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RESUMO
As propriedades medicinais da Piper cubeba sdo conhecidas na medicina tradicional
devido a sua eficicia no tratamento de doencgas como sifilis, gonorreia e alguns tipos
de tumores. Algumas lignanas presentes nessa planta demonstram a capacidade de
reduzir células tumorais, bem como acao antibacteriana e hepatoprotetora. O Ensaio
Cometa é um método primario empregado para avaliar a genotoxicidade dessas
lighanas. Esse experimento envolveu oito tratamentos: um controle negativo (CN), um
controle utilizando o solvente dimetilsulfoxido (DM) a 50 pg/ml, a ciclofosfamida em
duas concentragdes (50 ug/ml - CP1 e 100 pg/ml - CP2), e quatro tratamentos com as
lignanas: cubebina (C), dihidrocubebina (D), etilcubebina (E) e hinoquinina (H), todos
na concentracdo de 50 pg/ml. Os extratos concentrados foram cedidos pelo
Departamento de Fisico-Quimica da FEIS/UNESP e posteriormente diluidos. Cada
tratamento foi avaliado em intervalos de 4h, 24h, 48h e 72h, exceto 0s grupos com
ciclofosfamida, que foram avaliados apenas no tempo de 72h. O objetivo principal foi
estabelecer um protocolo padronizado do Teste do Cometa para linfécitos humanos,
visando avaliar o potencial genotoxico das lignanas, bem como do solvente
dimetilsulféxido. Para conduzir o experimento, foi coletado sangue de um voluntéario e
os linfocitos foram cultivados com meio de cultura RPMI 1640, soro fetal bovino,
penicilina, fito- hemaglutinina e a substancia a ser analisada, apds a centrifuga¢éo nos
intervalos designados, foram coletados e o protocolo do Cometa foi aplicado. A andlise
estatistica ANOVA Two Way com medidas repetidas executado no programa
GraphPad Prism10 e o teste Kruskal-Wallis com nivel de confianga de 95% (P=0.05),
ambos nao revelaram diferencas significativas entre os tratamentos. Também néo
foram observadas diferencas estatisticas dentro de cada tratamento nos diferentes
intervalos de tempo analisados. Tais efeitos genotdxicos ndo eram esperados, pois
de acordo com outros estudos que utilizaram compostos semelhantes, esses efeitos
nao foram comprovados. Esses resultados sdo importantes pois indicam que essas
lignanas ndo possuem efeitos genotoxicos nos linfocitos, sugerindo seguranga em seu
uso medicinal. Além disso, o solvente dimetilsulfoxido também ndo demonstrou efeitos
genotoxicos, o que é relevante, visto seu amplo uso como solvente em experimentos

com outras substancias organicas.

Palavras-chave: Andlise citogenética, efeitos genotoxicos, lignanas, teste do

Cometa.



ABSTRACT
The medicinal properties of Piper cubeba are known in traditional medicine due to its
effectiveness in treating diseases such as syphilis, gonorrhea and some types of
tumors. Some lignans present in this plant demonstrate the ability to reduce tumor
cells, as well as antibacterial and hepatoprotective action. The Comet Assay is a
primary method used to evaluate the genotoxicity of these lignans. This experiment
involved eight treatments: a negative control (CN), a control using the solvent
dimethylsulfoxide (DM) at 50 pg/ml, cyclophosphamide in two concentrations (50 pg/mi
- CP1 and 100 pg/ml - CP2), and four treatments with lignans: cubebin (C),
dihydrocubebin (D), ethylcubebin (E) and hinokinin (H), all at a concentration of 50
pHg/ml. The concentrated extracts were provided by the Department of Physical
Chemistry at FEIS/JUNESP and subsequently diluted. Each treatment was evaluated
at intervals of 4h, 24h, 48h and 72h, except for the cyclophosphamide groups, which
were evaluated only at 72h. The main objective was to establish a standardized Comet
Test protocol for human lymphocytes, aiming to evaluate the genotoxic potential of
lignans, as well as the solvent dimethylsulfoxide. To conduct the experiment, blood
was collected from a volunteer and the lymphocytes were cultured with RPMI 1640
culture medium, fetal bovine serum, penicillin, phytohemagglutinin and the substance
to be analyzed, after centrifugation at the designated intervals, they were collected and
the Comet protocol was applied. The statistical analysis Two Way ANOVA with
repeated measures performed in the GraphPad Prism10 program and the Kruskal-
Wallis test with a confidence level of 95% (P=0.05), both revealed no significant
differences between treatments. There were also no statistical differences observed
within each treatment in the different time intervals analyzed. Such genotoxic effects
were not expected, as according to other studies that used similar compounds, these
effects were not proven. These results are important as they indicate that these lignans
do not have genotoxic effects on lymphocytes, suggesting their safe medicinal use.
Furthermore, the solvent dimethyl sulfoxide also did not demonstrate genotoxic effects,
which is relevant, given its wide use as a solvent in experiments with other organic

substances.

Keywords: Cytogenetic analysis, comet assay, genotoxic effects, lignans.
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1. Introducéo

O uso de plantas com fins medicinais vem se tornando algo presente na
medicina tradicional, porém existem poucas pesquisas sobre os efeitos genotoxicos
gue muitas dessas plantas apresentam ao organismo. A planta Piper cubeba (P.
cubeba), nativa das llhas de Java e Sumatra na Asia, comumente conhecida como
pimenta-de-Java, vem sendo pesquisada principalmente em relacéo as suas lignanas
isoladas das sementes secas e possuem propriedades quimicas Unicas (Figura 1). As
propriedades da espécie P. cubeba estdo relacionadas as suas lignanas como a
hinoquinina, dihidrocubebina e o proprio extrato total de Piper cubeba, assim, as
lignanas desse estudo sdo de interesse pois ja existem outros pesquisadores do
laboratério de biotecnologia da UNESP-Ilha Solteira, as usando em outros ramos de
pesquisa, além disso, esses compostos ja estavam disponiveis no departamento de
guimica e fisica da universidade. Ao mesmo tempo, esses compostos vém sendo
utilizados no tratamento fitoterapico de gonorreia, desinteria, sifilis, dores abdominais,
enterite, asma e tumores em geral (SASTROAMIDJOJO, 1997).

Os linfocitos sdo um tipo de célula branca do sangue produzida na medula
O0ssea vermelha. Essas células desempenham um papel central na defesa do
organismo contra agentes infecciosos, fornecendo respostas imunoldgicas logo apés
o reconhecimento de patdégenos especificos, tanto dentro das células quanto em
outras partes do organismo, como tecidos e sangue (ROITT; BROSTOFF; MALE,
2003). Os linfocitos podem atuar como um sistema sentinela para substancias
genotoxicas caso ocorram danos nas células sanguineas ou em outras partes do
organismo (NORDESON ET ALII, 1984).

O Teste do Cometa (Single Cell Gel Assay) é utilizado em estudos de
citogenética e permite quantificar lesdes e detectar os efeitos de reparo no DNA de
células em nivel individual. Assim, esse teste é de grande relevancia devido ao seu
potencial em fornecer resultados e informacdes sobre os efeitos genotoxicos
(GONTIJO; TICE, 2003). Assim, o objetivo desse estudo € estabelecer uma
padronizacdo do Teste do Cometa para linfécitos humanos cultivados afim de se
avaliar o potencial genotoxico das lignanas: cubebina, hinoquinina, dihidrocubebina e

etilcubebina de Piper cubeba, em diferentes tempos (4h, 24h, 48h e 72h).
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2. Linfocitos

Os linfocitos sé@o células brancas presentes no sangue (leucdcitos) com papel
crucial no sistema imunolégico, importantes na resposta imune inata e adquirida dos
organismos, identificando e combatendo patdégenos, como bactérias, virus, fungos e
células cancerigenas e mantendo a homeostase imunoldgica.

O equilibrio entre diferentes subpopulacdes de linfocitos € crucial para uma
resposta imune eficaz, evitando doencas autoimunes (COHN, L.; HAWRYLOWICZ,
C.; et. al., 2013). Sendo assim, mesmo possuindo varios subtipos, eles atuam de
maneira semelhante em diferentes vias metabdlicas, sendo assim, sdo um tipo
celular de interesse para analisar com um organismo reage a acao das lignanas de
interesse nesse estudo.

Para compreender como eles se dividem e funcionam é necessério entender
gue eles ndo sdo agentes que atuam isolados, mas sim em conjunto, com acdes
autorregulatérias e codependentes uns dos outros e de condicdes intra e
extracelulares. Desse modo, os diferentes meios intra e extracelulares interferem
direta e indiretamente na acéo de diferentes compostos naturais ou sintéticos que
sdo testados em diferentes estudos cientificos com diferentes protocolos de
avaliacdo (BAUSINGER et. al., 2015).

Especificamente falando dos linfécitos, é importante ressaltar que, estudos
gue obtiveram analises via ensaios cometas, que utilizaram diferentes tipos de
amostras sanguineas (amostras de sangue total e amostras de sangue periférico)
resultaram em dados distintos, pois as amostras possuiam populacdes celulares
distintas, com diferentes estagios de vida e morte celular programada. Assim, é
interessante salientar a importancia dos estudos de linfocitos no dano ao DNA
induzido em amostras de sangue humano medidas pelo ensaio cometa.

Bausinger et al. (2016) demonstra como o0 sangue periférico (sendo um
material abundante) pode conter diversos tipos celulares em grandes quantidades,
dentre esses tipos estdo as ceélulas nucleadas presentes no sangue total do
organismo, sendo elas expressivamente os neutroéfilos (60-75%) e os linfécitos (20-
30%), que sdo as células mononucleadas mais abundantes no sangue periférico
(98%).

Assim, de modo geral, os linfécitos refletem o estado fisiolégico do seu

portador, sendo possivel mensurar os niveis de danos mutagénicos ocasionados por
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diferentes agentes genotoxicos pela analise dos danos que esses agentes ocasionam
aos linfécitos expostos a eles.

Devido ao tempo transcorrido até o isolamento total da célula, os linfocitos
possuem a capacidade de reparar os danos induzidos ao seu DNA, dependendo
obviamente do tipo de mutacdo, embora essa capacidade seja minima em células ndo
estimuladas, essa variavel se mostrou relevante.

Ao analisar agentes mutagénicos de diferentes naturezas, foi abrangido o
méaximo de tipos de alteracdes ao DNA existentes e detectaveis pelo ensaio cometa
alcalino, sendo eles: os agentes alquilantes metil metanossulfonato (MMS) e N-etil-N
nitrosoureia (ENU) que induzem a efeitos de formacéo de sitios labeis alcalinos, a
irradiacdo gama y que leva a quebra de cadeia de DNA, o Bromato de potéssio
(KBrO3) visando a inducdo de danos oxidativos a base de DNA e o anti benzo [a]
pireno-7,8-di-hidrodiol 9, O 10-epdéxido (BPDE) composto que induz incisdo de
nucleotideos durante o reparo do DNA (NER).

Os resultados dessas andlises demonstraram baixos niveis de danos nas
células expostas, tal efeito pode ser reflexo de mecanismos de reparo celular
intrinseco desse tipo celular (um exemplo disso € o mecanismo celular de reparacao
dos danos nas fitas de DNA induzidos pela irradiacéo y), indicando que os danos no
DNA do tipo locais alcalis e labeis, respectivamente ocasionados por radiacdes

alquilantes e ionizantes, séo significativamente menores em células linfocitarias.

3. Os diferentes mecanismos de danos ao DNA celular
3.1.Citotoxicidade
Segundo HORTON, N, C.; MATHEW, P, A. (2015) citotoxicidade é a
capacidade que uma substancia endégena ou exdgena possui de inibir a proliferacao
celular ou causar danos e lesbes a elas, que acarretem em morte celular por
diminuicdo da capacidade de autorreparacao de um tecido ou por degeneracédo pela
morte celular, que pode ocorrer por diversos fatores agrupados em duas classes

morfologicas, a necrose celular e a apoptose.

3.2.Clastogénese
Ja a clastogénese refere-se a inducdo de danos aos cromossomos,
resultando em quebras cromossOmicas ou alteracdes em suas estruturas. Os agentes

clastogénicos sao substancias com a capacidade de causar esses danos
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cromossOmicos, tais agentes podem incluir radiacdes ionizantes, produtos quimicos e
algumas classes de medicamentos (LARRAMENDY, M; SOLONESKI, S, 2019).

3.3.Genotoxicidade e mutagenicidade

A genotoxicidade diz respeito a habilidade algumas substancias quimicas em
danificar a informacdo genética no interior celular, resultando em mutacdes,
provocando altera¢des na sequéncia nucleotidica ou na estrutura em dupla hélice do
DNA celular (SIZENANDO, J, A. J. et. al, 2008).

E comum a confus&o entre os termos genotoxicidade e mutagenicidade, esta
altima refere-se as mutagdes que impactam a sequéncia dos nucleotideos do material
genético, onde as mutacBes podem ser originadas por erros na replicacdo do DNA
durante a diviséo celular, exposicéo a radiacdes ultravioleta ou ionizantes, substancias
guimicas mutagénicas ou virus. Sendo assim, € importante ressaltar que todos o0s
agentes mutagénicos sdo genotoxicos, mas nem toda a substancia genotoxica é

necessariamente mutagénica (SILVA J, S, 2011).

3.4.Apoptose

Segundo Grivicich, I; Regner, A. et. al. (2007) a apoptose é conhecida como
mecanismos de morte celular programada, sendo vital e importante para eliminar
células desnecessérias ou defeituosas. Durante esse processo, as células passam
por mudancas morfoldgicas, como retracao, perda de aderéncia, condensacao da
cromatina, fragmentacdo do DNA e formacdo de corpos apoptéticos e as proteinas
antiapoptoticas e proé-apoptoticas sao cruciais no controle dessa via.

A apoptose esta relacionada a diversas doencas, incluindo o cancer (Gusson-
Zanetoni, J. P. et. al, 2022) e compreender como 0S mecanismos apoptoticos
funcionam levou o desenvolvimento de estratégias inovadoras para o tratamento
contra tumores, ao induzir a morte de células tumorais e aumentar a eficacia dos

tratamentos com radiacdo e agentes citotoxicos (Gusson-Zanetoni, J. P. et. al, 2022).

4. A Ciclofosfamida como indutor de danos ao DNA celular
Quando lidamos com o sistema imune, também lidamos com o préprio
metabolismo celular, visto que um nao funciona sem o outro. Em relacdo a

metabolizacdo dos compostos radioativos e muitos produtos quimicos que interagem
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cOm Nnosso sistema, ha presenca de diferentes tipos de células imune visto que esses
compostos acarretam em inflamagdes em maior ou menor grau.

Ja em relacdo aos quimicos, ha ampla escala, existem as drogas de aplicacédo
antitumorais, que podem acarretar impactos citotoxicos tanto nas células
cancerigenas quanto nas ceélulas saudaveis proximas, devido a suas ac¢des quimicas
diretas ou indiretas, através da formacdo dos metabdlitos que se originam da
metaboliza¢cdo do farmaco pelo organismo, a ciclofosfamida é um desses farmacos,
sendo utilizada para o tratamento de diferentes tipos de tumores (EL-HALAWANY, A.
M. et al., 2014).

Segundo diversos estudos realizados ao longo dos anos por Chamorro
Cevallos et al. (2008); Viswanatha Swamy et al. (2013); Amien et al. (2015) e Li et al.
(2015), a dose terapéutica desse quimioterapico acarreta em imunotoxicidade,
hepatotoxicidade, cardiotoxicidade, nefrotoxicidade e por fim mutagenicidade; devido
a formacédo de diversos metabdlitos citotoxicos que culminam em lesdes oxidativas,
principalmente no sistema hepatico.

Assim, para atuar no organismo como um quimioterapico ou agente
mutagénico, a ciclofosfamida precisa ser pelo sistema de oxidases funcionalmente
misto presente no citocromo microssémico P450 dentro do sistema hepéatico
(CEDERBAUM, I., 2015).

Dessa maneira, os constituintes farmacodinamicos das ervas naturais em
plantas complementares e a medicina alternativa tem sido considerada o principal alvo
entre o combate ao dano hepatico induzidos por quimioterapicos tradicionais (YIN, S.
et. al., 2013).

A metabolizacdo dos compostos quimicos potencialmente perigosos aos
organismos pelo citocromo P450 ocorre em duas fases, no geral, na primeira estao
envolvidas reacdes oxidativas, redutivas e hidrolise, sendo todos esses processos
mediados por diversas enzimas, as mais relevantes dentre elas sdo as CYPs.

J4 na segunda etapa do processo, ocorrem reacdes catalisadoras de
conjugacao de substancias lipofilicas com cofatores de natureza enddgena com
sulfatos, glutationas, acido glucurénico ou acetatos (acetil-CoA), tais reacbes de
conjugacgao podem ocorrer independentemente da fase anterior, entretanto, o produto
hidroxilado, resultante da primeira fase pode ser conjugado enzimaticamente com
compostos mais soluveis, tornando a excrecdo mais facil. Porém, é frequente que as

duas fases metabdlicas atuem em conjunto para eliminar os xenobibticos.
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Devido essa especificidade e potencialidade do sistema de funcionalidade
mista das enzimas oxidases do citocromo P450 em transformar compostos
xenobidticos em substancias ainda mais tdxicas e carcinogénicas, se tornou
extremamente necessario buscar alternativas viaveis para conter e mitigar tais danos,
causados inclusive pela ciclofosfamida, um quimioterapico amplamente utilizado, uma
das alternativas para tal problema se encontra na vasta atuacdo ja comprovada dos

farmacodinamicos dos compostos de origem vegetal (YIN, S. et al., 2013).

5. A estrutura quimica das lignanas e suas propriedades

Segundo Pissurno, et. al. (2017) as lignanas sdao uma das classes de
metabdlitos secundarios de origem vegetal, que possuem um aspecto muito amplo de
propriedades bioldgicas que estdo intimamente correlacionados ao seu nivel de
oxidacdo, as propriedades dos seus anéis aromaticos e a sua estereoquimica,
entretanto, suas propriedades possuem acdes semelhantes que atuam por
mecanismos diferentes em vias distintas no organismo.

A diversidade de lignanas ocorre devido ao processo de condensacgéao de duas
unidades de diastereisdbmeros ou epimeros, essas estruturas quimicas diferem em
somente um carbono quiral, sendo estruturas quimicas com isomeria espacial e
estrutural em forma de anel, que apesar de possuir propriedades fisicas e quimicas
semelhantes, tais como pontos de fusédo e ebulicdo semelhantes, possuem efeitos
fisioldgicos distintos e desviam a luz polarizada de modo diferente. Assim, as lignanas
de modo genérico sao fenilpropandides de origem vegetal sintetizadas a partir do
aminoacido fenilalanina, que pela ligacdo ao carbono C8 de cada unidade e
dependendo do padrédo de ciclizacdo dos anéis e niveis oxidativos do esqueleto de
carbono formam diferentes compostos.

Desse modo, para Marcotullio et al. (2014) elas sé&o classificadas em 8
subgrupos distintos (Figural), dependendo do padrdo bioquimico de seu
fenilpropranoide, tendo uma grande variedade estrutural de lignanas ja identificadas

em diversas plantas ao longo das ultimas décadas.
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Figura 1. Classes gerais de lignanas
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6. Os mecanismos de acdo do extrato total, extrato etandlico e de lignanas
isoladas da Piper cubeba

Antes de descrever as acdes dessas substancias, é importante destacar que

apesar das inumeras atividades atribuidas a elas, as vias de atuacdo dessas

substancias sdo semelhantes no combate a patdgenos e agentes mutagénicos em

diferentes vias metabdlicas.

6.1.Atividade anti-inflamatoria, analgésica e anti-histaminica dos extratos
etanolicos da P. Cubeba

As lignanas do género Piper possuem diversas funcdes, dentre elas esta a

funcdo anti-inflamatoéria (CHOI E, M. HWANG J, K., 2013). Neste contexto, Tonini

(2009) analisou o extrato de metanol e etandlico extraidos dos frutos da P. cubeba

(PCEE) a fim de investigar suas influéncias dentro do sistema imune em organismos

modelo. As andlises da pesquisa demonstraram uma grande interacdo desse extrato
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com o sistema imune, em duas vias principais: uma inibidora e outra estimuladora;
ambas atuando para amenizar a resposta inflamatoria.

Esse extrato agiu regulando negativamente a atividade de citocinas pro-
inflamatdrias que expressam por exemplo a interleucina 6 (IL-6) secretada por
linfécitos T, macrofagos e fator de necrose tumoral (TNF-a), secretado principalmente
por células naturais Killers (NK), macrofagos e linfécitos T (TONINI, G., 2009).

Concomitantemente, o PCEE regula positivamente a expressdo de genes
protetores HO-1, iINOS e da interleucina 10 (IL-10), uma citocina anti-inflamatoria e
imunossupressora, que inibem a sintese de citocinas humanas que suprimem
macréfagos, células naturais Killers (NK) e linfocitos T, sendo sintetizada
principalmente por: mastdcitos, linfocitos citotéxicos CD8+, linfocitos B e linfécitos T
do tipo auxiliares (GOODEN, M.; G., LEFFERS, N. et al., 2011).

6.2.Acado antibacteriana e tripanomicida dos extratos brutos, lignanas e
compostos semissintéticos extraidos de espécies do género Piper

Além da atividade anti-inflamatdria dos extratos obtidos do género Piper,
existem estudos que procuram compreender a agcao antimicrobiana contra uma gama
extensa de bactérias, fungos e parasitas. Sobre tais propriedades Silva, et al. (2007)
buscou averiguar diferentes substancias estudando o extrato bruto de sementes de P.
cubeba, as lignanas cubebina e hinoquinina e o O-benzil cubebina (derivado
semissintético da cubebina), avaliando suas atuacfes contra patdgenos orais,
obtendo diferentes resultados promissores.

Ao longo desse trabalho foi possivel observar que o extrato bruto de etanol na
concentracdo de 80 pug/mL foi mais eficaz contra Streptococcus salivarius, e a lignana
cubebina demonstrou maior eficiéncia em valores variaveis de 0,20 mm para
Streptococcus mitis a 0,35 mm para Enterococcus faecalis. Entretanto, a hinoquinina
(um derivado semi-sintético da cubebina) e o extrato bruto exibiram aptidao
bacteriostatica em todas as concentra¢gfes analisadas (SILVA, et al., 2007).

Todavia, outro resultado promissor obtido por Silva, et al. (2007), influi que as
amidas 5a-5e da (-)-cubebina entdo oxidadas e derivadas de succinimida
correspondentes as amidas 6a-6e, teve sua citotoxicidade analisadas, destes
compostos este € o primeiro relatério sobre a sintese de derivados de succinimida e
ao comparar os valores de IC50 verificou-se que algumas das amidas sintéticas

derivadas tém maior atividade do que os compostos originais cubebina e hinoquinina,
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assim, a presenca de carbonilas ligadas aos carbonos nove das cubebinas associadas
a introducdo de grupamentos polares nos anéis aromaticos otimiza a funcao
antimicrobiana das succinimida semissintéticas.

Para buscar compreender os diferentes mecanismos de atuacao
antimicrobiana desses compostos, Magalhaes, et al. (2012) extraiu a partir do 6leo
essencial de P. cubeba extratos e os colocou em meio de cultura com cercarias e
vermes adultos de Schistosoma mansoni, avaliando a citotoxicidade do 6leo essencial
(PC-EO). Desse modo, verificaram que o PC-EO possui citotoxicidade significativa
somente na concentracao de 200 pug/ml e apds 24h de incubacao.

Entretanto, os resultados obtidos por essa pesquisa sao importantes porque
revelam o tipo de agcédo do PC-EO, apontando seus efeitos contra cercarias e vermes
adultos de Schistosoma mansoni ao diminuir a viabilidade desses microrganismos por
prejudicar a sintese de ovos e por influenciar no desacoplamento dos vermes adultos.

Ja em outro estudo, executado por Bodiwala, et al. (2007) os extratos: acetato
de etila, metanol, n-hexano e acetona obtidos de duas espécies do género Piper (P.
cubeba e P. retrofractum) foram avaliados afim de investigar seus potenciais
mecanismos contra promastigotas de Leishmania donovani em ambiente in vitro. Tais
resultados indicaram que todos o0s compostos possuiam acdo significativa na
concentragao 100ug/mil.

Em uma etapa posterior, dois compostos foram extraidos, a cubebina e a
piperina afim de testar sua agédo anti-leishmanial, revelando que essas sustancias
possuem acao potencialmente maior que as demais testadas na etapa anterior, na
concentracdo de 100uM in vitro. Em uma terceira etapa, essas duas substancias
foram testadas in vivo em hamsters com leishmaniose visceral e os resultados
demonstraram que a piperina possui acao eficaz superior na concentracao 30mg/kg.
Sendo assim esses autores trouxeram o primeiro relato da agao anti-leishmanial de

duas plantas do género Piper e seus extratos isolados.

6.3. Atividade antioxidante dos extratos etanolicos da P. cubeba
Ao interagir positivamente na sintese dos genes protetores HO-1 e iNOS,
Rodriguez (2007) observou efeitos antioxidantes do extrato de metanol etandlico
(PCEE) obtidos de sementes da P. cubeba. Falando especificamente do gene HO-1,
um dos principais responsaveis pela expressao da enzima Heme oxigenasse, que age

na clivagem do ferro livre e catabolismo do grupo heme das hemécias em biliverdina
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(composto intermediario da bilirrubina), o déficit dessa enzima acarreta em
inflamacdes agudas e até morte celular prematura. Portanto, quando PCEE aumenta
a expressdo do HO-1 as respostas anti-inflamatorias e antioxidantes séo
potencialmente maiores.

Entrementes, Rodriguez (2007) também comprovou que quando o PCEE
estimula a sintese do gene INOS, h4 um aumento nos processos antioxidantes.
Segundo Servato (2016), esse gene regula positivamente a sintese da enzima 6xido
nitrico sintase induzivel que participa de diversos processos inflamatorios, estando
entdo relacionado a resposta imunolégica e também a mecanismos de regulacdo
cardiovascular e neuroldgicos, pois atua no desenvolvimento de vasos sanguineos e
neurdnios e na regulagéo positiva do crescimento celular.

Portanto, pode-se alegar que o gene iINOS esta incluido entre os mediadores
intracelulares que induzem a expressao de moléculas reguladoras do crescimento
celular (SERVATO, 2016). Porém, a funcionalidade desse gene depende da sua
concentragdo, duragéo de exposi¢édo e sensibilidade intrinseca das células, assim ao
estimular positivamente o INOS, o PCEE age indiretamente na antioxidagdo e
proliferacéo celular.

Concomitantemente, Aboul-Enein, et al (2011) ao estudar outros tipos de
compostos isolados de P. cubeba, os CNCs, comprovou uma alta capacidade de
eliminagéo direta de radicais livres. Ao testar os CNCs de acordo com sua capacidade
em eliminar diferentes formas reativas de oxigénio como hidroxilas (OH), radicais
aniénicos superoxidos (O) e 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) — um radical livre
estavel; presentes em diferentes sistemas, pelos métodos de quimioluminescéncia,
ressonancia paramagnética eletrbnica (EPR) e 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido,
(DMPO).

Foi evidenciado por meio de reacdes de Fenton (ions Fe2+ provenientes do
reagente ferrozina) a inibicdo da formacgao de 5% a 57% dos radicais do tipo DMPO-
OH na concentracéo 1,25 mmol/ L. Do mesmo modo, os CNCs também demonstraram
alta atividade antirradical do tipo DPPH variando de 15% a 99% na concentragcéo de
5 mmol/L.

Desse modo, o estudo executado por Aboul-Enein, et al. (2011) corrobora com
a existéncia de compostos de P. cubeba isolados que possuem aptidao para executar
atividades cataliticas de conversdo de radicais superoxidos gerados em sistemas

potéssio/éter, tendo uma atuagdo analoga a enzima superoxido dismutase (SOD), a
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responsavel por converter radicais superoxidos em peroxidos de hidrogénio e

oxigénio, sendo crucial para evitar o estresse oxidativo celular excessivo.

6.4.Acao hepatoprotetora dos extratos PCEE de P. Cubeba

Outras funcionalidades dos extratos de P. cubeba também foram
comprovadas por outras pesquisas. Entre esses estudos, destaca-se o de Amol et al.
(2013), que ao avaliar os extratos aquosos e metandlicos dos frutos de P. cubeba
descobriu efeitos inibitorios contra o virus da hepatite C.

Especificamente, o extrato etandlico foi considerado eficiente na prevencao
de danos hepaticos induzidos pela droga tetracloreto de carbono (CCls) em ratos,
demonstrando que o tratamento com extrato de metanol e etandlico (PCEE) dose-
dependente impediu 0 aumento nos niveis séricos de enzimas hepaticas ocasionados
por essa droga.

Além disso, o extrato etandlico diminuiu expressivamente a peroxidacao
lipidica no tecido hepético, restaurando a acdo enzimética antioxidante de defesa NP
SHandCAT. Tais propriedades do PCEE sao atribuidas a sua capacidade de regular
negativamente citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral (TNF-a) e
a interleucina IL-6, e regulacdo positiva da expressao dos genes protetores iINOS e
HO-1 e de interleucina IL-10, capacidades ja descritas em estudos anteriores como
os estudos de ABOUL-ENEIN, A. et al. (2011); AMOL, et al. (2013); BODIWALA, et al.
(2007); CHOI, E. M. et al. (2013); GOODEN, M. G. et al. (2011); RODRIGUEZ (2007);
SERVATO, (2016); SILVA, et al. (2007); TONINI, G. (2009).

Concomitantemente, em outro estudo sobre essas mesmas propriedades
Tamadher (2013), por meio de histopatologia comprovou que o PCEE e a silimarina,
um farmaco usado como protetor hepatico, extraido do fruto da Silybum marianum e
comercializado na forma de extrato seco, sdo capazes de prevenir danos hepaticos
também induzidos por CCls nos hepatdécitos de ratos.

Enquanto o CCls alterou expressivamente os niveis de enzimas séricas e
proteinas totais, o PCEE atenuou tais niveis por meio de processos antioxidativos. As
laminas histolégicas das secfes do tecido hepatico tratados com extratos aquoso,
alcodlico, acetdnico e cloroférmio o PCEE, mostrou a auséncia de necrose tecidual e
infiltracdo de lipideos, além de cordBes hepéaticos normais, evidenciando as

propriedades hepatoprotetoras do PCEE.
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Desse modo, ambos os estudos corroboram entre si, comprovando que o
extrato de metanol e etandlico (PCEE) dos frutos da P. cubeba atuam
respectivamente, inibindo o virus da hepatite C, prevenindo danos nos hepatdcitos de
ratos ocasionados por drogas como o CCls e ciclofosfamida (CP), reduzindo os niveis
de enzimas séricas e proteinas totais e também diminui significativamente a
peroxidacao lipidica, aléem de reparar as funcdes enzimaticas antioxidantes que

previnem danos nos hepatdcitos.

6.5.Acdo anticancerigena dos extratos PCEE de P. cubeba

Gusson-Zanetoni, J, P. et. al (2022) descreve as lignanas cubebina,
dihidrocubebina, etilcubebina, metilcubebina e hinoquinina extraidas da P. cubeba
com diferengas estruturais somente em relagao ao anel de 4 membros (Figura 2). Na
cubebina este anel € um lactol, uma estrutura ciclica formado a partir da reacao de
um alcool com uma carbonila ou uma hidroxila, na hinoquinina esse anel é uma
lactona, um éster também ciclico formado a partir da condensacéo de um alcool a um
hidroxiacido sujeito a esterificacao.

J& na dihidrocubebina h4 uma ligacdo CH20H aos carbonos onde o anel se
conecta aos outros anéis da estrutura, enquanto que na metilcubebina e etilcubebina
o anel é um acetal, que sdo formados e conversiveis em aldeidos ou cetonas, tendo
o mesmo estado de oxidacdo no carbono central, mas com estabilidade quimica e
reatividade substancialmente diferente em comparacdo com 0s compostos
carbonilicos.

Portanto, tais diferencas estruturais e quimicas influenciam na taxa de
solubilidade, na maior ou menor rigidez molecular e no modo como esses compostos
interagem no meio extra e intracelular, acarretando em semelhancas ou diferencas
nas suas propriedades biol6gicas.

Desse modo, de acordo com Gusson-Zanetoni, et. al. (2022) é possivel dizer
que as lignanas isoladas (cubebina, dihidrocubebina, etilcubebina, podofilotoxina,
metilcubebina e hinoquinina) ndo mudaram a morfologia celular, mais atenuaram a
proliferacéo e migracao celular, sendo pouco citotoxico, mas com efeitos genotoxicos,
possivelmente pela atividade moduladora na expressao de genes e proteinas ligados
a processos inflamatérios. E possivel dizer também que as lignanas cubebina e

metilcubebina exercem maior acao antiproliferativa, anti-migratéria e genotoxica sobre


https://pt.wikipedia.org/wiki/Alde%C3%ADdo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cetona
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estado_de_oxida%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estabilidade_qu%C3%ADmica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Reatividade
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbonila

24
células tumorogénicas orais e de laringe, tendo potencial para o desenvolvimento de
novas terapias medicinais para esses tipos de tumores.

Figura 2. Férmulas quimicas das lignanas isoladas de frutos de P. cubeba: etilcubebina, metilcubina,

hinoquinina, cubebina e dihidrocubebina.
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6.6.Acao clastogénica do extrato de sementes de P. cubeba em sistema
celular in vivo

Concomitantemente, ao Junqueira et al. (2007) examinar os resultados sobre
as aneuploidias e clastogenicidade do extrato retirado das sementes de P. cubeba,

estados por ensaios com microndcleos e ensaio cometa, os dados obtidos entre
ambos os testes corroboraram parcialmente.
Na comparagéao do controle negativo com o extrato da semente de P. cubeba

houve um aumento do numero médio de eritrocitos policromaticos micronucleados e

de células da medula 6ssea coletadas apos 48hs e 72hs de tratamento, como
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esperado, esse resultado é semelhante ao de amostras tratadas com N nitroso-N-
etiluréia (ENU), um agente mutagénico amplamente conhecido.

Porém, mesmo que em comparacao com o controle negativo tenha havido um
aumento relevante no numero médio de eritrocitos policromaticos micronucleados, a
proporcao de eritrécitos policromaticos e de eritrocitos normocromaticos entre as
cobaias tratadas com N nitroso-N- etiluréia (ENU) e com extrato das sementes de P.
cubeba ndo mostrou diferencas estatisticas em relacdo ao controle negativo
(JUNQUEIRA et al., 2007).

Sendo assim, Junqueira et al. (2007) concluiu que 0s extratos das sementes
de P. cubeba nas condicbes descritas acima, ndo apresentaram propriedades
citotéxicas in vivo. Entretanto, quando administrados em altas doses, hd um aumento
significativo na média de células com danos ao DNA e aumento no numero de

micronucleos, indicando que os extratos possuem toxicidade genética moderada.

7. Objetivos

Os objetivos do presente estudo foram padronizar o Teste do Cometa para
linfécitos humanos cultivados e avaliar o potencial genotéxico de lignanas de Piper
cubeba por meio da quantificacdo de danos ao DNA realizada pelo Teste Cometa

neste tipo celular.

8. Materiais e métodos
8.1. Material Biolégico e compostos quimicos

Para a obtencao dos linfécitos humanos, foi coletada uma amostra de sangue
de um voluntario, com o devido termo de consentimento assinado. Essas células
foram expostas a varios grupos de tratamentos com diferentes lignanas: cubebina,
hinoquinina, dihidrocubebina e etilcubebina de Piper cubeba (todas diluidas em
DMSO), cedidas na forma concentrada pela Prof2 Dr2 Rosangela da Silva Laurentiz,
do Departamento de Fisico-Quimica da FEIS/UNESP e depois diluidas em laboratorio
(Anexo B).

Foram utilizados também dois tipos de controle positivo indutores de danos
ao DNA: a ciclofosfamida em duas concentracoes diferentes 50 pg/ml (CP1) e 100
png/ml (CP2) e o dimetilsulfoxido (DM), um solvente universal amplamente utilizado, na
concentracdo de 50 pug/ml. Todos os compostos foram testados por 4h, 24h, 48h e 72

horas na concentracdo de 50 pg/ml, exceto o controle positivo ciclofosfamida (CP1 e
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CP2), que foram testados somente no tempo de 72 horas, pois em estudo prévio
executado por BARBOZA (2018) o composto ndo demonstrou ser um controle positivo

efetivo, sendo necessério ajustar as dosagens e o tempo de coleta das amostras.

8.2.Bioensaio e Teste Cometa

O protocolo escolhido para avaliar esses danos foi 0 ensaio cometa, visto que
esse método € amplamente utilizado em diferentes modalidades de monitoramento de
danos celulares, sendo possivel mensurar danos no DNA a um nivel celular individual.

Além disso, € um método que apresenta simplicidade e facilidade de
execucao, permitindo uma boa medicdo de danos em células expostas a agentes
genotoxicos, os procedimentos e medidas utilizadas se encontram descritos nos
Anexos A, B e C.

Foram utilizados 8 tratamentos: um controle negativo (sem qualquer tipo de
tratamento-CN), um grupo controle do solvente dimetilsulfoxido (DM) - utilizado para
a diluicdo das lignanas, um controle positivo (CP), ciclofosfamida em duas
concentracOes diferentes (CP1 e CP2) e quatro tratamentos com 50 pg/ml de cada
uma das seguintes lignanas: cubebina (C), dihidrocubebina (D), etilcubebina (E) e
hinoquinina (H).

Cada tratamento foi avaliado em diferentes tempos de cultura: 4h, 24h, 48h e
72h, exceto os tratamentos CP, que foram avaliados somente no tempo de 72h. A
concentracéo de 50 pg/ml foi escolhida para todos 0s grupos experimentais, (exceto
o CP2), com base no trabalho “Investigacao da Proliferagcao Celular pelo Efeito das
Lignanas Extraidas da Piper cubeba no Cancer do Colo do Utero” (GUSSON-
ZANETONI et al., 2022)

Para a realizacdo das culturas celulares, foram coletados 20mL de sangue
periférico de um doador voluntario. A coleta foi realizada com seringa estéril
descartavel, por profissional qualificado. As culturas de linfocitos foram desenvolvidas
por 72 horas, segundo a técnica de Moorhead et al. (1960), com modificacdes, de
acordo com protocolo utilizado pelo Laboratério de Genética da Faculdade de
Medicina de S&o José do Rio Preto - FAMERP.

Para cada um dos tempos de tratamento (4h, 24h, 48h e 72 horas) de cada
um dos grupos experimentais, foi preparado um frasco de cultura, no qual foram

adicionados 3mL de meio de cultura RPMI 1640, suplementado com 20% de soro fetal
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bovino, antibiotico (penicilina) (100U/ml) e fito-hemaglutinina (PHA-Gibco 0,2mL/5ml
de meio).

Decorrido o tempo de cultura, o conteddo de cada frasco foi transferido para
um tubo de ensaio e submetido a centrifugacdo de 900 rpm por 5 minutos. Apés a
centrifugacéo, o sobrenadante foi aspirado com o auxilio de bomba a vacuo e as
células foram delicadamente ressuspendidas antes de serem utilizadas para o Teste
do Cometa, os procedimentos dessas etapas do ensaio estdo descritos nos Anexos
CeD.

O potencial genotéxico de lignanas de Piper cubeba, foi avaliado por meio da
qguantificacdo de danos do DNA realizada através do Teste do Cometa nos grupos
experimentais. Foram utilizadas laminas de extremidades foscas mergulhadas em
uma mistura de PBS (Phosphate Buffer Solution) e agarose de ponto de fusao normal
(Normal Melting Agarose - NMP) para que ficasse uma fina pelicula do composto
sobre a lamina. Com a amostra celular, foi misturada agarose de baixo ponto de fuséo
(Low Melting Temperature Agarose - LMP).

Apbs esse procedimento, a etapa de lise foi aplicada para que as membranas
das células fossem rompidas e, na sequéncia, realizou-se a eletroforese. Em seguida,
foi executado o processo de neutralizacdo das laminas e a fixacdo com alcool etilico
100% (Anexos A e B).

8.3.Controle das variagdes no ensaio cometa

O Teste do Cometa (Single Cell Gel Assay), é utilizado em estudos de
citogenética e, por meio dessa técnica, € possivel quantificar as lesdes e detectar os
efeitos do reparo no DNA de células em nivel individual. Assim, o teste é de grande
relevancia pelo seu potencial em resultados e em informagdes sobre os efeitos
genotoxicos (GONTIJO, A, M, M, C. et. al.,2013).

A variabilidade nos resultados obtidos pelo ensaio cometa é uma questao
crucial, quer seja em experimentos diferentes que utilizem essa técnica, quer seja em
experimentos semelhantes dentro do mesmo laboratorio ou entre laboratérios
diferentes.

De acordo com Collins et.al. (2014) as etapas criticas, com maior indice de
variacdo durante a execucdo do ensaio cometa sao: determinacdo da concentracéo
de agarose, tempo de incubacédo alcalina e as condicbes durante o processo de

eletroforese (tempo, temperatura e gradiente de tensao).
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Entretanto, mesmo controlando essas etapas, pode persistir niveis diferentes
de variacbes experimentais, obtidas no mesmo laboratério ao longo de muitos
experimentos, em experimentos com as mesmas amostras e em laboratorios
diferentes, com resultados obtidos por pessoas diferentes com o mesmo tipo de
amostra (variagdes intraindividuais), entre amostras diferentes e entre amostras iguais
(ERSSON et. al., 2011).

Assim, para diminuir drasticamente as fontes e etapas criticas que ocasionam
variacdes nos resultados interlaboratoriais, intralaboratoriais, interindividuais,
intraindividuais e as variacOes residuais, foi estritamente importante padronizar e
normalizar o protocolo cometa, pois, variagdes pequenas sao inevitaveis, sendo
abarcadas no que chamamos coeficiente de variacéo (CV), sendo plausivel utilizar os
padroes de referéncia para melhorar a precisdo dos resultados amostrais
(FORCHHAMMER, L et al., 2010).

Afim de minimizar tais variacdes, foi incluido no experimento grupos padrées
de referéncia de um unico lote, ou seja, laminas que possuem células com uma
guantidade de danos no DNA previamente conhecidos, sendo denominadas controles
positivos (CP) e laminas cuja as células ndo foram tratadas, denominadas assim de
controle negativo (CN).

No caso desse experimento, foi utilizado dois controles positivos diferentes, a
ciclofosfamida (CP) em duas concentraces (CP1) e (CP2) e o dimetilsulféxido (DM),
um solvente amplamente utilizado, afim de descobrir se tal substancia poderia
acarretar em danos mutagénicos e como controle negativo (CN), foi utilizado linfocitos
sem nenhum tipo de tratamento.

Os padrdes de referéncia sdo de extrema importancia, especialmente em
experimentos de longos periodos, como por exemplo, em analises de uma grande
guantidade de amostras de linfocitos, em um ensaio de biomonitoramento humano ou
em experimentos repetitivos, auxiliando na correcdo de resultados muito anémalos
durante o processamento amostral, principalmente quando o nimero de amostras for
muito elevado e o experimento prolongado, dando maior confiabilidade e solidez ao
estudo (AZQUETA et. al., 2013).

8.4.Analise microscopica e estatistica dos resultados
As laminas, depois de fixadas, foram coradas com uma solucdo de Gel Red

diluida 10.000x em NaCl 1M e &gua destilada, depois foram estudadas em
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microscopio de fluorescéncia em aumento de 400x. Foram analisadas 2.000 células
por grupo experimental.

Os nucleos celulares foram classificados em uma classe de dano que é
determinada de acordo com a intensidade e tamanho da cauda do cometa (Figura 3)
(KOBAYASHI, 1995).

Classe 0 — sem danos aparente;

Classe 1 — cauda curta, menor que o didametro do nudcleo;

Classe 2 — comprimento da cauda correspondendo a uma ou duas vezes o
didmetro do nucleo;

Classe 3 — comprimento da cauda maior que o dobro do diametro do nucleo.

A estatistica dos dados foi baseada no teste de Shapiro-Wilk e analise de
variancia (teste F) onde resultados com p < 0,05 foram considerados significativos.

O indice total de danos (ID total) foi calculado pela formula abaixo, onde n

refere- se ao numero de células de cada classe de danos:

IDrorar=0 %X (n Classe 0) + 1 x (n Classe 1) + 2 x (n Classe 2) + 3 x (n Classe 3).

Figura 3. Classe de danos celulares
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|_| ey 0 1

- »

Classe 3

- -

Fonte: dados do proprio autor
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8.5.Premissas para o0 uso dos testes estatisticos adequados

Para avaliar estatisticamente esses grupos com variaveis independentes que
possuem uma relacao variavel dependente de ordem continua, o teste estatistico
Kruskal — Waliis, também conhecido como andlise de variancia unilateral do tipo ndo
paramétrico, juntamente com o teste ANOVA two way bidirecional com medidas
repetidas foram os mais adequados.

Para realizar uma avaliacdo estatistica correta usando o teste Kruskal —
Wallis, algumas premissas foram seguidas, elas sdo: a variavel dependente precisa
ser analisada em niveis continuos, especificamente em intervalos de tempo de 4h,
24h, 48h e 72h, a variavel independente € composta por oito grupos distintos (CN,
DM, CP1, CP2, C, D, E e H) categorizados em score de dano celular alto, médio e
baixo, atendendo a exigéncia de ter duas ou mais categorias independentes.

Garantiu-se a independéncia nas observacdes, com andlises independentes
asseguradas pela codificacdo das laminas, teste cego e pela presenca de substancias
diferentes em cada grupo, embora essa premissa seja mais relacionada ao desenho
do estudo, ela foi rigorosamente mantida para garantir a integridade dos resultados.

A interpretacdo correta dos resultados estatisticos também é necessaria,
determinando se as distribuicbes em cada grupo tinham a mesma forma e
variabilidade, se as distribuicdes eram iguais e se as medianas da variavel dependente
podiam ser comparadas entre 0s grupos, porém se as distribui¢cdes fossem diferentes,
apenas as classificacfes das médias poderiam ser comparadas.

Entretanto, ao realizar o teste Kruskal-Wallis € necessario ter em mente que
nao é possivel especificar qual ou quais grupos e suas variaveis independentes
possuem diferencas estatisticas significativas, sendo apenas possivel aferir se existe
no minimo dois grupos estatisticamente diferentes.

Porém, pode haver um numero superior a isso, assim, para determinar
guantos e quais grupos poderiam ser estatisticamente distintos, foi necessario
executar outro teste estatistico e de acordo com a natureza dos dados dessa pesquisa
o melhor teste designado foi o ANOVA two — way bidirecional com medidas repetidas
executado no programa GraphPad Prism10.

Para Ribeiro, L. (2020) o ANOVA two — way bidirecional com medidas
repetidas é uma técnica estatistica que avalia o impacto de duas variaveis
independentes (fatores) em uma variavel dependente continua, onde uma delas é

temporal e a outra categérica, onde o principal objetivo é compreender como cada
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variavel independente ou fatores afetam as variaveis dependentes e se existe ou ndo
interacdo entre elas, tal interacdo ocorrera quando o efeito de um fator variar de
acordo com os niveis da outra variavel.

Esse teste também verifica se existe variabilidade entre os sujeitos da
amostra e se isso afeta nos resultados, buscando evidéncias de que os fatores
influenciam as variaveis dependentes, levando em conta as interacdes e a influéncia
da variabilidade entre os sujeitos. A hipétese nula assume que essas influéncias nao
existem, jA& a hipétese principal considera que pelo menos uma delas influencia
significativamente as variaveis dependentes.

Para Ribeiro, L. (2020) se o valor de F for significativamente diferente do valor
previsto no intervalo de confiancga, no caso desse estudo é de 95%, indica que hd uma
influéncia do fator nas varidveis dependentes em pelo menos um grupo de dados, o
contrario também é valido.

Entrementes, para tais comprovacdoes, € necessario que algumas
consideracdes sejam respeitadas, elas sdo: o nimero de grupos deve ser quatro ou
mais; os fatores envolvidos devem ser dois, sendo um deles sempre temporal; o
namero de amostras deve ser duas ou mais; e cada amostra deve ser medida pelo
menos duas vezes em momentos diferentes.

Desse modo, as analises estatisticas aplicadas possibilitaram avaliar
guantitativamente a relacdo entre o resultado do experimento e a distribuicdo
esperada para o fenbmeno e testar se 0 conjunto de amostras tinha origem na mesma
distribuicdo, avaliando a hipétese nula de que todas as populacdes possuiam funcdes
de distribuicdo iguais contra a hipotese principal de que ao menos duas das
populacées possuiam fungdes de distribuicdo diferentes avaliadas pelo teste Kruskal-
Wallis ndo paramétrico, apéndice A.

9. Resultados
9.1.Analise da variacao no indice de danos celulares
Foi analisada a variacdo no indice de danos celulares (ID) em cada grupo
experimental nos tempos de 4h, 24h, 48h, 72h de cultura celular (Figura 4) e para o
grupo ciclofosfamida (CP) nas duas concentragbes CP1 e CP2 foi analisada a

variacdo no indice de danos celulares (ID) somente no tempo de 72h.
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Figura 4. indice de danos nos linfocitos dos grupos experimentais CN, DM, C, D, E e H em diferentes
tempos de tratamento (4h, 24h, 48h, 72h)
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Também foram comparados os indices de danos celulares dos grupos
experimentais dentro de cada tempo de tratamento (Figura 5), apéndice C, e nao
foram encontradas diferencas significativas (P<0,05) entre os grupos considerando
cada tempo de cultura utilizado.

Figura 5. indices de danos celulares (ID) dos grupos experimentais nos tempos de cultura de 4h, 24h,
48h e 72h
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Fontes: dados do préprio autor

10.DISCUSSAO

Neste estudo, foram considerados oito tratamentos avaliados em diferentes
tempos: 4h, 24h, 48h e 72h. O teste cometa permitiu avaliar se existiam ou nédo
diferencas estatisticas entre os intervalos dentro de um mesmo tratamento e entre
tratamentos distintos.

De modo geral, a figura demonstra que neste estudo o erro padrédo, métrica
fundamental para avaliar a precisdo da média dos tratamentos e determinar se ela
representa adequadamente a média real da populacdo, de todos os tratamentos é
considerado muito alto em relacdo a média amostral. Isso indica que ha uma elevada
variacado das médias amostrais em relacdo a média populacional, resultando em uma
disperséo significativa dos dados o que, de certa forma, justificaria as auséncias de

diferencas significativas entre os tratamentos e tempos.
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Esse alto nivel de variabilidade pode ser atribuido a alguns cenarios, tais
como: um problema na representatividade das amostras, uma alta variabilidade
intrinseca das células ou distribuicdo ndo normal dos dados. Essas informacdes
destacam a importancia de considerar as especificidades dessas amostras ao
interpretar os resultados estatisticos desse estudo, essas especificidades estao
relacionadas ao tipo celular avaliado, a escolha do agente mutagénico, as
especificidades das proprias lignanas e também as limitacdes do préprio método de
avaliacéo.

Os linfocitos ndo atuam de modo isolado, eles possuem acdes
autorreguladoras e codependentes dentro e fora do meio celular. Sendo assim,
mesmo que esse estudo avalie esse tipo celular de maneira global, quando coletado
vérios tipos diferentes de linfécitos em diferentes fases de desenvolvimento que
estavam presentes no sangue periférico do doador, cada tipo especifico de linfocito
reage de maneira propria na presenca dos compostos quimicos usados, isso pode ter
modulado os resultados.

Concomitantemente, esse tipo celular possui uma caracteristica diferencial, a
capacidade de reparacao celular diante de danos induzidos ao seu DNA, dependendo
obviamente do tipo de mutacao labil e alcalis que os afetam. Todavia, mesmo essa
capacidade sendo minima em células ndo estimuladas, € uma caracteristica muito
relevante para compreender o0s resultados dessa pesquisa, pois o0s dados
demonstram baixos niveis de danos celular, podendo ser ou ndo reflexo desse
mecanismo de reparo.

Ao mesmo tempo, 0S compostos que essa pesquisa avalia sdo metabdlitos
secundarios de origem vegetal, com uma gama funcional variada nas plantas que os
sintetizam, tais como defesa e regulacéo fisiologica e suas fungdes estéo intimamente
correlacionadas ao: nivel de oxidacao, propriedade dos seus anéis aromaticos e sua
estereoquimica. As lignanas cubebina, dihidrocubebina, etilcubebina, metilcubebina e
hinoquinina possuem diferengas estruturais somente em relagcdo ao anel de 4
membros, sendo estruturas isoméricas.

Todavia, mesmo que essas diferencas parecam sutis, elas fazem com que
esses compostos tenham propriedades funcionais especificas, isso faz com que elas
interajam de maneira prépria no meio de cultura, sendo assim, sua solubilidade, acidez

e rigidez molecular se alteram de acordo com suas caracteristicas particulares e isso
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ocasiona em semelhancas ou diferencas em suas propriedades e funcdes biolégicas
nas ceélulas linfocitarias.

Sendo assim, € possivel entender que, mesmo ndo sendo evidenciado um
dano ou reparo celular por meio da avaliacdo do ensaio cometa, ndo é prudente dizer
gue nao houve interacdo mutagénica entre os linfécitos e as lignanas, visto que, em
outros estudos realizados por ABOUL-ENEIN, et al. (2011), AMOL, et al. (2013);
BAUSINGER et. al. (2015); BODIWALA, et al. (2007); CEDERBAUM, I. (2015); CHOI
E, M. HWANG J, K. (2013); GOODEN, M.; G., LEFFERS, N. et al. (2011); GUSSON-
ZANETONI, J, P. et. al. (2022); JUNQUEIRA et al. (2007); MAGALHAES, et al. (2012);
RODRIGUES, P. M. A. (2007); SASTROAMIDJOJO, S. (1997); SERVATO, J. P. S.
(2016); SILVA, et al. (2007); TAMADHER M, K. et al. (2013); TONINI, G. (2009); YIN,
S. et al. (2013) corroboram que h& uma atenuac¢éo na proliferacéo e migracéo celular
desses compostos avaliados por outros métodos diferentes desse estudo.

N&o obstante, € crivel analisar o préprio método utilizado para avaliacao de
danos; mesmo tendo suas etapas criticas controladas, pode haver niveis diferentes
de variacOes experimentais, obtidas no mesmo laboratério ao longo de muitos
experimentos, em experimentos com as mesmas amostras em laboratérios diferentes,
em experimentos executados por pessoas diferentes com o mesmo tipo de amostra,
entre amostras diferentes e entre amostras iguais.

De tal modo, procura-se atenuar tais variagdes, incluindo grupos de padrdes
de referéncia que possuem células com uma quantidade de danos no DNA
previamente conhecidos, o CN e CP.

Entretanto, a existéncia de pequenas variacdes é esperado, denominadas
coeficiente de variacdo, sendo pequenas variacdes residuais inevitaveis, sendo crivel
que tais variagbes possam ter colaborado para os resultados da pesquisa, visto que
esse coeficiente é observado em diversos estudos intra e inter laboratorial que utilizam
o teste do cometa, ja a padronizacdo plena do protocolo € extremamente
problematica, devido ao acesso dos pesquisadores aos diversos tipos de insumos e
também a natureza das diferentes células analisadas nas pesquisas que se valem
desse método.

Quanto ao controle positivo utilizado, era esperado que a ciclofosfamida, um
agente mutagénico conhecido, resultasse em altos indices de danos celulares. No
entanto, os resultados ndo mostraram um impacto substancial nas células linfocitarias.

Embora a ciclofosfamida tenha a capacidade de interagir com as células do sistema
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imunologico e desencadear processos inflamatorios, o que pode levar a mutacdes
devido a formacao de metabdlitos citotdxicos, é possivel que as doses aplicadas nas
amostras nao tenham sido suficientes para causar as mutacgdes ou as células podem
ter sofrido apoptose.

Entretanto, nesse trabalho n&o foi avaliado possiveis danos apoptoticos as
células, levando em conta danos até a classe 3, seguindo os critérios de Kobayashi,
(1995), assim, algumas indagacdes séo pertinentes.

A primeira é que o método de avaliacao néo foi efetivo na deteccéo de danos,
por ndo contabilizar as células apoptoéticas. Outro possivel motivo dos resultados
obtidos esta no fato da falta de repeticdo experimental, afim de averiguar por exemplo
se a ineficiéncia do controle positivo, que era inesperada, se limita a somente esse
experimento ou se ele € realmente um controle inadequado.

Por fim, se o uso dobrado da concentracdo da ciclofosfamida a 100 ug/ ml,
pode ter sido muito citotdxico e levou a morte das células por apoptose e o método
nao detectou tais danos, sendo assim, seria vantajoso adicionar ao experimento um
grupo controle com concentragao intermediaria, de 75 pug/ml.

Todavia, quando comparamos 0s resultados entre os dois grupos controle
positivo CP1 e CP2 no tempo de 72 horas, € possivel observar uma variancia
significativa no erro padrdo, onde o tratamento com o dobro de concentracdo
apresenta um intervalo muito amplo no indice de danos, mesmo que a média padrao
de danos seja semelhante ao controle positivo de concentragdo menor, isso pode
significar que entre esses dois tratamentos houve diferencga, porém, néo significativa
estatisticamente usando esse método de avaliacao.

Porém, todo esse conjunto de informac¢®es ndo invalida os resultados obtidos
pelo estudo, mesmo que os tratamentos ndo se diferenciem estatisticamente ao longo
dos tempos de 4h, 24h, 48h e 72h, ha um resultado positivo ao se constatar que
nenhuma lignana apresenta potencial genotoxico para esse tipo celular especifico,
avaliado pelo ensaio cometa, visto que esses compostos sdo amplamente utilizados

na medicina popular.

11.Conclusdes
Em suma, os testes estatisticos usados ndo demonstraram diferengas no
indice de danos entre os diferentes tempos de cultura dentro de cada grupo

experimental e entre cada um deles. Os dados obtidos evidenciaram que as lignanas
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testadas ndo apresentaram qualquer influéncia genotoxica nas células de linfocitos
cultivadas em nenhum dos tempos coletados, porém, como discorrido na discussao,
o trabalho apresentou algumas dificuldades ao longo de sua execucéo.

Tais resultados podem indicar que essas substancias, presentes nas plantas
do género Piper podem ser potencialmente usadas em tratamentos médicos de modo
geral, pois, a principio, ndo causaram danos ao DNA as células ou os dados obtidos
nao refletem a realidade, devido as dificuldades experimentais descritas
anteriormente.

Além disso, outra descoberta importante foi que o solvente organico
dimetilsulféxido (DM) ndo demonstrou nenhuma influéncia genotoxica nas células de
linfécitos cultivadas e avaliadas pelo Teste do Cometa, tal informacéo € crucial, pois
o solvente é frequentemente utilizado em experimentos que envolvem substancias
bioativas.

Contudo, os dados obtidos fornecem insights valiosos para o desenvolvimento
de futuros tratamentos, abrindo o caminho para futuras investigagdes sobre os efeitos
positivos e a seguranca da utilizacdo das lignanas provenientes da Piper cubeba.
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Table Analyzed

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)?
Number of groups
Kruskal-Wallis statistic

Data summary

Number of treatments (columns)
Number of values (total)

Number of families

Number of comparisons per family
Alpha

Dunn's multiple comparisons test
4 horas vs. 24 horas

4 horas vs. 48 horas

4 horas vs. 72 horas

24 horas vs. 48 horas

24 horas vs. 72 horas

48 horas vs. 72 horas

Test details

4 horas vs. 24 horas

4 horas vs. 48 horas

4 horas vs. 72 horas

24 horas vs. 48 horas

24 horas vs. 72 horas

48 horas vs. 72 horas

Apéndice A — Testes Kruskal-Wallis

Controle Negativo (CN)

0,6982
Approximate
ns
No
4
1,431
4
20
1
6
0,05
Mean rank diff, Significant?
3,200 No
3,800 No
3,800 No
0,6000 No
0,6000 No
0,000 No
Mean rank 1 Mean rank 2
13,20 10,00
13,20 9,400
13,20 9,400
10,00 9,400
10,00 9,400
9,400 9,400

Summary
ns
ns
ns
ns
ns
ns

Mean rank diff,
3,200

3,800

3,800

0,6000

0,6000

0,000

Adjusted P Value
>0,9999
>0,9999
>0,9999
>0,9999
>0,9999
>0,9999

nl
5

g1 o1 o1 o1 ol

A-B

A-D
B-C
B-D
C-D

o1 o1 o1 o1 Ol

0,8578
1,019
1,019

0,1608

0,1608
0,000



Table Analyzed

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)?
Number of groups
Kruskal-Wallis statistic

Data summary

Number of treatments (columns)
Number of values (total)

Number of families

Number of comparisons per family
Alpha

Dunn's multiple comparisons test
4 horas vs. 24 horas

4 horas vs. 48 horas

4 horas vs. 72 horas

24 horas vs. 48 horas

24 horas vs. 72 horas

48 horas vs. 72 horas

Test details

4 horas vs. 24 horas

4 horas vs. 48 horas

4 horas vs. 72 horas

24 horas vs. 48 horas

24 horas vs. 72 horas

48 horas vs. 72 horas

Dimetilsulféxido (DM)

0,0631
Approximate
ns
No
4
7,295
4
20
1
6
0,05
Mean rank diff, Significant?
-4,200 No
2,800 No
5,400 No
7,000 No
9,600 No
2,600 No
Mean rank 1 Mean rank 2
11,50 15,70
11,50 8,700
11,50 6,100
15,70 8,700
15,70 6,100
8,700 6,100

Summary
ns
ns
ns
ns
ns
ns

Mean rank diff,
-4,200
2,800
5,400
7,000
9,600
2,600

Adjusted P Value
>0,9999
>0,9999

0,8837
0,3618
0,0599
>0,9999
nl

5

o1 o1 o1 01 Ol

1,127
0,7514
1,449
1,879
2,576
0,6978



Table Analyzed

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)?

Number of groups
Kruskal-Wallis statistic

Data summary

Number of treatments (columns)
Number of values (total)

Number of families

Number of comparisons per family
Alpha

Dunn's multiple comparisons test
4 horas vs. 24 horas

4 horas vs. 48 horas

4 horas vs. 72 horas

24 horas vs. 48 horas

24 horas vs. 72 horas

48 horas vs. 72 horas

Test details

4 horas vs. 24 horas

4 horas vs. 48 horas

4 horas vs. 72 horas

24 horas vs. 48 horas

24 horas vs. 72 horas

48 horas vs. 72 horas

Cubebina (C)

0,1253
Approximate
ns

No

4

5,734

4
20

1

6

0,05

Mean rank diff,
-6,600
-4,500
-8,500
2,100
-1,900
-4,000
Mean rank 1
5,600

5,600

5,600

12,20

12,20

10,10

Significant?
No

No

No

No

No

No

Mean rank 2
12,20

10,10
14,10
10,10
14,10
14,10

Summary
ns
ns
ns
ns
ns
ns

Mean rank diff,
-6,600
-4,500
-8,500
2,100
-1,900
-4,000

Adjusted P Value
0,4638

>0,9999

0,1374

>0,9999

>0,9999

>0,9999

nl

5

o1 o1 o1 01 Ol

1,767
1,204
2,275
0,5621
0,5086
1,071



Table Analyzed

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)?
Number of groups
Kruskal-Wallis statistic

Data summary

Number of treatments (columns)
Number of values (total)

Number of families

Number of comparisons per family
Alpha

Dunn's multiple comparisons test
4 horas vs. 24 horas

4 horas vs. 48 horas

4 horas vs. 72 horas

24 horas vs. 48 horas

24 horas vs. 72 horas

48 horas vs. 72 horas

Test details

4 horas vs. 24 horas

4 horas vs. 48 horas

4 horas vs. 72 horas

24 horas vs. 48 horas

24 horas vs. 72 horas

48 horas vs. 72 horas

Dihidrocubebina (D)

0,1715
Approximate
ns

No

4

5,004

4
20

1

6

0,05

Mean rank diff,
3,000

4,100
-3,500
1,100
-6,500
-7,600
Mean rank 1
11,40

11,40

11,40

8,400

8,400

7,300

Significant?
No

No

No

No

No

No

Mean rank 2
8,400
7,300

14,90

7,300

14,90

14,90

Summary
ns
ns
ns
ns
ns
ns

Mean rank diff,
3,000
4,100
-3,500
1,100
-6,500
-7,600

Adjusted P Value
>0,9999
>0,9999
>0,9999
>0,9999

0,4886
0,2497
nl

5

o1 o1 o1 01 Ol

0,8042
1,099
0,9382
0,2949
1,742
2,037



Table Analyzed

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)?

Number of groups
Kruskal-Wallis statistic

Data summary

Number of treatments (columns)
Number of values (total)

Number of families

Number of comparisons per family
Alpha

Dunn's multiple comparisons test
4 horas vs. 24 horas

4 horas vs. 48 horas

4 horas vs. 72 horas

24 horas vs. 48 horas

24 horas vs. 72 horas

48 horas vs. 72 horas

Test details

4 horas vs. 24 horas

4 horas vs. 48 horas

4 horas vs. 72 horas

24 horas vs. 48 horas

24 horas vs. 72 horas

48 horas vs. 72 horas

Etilcubebina (E)

0,3733
Approximate
ns

No

4

3,121

4
20

1

6

0,05

Mean rank diff,
-6,200
-2,400
-4,600
3,800

1,600
-2,200
Mean rank 1
7,200

7,200

7,200

13,40

13,40

9,600

Significant?
No

No

No

No

No

No

Mean rank 2
13,40
9,600
11,80
9,600
11,80

11,80

Summary
ns
ns
ns
ns
ns
ns

Mean rank diff,
-6,200
-2,400
-4,600
3,800
1,600
-2,200

Adjusted P Value
0,5828

>0,9999

>0,9999

>0,9999

>0,9999

>0,9999

nl

5

o1 o1 o1 01 Ol

1,659
0,6422
1,231
1,017
0,4281
0,5886



Table Analyzed

Kruskal-Wallis test

P value

Exact or approximate P value?
P value summary

Do the medians vary signif. (P < 0.05)?

Number of groups
Kruskal-Wallis statistic

Data summary

Number of treatments (columns)
Number of values (total)

Number of families

Number of comparisons per family
Alpha

Dunn's multiple comparisons test
4 horas vs. 24 horas

4 horas vs. 48 horas

4 horas vs. 72 horas

24 horas vs. 48 horas

24 horas vs. 72 horas

48 horas vs. 72 horas

Test details

4 horas vs. 24 horas

4 horas vs. 48 horas

4 horas vs. 72 horas

24 horas vs. 48 horas

24 horas vs. 72 horas

48 horas vs. 72 horas

Hinoquinina (H)

0,2910
Approximate
ns

No

4

3,740

4
20

1

6

0,05

Mean rank diff,
-4,000
-3,600
-7,200
0,4000
-3,200
-3,600
Mean rank 1
6,800

6,800

6,800

10,80

10,80

10,40

Significant?
No

No

No

No

No

No

Mean rank 2
10,80

10,40

14,00

10,40

14,00

14,00

Summary
ns
ns
ns
ns
ns
ns

Mean rank diff,
-4,000
-3,600
-7,200
0,4000
-3,200
-3,600

Adjusted P Value
>0,9999
>0,9999

0,3221
>0,9999
>0,9999
>0,9999

nl
5

o1 o1 o1 01 Ol

1,072
0,9647
1,929
0,1072
0,8575
0,9647



Table Analyzed

Two-way RM ANOVA
Assume sphericity?

Alpha

Source of Variation

Tempo x Liginanas

Tempo

Liginanas

Subject

ANOVA table

Tempo x Liginanas

Tempo

Liginanas

Subject

Residual

Data summary

Number of columns (Liginanas)
Number of rows (Tempo)
Number of subjects (Subject)
Number of missing values

Apéndice B — Teste ANOVA

Liginanas
Matching: Stacked
No

0,05

% of total variation
16,01

4,837

5,637

13,82

SS

13366

4038

4705

11539

49829

P value
0,2326
0,1342
0,1219
0,8405
DF

15

3

5

24

72

P value summary
ns
ns
ns
ns

MS
891,1
1346
941,1
480,8
692,1

Significant?

No

No

No

No

F (DFn, DFd)

F (15, 72) = 1,288

F (2,817, 67,60) = 1,945
F (5, 24) = 1,957

F (24, 72) = 0,6947

Geisser-Greenhouse's epsilon

0,9388

P value
P=0,2326
P=0,1342
P=0,1219
P=0,8405



Apéndice C - Diferentes tempos de cultura dos grupos experimentais

Within each column, compare
rows (simple effects within

columns)

Number of families 6

Number of comparisons per

family 6

Alpha 0,05

Tukey's multiple comparisons

test Mean Diff, 95,00% CI of diff, Below threshold? Summary Adjusted P Value
Controle Negativo (CN)

4 horas vs. 24 horas 12,40 -89,77 to 114,6 No ns 0,9563
4 horas vs. 48 horas 16,00 -24,05 to 56,05 No ns 0,4580
4 horas vs. 72 horas 16,60 -29,14 t0 62,34 No ns 0,5235
24 horas vs. 48 horas 3,600 -84,98 t0 92,18 No ns 0,9981
24 horas vs. 72 horas 4,200 -91,85to 100,3 No ns 0,9977
48 horas vs. 72 horas 0,6000 -38,29 to 39,49 No ns 0,9999
Dimetilsulféxido (DM)

4 horas vs. 24 horas -11,00 -53,31t0 31,31 No ns 0,7295
4 horas vs. 48 horas 13,60 -27,63 to 54,83 No ns 0,5871
4 horas vs. 72 horas 20,80 8,095 to 33,50 Yes *k 0,0091
24 horas vs. 48 horas 24,60 -50,76 to 99,96 No ns 0,5939
24 horas vs. 72 horas 31,80 -5,162 to 68,76 No ns 0,0798
48 horas vs. 72 horas 7,200 -43,47 to 57,87 No ns 0,9336
Cubebina (C)

4 horas vs. 24 horas -34,20 -107,0 to 38,65 No ns 0,3506
4 horas vs. 48 horas -23,00 -80,18 to 34,18 No ns 0,4534
4 horas vs. 72 horas -42,80 -115,8 to0 30,21 No ns 0,2217
24 horas vs. 48 horas 11,20 -33,31t0 55,71 No ns 0,7465
24 horas vs. 72 horas -8,600 -99,51 t0 82,31 No ns 0,9781
48 horas vs. 72 horas -19,80 -84,40 to 44,80 No ns 0,6342
Dihidrocubebina (D)

4 horas vs. 24 horas 13,60 -49,22 t0 76,42 No ns 0,8155
4 horas vs. 48 horas 18,80 -56,17 to0 93,77 No ns 0,7483

4 horas vs. 72 horas -16,60 -63,11t0 29,91 No ns 0,5348



24 horas vs. 48 horas 5,200

24 horas vs. 72 horas -30,20
48 horas vs. 72 horas -35,40
Etilcubebina (E)

4 horas vs. 24 horas -27,20
4 horas vs. 48 horas -12,60
4 horas vs. 72 horas -21,20
24 horas vs. 48 horas 14,60
24 horas vs. 72 horas 6,000
48 horas vs. 72 horas -8,600
Hinoquinina (H)

4 horas vs. 24 horas -16,20
4 horas vs. 48 horas -11,60
4 horas vs. 72 horas -31,20
24 horas vs. 48 horas 4,600
24 horas vs. 72 horas -15,00
48 horas vs. 72 horas -19,60
Test details Mean 1
Controle Negativo (CN)

4 horas vs. 24 horas 70,60
4 horas vs. 48 horas 70,60
4 horas vs. 72 horas 70,60
24 horas vs. 48 horas 58,20
24 horas vs. 72 horas 58,20
48 horas vs. 72 horas 54,60
Dimetilsulféxido (DM)

4 horas vs. 24 horas 60,00
4 horas vs. 48 horas 60,00
4 horas vs. 72 horas 60,00
24 horas vs. 48 horas 71,00
24 horas vs. 72 horas 71,00
48 horas vs. 72 horas 46,40
Cubebina (C)

4 horas vs. 24 horas 45,20
4 horas vs. 48 horas 45,20

4 horas vs. 72 horas 45,20

-39,72 t0 50,12
-65,11 t0 4,710
-98,71 t0 27,91

-106,3 to 51,90
-108,2 to 82,96
-108,0 to 65,63
-63,46 to 92,66
-67,31to 79,31
-100,3 to 83,14

-77,57 to 45,17
-64,17 to 40,97
-101,2 to 38,76
-32,75t0 41,95
-104,5to 74,53
-110,3to 71,09

Mean 2

58,20
54,60
54,00
54,60
54,00
54,00

71,00
46,40
39,20
46,40
39,20
39,20

79,40
68,20
88,00

No
No
No

No
No
No
No
No
No

No
No
No
No
No
No

Mean Diff,

12,40
16,00
16,60
3,600
4,200
0,6000

-11,00
13,60
20,80
24,60
31,80
7,200

-34,20
-23,00
-42,80

ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns

SE of diff,

25,10
9,839
11,24
21,76
23,60
9,553

10,39
10,13
3,121
18,51
9,080
12,45

17,90
14,05
17,93

0,9616
0,0785
0,2465

0,5597
0,9455
0,7616
0,8680
0,9855
0,9786

0,7214
0,8076
0,3840
0,9546
0,8990
0,8161

N1

ol o1 o1 o1 o1 Ol

o1 o1 o1 0101 Ol

[620Ney}

N2

ol o1 o1 o1 o1 Ol

o1 o1 o1 0101 Ol

[620Ney}

q

0,6987
2,300
2,089

0,2340

0,2517

0,08882

1,497
1,899
9,425
1,879
4,953
0,8180

2,703
2,316
3,375

DF

4,000
4,000
4,000
4,000
4,000
4,000

4,000
4,000
4,000
4,000
4,000
4,000

4,000
4,000
4,000



24 horas vs. 48 horas
24 horas vs. 72 horas
48 horas vs. 72 horas
Dihidrocubebina (D)
4 horas vs. 24 horas
4 horas vs. 48 horas
4 horas vs. 72 horas
24 horas vs. 48 horas
24 horas vs. 72 horas
48 horas vs. 72 horas
Etilcubebina (E)

4 horas vs. 24 horas
4 horas vs. 48 horas
4 horas vs. 72 horas
24 horas vs. 48 horas
24 horas vs. 72 horas
48 horas vs. 72 horas
Hinoquinina (H)

4 horas vs. 24 horas
4 horas vs. 48 horas
4 horas vs. 72 horas
24 horas vs. 48 horas
24 horas vs. 72 horas
48 horas vs. 72 horas

79,40
79,40
68,20

65,80
65,80
65,80
52,20
52,20
47,00

37,40
37,40
37,40
64,60
64,60
50,00

51,80
51,80
51,80
68,00
68,00
63,40

68,20
88,00
88,00

52,20
47,00
82,40
47,00
82,40
82,40

64,60
50,00
58,60
50,00
58,60
58,60

68,00
63,40
83,00
63,40
83,00
83,00

11,20
-8,600
-19,80

13,60
18,80
-16,60
5,200
-30,20
-35,40

-27,20
-12,60
-21,20
14,60
6,000
-8,600

-16,20
-11,60
-31,20

4,600
-15,00
-19,60

10,93
22,33
15,87

15,43
18,42
11,43
11,03
8,576
15,55

19,43
23,47
21,33
19,17
18,01
22,54

15,07
12,91
17,19
9,174
21,99
22,28

(620651

o1 o1 o1 o1 o1 Ol o1 o1 o1 o1 o1 Ol

o1 o1 o101 01O

(620451

o1 o1 o1 o1 o1 Ol o1 o1 o1 o1 o1 Ol

o1 o1 o101 01O

1,449
0,5446
1,764

1,246
1,444
2,055

0,6665
4,980
3,219

1,980
0,7591
1,406
1,077
0,4712
0,5397

1,520
1,270
2,567
0,7091
0,9645
1,244

4,000
4,000
4,000

4,000
4,000
4,000
4,000
4,000
4,000

4,000
4,000
4,000
4,000
4,000
4,000

4,000
4,000
4,000
4,000
4,000
4,000



Within each row, compare columns (simple
effects within rows)

Number of families

Number of comparisons per family

Alpha

Tukey's multiple comparisons test

4 horas

Controle Negativo (CN) vs. Dimetilsulfoxido
(DM)

Controle Negativo (CN) vs. Cubebina (C)
Controle Negativo (CN) vs. Dihidrocubebina
(D)

Controle Negativo (CN) vs. Etilcubebina (E)
Controle Negativo (CN) vs. Hinoquinina (H)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Cubebina (C)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Dihidrocubebina
(D)

Dimetilsulféxido (DM) vs. Etilcubebina (E)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Hinoquinina (H)
Cubebina (C) vs. Dihidrocubebina (D)
Cubebina (C) vs. Etilcubebina (E)
Cubebina (C) vs. Hinoquinina (H)
Dihidrocubebina (D) vs. Etilcubebina (E)
Dihidrocubebina (D) vs. Hinoquinina (H)
Etilcubebina (E) vs. Hinoquinina (H)

24 horas

Controle Negativo (CN) vs. Dimetilsulfoxido
(DM)

Controle Negativo (CN) vs. Cubebina (C)
Controle Negativo (CN) vs. Dihidrocubebina
(D)

Controle Negativo (CN) vs. Etilcubebina (E)
Controle Negativo (CN) vs. Hinoquinina (H)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Cubebina (C)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Dihidrocubebina

D)

4
15
0,05

Mean Diff,

10,60
25,40

4,800
33,20
18,80
14,80

-5,800
22,60
8,200

-20,60
7,800

-6,600
28,40
14,00

-14,40

-12,80
-21,20

6,000
-6,400
-9,800
-8,400

18,80

95,00% CI of diff,

-55,22 t0 76,42
-43,00 to 93,80

-63,56 to 73,16
-32,12 to 98,52
-45,49 to 83,09
-38,51 t0 68,11

-59,01 to 47,41
-19,96 to 65,16
-25,39t0 41,79
-81,19 to 39,99
-47,92 to 63,52
-59,83 to 46,63
-27,25 to 84,05
-39,14 to 67,14
-59,10 to 30,30

-83,43 t0 57,83
-91,63 to 49,23

-64,07 to 76,07
-83,28 to 70,48
-80,33 to0 60,73
-57,02 to 40,22

-26,59 to 64,19

Below
threshold?

No
No

No
No
No
No

No
No
No
No
No
No
No
No
No

No
No

No
No
No
No

No

Summary

ns
ns

ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns

ns
ns
ns
ns

ns

Adjusted P
Value

0,9713
0,7426

0,9998
0,4560
0,8402
0,8236

0,9954
0,3623
0,9128
0,8063
0,9938
0,9957
0,4727
0,9016
0,8286

0,9760
0,8385

0,9990
0,9995
0,9923
0,9850

0,6575



Dimetilsulféxido (DM) vs. Etilcubebina (E)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Hinoquinina (H)
Cubebina (C) vs. Dihidrocubebina (D)
Cubebina (C) vs. Etilcubebina (E)
Cubebina (C) vs. Hinoquinina (H)
Dihidrocubebina (D) vs. Etilcubebina (E)
Dihidrocubebina (D) vs. Hinoquinina (H)
Etilcubebina (E) vs. Hinoquinina (H)

48 horas

Controle Negativo (CN) vs. Dimetilsulfoxido
(DM)

Controle Negativo (CN) vs. Cubebina (C)
Controle Negativo (CN) vs. Dihidrocubebina
(D)

Controle Negativo (CN) vs. Etilcubebina (E)
Controle Negativo (CN) vs. Hinoquinina (H)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Cubebina (C)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Dihidrocubebina
(D)

Dimetilsulféxido (DM) vs. Etilcubebina (E)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Hinoquinina (H)
Cubebina (C) vs. Dihidrocubebina (D)
Cubebina (C) vs. Etilcubebina (E)
Cubebina (C) vs. Hinoquinina (H)
Dihidrocubebina (D) vs. Etilcubebina (E)
Dihidrocubebina (D) vs. Hinoquinina (H)
Etilcubebina (E) vs. Hinoquinina (H)

72 horas

Controle Negativo (CN) vs. Dimetilsulfoxido
(DM)

Controle Negativo (CN) vs. Cubebina (C)
Controle Negativo (CN) vs. Dihidrocubebina
(D)

Controle Negativo (CN) vs. Etilcubebina (E)
Controle Negativo (CN) vs. Hinoquinina (H)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Cubebina (C)

6,400
3,000
27,20
14,80
11,40
-12,40
-15,80
-3,400

8,200
-13,60

7,600
4,600
-8,800
-21,80

-0,6000
-3,600
-17,00

21,20
18,20
4,800
-3,000
-16,40
-13,40

14,80
-34,00

-28,40
-4,600
-29,00
-48,80

-57,61t0 70,41
-46,04 to 52,04
-17,05t0 71,45
-48,87 to 78,47
-36,75 to 59,55
-75,14 to0 50,34
-60,60 to 29,00
-67,24 t0 60,44

-47,54 to 63,94
-49,87 to 22,67

-46,01 to 61,21
-69,70 to 78,90
-59,47 to 41,87
-76,89 to 33,29

-62,68 t0 61,48
-80,63 to 73,43
-77,32 t0 43,32
-31,41 to 73,81
-57,21 to 93,61
-44,31 to 53,91
-79,34 t0 73,34
-75,14 t0 42,34
-88,92 t0 62,12

-37,07 to 66,67
-101,7 to 33,73

-85,33 to 28,53
-70,70 t0 61,50
-100,0 to 42,03
-113,8 to 16,22

No
No
No
No
No
No
No
No

No
No

No
No
No
No

No
No
No
No
No
No
No
No
No

No
No

No
No
No
No

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns

ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns

ns
ns
ns
ns

0,9985
0,9999
0,3088
0,9391
0,9450
0,9622
0,7773
>0,9999

0,9907
0,7191

0,9925
0,9998
0,9826
0,6159

>0,9999
>0,9999
0,8940
0,6075
0,8845
0,9981
>0,9999
0,8982
0,9795

0,8226
0,4877

0,5005
0,9998
0,6640
0,1337



Dimetilsulféxido (DM) vs. Dihidrocubebina
(D)

Dimetilsulféxido (DM) vs. Etilcubebina (E)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Hinoquinina (H)
Cubebina (C) vs. Dihidrocubebina (D)
Cubebina (C) vs. Etilcubebina (E)
Cubebina (C) vs. Hinoquinina (H)
Dihidrocubebina (D) vs. Etilcubebina (E)
Dihidrocubebina (D) vs. Hinoquinina (H)
Etilcubebina (E) vs. Hinoquinina (H)

Test details

4 horas

Controle Negativo (CN) vs. Dimetilsulfoxido
(DM)

Controle Negativo (CN) vs. Cubebina (C)
Controle Negativo (CN) vs. Dihidrocubebina
(D)

Controle Negativo (CN) vs. Etilcubebina (E)
Controle Negativo (CN) vs. Hinoquinina (H)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Cubebina (C)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Dihidrocubebina
(D)

Dimetilsulféxido (DM) vs. Etilcubebina (E)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Hinoquinina (H)
Cubebina (C) vs. Dihidrocubebina (D)
Cubebina (C) vs. Etilcubebina (E)
Cubebina (C) vs. Hinoquinina (H)
Dihidrocubebina (D) vs. Etilcubebina (E)
Dihidrocubebina (D) vs. Hinoquinina (H)
Etilcubebina (E) vs. Hinoquinina (H)

24 horas

Controle Negativo (CN) vs. Dimetilsulfoxido
(DM)

Controle Negativo (CN) vs. Cubebina (C)
Controle Negativo (CN) vs. Dihidrocubebina
(D)

Controle Negativo (CN) vs. Etilcubebina (E)

-43,20
-19,40
-43,80
5,600
29,40
5,000
23,80
-0,6000
-24,40
Mean 1

70,60
70,60

70,60
70,60
70,60
60,00

60,00
60,00
60,00
45,20
45,20
45,20
65,80
65,80
37,40

58,20
58,20

58,20
58,20

-90,19 to 3,786
-82,08 to 43,28
-113,4 to 25,80
-60,54 t0 71,74
-43,08 to 101,9
-71,29 t0 81,29
-40,57 to 88,17
-70,32 t0 69,12
-99,59 to 50,79

Mean 2

60,00
45,20

65,80
37,40
51,80
45,20

65,80
37,40
51,80
65,80
37,40
51,80
37,40
51,80
51,80

71,00
79,40

52,20
64,60

No
No
No
No
No
No
No
No
No

Mean Diff,

10,60
25,40

4,800
33,20
18,80
14,80

-5,800
22,60
8,200

-20,60
7,800

-6,600
28,40
14,00

-14,40

-12,80
-21,20

6,000
-6,400

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

SE of diff,

14,87
18,53

18,52
17,18
16,18
12,38

12,36
10,25
8,464
16,58
15,08
13,92
15,06
13,91
12,07

18,34
18,16

17,42
20,98

0,0693
0,7581
0,2200
0,9994
0,6834
0,9998
0,7397
>0,9999
0,8309
N1

(6204

o1 o1 o1 o1 o101 O1 OOl (62062 NS 16,

)]

N2

(6204

o1 o1 o1 o1 o1 O o1 OOl (6206 NS 16,

)]

1,008
1,938

0,3665
2,732
1,643
1,691

0,6637
3,118
1,370
1,757

0,7317

0,6703
2,667
1,424
1,687

0,9872
1,651

0,4871
0,4315

DF

4,599
7,698

7,693
6,927
6,032
4,889

4,892
5,344
6,052
8,000
7,656
6,796
7,661
6,803
7,600

6,630
6,487

5,822
7,902



Controle Negativo (CN) vs. Hinoquinina (H)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Cubebina (C)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Dihidrocubebina
(D)

Dimetilsulféxido (DM) vs. Etilcubebina (E)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Hinoquinina (H)
Cubebina (C) vs. Dihidrocubebina (D)
Cubebina (C) vs. Etilcubebina (E)
Cubebina (C) vs. Hinoquinina (H)
Dihidrocubebina (D) vs. Etilcubebina (E)
Dihidrocubebina (D) vs. Hinoquinina (H)
Etilcubebina (E) vs. Hinoquinina (H)

48 horas

Controle Negativo (CN) vs. Dimetilsulfoxido
(DM)

Controle Negativo (CN) vs. Cubebina (C)
Controle Negativo (CN) vs. Dihidrocubebina
(D)

Controle Negativo (CN) vs. Etilcubebina (E)
Controle Negativo (CN) vs. Hinoquinina (H)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Cubebina (C)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Dihidrocubebina
(D)

Dimetilsulféxido (DM) vs. Etilcubebina (E)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Hinoquinina (H)
Cubebina (C) vs. Dihidrocubebina (D)
Cubebina (C) vs. Etilcubebina (E)
Cubebina (C) vs. Hinoquinina (H)
Dihidrocubebina (D) vs. Etilcubebina (E)
Dihidrocubebina (D) vs. Hinoquinina (H)
Etilcubebina (E) vs. Hinoquinina (H)

72 horas

Controle Negativo (CN) vs. Dimetilsulfoxido
(DM)

Controle Negativo (CN) vs. Cubebina (C)
Controle Negativo (CN) vs. Dihidrocubebina
(D)

58,20
71,00

71,00
71,00
71,00
79,40
79,40
79,40
52,20
52,20
64,60

54,60
54,60

54,60
54,60
54,60
46,40

46,40
46,40
46,40
68,20
68,20
68,20
47,00
47,00
50,00

54,00
54,00

54,00

68,00
79,40

52,20
64,60
68,00
52,20
64,60
68,00
64,60
68,00
68,00

46,40
68,20

47,00
50,00
63,40
68,20

47,00
50,00
63,40
47,00
50,00
63,40
50,00
63,40
63,40

39,20
88,00

82,40

-9,800
-8,400

18,80
6,400
3,000
27,20
14,80
11,40
-12,40
-15,80
-3,400

8,200
-13,60

7,600
4,600
-8,800
-21,80

-0,6000
-3,600
-17,00

21,20
18,20
4,800
-3,000
-16,40
-13,40

14,80
-34,00

-28,40

18,25
13,30

12,27
16,95
13,42
12,01
16,75
13,18
15,95
12,14
16,85

14,61
9,602

14,16
18,38
13,52
13,42

16,98
20,63
16,46
12,93
17,45
12,23
20,31
16,06
19,88

12,34
18,32

15,55

(6208

o1 o1 o1 o1 o1or o1 ool

(6204

o1 o1 o1 o1 o1 o o1 ool (62062 NS INe) |

()]

(6208

o1 o1 o1 o1 o1 o o1 ool

(6204

o1 o1 o1 o1 o1 o o1 ool g1 o1 o1 ol

()]

0,7596
0,8930

2,166
0,5341
0,3161

3,203

1,249

1,223

1,099

1,841
0,2854

0,7938
2,003

0,7591
0,3540
0,9202

2,297

0,04997
0,2468
1,461
2,319
1,475
0,5550
0,2089
1,444
0,9534

1,696
2,624

2,584

6,558
7,989

7,639
7,076
7,997
7,742
6,932
7,997
6,211
7,692
7,004

6,840
7,076

7,019
5,736
7,283
5,506

7,984
7,372
7,900
5,636
4,847
5,849
7,203
7,963
6,936

5,185
7,656

7,929



Controle Negativo (CN) vs. Etilcubebina (E)
Controle Negativo (CN) vs. Hinoquinina (H)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Cubebina (C)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Dihidrocubebina
(D)

Dimetilsulféxido (DM) vs. Etilcubebina (E)
Dimetilsulféxido (DM) vs. Hinoquinina (H)
Cubebina (C) vs. Dihidrocubebina (D)
Cubebina (C) vs. Etilcubebina (E)
Cubebina (C) vs. Hinoquinina (H)
Dihidrocubebina (D) vs. Etilcubebina (E)
Dihidrocubebina (D) vs. Hinoquinina (H)
Etilcubebina (E) vs. Hinoquinina (H)

54,00
54,00
39,20

39,20
39,20
39,20
88,00
88,00
88,00
82,40
82,40
58,60

58,60
83,00
88,00

82,40
58,60
83,00
82,40
58,60
83,00
58,60
83,00
83,00

-4,600
-29,00
-48,80

-43,20
-19,40
-43,80
5,600
29,40
5,000
23,80
-0,6000
-24,40

17,95
19,08
14,95

11,38
14,48
15,86
17,69
19,83
20,86
17,30
18,47
20,53

o1 o1 Ol

o1 o1 o1Oo1 oo o1 ool

o1 o1 ol
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5,418
4,836
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7,990
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7,089
7,922



ANEXO A

ENSAIO DE COMETA (SCGE)

PROTOCOLO: O propésito deste protocolo é fornecer instru¢cao do ensaio do cometa

versao alcalina para deteccédo de danos do DNA de eucariotos obtidas de estudos in
vitro e in vivo - de acordo com Singh et al. (1988) Exp.Cell.Res.175, 184-192 e Klaude

et al. (1996), com adaptacdes para o tipo celular escolhido.

MATERIAIS

DMSO (dimetilsulféxido).

HCI (acido cloridrico) concentradoNaCl (cloreto
de sadio)

NaOH (Hidréxido de sodio)

PBS (Tamp&o Fosfato - livre de Ca*t e Mg
Gel Red

Tris - HCIEDTA

++

PREPARO DOS REAGENTES:

Triton X-100

Agarose com baixo ponto de fusdo (LMP);
Agarose com ponto de fusdo normal (NMP);
Laminas (extremidade fosca);

Laminulas (24X60mm);

Micropipetas, ponteirase microtubos.

SOLUCAO DE LISE - Para 1000ml - Pesar todos os reagentes separadamente e nesta

ordem:
2,5M NaCl 146,19
100mM EDTA 37,29
10mM Tris 129

1. Em um becker (jA marcado para o volume de 1000 ml), adicionar osreagentes e

completar com aproximadamente 850 ml de agua destilada;

2. Depois de adicionar a agua, iniciar a medida do pH,;

w

9,8:

N o g A

Ir adicionando NaOH (em FLOCOS) aos poucos, até que o pH figuepréximo de

Completar com o restante de agua para 1000ml, sem interromper amedida do pH,;
Apos completar a agua, terminar de acertar o pH para 10, com o mesmoNaOH.
Deixar em temperatura ambiente (identificado)

N&o colocar a colher molhada no pote de NaOH, pois hidrata muito rapido.




SOLUCAO DE USO - Para 100 ml (a solucéo deve ser feita no dia do teste e misturada
a solucdo estoque, previamente preparada) - Com funcdo de Rompimento da
Membrana Celular.

Colocar na sequéncia:

Triton X-100 1ml
DMSO 10 mi
Solucgédo de Lise — estoque Qsp. 100 ml

1. Solubilizar aos poucos no agitador magnético e entéo refrigerar (4°C)durante 60
minutos antes da adicdo as laminas;
2. Em cada cuba cabem 18 laminas e sao necesséarios 100 ml parapreenche-la,

calculando a quantidade desta solucéo a ser feita pela quantidade de laminas.

TAMPAO DE ELETROFORESE:

300mM NaOH/1mM EDTA

Calcular a quantidade a ser utilizada de acordo com a quantidade de laminas do teste;
De acordo com a quantidade de solucdo de uso a ser utilizada, calcular a quantidade

de solucéo estoque a ser feita, previamente (sempre calcular uma quantidade maior).

SOLUCOES ESTOQUE:
NaOH 10N - para 500 ml

NaOH 2009

Agua destilada Qps. 500 ml

Em um becker (marcado para 500ml), adicionar o NaOH pesado;
Completar com agua destilada (g.s.p 500ml);

Dissolver no agitador magnético;

w0 nN P

Estocar em temperatura ambiente em frasco identificado.

ATENCAO: a solucdo fica muito quente, devido sua natureza exotérmica.

Validade: 15 dias.



EDTA: 200mM - para 200 ml

EDTA

14,89 g

Agua destilada

Q.s.p. 200ml

o 0 bk~ w

Em um becker (marcado para 200ml) pesar o EDTA e colocar aproximadamente
150 ml de agua destilada;

Acertar o pH, no agitador, para proximo de 9,5 com aproximadamente 3gde
NaOH(ir adicionando com muito cuidado,sempre esperando dissolver bem para
verificar o pH);

Completar com 200 ml de agua;

Conferir o pH e ajusta-lo para 10 com NaOH;

Descartar a solucdo caso o pH ultrapasse 10;

Armazenar em temperatura ambiente.

ATENCAO: solucéo ndo tem validade, usar até acabar

Solucéo de Uso: Para1000 ml Obs: fazer no dia de uso!

EDTA 5mi
NaOH 30 mi
Agua destilada Q.s.p. 1000 ml

1. Verificar se o pH desta solucao esta superior a 13;

2. Se nao estiver, descarte e refaca as solucoes;

3. Esta solucao deve ser preparada no dia do USO e colocada na GELADEIRA para
gue esteja a aproximadamente 4°C na hora do uso;

4. Deve-se trocar esta solucdo a cada corrida de eletroforese;

O volume total de tampao depende da capacidade da cuba de eletroforese.

TAMPAO DE NEUTRALIZACAO - para 1000m|

Tris 0,4M 48.5¢g

Agua destilada Q.s.p 1000 ml




Em um becker (marcado para 1000ml), adicionar o Tris e completar comcerca de
850 ml de agua;

Acertar o pH para 7,7 usando HCI concentrado (60%)

Apés esta etapa, completar com o restante de 4gua, checar o pH e se necessario

ajusta-lo até que chegue em 7,5.

Atencao: validade de 6 meses.

PBS - para 1000 ml (Para agarose NMP)

KCI (PM=74,55) 2,68mM 0,29

KH2PO4 (PM = 136,09) 1,47mM 0,29

NaCl (PM=58,44) 136,89mM 8,09

Na2HPO4 Anidro (PM=141,96) 8,10mM 1,159

Agua destilada Q.s.p 1000 ml

1. Pesar o0s sair e adiciona-los separadamente  em um becker

com aproximadamente 950 ml de agua destilada;
Em seguida, acertar o pH para 7,4 e completar para 1000 ml;
Apds completar, se necessario, ajustar o pH com HCI,

4. Estocar no refrigerador

COLORACAO:

1. Adicionar a solucdo GelRed - 15 pl de GelRed diluido com 45 ml de &gua
destilada e 5ml de NaCl 1M;

2. 50 ul de solucéo de GelRed por lamina;

3. Espalhar pela lamina toda;

4. Cobrir com laminula

5. Para cada5ml de NaCl 1M:

v’ 0,2922g de NaCl (PM: 58,44).
v' Bml de agua destilada.

Atencao: faca o preparo do corante e somente o adicione nas laminas no dia que for

realizar a analise no microscopio de fluorescéncia, pois como o corante reage ao

entrar em contato com a luz, ele ir4 oxidar a longo prazo e ndo sera mais possivel

vizualizar o material no microscopio.




PREPARO DE LAMINAS:

AGAROSE LOW MELTINH (LMP): O gel deve ser preparado com uma agarose de

baixo de fuséo ou lowmelting.

1.
2.

Este deve ser a concentracédo de 0,5% (0.1g de agarose para 20 ml dePBS);
Depois de pesar a agarose, adicionar o PBS e fundi-la no microondas (apertar 1
minuto e ir verificando se esta dissolvendo a cada 20 segundos; mexer com bastéao
de vidro)

Armazenar na geladeira;

Na hora do uso, fundi-la novamente em microondas (sem deixar ferver)e colocar

em banho maria a 37°C.

AGAROSE DE PONTO DE FUSAO NORMAL (NMP): Esta agarose deve ter a
concentracdo de 1,5 % (0.3 g de agarose para 20 ml de PBS);

1.

Pesar a agarose e fundi-la com PBS no microondas (apertar 1 minuto eir
verificando com cuidado se esté dissolvendo e a cada 30 segundos mexer com o
bastéo de vidro);

Agitar antes de fundi-la (por cerca de 2 horas).

Em seguida ferver por aproximadamente 1 minuto (apds verificar se ficou
transparente e bem homogéneo ferver por 1 minuto, olhando e mexendo a cada
15 segundos);

Deixar a agarose esfriar e solidificar (em temperatura ambiente - picar e ferver,
repetir mais 2 vezes);

Apés esfriar bem, pode colocar na geladeira para estocar;

Mergulhar a lamina na agarose quente (60°C), retirar a agarose de um lado das
laminas com papel e colocar em posi¢cado horizontal para secar overnight em
temperatura ambiente. Estas laminas podem ser estocadas na geladeira e usadas

por varias semanas.

PROCEDIMENTO
E importante que do inicio do procedimento até o final da etapa de eletroforese, manter
as células SEM CONTATO COM A LUZ, para evitar que danos no DNAsejam

gerados. As etapas devem ser realizadas em sala escura.



COLETA SANGUIENA E PREPARO DAS LAMINAS:

10.
11.

12.

Retirar o sangue com o auxilio de uma seringa heparinizada;

Adicionar 10 pl sangue a 1000 pl de solugao salina;

Adicionar este microtubo em um suporte para tubos em gelo (obs: os microtubos
nao devem estar em contato com o gelo, mas sim em um suporte que esteja em
contato com o gelo);

Ligar banho maria a 37°C

Pegar a agarose low melting na geladeira, quebrar com bastéo de vidroe por no
microondas para derreter.

NAO DEIXAR FERVER em hip6tese alguma deixando a agarose escurecer;
Marcar 1 minuto e ir abrindo aos poucos e mexendo com o bastao(cerda de 5 em
5 segundos);

Deixa-la bem transparente e coloca-la em banho maria a 37°C;

Adicionar em um microtubo 10ul da solucéo salina/sangue e 120ul de agarose low
melting;

Homogeneizar suavemente com auxilio de um micropipetador e depois espalhar
3 gotas nas duas laminas (é necesséario fazer uma duplicata com cadaamostra),
previamente preparadas com agarose normal;

Em seguida cobrir com uma laminula;

Levar laminas na geladeira por cerca de 30 minutos para solidificar a agarose low
melting;

Em seguida, retirar com cuidado (fazendo movimento circular para umdos lados)
as laminulas e acondicionar as laminas em uma cuba de vidro para a etapa de

lise.

ETAPA DE LISE:

1.

Depois de acondicionar as laminas em uma cuba de vidro para lise, adicionar a
solucéo (no lado fosco das laminas) de uso GELADA até cobrir a cuba;

Cobrir a cuba com papel aluminio;

Acondicionar em geladeira por no minimo 1 hora, dentro de um outro recipiente
pois a solucéo pode vazar;

No caso do material ser sémen, pode ser que o tempo necessario para a lise varie

e aumente o periodo de 1 hora.



ELETROFORESE:

1. Retirar as laminas da solucdo de lise e acondiciona-las em uma cuba de
eletroforese.

2. Esta cuba, deve estar condicionada em um recipiente com gelo, uma vez que esta
etapa deve ocorre em temperaturas baixas (a cuba deve estar RETA para que a
solucéo fiqgue homogénea/uniforme);

3. Acondicionar as laminas lado a lado, de forma que nao haja espacos entre elas.
Se nas laterais da cuba "sobrar" espaco, preencher com laminas esmerilhadas;

4. Adicionar o tampao de eletroforese (de modo que nédo caia direto nas laminas)
para uso gelado até cobrir as laminas (apenas o suficiente);

5. Ajustar a fonte para eletroforese a 25V e a 300mA.Se necessario, ajustaras
condi¢des tirando ou colocando tampé&o.

mA Abaixar Retirar
mA Aumentar Colocar
\Y Abaixar Colocar
\Y aumentar Retirar

Atencao: Antes de iniciar a eletroforese, deixe as laminas nesta solugdo por 30
minutos (NO ESCURO) e transcorrido esse tempo, realize a eletroforese por 20
minutos (de preferéncia, coloque a numeracdo para o lado negativo para que a

corrente eletrica va da esquerda para a direita - do preto pro vermelho).

NEUTRALIZACAO:

1. Apoés a etapa da eletroforese, colocar as laminas sobre uma bandeja ou "grelha"
e adicionar cerca de 5 ml de solugéo de neutralizagéo;

2. Deixar agir por cerca de 5 minutos.
Repita essa etapa 3 vezes. (escorrer a cada final de etapa);

4. Cologue para secar.

FIXACAO
1. Depois de neutralizar as laminas, deixa-las secar e em seguidaacondiciona-las
novamente em uma cuba de vidro;

2. Completar a cuba com etanol 100% e deixar por 10 minutos;



3. Transcorrido este tempo, retirar as laminas do etanol e deixa-las secarem posicéo
inclinada em temperatura ambiente;

4. Depois de secas, acondicion-las em caixas plasticas e guarde na geladeira.

ANALISE DOS DADOS.
e Analisar em microscépio de fluorescéncia equipado com filtro de excitacdo
de 510-560nm e um filtro de barreira de 590nm, em aumento de 400X;
e Contar 100 células por lamina (de acordo com a estatistica definida no projeto);
e As células serdo classificadas em uma classe de dano que € determinada de

acordocom a intensidade e tamanho da cauda.

CLASSE DANO
0 N&o danificada
1 Pouco dano
2 Dano médio
3 Dano grande

e Classe 0 = sem danos aparentes;

e Classe 1 = cauda curta menor que diametro do nucleo;

e Classe 2 = comprimento da cauda correspondendo a uma ou duas vezes o
didmetro dondcleo;

e Classe 3 = comprimento da cauda maior que o dobro do didmetro do nucleo.

Deve ser feito um escore da seguinte maneira por individuo:

Numero de células classe 0X0

Numero de células classe 1X1

NuUmero de células classe2X2

Numero de células classe 3X3

*Depois disso, soma-se as escores de todos os individuos de um determinado grupo

edivide-se pelo numero de individuos obtendo assim um escore meédio.



ANEXO B

Ensaio do cometa — Medidas utilizadas

SOLUCAO DE LISE:ESTOQUE

NaCl 2,5 M 146,19

EDTA 100mM 37,29

Tris 10mM 1,29

Lauril 10g

NAOH IAproxima. 8g (ver abaixo)

1. Pesar todos os reagentes;

2. Adicionar os reagentes em um becker com aproximadamente 850 ml de agua

destilada;

3. Depois de colocar os reagentes, iniciar a medida do pH;

4. Adicionar aproximadamente 8g de NaOH em flocos até o pH ficar proximo de

9,8:

5. Complete com o restante da &gua (g.s.p.) para 1000ml sem interromper a

medida do pH;

6. Depois de completar a agua termine de acertar o pH para 10 com o mesmo

NaOH.
VALIDADE: 6 meses

SOLUCAO DE USO:

Triton X-100

1ml

DMSO

10 ml

Solugéo de lise ESTOQUE

89 ml (g.s.p. 100mL)

Atencdao: cada cuba de eletroforese tem a capacidade de acondicionar 18 laminas,

sendo necessarios 100 ml para preenché-la.

Em uma proveta adicionar o Triton, seguido pelo DMSO e por fim a solucaode lise,

entdo armazene.

TAMPAO DE ELETROFORESE (300mM NaOH, 1mM EDTA)

SOLUCOES ESTOQUE - NaOH 10N

NaOH

200g

Agua destilada

g.S.p. para 500 ml

Em um becker pesar 200g de NaOH e Adicione cerca de 500ml da agua;




ATENCAO: Solucéo fica muito quente, devido & natureza exotérmica da reacéo,

cuidado ao manuseatr.
VALIDADE: 15 dias

EDTA 200mM

EDTA

14,899

Agua destilada g.s.p. 200m|

4.

1. Emum becker, pesar o EDTA e coloque aproximadamente 150 ml da agua;
2.
3

. Complete para 200 ml com agua;

Acerte o pH para proximo 9,5 com aproximadamente 3,0 g de NaOH;

Confirao pH e ajuste-o para 10 com NaOH.

ATENCAO: Essa soolucdo ndo tem validade, pode ser usada até acabar se

armazenada na geladeira.

SOLUCAO DE USO:

EDTA 200Mm 5ml

NaOH 10N 30ml

Agua destilada qg.s.p 1000ml

Verificar se o pH desta solucdo esta superior a 13

Esta solucdo deve ser preparada no dia do Uso, e colocada na geladeira para
gue esteja em aproximadamente 4 graus na hora do uso.

Deve-se trocar esta solucdo a cada corrida de eletroforese.

TAMPAO DE NEUTRALIZACAO

Tris0,4 M 48,5 g

Agua destilada g.s.p 1000ml

1. Emum becker pesar o tris e adicionar cerca de 850 ml da agua;

Acertar 0 pH para 7,7 usando HCI concentrado
(60%), usando aproximadamente 45ml;
ApoOs esta etapa, completar com o restante da agua e checar o pH, se

necessario ajustar o pH até que este fique em 7,5.

ATENCAO: VALIDADE 6 meses




PBS

KCI (PM= 74,55) 2,68mM 0,29
KH2PO4(PM=136,09) 1,47mM 0,29

NaCl (PM= 58,44) 136,89mM 8,04
Na2HPO4ANIDRO (PM= 141,96) 8,10mM 1,159

Agua destilada g.s.p 1000 ml

1. Pesar os sais, e adiciona-los separadamente em um becker com
aproximadamente 900 ml da agua;
2. Em seguida acertar o pH para 7,4 e completar com a agua, se necessario apés

completar a agua ajustar o pH com (HCI)

PREPARO DA AGAROSE LOW MELTING (BAIXO PONTO DE FUSAO)
O gel deve ser preparado com uma agarose de baixo ponto de fusdo ou low melting,
este gel deve ter a concentracdo de 0,5% (100mg (0,1g) de agarose para 20 ml de

PBS). Depois de pesar a agarose, adicionar o PBS e por fim fundi-la no microondas

PREPARO DA AGAROSE DE PONTO DE FUSAO NORMAL PARA LAMINAS
Esta agarose deve ter a concentracdo de 1,5% (300mg (0,3g) de agarosepara 20 ml
de PBS).

1. Pesar a agarose e fundi-la com o PBS em microondas;

2. Em seguida fervé-la por aproximadamente 1 min;

3. Deixar a agarose esfriar e solidificar;

4. Refundi-la e em seguida fervé-la por 1 min (2 vezes).

Apos a terceira fervida a agarose ja pode ser usada para preparar as laminas

PREPARO DE LAMINAS COM A AGAROSE NORMAL
Depois de preparar a agarose normal como indicado anteriormente a agarose ja pode
ser usada, e se necessario acondicionada em geladeira, porém antes de usa-la para
fazer as laminas, deve-se:

1. fervé-la novamente e em seguida;

2. Coloca-la em banho maria com temperatura superior a 60°C;

3. Mergulhar a lamina na agarose, em seguida limpa-se a superficie inferior da

lamina retirando-se o0 excesso;



4.

Deixar as laminas secando e depois guarda-las em geladeira

IMPORTANTE: enumere as laminas, marque-as e separe as duplicatas na etapa

da eletroforese. de modo que cada lamina corra em uma cuba.

Obs: se necessario pode-se deixa-las secando “over night”.

Preparo das laminas

1.

Adicionar em um microtubo 10ul da solugcdo (sangue/substancia a ser

analisada) e 120ul de agarose Low Melting (acondicionada em banho maria 37
°C);

Homogeneizar SUAVEMENTE com o auxilio de um micropipetador e depois
colocar 3 gotas sobre uma lamina previamente prepara da com agarose
Normal;

Em seguida cobrir com uma laminula (esta quantidade é suficiente para fazer
2 laminas para cada individuo)

Levar estas laminas para a geladeira por cerca de 30 minutos para solidificar
a agarose Low Melting;

Em seguida retirar as laminulas e acondicionar as laminas em uma cuba de

vidro para a etapa de lise (cada cuba acondiciona 18 laminas).

Etapa de Lise

1. Depois de acondicionar as laminas nas cubas de vidro para lise, adicionar a
solucao de lise de USO (GELADA) até encher a cuba,;

2. Cubra a cuba com papel aluminio e acondicionar em geladeira por no minimo
1 hora.

ELETROFORESE

1. Retirar as laminas da solucdo de lise e acondiciona-las em uma cuba para
eletroforese. Esta cuba deve estar acondicionada em um recipiente com gelo,
uma vez que esta etapa deve ocorrer em temperaturas baixas.

2. EIMPORTANTE anotar respectivamente as laminas que foram acondicionadas

nas cubas enumeradas (1, 2 e 3), com seus respectivos cabos e fonte.



3. Acondicionar as laminas lado a lado, de forma que ndo hajam espacos entre
as laminas, se nas laterais das cubas “sobrar” espaco preencher com laminas
esmerilhadas;

4. Adicionar o tampdo de eletroforese para USO gelado até cobrir as laminas;
Ajustar a fonte para uma eletroforese a 25V e 300mA, se necessario ajustar

estas condicdes tirando ou colocando tampao.

mAV Abaixar Retirar
Aumentar Colocar

Abaixar Colocar

Aumentar Retirar

Antes de iniciar a eletroforese, deixar as laminas nesta solug¢ao por 30 minutos;

7. Transcorrido este tempo, realizar uma eletroforese por 20 minutos.

Neutralizacao
1. Ap6s a etapa da eletroforese, colocar as laminas sobre uma bandeja ou
“grelha”
2. E adicionar cerca de 4 ml de solucdo de neutralizacao;

3. Deixar agir por cerca de 5 minutos e repetir esta etapa 3 vezes.

Fixacao
1. Depois de neutralizar as laminas, deixa-las secar e em seguida acondiciona-
las novamente em uma cuba de vidro;
2. Completar a cuba com Etanol 100% e deixar por 10 minutos;
Transcorrido este tempo, retirar as laminas do Etanol e deixa-las secar;

Depois de secas, guarda-las na geladeira.

Coloracgéo:
Adicionar sobre cada lamina 100ul de solugcéo de coloracdo para USO e cobrir com

laminula, apos 5 minutos ja podem ser analisadas.



ANEXO C

As concentragfes das lignanas

HINOQUININA - 8,4mg

8,4mg = 8.400ug/ml DMSO

Para 1ml de MC final (meio + SFB + fitohemaglutinina + linfocitos): 50ug de hinoquinina
8.400pug hinoquinina/1.000ul DMSO50ug/ x

x = 5,952l hinoquinina/ml MC final

ETILCUBEBINA —6,5mg

6,5mg = 6.500ug/ml DMSO

Para 1ml de MC final (meio + SFB + fitohemaglutinina + linfocitos): 50ug de
etilcubebina

6.500ug etilcubebina/1.000ul DMSO50pug/ X

X = 7,692l etilcubebina/ml MC final

DIIDROCUBEBINA —-9,8mg

9,8mg = 9.800ug/ml DMSO

Para 1ml de MC final (meio + SFB + fitohemaglutinina + linfécitos): 50ug de
diidrocubebina9.800ug diidrocubebina/1.000ul DMSO

50ug/ x

x = 5,102ul diildrocubebina/ml MC final

CUBEBINA - 6,7mg

6,7mg = 6.700ug/ml DMSO

Para 1ml de MC final (meio + SFB + fitohemaglutinina + linfocitos): 50ug de cubebina

6.700ug cubebina/1.000ul DMSO50ug/ X

X = 7,462l cubebina/ml MC final



DMSO - usar o mesmo volume final calculado para a etilcubebina.

CICLOFOSFAMIDA
Solucao-mae:
06g ciclofosfamida/10ml solucédo fisiologica 60mg ciclofosfamida/1.000ul solucéo

fisiol6gica

Concentragao final:

0,4g ciclofosfamida/kg peso vivo 0,4g ciclofosfamida/l MC final 0,4mg
ciclofosfamida/ml MC final

Para 1ml de MC final: 0,4mg ciclofosfamida:

60mg ciclofosfamida/1.000ul sol. fisiolégica 0,4mg/ x

X = 6,666ul sol. mae da ciclofosfamida/ml MC final.



ANEXO D
SEMEADURA DA CULTURA DE LINFOCITOS

ANTES DA CULTURA: Realizar todas as etapas com jaleco, luvas descartaveis e

mascara.

1.

Retirar 130 ml de meio RPMI, 26 ml de SFB, heparina, 1,56ml de fito-
hemaglutinina e 195ul de antibittico da geladeira/freezer e deixar atingir 37° C
em banho-maria;

Fazer a assepsia da camara de fluxo com alcool 70%;

3. Etiquetar os 42 frascos de cultura:

N o o bk

CN CP1X | CP2X DM H E D C

3ml  [CN4K DM4K |H4K [E4K [D4K [C4K
3ml  |CN24K DM24K H24K [E24K D24K [C24K
3ml  |CN48K DM48K [H48K [E48K [D48K [C48K

3ml  [CN72K [CP72K1 |[CP72K2 DM72K [H72K [E72K D72K [C72K

5ml |[CN72A [CP72A1 |[CP72A2 DM72A H72A [E72A D72A |C72A

5ml |CN72T [CP72T1 |CP72T2 DM72T H72T |[E72T D72T |C72T

22ml (13 ml 13 ml 22ml 22ml 22ml 22 ml 22 ml

Colocar os frascos e demais materiais que serdo usados na camara de fluxo;
Ligar o fluxo e acender a luz UV de esterilizacao pelo periodo pré-programado;
Heparinizar o embolo de 4 seringas de 10ml;

Apos trocar a agulha, coletar cerca de 10ml de sangue do doador em cada uma
das 4 seringas;

Inverter as seringas algumas vezes e deixar em repouso por cerca de 30min a

1h para separar soro da parte figurada do sangue.

DURANTE A CULTURA: Os passos seguintes devem ser realizados na camara de

fluxo com apenas o fluxo e a luz comum ligados e flambando o material a cada passo

executado.

9.

Em um frasco estéril de 200ml: acrescentar 26ml de soro fetal bovino (SFB) em
130ml de meio de cultura RPMI 1640 e acrescentar 0,195ml (195 pl) de

antibiotico, agitar suavemente;



10.Acrescentar: 1,56 ml de fito-hemaglutinina. Dobrar a ponta da agulha de cada
seringa com 0 sangue usando uma pinca e desprezar o soro em um tubo de
centrifuga;

11.Colocar no meio de cultura cerca de 2 ml da parte intermediaria entre o soro e
aparte figurada do sangue (anel leucocitario) de cada seringa.

12. Aliquotar 3ml do MC final nos frascos CN4K, CN24K, CN48K e CN72K, flambar
e fechar a boca dos frascos com tampa,;

13.Vedar com parafilm e colocar na estufa a 37° C e anotar o horario de inicio da
cultura .

14. Aliquotar 5ml do MC final nos frascos CP72A1 e CP72T1, flambar e fechar a
boca dos frascos com tampa,;

15.Vedar com parafilm e colocar na estufa a 37° C e anotar o horario do inicio da
cultura .

16. Aliquotar 13 ml do MC final nos frascos CP72K1 e CP72K2.

17.No frasco CP72K1, colocar 99,996 pl da solucdo-mée de ciclofosfamida

(solucdo-mae: 0,06g CP/ml; concentracéo final no MC: 0,4mg CP/ml).
18. Agitar suavemente;
19. Aliquotar 5ml do frasco CP72K1 nos frascos CP72A1 e CP72T1, flambar e

fechar a boca dos frascos com tampa;

20.Vedar com parafilm e colocar na estufa a 37° C e anotar o horario de inicio da
cultura .

21.No frasco CP72K2, colocar 199,992 ul da solucdo-mae de ciclofosfamida
(solucdo-mae: 0,06g CP/ml; concentracao final no MC: 0,4mg CP/ml);

22.Aliquotar 5 ml do frasco CP72K2 nos frascos CP72A2 e CP72T2. Flambar e
fechar a boca dos frascos com tampa;

23.Vedar com parafilm e colocar na estufa a 37° C e anotar o horéario de inicio da
cultura .

24. Aliquotar 22 ml do MC final nos frascos DM4K, H4K, E4K, D4K e C4K;

25.No frasco DM4K, colocar 169,224 ul de DMSO e agitar suavemente;

26.Aliguotar 3 ml do frasco DM4K nos frascos DM24K, DM48K e DM72K e 5 ml

nos frascos DM72A e DM72T, flambar e fechar a boca dos frascos com tampa,

27.Vedar com parafilm e colocar na estufa a 37° C. Anotar o horario de inicio da
cultura :

28.No frasco H4K, colocar 130,944 ul de Hinoquinina e agitar suavemente;



29.Aliquotar 3 ml do frasco H4K nos frascos H24K, H48K e H72K e 5 ml nos

frascos H72A e H72T, flambar e fechar os frascos com tampa;

30.Vedar com parafilm e colocar na estufa a 37° C. Anotar o horario de inicio da
cultura .

31.No frasco E4K, colocar 169,224 ul de Etilcubebina e agitar suavemente;

32.Aliquotar 3 ml do frasco E4K nos frascos E24K, E48K e E72K e 5 ml nos
frascos E72A e E72T. Flambar e fechar os frascos com tampa,;

33.Vedar com parafilm e colocar na estufa a 37° C. Anotar o horario de inicio da
cultura .

34.No frasco D4K, colocar 112,244 ul de Dihidrocubebina e agitar suavemente;

35. Aliquotar 3 ml do frasco D4K nos frascos D24K, D48K e D72K e 5 ml nos

frascos D72A e D72T, flambar e fechar os frascos com tampa.

36.Vedar com parafilm e colocar na estufa a 37° C. Anotar o horario de inicio da
cultura .

37.No frasco C4K, colocar 164,164 ul de Cubebina e agitar suavemente;

38.Aliquotar 3 ml do frasco C4K nos frascos C24K, C48K e C72K e 5 ml

nos frascos C72A e C72T, flambar e fechar os frascos com tampa,;

39. Vedar com parafilm e colocar na estufa a 37° C. Anotar o horério de inicio da

cultura )



