoral
(PAUL et al., 1999; IBRAHIM et al, 2004). O aumento da regulagéo da expresséo de

HLA-G em células melanaociticas foi melhor preditor de malignidade do que HLA de
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classe | classicos; (ii) € seletivamente expresso nos tumores com alta capacidade de
infiltracdo; (iii) a expressdo 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 pdde-se observar niveis aumentados de HLA-G em células de melanoma apos
tratamento. Além de melanomas, foi descrita a expressdo especifica de tumor HLA-G
em vérias doencas malignas incluindo o cariocarcinoma cervical (ROUAS-FREISS et
al., 2005).

A demonstracdo da expressdo de HLA-G em lesdes tumorais sugere fortemente
gue esta expressao esta sob o controle de fatores ambientais, tais como virus, citocinas,
hormonios, fatores stresse, privacdo de nutrientes e aumento da acidez (CAROSELLA
et al.,, 2008). Nosso estudo mostra que apOs tratamento de 48 e 72 horas a
morelloflavonafoi capaz deinduzir a expressdo de HLA-G1 em linhagens de melanoma
humano FON. E ainda, foi capaz de induzir a producéo de HLA-Gs em M8-HLA-G1. O
aumento de HLA-G1s € um dado relevante, uma vez que a proteina sollvel impede a
citolise realizadas por células NK contra células-alvo de melanoma (ZIDI et al., 2006).

Sabe-se que o tratamento com agentes que possuem propriedades de
desmetilacio DNA podem reativar HLA-G e a expressdo da proteina em células
malignas (MOREAU et al., 2003; MOUILLOT et al., 2005). A partir da PCR em tempo
real, foi possivel observarmos a expressdo de RNAm em células de melanoma, durante
o tratamento de 48 e 72 horas em variadas concentragdes (60-140 puM). O papel de
fatores in vivo na manutencdo da expressdo de HLA-G em tumores tem também sido
apoiado em linhagens por meio de estudos celulares em in vitro.

Na verdade, com a excegdo das linhagens de células de coriocarcinoma, a qual

fatores intrinsecos devem sustentar a manutencdo da expresséo de HLA-G, somente
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poucas linhagens de células analisadas dentro de cada tipo de tumor, expressam HLA-G
(ROUAS-FREISS ¢t al., 2003). Estes dados, em contradicdo com os obtidos em ex vivo,
destacam que fatores do microambiente tumoral o qual permitem expressdo HLA-G in
vivo podem estar ausentes em meios de cultura.

Como citado anteriormete, a expressdo de HLA-G é modulada por fatores
imunossupressores e por citocinas inflamatoérias, tais como |FN-y fatores de crescimento
cuja expressao esta sob o controlo de NF-xB. NF-xB € um fator de transcricéo essencial
na imunidade inata e adaptativa (BONIZZI et al., 2004). Em particular, NF-xB
desempenha um papel essencial em eventos precoces da resposta imune inata por meio
de vias de sinalizacéo reguladas por receptores toll-like (KARIN & GRETEN, 2005).
Entre eles estdo os genes que codificam uma grande variedade de moléculas efetoras,
gue estdo criticamente envolvidos em respostas inflamatorias (PAHL, 1999).
Demonstrou-se que o HLA-G modula a producéo de citocinas uma vez que a regulagéo
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-xB pode
modular a expressdo de HLA-G e HLA-G poderiaregular a atividade de NF-«B, direta
ou indiretamente.

Por meio de linhagens celulares tumorais foi mostrado que o TNF-o e PMA
(acetato de forbolmiristato), ambos indutores de NF-xB  aumentam
intracitoplasmaticamente o teor de proteina HLA-G por um mecanismo pés
transcricional, e estimulam a atividade da metaloproteinase que promove o
desprendimento da isoforma vinculada a membrana, originando o HLA-G solUvel,
presente no meio de cultura (ROUAS FREIS et al., 2007; ZIDI et al., 2006). Estes
dados poderiam explicar o aumento da expressao de HLA-G1 em FON observado no

nosso estudo, e ainda, aos resultados obtidos pelo ensaio imunoenzimatico-ELISA na
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linhagem de melanoma transfectada M8HLA-G1, onde foi possivel observar o
desprendimento de HLA-G1 da membrana celular. A possibilidade dos tratamentos com
morelloflavona afetarem a estabilidade ou induzirem a degradacéo de proteinas HLA-G
na superficie da célula ndo é sustentada uma vez que o anticorpo MEM-G/9 utilizado no
ensaio ELISA possui a capacidade estrita de reconhecer a estrutura conformaciona da
molécula HLA-G associada a B,-microglobulina das moléculas HLA-G1s e HLA-G5.

No presente estudo, avaliou-se a possivel regulacdo de HLA-G frente ao
tratamento com morelloflavona em diferentes linhgens tumorais, bem como linhagens
de melanoma humano. Até o momento, estudos da relacéo de moléculas HLA com
biflavonides, ou mesmo flavonoides so inéditos. La literatura, um trabaho realizado
por TIAN e colaboradores (2005), € relatada a inducdo de NF-xB em células de
adenocarcinoma cervical humano, apos tratamento com o biflvonoide isocamagjasmina
a10-15 pM. Uma hipotese para a inducéo da expressdo de HLA-G em FON seria uma
maior suscetibilidade celular que talvez induza a ativacéo de NF-«B.

Além de avaliarmos a modulacéo da expressdo 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 umaenzimade fase |l
metabolizadora de xenobidticos que catalisa a reducdo de dois elétrons de uma vasta
gama de quinonas, compostos quindides endégenos e exdgenos, e protege as células
contra espécies reativas de oxigénio geradas pela quinonas e compostos el ectrofilicos
relacionados (TALALAY & DINKOVA-KOSTOVA, 2004). A inducéo de NQ1 pode
auxiliar na quimioprevencdo contra o cancer e toxicidade quimica com compostos
naturais ou sintéticos (FROYEN et al., 2010).

As varias propriedades dos flavonoides, como atividade antioxidante,

capacidade de ligagdo metal, capacidade de afetar 0 sistema enddcrino e capacidade de
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prevenir a ativacdo enzimatica de carcindgenos, sdo consistentes com um papel protetor
contra doencgas. As observacoes relacionadas ao dados de relagdo estrutura- atividade
para as propriedades antioxidantes dos flavonoides tém 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 importancia de
3, 4-dihidroxil no anel B e de umaligacdo 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, € indutora de enzimas de
fase |1 e de detoxificagcéo de carcindgenos (GANDHI & KHANDUJA, 1993; SIESS et
al., 1992; GULICK et al., 1995). Prestera e colaboradores (1993) propuseram que
alguns anticancarcindgenos da dieta podem inibir a ativacdo da inicicdo do cancer por
efetuarem o balanceamento entre ativacéo de enzimas de fase | (tais como citocromo
P450) e de fase Il (enzimas de detoxificagdo tais como GST, NQ1 e UDP-glucuronil-
transferase). Fatores que reprimem ou inibem enzimas de fase | ou induzem ou ativam
enzimas de fase I sdo suscetiveis em ter um papel protetor contra o dano celular.
Estudos a respeito de biflavonoides, ou mesmo o papel da morelloflavona na
inducdo de enzimas de detoxificacdo, sd0 inexistentes até o momento. Entretanto o
papel dos flavonoides na inducdo de NQ1 sdo 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 presenca de uma hidroxila no anel
C, também é capaz de induzir NQ1. A atividade especifica da enzima foi induzida em
até 3,65 vezes, entre as concentracdes 31,3 e 62,5 uM (LEE et al., 2007). O efeito da
suplementagdo de naringenina na alimentacdo de ratos demonstrou por meio do ensaio

de NQ1, que a flavanona pode promover a atividade de NQ1 no figado de animais sob
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condicoes estresse oxidativo (ANDRADE et al., 2007). No presente estudo, pode-se
observar similaridade aos dados apresentados pela literatura, onde a indugdo de NQ1
pela morelloflavona foi 2 vezes maior na concentragcdo 4,4 UM, com auséncia de morte
celular nessa concentragao pelo violeta cristal, mostrando a importancia de seu papel na
quimioprevencao.

A protecdo contra danos a0 DNA ¢é uma importante propriedade
guimiopreventiva a qual pode evitar a fase de iniciagdo. Os flavonoides que possuem
atividade antioxidante e anti-radicais sdo capazes de extinguir radicais livres, que
podem promover mutacdes e danos no DNA. A técnica do cometa alcalino possibilita
identificar a presenca de quebras em fitas ssmples do DNA e € usada para verificar a
propriedade quimiopreventiva de protecéo ao DNA contra determinados danos. Sabe-se
gue areplicacdo do DNA € necesséria para corrigir ateracdes genéticas. Por esta razéo,
a baixa fidelidade desta replicacéo pode levar a instabilidade gendmica e as mutagoes,
gue por sua vez podem levar as ateracdes na expressdéo ou funcdo de genes
responsaveis pela manutencéo da homeostasia celular. Essas alteracdes genéticas podem
converter uma célula normal em uma célula transformada, que se caracteriza pela perda
de sinais de controle de proliferacdo, morte e diferenciacéo celular. Se esta mutacéo
ocorrer em células que mantém sua capacidade proliferativa (células progenitoras), esta
mutagdo podera ser mantida, e sua frequéncia na populagéo celular aumenta (LEUNG &
BRUGGE, 2012), iniciando a carcinogénese.

Sendo assim, pode-se dizer que a carcinogénese € um processo complexo
provavelmente envolvendo uma série de mudangas genéticas e epigenéticas ocorrendo
em niveis morfol égicos, celulares e moleculares (PITOT, 2001, 2007).

O termo "epigenético” refere-se a modificagBes na expressdo génica causada na

hereditariedade, mas potencialmente reversivel, alteracdes na metilacdo do DNA e da
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estrutura cromatina (CORTEZ & JONES, 2008). Dado o fato de que modificactes
epigenéticas so reversiveis e ocorrem durante o inicio da carcinogénese como eventos
potencialmente iniciais para o desenvolvimento do cancer, elas foram identificadas
como novos alvos promissores para estratégias de prevencdo do cancer (MATUO
2012).

Muitas substéncias quimicas, incluindo peroxido de hidrogénio sdo conhecidas
para gerar danos a0 DNA através de um mecanismo de radicais de oxigénio e podem
induzir aberracbes cromossomicas, mutacoes geneticas 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 concentragdes entre
2,2 e 8,9 uM. Nas menores concentracdes, ndo foi observada atividade genotoxica da
morelloflavona. Dessa forma, avaliou-se a atividade antigenotdxica na morelloflavona
nas menores concentracbes e foi possivel observar agdo antigenotoxica nas
concentracfes de 0,135 e 0,27 UM no pos-tratamento, diferentemente do pré-tratamento,
o qual ndo apresentou efeito quimiopreventivo. Nossos resultados diferem dos poucos
trabalhos que avaliam a inducéo de dano de DNA através do ensaio do cometa em
biflavonoides. A kolavirona obtida a partir de G. kola, em concentragdes entre 30 e 90
MM diminuiu quebras no DNA induzidas por H,O, em linfocitos humanos e células de
figado de rato (FAROMBI et al., 2004a; b). A estrutura da kolavirona mostra a
existéncia de uma hidroxila no anel C, o que direciona a atividade antioxidante do
biflavonoide, e possivel mente sua atividade quimiopreventiva.

Os trabalhos com as unidades isoladas da morelloflavona também séo escassos,
mostrando algumas vezes efeitos protetores ao DNA, dependendo do tipo celular e das
concentragOes utilizadas. Um estudo realizado com a naringenina em camundongos

diabéticos mostra que a administracdo do flavonoide (50-75 mg/kg durante 7 dias)
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resultou num aumento significativo do peso corpora e diminuicdo de danos ao DNA
induzidos em linfocitos periféricos, mas ndo nas células de figado e de rim dos animais
(ORSOLIC et al., 2011). Por outro lado, um estudo redizado com a luteolina (5 a 20
mg/ml) demonstra que esta ndo induz danos ao DNA detectaveis no ensaio do cometa
em células de adenocarcinoma maméario humano (CHEN et al., 2012, RAMOS et al,
2010a) e adenocarcinoma colorretal humano (RAMOS et al., 2010b). Com relagdo a
luteolina, dados publicados revelam que esta diminuiu acentuadamente danos ao DNA
induzidos por H,O, em células epiteliais de adenocarcinoma colorretal (RAMOS et al.,
2010b). No nosso estudo, observou-se uma protecdo da morelloflavona no pos-
tratamento de HepG2, assemelhando-se ao resultado encontrado por Ramos e
colaboradores (2010b).

Os diferentes resultados obtidos com varios tipos celulares podem refletir as
diferencas na biologia das diversas linhagens celulares analisadas, bem como na
sensibilidade dos métodos utilizados para detectar o papel da morelloflavona na

regulacdo de HLA-G e/ou seu efeito quimiopreventivo.
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Através da andlise 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 expressao protéica da molécula HLA-G vinculada a membrana (HLA-
Gl);

* Induziu aexpressdo protéicadamoléculaHLA-G solivel (HLA-GS);

* Induziu aexpressdo do RNAmM de HLA-G;

* Induziu NAD(P)H: quinona redutase na concentracao;

* N&o apresentou genotoxicidade em concentracbes abaixo de 0,54uM e
apresentou genotoxicidade em concentragdes acima de 2,2uM;

» Apresentou antigenotoxicidade no pés-tratamento.
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