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RESUMO



Devido a propriedades terapéuticas, varias plantas e seus constituintes
quimicos vém sendo muitas vezes utilizados como o primeiro recurso para o
tratamento de diversas doencas. Nesse contexto, compostos isolados de plantas
tém sido alvos de inumeros estudos que avaliam, além da atividade, seus possiveis
mecanismos de ac&o. Dentre os compostos com potencial quimioprotetor, o citral e o
eugenol merecem atenc&o devido suas estruturas quimicas de monoterpeno e de
composto fendlico, respectivamente, e por seus potenciais anti-inflamatério,
antiparasitario e antioxidante. Considerando que mutacdo no DNA pode ser a
primeira etapa de varias doencgas, e que lesdes induzidas nessa molécula podem ser
prevenidas ou moduladas por compostos naturais, este estudo objetivou avaliar,
pelo teste do cometa, o potencial genotoxico do citral (25, 50 e 100 ug/mL) e do
eugenol (0,31, 0,62, 1,24 e 2,48 ug/mL), apos diferentes tempos de tratamento (6,
10, 24 e 30 h) e, também, seus possiveis efeitos moduladores sobre danos
induzidos no DNA pela doxorrubicina (DOX), em diferentes protocolos de tratamento
(pré, pos e simultaneamente a DOX) e momentos de analise (12, 24 e 36 h), em
macrofagos peritoneais de camundongos. Além disso, foi avaliado o potencial
toxicogendmico do citral e do eugenol por meio da modulagdo da expressao dos
genes NF-kB1, COX-2 e TNF-a (relacionados a processos inflamatorios) em
macrofagos ativados ou néo por lipopolissacarideo de bactéria (LPS). Os resultados
mostraram que ambos os compostos apresentaram potencial genotdxico. No caso
do citral, a genotoxicidade foi observada para as duas maiores concentragbes, mas
apenas no tempo de 6h; para o eugenol, o aumento de danos no DNA foi detectado
para todas as concentragbes, em pelo menos um momento de analise. Com relagéo
ao potencial antigenotoxico, o citral e o eugenol apresentaram efeito protetor em
diferentes concentragbes e protocolos de tratamento, sendo mais eficazes,
respectivamente, no tratamento simulaneo e no pré-tratamento. As analises dos
genes COX-2, NF-kB1 e TNF-a mostraram que ambos 0s compostos n&o alteraram
os padrdes de expressdao em macrofagos inativos. Entretanto, em condicdo de
exposicado simultdnea ao LPS, o citral nas concentragdes de 100 ug/mL e de 50 e
100 pg/mL reduziu a expressdo de COX-2 e TNF-a, respectivamente, enquanto o
eugenol reduziu a expressao do TNF-a somente na maior concentragéo. Concluindo,
o citral e o eugenol apresentaram atividade quimioprotetora contra danos no DNA e
atuaram na modulagdo de genes relacionados a processos inflamatérios. No
entanto, a utilizagdo desses compostos em estratégias preventivas e terapéuticas
deve ser vista com cautela, uma vez que tanto o citral como o eugenol
demonstraram habilidade para induzir alteragcées na molécula de DNA.

Palavras chaves: citral, eugenol, genotoxicidade, antigenotoxicidade;
modulacao da expresséo génica
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ABSTRACT



Because of the therapeutic properties, several plants and their chemical
constituents have been used for treatment of various diseases. Therefore, isolated
compounds from plants have been targets of numerous studies that evaluate their
activity and mechanisms of action. Among compounds with chemopreventive
potential, citral and eugenol have gain attention because of their chemical structures,
monoterpene and phenol,respectively, and for their anti-inflammatory, antioxidant
and antiparasitic potentials. Since DNA mutation is the first step for some diseases,
and since the lesions induced in this molecule can be prevented or modulated by
natural compounds, aim of the present study was first to evaluate the genotoxic
potential of citral (25, 50 and 100 ug/mL) and eugenol (0.31, 0.62, 1.24 and 2.48
pg/mL) at different times after exposure (6, 10, 24 and 30 h), and then, their ability to
modulate DNA damage induced by doxorubicin (DOX) at different treatment
protocols (pre, post and simultaneous with DOX) and times (12, 24 and 36 h) in mice
peritoneal macrophages. In addition, the toxicogenomic potential of citral and
eugenol by modulating the expression of NF-KB1, COX-2 and TNF-a (related to
inflammatory processes) genes in macrophages activated or not by bacterial
lipopolysaccharide (LPS) was also investigated. The results showed that both
compounds have genotoxic potential. In the case of citral, genotoxicity was observed
for the two major concentrations, but only 6h after the exposure. For eugenol,
increased DNA damage was detected for all concentrations, in at least one moment
of analysis. Related to the antigenotoxicity, both citral and eugenol presented
protective effects at different concentrations and treatment protocols, and the more
effective activities were detected at simultaneous and pre-treatment, respectively.
Analyses of COX-2, NF-KB1 and TNF-a expression showed that both compounds did
not alter gene expression in inactive macrophages. In activated cells, citral at 100
pMg/mL, and at 50 and 100 pg/mL reduced the expression of COX-2 and TNF-q,
respectively. Regarding to eugenol, reduced expression of TNF-a was detected only
for the highest concentration. In conclusion, both citral and eugenol presented
chemopreventive activity against DNA damage induced by DOX, and modulated
genes related to inflammatory processes. Nevertheless, the use of these compounds
for preventive and therapeutic strategies must be viewed with caution, since both
citral and eugenol showed ability to induce primary lesions in DNA.

Key words: citral, eugenol, genotoxicity, antigenotoxicity; gene expression
modulation
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INTRODUCAO



1.1 Consideragoes iniciais

A utilizagdo de produtos naturais com propriedades terapéuticas representa a
forma mais antiga e difundida de medicacdo (HALBERSTEIN, 2005). Até o século
passado, a maioria dos medicamentos era obtida diretamente de fontes vegetais ou
animais. No entanto, com a revolugdo industrial e o desenvolvimento da quimica
organica houve preferéncia pelos medicamentos sintéticos, devido a facil obtencao e
porque simples modificagcdes estruturais possibilitam a producdo de drogas mais
ativas e seguras (RATES, 2001). Apesar disso, parcela significativa da populagéo
ainda prefere o tratamento a base de ervas, movimentando um mercado
internacional altamente lucrativo. Entre os paises da América Latina, o Brasil, a
Argentina e o México desempenham papel importante no mercado de ervas
medicinais. No Brasil, em 2007, esse mercado rendeu cerca de 160 milhdes de
délares (WHO, 2008; SAHOO et al., 2010). Além disso, dentre as drogas prescritas
no mundo, aproximadamente 25% sé&o direta ou indiretamente derivadas de plantas.
Das 252 drogas consideradas basicas e essenciais pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), 11% séo exclusivamente originarias de plantas (RATES, 2001).

Os fitoterapicos, medicamentos obtidos a partir de plantas medicinais,
apresentam como vantagens a melhor compatibilidade com o organismo humano,
poucos efeitos colaterais, além de serem de menor custo (ARORA et al., 2010). O
elevado consumo desses produtos deve-se, em parte, a crenga de que o “natural” é
relacionado ao “seguro”. Entretanto, os fitoterapicos podem ser téxicos, e como
todos os medicamentos, podem apresentar efeitos colaterais (WHO, 2004). Esses
efeitos adversos estdo geralmente relacionados a ma qualidade da matéria prima,
adulteracdao do composto inicial, inadequada identificacdo do produto final, dose
incorreta, interagcbes com medicamentos convencionais e contaminacdo com
substancias potencialmente perigosas, como metabdlitos microbianos, metais

toxicos e contaminantes quimicos e radioativos (KOSALEC et al., 2009).

A utilizacdo de produtos naturais deve vir, portanto, acompanhada por uma
rigida fiscalizagdo, uma vez que seus mecanismos de agédo podem ser influenciados
pelas doses utilizadas, vias de metabolizagdo no organismo e pelas interagbes
quimicas (DE FLORA & FERGUSON, 2005). Sendo assim, as agéncias reguladoras

de muitos paises tém o papel de fiscalizar e alertar para a utilizagdo indiscriminada
2



desses produtos. Em 2001, a Agéncia americana Food and Drug Administration
(FDA) recomendou que produtos que continham alcaldides pirrolizidinicos, como € o
caso do confrei (Symphytum officionale), fossem removidos do mercado por
causarem hepatotoxicidade (FDA, 2001). Em 2002, a mesma Agéncia alertou sobre
0 uso de suplementos que continham Piper methysticum por estarem relacionados a
doengas como hepatite e cirrose (FDA, 2002). No Brasil, a Agéncia que regulamenta
o uso de fitoterapicos, a ANVISA, propbde que para assegurar a qualidade desses
produtos é necessario o controle das matérias-primas, desde a extracdo dos
componentes até o produto final, e o controle rigoroso dos materiais de embalagem
e da formulagéo farmacéutica (ANVISA, 2011). Entretanto, além dessa fiscalizacao,
para a selecao de compostos naturais ativos e eficazes s&o necessarios estudos
pré-clinicos e clinicos associados a compreensdo dos mecanismos farmacologicos
(ARORA et al., 2010).

Os medicamentos a base de ervas, contém diversas estruturas quimicas com
atividade farmacologica e, dependendo da concentragédo utilizada, podem atuar
como alvos terapéuticos ou tdxicos. Desde o consumo até a eliminagéo, os produtos
naturais estdo suscetiveis a interagbes com drogas sintéticas e suplementos da
dieta. Dentre essas possiveis interacdes destacam-se modificagbes na absorcéo,
metabolismo, distribuicdo e excre¢do (FUGH-BERMAN, 2000; VENKATARAMANAN
et al., 2006). De fato, a maioria das interagbes dos fitoterapicos com as drogas
sintéticas é devida a inibigdo ou indugao de enzimas responsaveis pelo metabolismo
de drogas e toxinas. Durante a fase | do metabolismo ocorrem a oxidacao, hidrolise
e reducao do composto, gerando metabdlitos menos toxicos e mais hidrofilicos, com
maior facilidade para serem excretados. Na fase Il, que inclui reagdes de
glicolizag&o, sulfonagéo, acetilacdo e metilagdo, ocorre a diminuicdo da atividade
bioldgica da droga (MANZI & SHANNON, 2005). Produtos naturais, como a kava-
kava (Piper methysticum) e a erva de Sao Jodo (Hypericum perforatum), por
exemplo, podem interagir com drogas sintéticas por meio da inibicdo da atividade de
enzimas metabolizadoras, como o citocromo P450 (OBACH, 2000; ZOU et al.,
2002).



1.2 Estresse oxidativo e inflamagao no processo carcinogénico

Considerando as inumeras propriedades biologicas, certas plantas sao
consideradas agentes potenciais para a cura e prevencao de doengas que afetam a
espéecie humana e que apresentam altas taxas de mortalidade, como o cancer e
outras doencas crénico-degenerativas (aterosclerose, diabetes, artrite reumatdide,
inflamagdes cronicas, Mal de Parkinson, Alzheimer e esclerose multipla) (ARORA et
al., 2010). Dentre as possiveis causas das doengas crénicas destaca-se o estresse
oxidativo em células, tecidos ou 6rgaos (AMES et al., 1993; STARCEVIC et al.,
2003; DURACKOVA, 2010). O estresse oxidativo & definido como o desequilibrio
entre a producao de radicais livres e metabdlitos reativos, denominados agentes
oxidantes ou espécies reativas de oxigénio, e a sua eliminagcdo por mecanismos
preventivos, os agentes antioxidantes. Esse desequilibrio leva a danos em

biomoléculas importantes, como proteinas, lipideos e o DNA (DURACKOVA, 2010).

Os sistemas bioldgicos estdo continuamente expostos a agentes oxidantes,
seja pela geracdo endogena que ocorre durante processos fisioldégicos como a
defesa contra microorganismos patogénicos, o metabolismo, a proliferagcdo e a
inducdo de morte celular, seja pela exposicdo exdgena a poluentes, radiagdes,
fumaca de cigarro, etc (RAHMAN, 2003; STARCEVIC et al., 2003). Em 1993, AMES
et al. sugeriram que inuUmeras lesdes oxidativas sao induzidas diariamente no DNA
de uma unica célula. O estresse oxidativo &, portanto, capaz de gerar instabilidade
gendmica que pode resultar em mutacdes, alteragdes nos padrbes de expressao
génica e danos celulares, com sérios prejuizos ao organismo (BOHR, 2002). Dentre
as doencas crbnicas possivelmente iniciadas a partir dessa instabilidade genémica
esta o cancer, que é descrito como um processo de multiplas etapas envolvendo

mudangas na estrutura e fungéo da informagéo genética (MEHTA et al., 2010).

Por ser um processo dindmico e longo, a carcinogénese €& didaticamente
dividida em trés etapas: iniciagdo, promogédo e progressdo. A iniciacdo € um
processo irreversivel que envolve eventos intracelulares que resultam em mutacao
genética. Nessa etapa, carcin6genos ambientais, como por exemplo, os presentes
na fumaga do cigarro, induzem uma ou mais mutacgdes, que resultam na ativagéo de
oncogenes e na inativacdo de genes supressores tumorais. Além disso, agentes
intracelulares como espécies reativas de oxigénio, decorrentes do metabolismo
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oxidativo normal, e alteragbes em enzimas metabolizadoras de fase | e Il, podem
produzir moléculas reativas capazes de induzir danos genotoxicos (SURH, 2003;
MEHTA et al., 2010). Diferentemente, a promog¢ao é um processo reversivel e mais
lento, que se caracteriza pela desregulacdo de vias de sinalizagcdo que normalmente
controlam a proliferagdo celular e a apoptose. Por fim, a etapa de progressao é
caracterizada pelo acumulo de alteragbes genéticas, angiogénese e

desenvolvimento metastatico (MEHTA et al., 2010).

Além do estresse oxidativo, algumas formas de inflamacéo crénica também
podem predispor ao cancer. Desde 1863, a hipotese de que o cancer poderia se
desenvolver em sitios de inflamagédo cronica vinha sendo cogitada por Rudolf
Virchow, que estabeleceu a relagéo entre inflamagdo e carcinogénese a partir da
presenca de leucécitos em tecidos neoplasicos (BALKWILL & MANTOVANI, 2001).
Mais tarde, a associacao entre inflamagéo e cancer passou a ser dividida em duas
vias: a via extrinseca, impulsionada por condi¢des inflamatorias ou infecciosas que
aumentam o risco de céancer; e a via intrinseca, impulsionada por alteracdes
genéticas que causam inflamacao e neoplasia (MANTOVANI et al., 2008). As duas
vias resultam na ativacdo de diversos mediadores moleculares, como os fatores de
transcricdo NF-kB (Nuclear factor-kB), o STAT-3 (Signal transducer and activator of
transcription 3) e o HIF1a (Hypoxia-inducible factor 1-alpha), que coordenam a
producdo de mediadores inflamatérios como citocinas, interleucinas (ILs), TNF-a
(Tumor necrosis factor-alpha), quimiocinas, prostaglandinas e iINOS (Nitric oxide
synthase) (KUNDU & SURH, 2008; MANTOVANI et al., 2008). Somando-se a isso,
aproximadamente 25% dos casos de cancer estéo relacionados a associagao entre
infecgbes cronicas e inflamacdo (HUSSAIN & HARRIS, 2007). Algumas evidéncias
fortalecem essa relagcéo, como por exemplo, a associagéo entre o Helicobacter pylori
e o cancer de estdbmago (LADEIRA et al., 2004), doencgas inflamatorias pélvicas e o
risco para o cancer de ovario e colon (LIN et al., 2011) e os virus das hepatite Be C
e o carcinoma hepatocelular (MICHIELSEN et al., 2005).

1.2.1 O papel dos macrofagos

Durante os processos inflamatorios, algumas células do sistema imunoldgico

(neutréfilos, monaocitos, macréfagos, eosindfilos, células dendriticas, mastocitos e



linfécitos) s&o recrutadas para o local da lesdo ou da infecgdo e podem iniciar a
resposta inflamatéria (KUNDU & SURH, 2008). Dentre essas, os macréfagos
destacam-se como importantes células efetoras, atuando em linhas de defesa contra
a invasao microbiana e reconhecendo e eliminando células tumorais (KLIMP et al.,
2002; MOSSER & EDWARDS, 2008). Além disso, os macrofagos estéo relacionados
a fungdes biolégicas como a remodelacéo tecidual durante a embriogénese, o
reparo de ferimentos e a remogao de células senescentes apds lesées ou infecgdes.
Os principais mecanismos de acado dessas células envolvem a producédo de
espécies reativas de oxigénio, citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento,
processamento e apresentagdo de antigenos, além do recrutamento de outras
células do sistema imunolégico (KLIMP et al., 2002; SIVEEN & KUTTAN, 2009).
Liberados da medula éssea como mondcitos imaturos, os macrédfagos circulam pela
corrente sanguinea e migram para tecidos como o figado, pulmao e peritdnio, onde
sofrem a diferenciacdo final (SIVEEN & KUTTAN, 2009). Os macrofagos
encontrados na cavidade peritoneal, por exemplo, sdo responsaveis pela primeira
linha de defesa contra a invasdo de microorganismos, como os Enterococcus
faecium (LEENDERTSE et al., 2009), além de apresentarem importante papel na

fagocitose e recrutamento de leucécitos (TOPLEY et al., 1996).

A atuagdo dos macrofagos no desenvolvimento de neoplasias é controversa,
podendo promover a eliminacdo de células tumorais ou a estimulagdo do
desenvolvimento tumoral (KLIMP et al., 2002; MOSSER & EDWARDS, 2008). Sabe-
se que os macrofagos sao altamente suscetiveis a danos oxidativos, devido ao alto
percentual de acidos graxos poliinsaturados em sua membrana plasmatica e a alta
producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS). O desequilibrio na producao das
ROS pode desencadear alteragdes na integridade de proteinas e acidos nucléicos e,
consequentemente, promover a ativagdo de oncogenes e/ou inativacao de genes
supressores tumorais. (MEYDANI et al., 1995, KUNDU & SURH, 2008). A
versatilidade dessas células se deve a caracteristicas fenotipicas adquiridas por
meio de diferentes estimulos ambientais (MOSSER & EDWARDS, 2008). Os
macrofagos podem ser ativados por duas vias distintas, a ativagéo classica (M1) ou
a via alternativa (M2). A primeira caracteriza-se por ser desencadeada em resposta
a produtos microbianos, como o lipopolisacarideo (LPS) que estd presente na

membrana de bactérias gram-negativas e € um dos mais potentes ativadores de
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macroéfagos. Ativados por essa via, os macrofagos sao responsaveis pela morte de
microorganismos e de células tumorais e produgédo de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio (MOSSER & EDWARDS, 2008; SICA et al., 2008; KIM & HA, 2009). Por
outro lado, a ativacao alternativa (M2) é promovida por moléculas anti-inflamatérias,
como as interleucinas 4, 10 ou 13, que levam a proliferacao celular, angiogénese e
remodelacdo e reparo tecidual (SICA et al.,, 2008; SIVEEN & KUTTAN, 2009).
Devido a semelhanca entre o perfil molecular e funcional, os macréfagos associados
a tumores (TAM) apresentam fendtipo semelhante a aqueles ativados pela via
alternativa (SIVEEN & KUTTAN, 2009), correlacionando-se a piores prognosticos

para carcinomas de mama e de bexiga (BINGLE et al., 2002).

1.2.2 Mediadores moleculares

Fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-kB)

O fator de transcrigdo nuclear kappa B (NF-kB), que pertence a familia de
fatores de transcricao encontrada em quase todos os tipos de células animais, esta
envolvido na resposta celular a multiplos estimulos, como estresse, citocinas,
radicais livres, radiacédo ultra-violeta, virus, bactérias, compostos antineoplasicos,
dentre outros (MERCURIO & MANNING, 1999; AGGARWAL & SHISHODIA, 2006;
LUQMAN & PEZZUTO, 2010). Além disso, o NF-kB esta relacionado a processos
fisiolégicos como a imunidade celular, inflamagéo, proliferacao celular, apoptose e
desenvolvimento embrionario (JANSSENS & TSCHOPP, 2006). Até o momento,
foram identificadas em mamiferos cinco proteinas pertencentes a familia do NF-kB:
a RelA (p65), a RelB, a c-Rel, o NF-kB1 (p50 e seu precursor p105) e o NF-kB2 (p52
e seu precursor p100). Estas proteinas se apresentam na forma de hetero ou
homodimeros, sendo o heterodimero p65/p50 o mais abundante na maioria das
células (KUMAR et al., 2004; JANSSENS & TSCHOPP, 2006). Todos os membros
dessa familia de fatores de transcricdo sdo caracterizados pela presenga de um
longo trecho N-terminal de 300 aminoacidos, denominado dominio homélogo Rel
(RHD), que é responsavel pela ligagdo ao DNA, interacdo com proteinas inibidoras
kb (IkBs) e dimerizagdo. Associado a proteinas inibidoras, o NF-kB mantem-se
inativo no citoplasma, pois a interagdao NF-kB/IkBs mascara o sinal de localizagéo
nuclear (JANSSENS & TSCHOPP, 2006).



Existem duas principais vias de sinalizagcado que levam a ativacdo do NF-kB: a

candnica (classica) e a nao candnica (alternativa) (Figura 1).

Figura 1 - Vias de sinalizagdo do NF-kB: canénica (a esquerda) e ndo canénica (a
direita). A candnica é desencadeada pela ligagdo do ligante especifico ao receptor,
levando a fosforilagcdo do IKB por meio do complexo IKK (IKKa, IKKb e NEMO),
liberando os liberando os dimeros do NF-kB ativos que sao translocados para o
nucleo; na n&o candnica a ligagao do ligante ao receptor promove a transformacéo
do p100/RelB em p52/RelB por meio da ativagdo do complexo IKK mediado pela via
NIK. No nucleo, os dimeros do NF-kB ativos irdo favorecer a transcricdo de genes
alvos (adaptada de SRIVASTAVA & RAMANA, 2009).

A primeira é tipicamente ativada por citocinas proinflamatérias (TNF-a) ou
patdbgenos. Nesta via, os dimeros do NF-kB, como o p65/p50, tornam-se ativos por
meio da fosforilagdo do complexo quinasse |kB (IKK), que contém a acdo das
subunidades cataliticas quinases (IKKa e IKKb) e a regulacdo de proteinas né&o
enzimaticas (NEMO). Ap6és a degradagdo do IkB, os dimeros do NF-kB sé&o
translocados para o nucleo. A via alternativa, por sua vez, é ativada por um grupo
mais restrito de citocinas. Por meio da fosforilacao da quinase NIK (“NF-kB-inducing
kinase”), o complexo IKK torna-se ativo e promove a translocacéo dos dimeros do
NF-kB para o nucleo (SRIVASTAVA & RAMANA, 2009). No nucleo, o NF-kB ativado

pode induzir a expressdo de mais de 200 genes, interferindo na supressdo da
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apoptose, inducdo da transformagdo celular, proliferacdo, invasado, metastase,
resisténcia a quimioterapicos e inflamagéo. Sendo assim, agentes que promovem a
inibicdo da ativagdo do NF-kB tem se tornado alvos terapéuticos promissores
(AGGARWAL & SHISHODIA, 2006; LUQMAN & PEZZUTO, 2010).

Particularmente, a subunidade NF-kB1 (p50) ndo possui atividade
transcricional. Para atuar como fator regulador da transcricdo, o p50 deve estar
ligado a outras proteinas como a RelA, a RelB e a c-Rel, formando heterodimeros.
Por essa razéo, suas fung¢des bioldgicas ndo sédo suficientemente estudadas como
as os outros membros da familia NF-kB (ZIEGLER-HEITBROCK, 2001; YU et al.,
2009), muito embora essa subunidade possua papel relevante nos processos
inflamatérios, reprimindo a transcricdo do TNF-a em macréfagos ativados por LPS
(BAER et al., 1998). Além disso, a subunidade NF-kB1 tem papel importante na
mediacdo de danos causados no figado, limitando a expressédo do TNF-a e
recrutando células inflamatérias (OAKLEY et al., 2005). Ja foi relatado que a
deficiéncia da p50 aumenta a inflamacdo, a lesdo pulmonar e a insuficiéncia
respiratéria em pulmado de camundongos com pneumonia (MIZGERD et al., 2003).
Além disso, alguns autores mostraram que em resposta ao LPS, macréfagos
isolados de camundongos deficientes em p50 apresentam altos niveis de TNF-a e
IL-12 e niveis reduzidos de IL-10 (CAO et al., 2006). Foi demonstrando, também,
que células hepaticas deficientes para o gene NF-kB1 (p50) apresentam expresséo
inapropriada de varios mediadores proinflamatérios, como a hiper expressdo dos
genes MMP-13, GM-CSF, CCL2, e CXCL10 (ELSHARKAWY et al., 2010).

Cyclooxygenase-2 (COX-2)

Essenciais nos processos inflamatérios, as ciclooxigenases (COX) sé&o
responsaveis por converter o acido araquidénico em prostaglandinas (PGs). Além
disso, seus metabdlitos desempenham importante fungcdo em multiplos processos
fisiologicos e fisiopatologicos (KOKI & MASFERRER, 2002). S&o conhecidas duas
isoformas da ciclooxigenase: a ciclooxigenase-1 (COX-1) e a ciclooxigenase-2
(COX-2) (Figura 2), com marcante diferenca na expressdo e regulacédo tecidual
(RUSSELL, 2001).



Figura 2 - Mecanismo de sintese da prostaglandina E2 (PGE2) e sua fungdo no
desenvolvimento do cancer. As ciclooxigenases 1 (COX-1) e 2 (COX-2) mediam a
conversdo do acido araquidonico em prostaglandinas G2 (PGG2), enquanto a
enzima prostaglandina sintase E converte PGH2 em PGE2. As protaglandinas
contribuem para o desenvolvimento tumoral atuando sobre a proliferacao celular,
angiogénese, invasao celular e metastase e modulagéo imunolégica (adaptada de
DORE, 2011).

A COX-1 é expressa constitutivamente na maioria dos tecidos e os produtos
desta enzima (prostaglandinas) sdo importantes para a manutencéo de processos
fisiolobgicos como a protecdo gastrica e renal e a fungdo plaquetaria. A COX-2
normalmente nao é detectavel na maioria dos tecidos, mas é induzida rapidamente
por citocinas, fatores de crescimento, hormdnios, processos oncogénicos e durante
processos patolégicos como as inflamagées (RUSSELL, 2001; FARROW & EVERS,
2002; KOKI & MASFERRER, 2002).

Alguns estudos sugerem que os metabdlitos da COX-2 podem participar em
varias fases da carcinogénese, incluindo a hiperproliferagcdo pré-maligna, a
transformacado, a manutencao da viabilidade tumoral, o crescimento, a invasdo e a
disseminagdo metastatica (GOLDEN & ABRAMSON, 1999; TUCKER et al., 1999;
RUSSELL, 2001; KOKI & MASFERRER, 2002). Outros mostram a hiperexpressao
de COX-2 em tumores de mama, bexiga e prostata (KOKI & MASFERRER, 2002;
ARORA et al., 2010). Segundo TUCKER et al. (1999), os niveis de RNA mensageiro
(RNAmM) da COX-2 no pancreas estdao aumentados em mais de 60 vezes nos tecidos

neoplasicos em relacédo aos nédo neoplasicos adjacentes. Em 2001, CIANCHI et al.
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demonstraram o envolvimento da COX-2 no cancer colorretal, encontrando niveis
elevados da proteina e do RNAmM na mucosa do coélon de pacientes. Recentemente,
YAO et al. (2011) descreveram que a hiporegulacao da COX-2 esta relacionada a

inibicao do crescimento de células de carcinoma gastrico.

Fator alfa de necrose tumoral (TNF-alfa)

O fator alfa de necrose tumoral (TNF-a) é produzido por diferentes tipos
celulares, incluindo mondcitos, macréfago, linfocitos, células T, células musculares
lisas, adipocitos e fibroblastos. O TNF-a desempenha papel crucial na imunidade
inata e adaptativa, na proliferagéo celular e no processo de apoptose. Em condi¢bes
basais, as células secretam pequena quantidade de TNF-a. Entretanto, o aumento
da sua producgao ocorre em células estimuladas por citocinas pré-inflamatérias e/ou
frente a exposigcéo a lipopolisacarideos de bactérias gram-negativas (EGAN, 2004;
POPA et al., 2007).

As respostas bioldgicas relacionadas ao TNF-a ocorrem por meio de ligagéo
altamente especifica a receptores presentes na membrana de todos os tipos
celulares, exceto de eritrocitos. Esses receptores diferem nas suas afinidades de
ligacdo, bem como nas vias de sinalizagdo intracelular, levando a apoptose, a
ativacdo do NF-kB e a producao de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas (Figura
3) (EGAN, 2004; POPA et al., 2007).

Figura 3 - Modelo de sintese, secrecao e estimulacdo de células alvos pelo TNF-a
(adaptada de EGAN, 2004).
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A inibigdo do TNF-a € um mecanismo extremamente eficaz no tratamento de
doencgas cronicas como a artrite reumatoide e a doenga de Crohn. No caso do
progresséo (BALKWILL, 2009). YIN et al. (2009) mostraram que o tratamento com
TNF-a aumenta o potencial invasivo de células de cancer de mama (MCF-7) e
promove alteracdo na expressédo de 39 genes associados a degradacdo da matriz
extracelular, a adeséo celular, ao controle do ciclo celular, ao crescimento e a
proliferagcdo celular. Além disso, em estudos com células musculo-esqueléticas
(C2C12) tratadas com o TNF-a houve aumento dos niveis de RNAm do NF-kB1 e do
NF-kB2, além de alteracbes na expressdo de genes envolvidos na degradacéo da
matriz extracelular, sinalizagcdo do NF-kB, apoptose, proliferacao e diferenciagdo de
células musculares (BHATNAGAR et al., 2010).

1.3 Lesodes no DNA e quimioprevengao

Desde a descoberta da estrutura do DNA a mais de 50 anos, os mecanismos
para preservar a integridade do genoma vém sendo amplamente investigados.
Lesbes no DNA podem bloquear os processos de replicagéo e transcricéo, e, se nao
reparados ou reparados incorretamente, podem levar a mutagbes pontuais
(alteracdo de um unico par de bases do DNA ou um pequeno numero de pares de
base adjacentes) ou a aberragdes cromossémicas (alteragcbes na estrutura ou
numero de coépias de cromossomos), comprometendo a viabilidade da célula
(GRIFFITHS et al., 2009; JACKSON & BARTEK, 2009).

As lesbes no DNA podem ser “espontédneas” ou causadas por agentes
endogenos e exdgenos. Entre as lesdes ocasionadas espontaneamente destacam-
se a incorporacao erronea de bases durante a replicacdo e as alteracbes de bases
devido a desaminacéo e depurinacdo. Por outro lado, as lesbées no DNA causadas
por agentes endodgenos (espécies reativas de oxigénio provenientes do metabolismo
celular normal) e exdgenos (p. ex. radiagdes ionizantes e ultravioletas, compostos
presentes no cigarro, alguns virus e bactérias) podem levar a oxidacao de bases e a
quebras de fita simplas e dupla do DNA. Os agentes antineoplasicos sdo exemplos
de compostos exdégenos que promovem lesées no DNA como alquilagcado de bases,
ligagbes cruzadas e danos oxidativos (CICCIA & ELLEDGE, 2010). Além das lesdes
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que estdo diretamente ligadas a molécula do DNA, outros mecanismos indiretos
podem causar genotoxicidade, como é o caso da peroxidacgéo lipidica e dos aductos
de proteina. Alteragdes nas enzimas do sistema de reparo do DNA (p.ex. OGG1,
XPD) e de metabolizacdo, no fuso mitético, no controle do ciclo celular e na
apoptose podem também induzir instabilidade genémica (KIRSCH-VOLDERS et al.,
2003).

Devido a ampla variedade de importantes lesdes que podem ocorrer no DNA,
as células desenvolveram mecanismos multiplos e distintos para a reparacéo desses
danos. Apesar de algumas lesdes estarem sujeitas a reversao mediada por apenas
uma proteina, a maioria dos sistemas de reparo do DNA é realizada por uma
sequéncia de eventos cataliticos mediados por multiplas proteinas (BOHR, 2002;
JACKSON & BARTEK, 2009). Dentre os principais mecanismos de reparo
destacam-se: o reparo de erros de pareamento de bases (mismatch repair); o reparo
por excisdo de base, que remove bases incorretas ou danificadas; o reparo por
excisdo de nucleotideos, que corrige lesdes mais complexas como dimeros de
pirimidina e ligagcbes cruzadas; o reparo de jungdo de pontas ndo homdlogas ou
reparo por recombinagdo homologa, que repara as quebras de fita dupla do DNA
(GRIFFITHS et al., 2009; CICCIA & ELLEDGE, 2010). Além disso, as lesdes no DNA
podem ser também moduladas por compostos quimicos, incluindo aqueles

presentes na dieta.

O termo antimutagénese foi originado a partir de estudos em bactérias, que
descreviam agentes ou efeitos que, especificamente ou preferencialmente, reduziam
a frequéncia de mutacdes (CLARKE & SHANKEL, 1975). Visto que as mutacdes séo
consideradas a primeira etapa de varias doencas degenerativas (AMES et al, 1993),
estudos epidemiolégicos tém demonstrado que compostos naturais presentes na
dieta podem modular o processo de carcinogénese por meio da indugao do sistema
de defesa celular incluindo enzimas antioxidantes e do sistema de detoxificacéo
(PANA & HO, 2008). De acordo com WATTENBERG et al. (1985), a atuacado dos
agentes quimioprotetores pode ser dividida em duas categorias: os agentes
bloqueadores e os agentes supressores. Os agentes bloqueadores reduzem a
formacgao e a ativacdo metabdlica de carcinégenos que interagem com biomoléculas
cruciais (DNA, RNA, proteinas, lipidios), combatem espécies reativas de oxigénio e
potencializam o sistema de reparo do DNA. Dessa maneira, tornam-se mais eficazes
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quando utilizados de maneira preventiva a exposi¢cdo dos carcinédgenos. Por outro
lado, os agentes supressores inibem eventos posteriores a agdo do cancerigeno,
suprimindo a manifestacao da neoplasia. Estes agentes podem inativar oncogenes,
ativar genes supressores tumorais, inibir a angiogénese e induzir apoptose por meio
de mecanismos que interferem na expressédo génica e reduzem a proliferagédo de

células iniciadas, prevenindo o acumulo de danos (ARORA et al., 2010).

A acado dos agentes quimiopreventivos ou quimioprotetores, incluindo os de
origem natural, tem sido extensivamente estudada nas duas ultimas décadas, com
especial énfase para a identificacdo de compostos com baixa ou nenhuma
toxicidade e de facil acesso para a populacdo humana. Muitos compostos
apresentam atividades quimioprotetoras cientificamente comprovadas. Dentre eles
destacam-se a curcumina, o resveratrol, o licopeno, o acido elagico, o eugenol, o
indol-3-carbinol, o epigalocatequina-3-galato (EGCG) e o acido fenil éster caféico
(CAPE). Acredita-se que esses levam a supressdo do processo inflamatoério que
poderia desencadear a iniciagdo da carcinogénse por meio da transformacao e
hiperproliferagéo celular (SURH, 2003; AGGARWAL & SHISHODIA, 2006). JONES
et al. (2005) identificaram 1.600 genes que s&o modulados em células de cancer de
prostata apos exposi¢cao ao resveratrol, e dentre esses estdo genes relacionados a
regulacdo da apoptose, diferenciacao e proliferagéo celular, transdugédo de sinais,

fatores de transcricdo, adesao celular e crescimento e supressao tumoral.

1.4 Agentes quimioprotetores

Citral

Compostos monoterpénicos sdo componentes n&o nutritivos da dieta,
encontrados em Oleos essenciais de frutas citricas e em algumas ervas
(NAKAMURA et al., 2003). Dentre esses compostos esta o citral, uma mistura
natural de dois isbmeros monoterpenos aldeido aciclicos (3,7-dimetil-2,6-octadienal):
o neral (isbmero cis) e o geranial (isbmero trans) (Figura 4). O citral € encontrado em
Oleos essenciais de diversas plantas, como o capim cidréo, capim lim&o ou capim
santo (Cymbopogon citratus), a melissa (Melissa officinalis) e a verbena (Verbena
officinalis) (CARLINI et al., 1986; DUDAI et al., 2005).
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Figura 4 - Estrutura quimica do citral (C10H160, massa molecular 152,24).
Isbmeros geométricos geranial (forma trans) e neral (forma cis).

O capim cidrao apresenta cerca de 30% a 93,74% de citral no 6leo essencial,
sendo o geranial o componente com maior predominancia. Devido ao seu aroma
caracteristico, o 6leo essencial obtido das folhas frescas do capim cidréo é utilizado
pelas industrias de perfumes e cosméticos. Além disso, esta planta é utilizada na
medicina popular brasileira para o tratamento de distarbios nervosos e
gastrointestinais, como analgésico, anti-inflamatério, diurético e sedativo (CARLINI
et al., 1986; BARBOSA et al., 2008). Atualmente, dados da literatura mostram os
efeitos benéficos do 6leo essencial do capim cidrdo como atividade sedativa e
tranquilizante (BLANCO et al., 2009), agao antiparasitaria (SANTORO et al., 2007;
SANTIN et al., 2009) e atividade antifungica (IRKIN & KORUKLUOGLU, 2009;
TYAGI & MALIK, 2010). Em estudo recente, BIDINOTTO et al. (2010) demonstraram
que o tratamento oral de camundongos com o 6leo essencial apresentou atividade
protetora contra danos no DNA de leucdcitos expostos a N-metil-N-nitrosurea. Os
mesmos autores, em um experimento de média duragcdo, mostraram que o Oleo
essencial apresentou atividade supressora de hiperplasias mamarias, embora nao
tenha reduzido o numero de lesbes pré-neoplasicas no colon e na bexiga de
camundongos tratados com trés drogas indutoras de lesdes neoplasicas, o 7,12-

dimetil-benz[a]lantraceno, a 1,2-dimetilhidrazina e a N-(4-hidroxibutil)nitrosamina.

Ja foram também demonstradas as atividades relacionadas aos extratos
aquoso e alcoolicos do capim cidréo. A atividade anti-inflamatéria do extrato aquoso

e do Oleo essencial do capim cidréo foi relatada por SFORCIN et al. (2009), que
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mostraram que esses compostos inibem a producgéo in vivo e in vitro de IL-1B3 e IL-6
em macrofagos peritoneais de camundongo. Outros estudos demonstraram o efeito
quimiopreventivo do extrato etandlico, reduzindo o aparecimento de lesbes pré-
neoplasicas induzidas pela dietilnitrosamina no figado de ratos
(PUATANACHOKCHAI et al., 2002). Em células de fibroblasto de hamster chines
(V79), o extrato hidroalcélico aumentou de modo dose dependente a capacidade de
captura de radicais livres e reduziu, significativamente, a frequéncia de micronucleos
induzidos por 2 Gy de radiagédo gama (RAO et al., 2009). A atividade antimutagénica
do extrato etanélico do capim cidrao foi também demonstrada em linhagens TA 98 e
TA 100 de Salmonella typhimurium (USANEE et al., 1994).

Como relatado anteriormente, o citral apresenta, também, atividade
antifungica (SADDIQ & KHAYYAT, 2010), antiparasitaria (CARDOSO & SOARES,
2010) e anti-inflamatéria, inibindo a expressao protéica e o RNA mensageiro da
COX-2 e promovendo ativagcdo de receptores nucleares PPARa e PPARy
(KATSUKAWA et al., 2010). Em macréfagos de camundogos da linhagem RAW
264.7, estimulados com lipopolissacarideo bacteriano, o citral inibiu a fosforilacao de
IkB, bloqueando a translocac&o das subunidades p50 e p65 do NF-kB e levando a
baixa expresséo da enzima indutora de oxido nitrico sintetase (iNOS) (LEE et al.,
2008). O citral também apresentou efeito quimioprotetor em células de cancer de
mama MCF-7, levando a apoptose e a parada no ciclo celular, além de inibir a
atividade da COX-2 (CHAOUKI et al., 2009). Em células leucémicas, o citral induziu
a ativagdo da enzima caspase 3 e a apoptose (DUDAI et al., 2005). Somando-se a
isso, este composto apresentou efeito antimutagénico em eritrécitos da medula
O0ssea e do sangue periférico de camundogos in vivo, prevenindo alteragdes
cromossOmicas e micronucleos induzidos pela ciclofosfamida, mitomicina C e cloreto
de niquel (RABBANI et al., 2005).

Eugenol

A utilizacdo do cravo-da-india (Syzygium aromaticum) como medicamento
estd especialmente relacionada as suas atividades antioxidante, anti-inflamatéria,
anti-helmintica e bactericida; esta ultima associada principalmente a patbgenos orais

como as bactérias anaerdbicas gram-negativas (Porphyromonas gingivalis e
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Prevotella intermedia), frequentemente indutoras de periodontites (CAlI & WU, 1996;
MIYAZAWA & HISAMA, 2003; ABDEL-WAHHAB & ALY, 2005). Compostos
purificados do cravo-da-india atenuam o virus da herpes pela inibicdo da sintese do
DNA viral; o extrato aquoso apresenta efeito inibitério contra o virus da hepatite C, e
a infusdo aquosa induziu apoptose durante o processo de carcinogénese pulmonar,
reduzindo os niveis da proteina COX-2 e aumentando a expressdo da p53
(BANERJEE et al., 2006). Recentemente, RODRIGUES et al. (2009) relataram que o
extrato hidroalcodlico e o 6leo essencial do cravo-da-india apresentaram agao anti-
inflamataéria in vivo e in vitro, em macréfagos peritoneais de camundongos, por inibir

a producgao de IL-1B e IL-6.

Alguns autores atribuem as atividades benéficas do cravo-da-india ao seu
composto majoritario, o eugenol (HE et al., 2007; CAMPANIELLO et al., 2010; DEVI
et al., 2010). Este (4 allil-2-methoxifenol; Figura 5), € um composto fendlico presente
em diversas plantas. Além do cravo-da-india, o eugenol pode ser encontrado na
canela, na noz-moscada e no manjericdo (YOGALAKSHMI et al., 2010). No cravo-
da-india esse composto representa, respectivamente, cerca de 89,5% e 98% da
composi¢cédo do 6leo essencial e do extrato aquoso (RODRIGUES et al., 2009). O
eugenol apresenta ampla utilizagdo na industria de alimentos, como aromatizantes
de alimentos, bebidas e doces, em cosméticos e como antiséptico em praticas
odontoldgicas (HAN et al. 2007; YOGALAKSHMI et al, 2010).

A HO CH,
|

O

Figura 5 - Estrutura quimica do eugenol (C10H1202, massa molecular 164.20).

A acéo quimioprotetora do eugenol foi demonstrada por LEE et al. (2007), que

observaram a atividade anti-inflamatéria do composto a partir da inibicdo da
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expressao da IL-1B, do TNF-a e da COX-2 em macréfagos humanos induzidos por
LPS. Atividade semelhante foi descrita por MAGALHAES et al. (2010), detectando a
inibicdo da producdo do TNF-a e da ativacdo do NF-kB em lavado de fluidos
broncoalveolares de camundongos estimulados com LPS. Para as atividades
genotoxica e/ou antigenotdéxica do eugenol, contudo, os resultados sao
contraditérios. MARALHAS et al. (2006) observaram aumento de aberragbes
cromossOmicas em células V79 de hamster chinés tratadas com eugenol; efeito
genotoxico foi também descrito para células de ovario de hamster chinés (AAS8)
(MARTINS et al., 2010). No entanto, ROMPELBERG et al. (1996) demonstraram que
o eugenol reduziu a mutagenicidade do benzo(a)pireno em células de figado de
ratos. Atividade antimutagénica também foi relatada por ABRAHAN (2001), que
observaram a reducao da freqiiéncia de micronucleos induzidos pela ciclofosfamida,
pela procarbazina e pelo metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina em camundongos. Além
disso, o tratamento in vitro de macréfagos peritoneais com o eugenol reduziu a
fragmentacdo do DNA provocada pela nicotina (MAHAPATRA et al., 2009a).
Recentemente, YOGALAKSHMI et al. (2010) também reportaram que o tratamento
com o eugenol preveniu quebras de fitas simples no DNA induzidas pela

tioacetamida em células do sangue periférico de ratos.

A acdo de compostos fenolicos como o eugenol pode ser dependente das
caracteristicas do ambiente em que se encontram (pH e solubilidade). Por exemplo,
esses compostos podem atuar como agentes antioxidantes em baixas doses e pré-
oxidantes em altas doses (ATSUMI et al., 2001; FUJISAWA et al., 2002; SAKIHAMA
et al., 2002). De acordo com ATSUMI et al. (2005), o tratamento de células de
adenocarcinoma submandibular humano com o eugenol induz a formagé&o de baixas
taxas de espécies reativas de oxigénio. No entanto, o eugenol comporta-se ora
como antioxidante, ora como pré-oxidante em células expostas ao estresse oxidativo
induzido pelo peroxido de hidrogénio ou pela radiagdo com luz Vvisivel.
Recentemente, YOGALAKSHMI et al. (2010) demonstraram o potencial antioxidante
do eugenol, levando a diminuigdo da peroxidagao de lipideos, oxidacao de proteinas
e de marcadores inflamatorios, quando células de figado de ratos foram tratadas

com a tioacetamida.
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1.5 Métodos para avaliagoes toxicogenéticas

Considerando a estreita relagdo entre eventos genotéxicos e inumeras
doencas, faz-se necessaria a realizacao de testes que permitam a identificacdo de
agentes com potencial indutor e/ou protetor de alteragdes genéticas. Dentre os
testes propostos pelas agéncias reguladoras para a avaliacdo da
mutagenicidade/genotoxicidade destacam-se os ensaios de mutagdo génica em
bactérias e de mutagao e/ou danos cromossdmicos em células de mamiferos in vitro
e in vivo. Para a maior sensibilidade, os ensaios devem ser complementares, ou
seja, avaliarem diferentes efeitos (ELLINGER-ZIEGELBAUER et al., 2009; ZEIGER,
2010). Assim sendo, outros testes sdo também utilizados como é o caso do teste
UDS (unscheduled DNA synthesis), para a mensuragao de reparo de DNA, e o teste
do cometa, para deteccdo de quebras de fitas de DNA (MULLER et al., 1999).

O teste do cometa apresenta vantagens como a detecgéo de baixos niveis de
danos no DNA, a necessidade de pequena amostra de células, o baixo custo e o
curto periodo para a sua realizagao (TICE et al., 2000) (figura 6). Com o objetivo de
aumentar a especificidade da técnica, algumas modificagbes vém sendo
introduzidas na técnica originalmente descrita. Alteragbes nas condigdes de
eletroforese, por exemplo, permitiram ampliar o espectro de lesbes detectaveis no
DNA (quebras de fita simples de DNA e de sitios alcali-labeis), enquanto a adigédo de
enzimas de restricdo que reconhecem sitios especificos permitiu a identificacdo de
danos oxidativos na molécula (TICE et al., 2000; COLLINS, 2004). Assim sendo, o
teste do cometa possui aplic—acéo para a identificacdo de agentes genotdxicos,
para o biomonitoramento humano e ambiental e para pesquisas sobre o sistema de
reparo no DNA (HENDERSON et al., 1998; COLLINS, 2004).

Figura 6 - Nuclebides corados com Syber Gold. Imagens obtidas com o software
Comet Assay IV (Perceptive Instruments), em aumento de 400X.
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Nos delineamentos experimentais que utilizam o teste do cometa para a
identificacéo de agentes genotdxicos e antigenotoxicos € fundamental a inclusao de
controles negativo (solvente ou veiculo) e positivo (metil-metanosulfanado, 4-
nitroquinolina-N-6xido)o (TICE et al., 2000). A doxorrubicina (DOX), pertencente a
familia das antraciclinas, com aplicagdo no tratamento de linfomas agressivos,
tumores solidos, sarcomas de tecido mole e canceres de mama, tem sido utilizada
como controle positivo do teste do cometa devido ao seu mecanismo de agdo que
inclui: 1) a intercalacdo com a molécula de DNA e/ou a inibicdo da atividade da
polimerase, levando a inibicao da sintese de macromoléculas; 2) a indugéo de danos
no DNA por meio da inibicdo da topoisomerase Il; 3) a formagao de aductos de DNA
e “cross-linking”, 4) a interferéncia na separagcéo das fitas de DNA e sobre a
helicase; 5) efeitos sobre a membrana celular; 6) a geragcéo de radicais livres; 7) a
inducédo de apoptose por meio da interagdo com a proteina p53 (GEWIRTZ, 1999;
MINOTTI et al., 2004).

A ToxicogenOmica, que agrega novas tecnologias a toxicologia convencional
para o estudo das interagdes gene-ambiente, visa a avaliagdo em larga escala de
RNAs mensageiros (transcriptdmica), proteinas (protedmica) e metabdlitos
(metabolémica) (SUTER et al., 2004; OBEREMM et al., 2005). Para o estudo de
expressao génica, a reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real
(gPCR-RT) tem sido o método de escolha quando o objetivo requer especificidade,
sensibilidade e quantificacao reprodutivel de RNAmM em um procedimento simples e
rapido. Nessa metodologia, apds a transformacdo do RNAm em DNA complementar
(cDNA) pelo uso da transcriptase reversa, o produto € submetido a amplificacao
exponencial por reacdo de PCR. Posteriormente, por meio de marcag¢des com
sondas que emitem fluorescéncia ou corantes intercalantes (SYBR Green), torna-se
possivel a detecgao dos transcritos de RNAmM sem a necessidade de procedimentos

pbs amplificagdo como eletroforese em gel ou southerm blotting (BUSTIN, 2000).
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OBJETIVOS



Considerando o potencial antioxidante e anti-inflamatério do citral e do
eugenol e a ampla utilizagdo de plantas com esses compostos majoritarios na
medicina popular, o presente estudo objetiva investigar o potencial genotoxico do
citral e do eugenol, bem como seus possiveis efeitos moduladores sobre danos
quimicamente induzidos no DNA e sobre o padrdao de expressdo de genes

relacionados ao processo inflamatério.

Séo objetivos especificos do estudo:

- avaliar, pelo teste do cometa, a genotoxicidade do citral e do eugenol em

macrofagos peritoneais de camundongos;

- avaliar o potencial quimioprotetor desses compostos sobre a acao
genotodxica da doxorrubicina, em trés protocolos distintos de tratamento (antes, apos

e simultaneamente a doxorrubicina);

- investigar, por qPCR-RT, altera¢des na expressao dos genes NF-kB1(p50),

COX-2 e TNF-a ap6s tratamentos com o citral e o eugenol;

- avaliar a influéncia desses compostos sob a modulagéo da expresséo dos
genes NF-kB1(p50), COX-2 e TNF-a frente ao tratamento simultdneo com

lipopolisacarideo bacteriano (LPS).
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MATERIAIS E METODOS



3.1 Cultura de macroéfagos peritoneais de camundongo

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(CEEA) da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP, Protocolo 818.

A cultura de células foi estabelecida a partir de lavado peritoneal de
camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, com peso entre 15 e 20 g e de 8 a
12 semanas de idade. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP, sob
condi¢cdes controladas de temperatura e ciclos de luz 12 h claro/escuro. Para a
coleta do material bioldégico, os animais foram sacrificados em camara de CO,,
posicionados em decubito dorsal e higienizados com alcool 70% para posterior
incisdo na regido abdominal a fim de expor a cavidade peritoneal. Com o auxilio de
uma seringa estéril, foram injetados 8ml de meio RPMI 1640 (Cultilab) gelado na
cavidade peritoneal e, apos leve massagem abdominal de 30 segundos, o liquido
peritoneal foi coletado e transferido para tubo Falcon estéril e armazenado em gelo.

Este procedimento foi repetido de 3 a 4 vezes em cada animal.

Para o processamento das células, o lavado peritoneal foi centrifugado a
1.500 rpm, durante 10 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 1 mL de meio completo (meio RPMI 1640 - Cultilab,
suplementado com 10% de soro fetal bovino - Cultilab) com 0,5% de antibiético
(penicilina 10.000 U.l/ mL e estreptomicina 10 mg/mL-Cultilab). Aproximadamente 2
x 10° células foram colocados em cada poco da placa de microcultura de 96-wells e
incubadas a 37°C em tenséo de 5% de CO,. Apo6s 2 horas, as células ndo aderentes
foram removidas (ZHANG et al., 2008).

3.2 Compostos-teste: citral e eugenol

O citral, isolado do capim limao, foi fornecido pelo Prof. Dr. José Mauricio
Sforcin, do Departamento de Microbiologia e Imunologia, do Instituto de Biociéncias
de Botucatu — UNESP. O eugenol foi obtido comercialmente da Sigma-Aldrich. Para
a realizagao dos experimentos, os dois compostos foram diluidos em meio de cultura

completo. Como controle positivo (agente genotoxico) para o teste do cometa foi
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utilizado o cloridrato de doxorrubicina (DOX) do Laboratério Quimico Farmacéutico
Bergamo LTDA (Rubidox) e da Sigma-Aldrich. Como agente indutor de inflamagéo
para as analises de expressao génica foi utilizado lipopolissacarideo bacteriano
(LPS) da Sigma-Aldrich

3.3 Teste de viabilidade celular

Para a avaliagédo da viabilidade celular foi utilizado o teste do azul de tripano
que se baseia na integridade da membrana: as células com membrana danificada
coram-se em azul e aquelas com a membrana integra ndo se coram. Quando os
tratamentos induziram porcentagem de células viaveis inferiores a 75% foram
descartados (ANDERSON et al., 1998).

Para a avaliagao da citotoxicidade do citral foram testadas as concentracdes
de 25, 50, 100, 250 e 500 pg/mL; para o eugenol foram testadas as concentragdes
de 0,62, 1,24, 2,48 e 4,96 yg/mL. Essas concentra¢des foram definidas a partir de
estudos anteriores realizados no Laboratério de Imunologia do Instituto de
Biociéncias de Botucatu — UNESP. Para isso, aproximadamente 2 x 10° células
foram tratadas com os compostos em placa de microcultura, por 6 horas (TICE et al.,
2000). Ao final desse periodo, as culturas foram lavadas por 2 vezes, foram
acrescentados 100 pl de meio completo em cada poc¢o e as culturas reincubadas em
estufa de CO, a 37 °C, por 4h. A coleta das células foi feita utilizando 100 pL de
solucado Hyqtase (HyClone). As suspensdes celulares resultantes foram transferidas
para microtubos previamente identificados, que, posteriormente, foram centrifugados
a 1.500 rpm por 10 minutos. Apods esse periodo, o sobrenadante foi removido e 10 ul
da suspenséao celular foram homogenizados com 10 yl de azul de tripano a 0,4%

(Hyclone). Em seguida, foi feita a contagem das células em cédmara de Neubauer.

Nos testes de antigenotoxicidade do citral e do eugenol, as trés
concentragcbes que apresentaram viabilidade celular superior a 75% foram
combinadas com a DOX em trés tratamentos distintos: pré, pds e simultaneamente
ao agente genotdxico. A coleta das células foi realizada nos momentos 12, 24 e 36
horas. O controle positivo DOX (Rubidox) foi utilizado na concentragdo de 1 mg/mL

nos experimentos de genotoxicidade com o eugenol. Para os experimentos de
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genotoxicidade com o citral e de antigenotoxicidade com ambos os compostos a
DOX (Sigma) foi utilizada na concentragao de 34 ug/mL.

3.4 Teste do cometa

3.4.1 Andlise do potencial genotdxico do citral e do eugenol

As células peritoneais isoladas conforme descrito anteriormente, foram
incubadas durante 6 horas, a 37°C, na presenca do citral ou do eugenol, nas
respectivas concentragbes de 25, 50 e 100 pg/mL, e de 0,31, 0,62, 1,24 e 2,48
pg/mL (concentragdes que resultaram em mais de 75% de viabilidade celular). Apés
esse periodo, as células foram lavadas 2 vezes com meio RPMI para uma coleta
imediata (6 horas), enquanto nos demais pogos da placa de cultivo foram
adicionados 100uL de meio completo. As células foram novamente incubadas para

posteriores coletas em trés diferentes momentos 10, 24 e 30 horas (Figura 7).

Tratar
Eugenol
2.103 ou Lavar +
células Citral coleta coleta coleta coleta

oh 6h 10h 24h 20h

N _/

cometa

Figura 7 - Delineamento experimental para o ensaio de genotoxicidade.

3.4.2 Analise do potencial antigenotoxico do citral e do eugenol

Para a avaliacdo do potencial quimioprotetor do citral e do eugenol, os
macrofagos peritoneais aderidos a placa de cultura foram submetidos a trés
protocolos de tratamento: pré-tratamento, ou seja, exposig¢ao inicial ao composto-
teste e posterior a DOX; pds-tratamento, com exposigao primaria a DOX e posterior
ao composto-teste; e tratamento simultdneo, com exposicdo simultdnea ao
composto-teste e a DOX. O citral e o eugenol foram utilizados nas concentracdes de
25, 50 e 100 pg/mL e de 0,31, 0,62, 1,24 e 2,48 ug/mL, respectivamente. A DOX foi
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utilizada na concentragdo de 34 ug/mL. Apés os periodos de tratamento, as células
foram lavadas 2 vezes com meio RPMI e coletadas imediatamente (12 horas) e nos

momentos 24 e 36 horas (Figura 8).

Pré tratamento

Eugenol Lavar +
o mutageno Lavar +
Citral (DOX) coleta coleta coleta
Oh 6h 12h 24 h 36h
— 7
. ‘\/“
Pds tratamento
cometa
Lavar +
Eugenal
2 108 mutageno ou Lavar +
células (DOX) Citral coleta coleta coleta
Oh 6h 12h 24 h 36 h
— 7
—~——
Tratamento simultédneo Eugenal cometa
ou
2 108 Citral + Lavar +
células mutageno(DOX) coleta coleta coleta
Oh 6h 12h 24 h 36h
S _
—~—

cometa

Figura 8 - Delineamento experimental para ensaios de antigenotoxicidade do citral e
do eugenol. Protocolos de tratamento pré, pés e simultdneo a doxorrubicina
(mutageno - controle positivo).

3.5 Processamento das células para o teste do cometa

O teste do cometa foi conduzido conforme a metodologia descrita por SINGH
et al. (1988) e TICE et al. (2000). Apos retirada da placa de cultura, a suspenséo de
células foi transferida para microtubos estéreis de 1,5mL e posteriormente
centrifugada a 1.500 rpm, durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao
sedimento celular foram adicionados 110 pyL de agarose de baixo ponto de fuséo
0,5% (37°C); o volume final foi transferido para uma l&dmina de microscopia
previamente recoberta com uma fina camada de agarose de ponto de fusao regular

(1,5%). Esta lamina foi coberta com laminula (24 x 60) e deixada a 4°C, durante 5
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minutos, para solidificagdo da agarose. Em seguida, a laminula foi cuidadosamente
removida e a lamina colocada em solugao de lise gelada (2,5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM Tris, pH 10, lauril sarcosinato de sédio a 1%; Triton X-100 a 1% e
DMSO a 10%) e protegida de luz, durante aproximadamente 24 h em geladeira.
Apbs essa etapa, as laminas foram colocadas em solugédo de PBS por 5 minutos e,
entdo, transferidas para uma cuba horizontal de eletroforese, que foi preenchida com
tampao alcalino gelado e recém preparado (1mM EDTA e 300 mM NaOH, pH>13).
Apobs o periodo para a desespiralizagdo do DNA e expressao dos sitios alcali-labeis
(20 minutos), a eletroforese foi conduzida a 25 V e 300 mA por 20 minutos.
Finalizada a eletroforese, as laminas foram colocadas durante 15 minutos em
solugdo de neutralizacédo (0,4 M de Tris, pH 7,5), fixadas com etanol absoluto e
secas a temperatura ambiente. Todo o procedimento foi realizado sem a exposi¢céao
direta de luz. Para a analise, as laminas foram coradas com 75uL de Syber Gold
(Life Technologies) na concentracao de 1 (Syber Gold): 10.000 (H.O MilliQ),
cobertas com laminula e os nucledides analisados em microscépio de fluorescéncia
(aumento de 400X) acoplado a sistema de analise de imagem (Comet Assay IV -
Perceptive Instruments, UK). Foram analisados 50 “nucledides” por lamina e como
parametro para avaliagdo dos niveis de danos no DNA foi considerado o tail intensity
(quantidade de DNA na cauda). O teste foi realizado em triplicata, com laminas

codificadas e analisadas em teste cego.

3.6 Analise da expressdao dos genes NF-kB1 e COX-2 por PCR
quantitativa em tempo real (QPCR-RT)

Para as analises de expressdo génica foram utilizadas as concentragdes de
25, 50 e 100 pg/mL para o citral e 0,31, 0,62, 1,24 e 2,48 pg/mL para o eugenol.
Inicialmente, os macrofagos peritoneais foram expostos aos compostos isolados
(citral ou eugenol) durante 6 horas a 37°C (Figura 9A). Posteriormente, as células
foram tratadas simultaneamente com os compostos (citral ou eugenol) e o estimulo
inflamatorio (LPS 50 pg/mL) (Figura 9B).
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Figura 9 - Delineamento experimental para a analise de expressdo génica apds
tratamento com citral ou eugenol: A - protocolo de tratamento com os compostos
isolados; B - protocolo de tratamento simultdneo com citral ou eugenol e o
lipopolissacarideo bacteriano (LPS).

Apoés o final do tratamento (t =6 h), as células foram coletadas e o RNA
isolado com o kit RNeasy Mini (Qiagen®), segundo instru¢bes do fabricante.
Posteriormente, a concentracdo e a pureza do RNA foi determinada em
espectrofotdbmetro (NanoVue - GE) e, em seguida, o RNA foi armazenado a -80°C.
O cDNA foi confeccionado a partir de 0,1 ug de RNA, utilizando-se a enzima
transcriptase reversa do kit High Capacity (Applied Biosystems — ABI, USA),
segundo protocolo do fabricante. A reacdo foi incubada a 25°C por 10 min,
posteriormente a 37°C por 120 min e, entdo, permaneceu a 4°C. Em seguida, as

amostras foram armazenadas a -20°C.

Os ensaios de expressdo génica TagMan® (Applied Biosystems™) para os
genes-alvos NF-kB1 (ensaio: Mm 00476379 m1), COX-2 (ensaio: Mm
00478372_m1) e para os genes enddgenos gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) e B-actina (ACTB) foram marcados com sondas contendo um corante
reporter fluorescente (FAM) na extremidade 5 e um corante quencher (MGB) na
extremidade 3’. Para o gene TNF-a, foi utilizado o ensaio de expressdo génica
Custom TagMan®, que foi customizado utilizando-se sondas contendo um corante
reporter fluorescente (FAM) na extremidade 5’ e um corante quencher (TAMRA) na

extremidade 3'. As sequéncias de primers e sonda estdo descritas a seguir:
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Forward primer 5-CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA-3’ a 500nM;
Reverse primer 5-TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC-3 a 500nM;

Sonda 5-CACGTCGTAGCAAACCACCAAGTGGA-3’ a 200nM.

Para a escolha do melhor controle endégeno foi utilizado o algoritmo geNorm
(VANDESOMPELE et al., 2002). O GAPDH foi o escolhido por apresentar menor
variacado de expressao entre os diferentes tratamentos. Para verificar a eficiéncia
dos primers, foram feitas curvas padrao. Os primers para $-actina, GAPDH, NF-kB1,
COX-2 e TNF-a apresentaram eficiéncias superiores a 90%. A amplificacao foi
realizada utilizando-se o kit Master Mix Taqgman Universal FAST (ABI). A
amplificagdo e a quantificacdo em tempo real foram realizadas em termociclador ABI
Prism 7500 Fast, com os seguintes parametros de amplificagcédo para todos os
genes, com exceg¢ao do TNF-a: desnaturacao a 95°C por 20 segundos, seguido de
40 ciclos a 95°C por 3 segundos, e 60°C por 30 segundos. Os parametros para o
TNF-a foram: desnaturacdo a 94°C por 10 min, seguidos de 40 ciclos de
amplificacdo a 94 °C por 30 segundos, e 60 °C por 1 min. Em cada placa foi
adicionada um controle negativo (sem DNA complementar) em duplicata para
garantir que nado houvesse contaminacdo. Como amostra para calibragéo foi

utilizado um pool de células de antes do tratamento.

Os valores do CT (ciclo threshold; numero do ciclo no qual a fluorescéncia
passa pelo crescimento exponencial) foram normalizados com o corante de
referéncia passiva ROX, que compensa pequenas variagdes do sinal, resultando em
melhor precisdo. Para a quantificacdo relativa da expressédo génica foi utilizado o
método CT Comparativo (AACT), que se fundamenta na formula aritmética 2724,
em que o AACT= média do ACT (grupo tratado) - média do ACT (grupo calibrador).
O ACT é a diferenca entre o CT do gene de interesse e o CT do gene enddgeno.
Para cada amostra foi realizada uma quantificagcéo relativa (QR) em comparagéo a

amostra controle calibradora (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).

30



3.7 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados obtidos
pelo teste do cometa foram avaliados utilizando-se o software SAS, v.9.2. Por nao
apresentarem distribuicdo normal, os dados foram normalizados com base na
distribuicdo gama e as analises realizadas de acordo com modelo generalizado de
distribuicdo GENMOD. Para a elaboracdo dos graficos foi utilizado o GraphPad
Prism 5.0. Para os resultados obtidos na avaliacédo da expressao génica foi utilizada
a analise de variancia com um fator seguido do teste de multiplas comparacdes de
Tukey, utilizando o programa GraphPad Prism 5.0. Foram consideragdes

significativos os valores de p < 0,05.
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RESULTADOS



4.1 Viabilidade Celular

As concentragdes de citral e eugenol utilizadas no teste do cometa foram
determinadas a partir de testes de viabilidade celular. As concentracbes que
apresentaram viabilidade superior a 75% foram 25, 50 e 100 ug/mL para o citral e de

0,62, 1,24 e 2, 48 pug/mL para o eugenol (Figura 10).
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Figura 10 - Viabilidade celular (% de macréfagos viaveis), compostos isolados. As
células foram tratadas por 6 horas com diferentes concentragbes (ug/mL) de: A)
citral e B) eugenol. CP: controle positivo, doxorrubicina -Sigma (34 ug/mL) para o
citral e Rudidox® (1 mg/mL) para o eugenol; CN: controle negativo. Os resultados
sao expressos como média + erro padrdo de trés experimentos independentes; *
concentragbes que apresentaram viabilidade celular inferior a 75% e p < 0,05 em
relacédo ao CN.

Os resultados da viabilidade celular apés a combinagao do citral ou eugenol
com a doxorrubicina (DOX) sdo apresentados, respectivamente, nas Figuras 11 e

12. Todos os tratamentos apresentaram viabilidade celular superior a 75%.
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4.2 Genotoxicidade

Os dados sobre a genotoxicidade do citral estdo apresentados na Figura 13 e
na Tabela 1 (anexa). Foi observado aumento significativo de danos no DNA (tail
intensity) apenas quando as células foram expostas as duas menores concentragdes
do citral (50 e 100 pyg/mL) e analisadas imediatamente ap6s o término do tratamento
(t=6h).

Figura 13 - Danos no DNA (tail intensity) em macrofagos peritoneais de
camundongo tratados in vitro com o citral em trés diferentes concentragdes e
analisados nos momentos 6, 10, 24 e 30 horas. CN: controle negativo; CP: controle
positivo (doxorrubicina Sigma - 34 ug/mL). Os resultados s&o expressos como média
e erro padrao de trés experimentos independentes. *p < 0,05 em relagdo ao controle
negativo

A Figura 14 e a Tabela 2a (anexa) mostram os niveis de danos no DNA dos
macrofagos tratados com o eugenol (0,62, 1,24, e 2,48 ug/mL). Exceto no tempo de
24 horas, em todos os momentos de analise foram observados aumentos
significativos (p < 0,05) de danos no DNA para pelo menos duas das concentragdes

testadas.
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Figura 14 - Danos no DNA (tail intensity) em macrofagos peritoneais de
camundongo tratados in vitro com o eugenol em trés diferentes concentracdes
(vg/mL) e analisados nos momentos 6, 10, 24 e 30 horas. CN: controle negativo; CP:
controle positivo (doxorrubicina - Rubidox 1 mg/mL). Os resultados sao expressos
como média e erro padrdao de trés experimentos independentes. *p < 0,05 em
relagéo ao controle negativo

4.3 Potencial antigenotoxico do citral

Os resultados referentes ao efeito protetor do citral sobre os danos
genotoéxicos induzidos pela DOX estdo apresentados na Figura 15 e na Tabela 3
(anexa). Nos protocolos de pré e pos-tratamento, a maior concentragcéo (100 ug/mL)
do citral foi capaz de reduzir significativamente os niveis de danos no DNA em todos
os momentos da avaliagéo (12, 24 e 36h). Além disso, nesses mesmos protocolos, a
concentracdo intermediaria (50 ug/mL) apresentou efeito redutor nos dois primeiros
momentos da analise (12 e 24 horas). No pré-tratamento a menor concentragéo (25
Mg/mL) reduziu os danos no DNA apenas no momento 24 horas; no pés-tratamento,
esta concentragao apresentou efeito protetor quando os niveis de danos no DNA
foram analisados ap6s 12 e 36 horas. Para o protocolo de tratamento simultédneo
com citral e DOX, a menor concentracao de citral (25 pg/mL) foi capaz de reduzir os
danos no DNA em todos os momentos de anélise, enquanto para as concentragdes
de 50 e 100 pyg/mL, este efeito foi observado apenas no primeiro (12h) e no ultimo
momento (36h), respectivamente.
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Figura 15 - Danos no DNA (tail intensity) em macrofagos peritoneais de
camundongo tratados in vitro com o citral e com a doxorrubicina (DOX - 34 pg/mL).
(A) Citral antes da DOX (pré-tratamento); (B) citral ap6s a DOX (p6s-tratamento); (C)
tratamento simultdneo com o citral e a DOX. CN: controle negativo, CP: controle
positivo (DOX). As células foram analisadas nos momentos 12, 24 e 36. Os
resultados sdo expressos como média e erro padrdo de trés experimentos
independentes. *p < 0,05 em relagé&o ao controle positivo.
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4.4 Potencial antigenotéxico do eugenol

Os resultados da avaliacdo do potencial antigenotdxico do eugenol estdo
apresentados na Figura 16 e na Tabela 4 (anexa). No protocolo de pré tratamento,
as duas concentracdes intermediarias (0,62 e 1,24 pg/mL) reduziram os danos no
DNA em todos os momentos avaliados. Nos dois momentos posteriores ao
tratamento (24 e 36 horas), a menor concentracao (0,31 pg/mL) também apresentou
atividade antigenotdxica. Para o po6s tratamento, a concentragédo de 1,24 pg/mL
apresentou potencial redutor de danos nos momentos de 12 e 24 horas. Além disso,
a concentragdo de 0,31 pg/mL apresentou potencial redutor nos tempos 24 e 36
horas. No tratamento simultdneo, os resultados demonstraram que as
concentragdes 0,62 e 1,24 pg/mL reduziram o potencial genotdéxico da DOX logo
apos o tratamento (t=12h) e no momento 24 horas. A concentragdo 2,48 ug/mL
reduziu os niveis de danos apenas nos momentos 12 e 36 horas. Além disso, nos
dois momentos posteriores ao tratamento (24 e 36 horas), a menor concentragéo

0,31 ug/mL apresentou efeito antigenotoxico.
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Figura 16 - Danos no DNA (tail intensity) em macrofagos peritoneais de
camundongo tratados in vitro com o eugenol e com a doxorrubicina (DOX - 3,4
pg/mL). A) Eugenol antes da DOX (pré-tratamento); (B) eugenol ap6s a DOX (pos-
tratamento); (C) tratamento simultdneo com o eugenol e a DOX. CN: controle
negativo; CP: controle positivo. As células foram analisadas nos momentos 12, 24 e
36 horas. Os resultados sao expressos como média e erro padrdo de trés
experimentos independentes. *p < 0,05 em relagéo ao controle positivo.
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4.5 Expressao dos genes COX-2, NF-kB1 e TNF-a ap6s tratamento

com citral e eugenol

Inicialmente, foi avaliado o perfil de expressao dos genes COX-2, NF-kB1 e
TNF-a apos a exposi¢cdo dos macrofagos peritoneais de camundongos ao citral ou
ao eugenol, isoladamente. Em seguida, no intuito de avaliar a atividade moduladora
desses compostos em um ambiente inflamatorio, as células foram submetidas a co-
tratamento com lipopolissacarideo bacteriano (LPS - 50 pg/mL). O LPS per se

induziu aumento significativo na expressao dos genes COX-2 e TNF-a.

Os resultados para os tratamentos com o citral estdo apresentados na Figura
17. Para todos os genes esse composto nao alterou o padrédo de expressdo em
relacdo ao controle negativo. Contudo, quando houve a indugdo do estado
inflamat6rio, o tratamento com a maior concentragao de citral (100 pg/mL) reduziu a
expressao do gene COX-2. Para o NF-kB1, nenhum dos tratamentos alterou seu
perfil de expressao; para o TNF-a, as concentracdes de 50 e 100 yg/mL de citral

reduziram sua expressao em relacao ao tratamento com o LPS.

Com relacdo ao eugenol, o perfil de expressao dos genes COX-2, NF-kB1 e
TNF-a estao apresentados na Figura 18. O tratamento com o composto isolado, nas
diferentes concentrag¢des, ndo alterou o perfil de expressdo dos genes em relagéo
ao controle negativo. Para o tratamento simultdneo com o LPS, somente a maior
concentracéo de eugenol (2,48 ug/mL) foi capaz de reduzir a expressao do TNF-a.
Para os outros genes (COX-2, NF-kB1), nao houve modulacdo estatisticamente

significativa.
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Figura 17 - Quantificacao relativa do gene COX-2 (A), NF-kB1 (B) e TNF-a (C) em
macrofagos peritoneais expostos a diferentes concentragdes de citral (ug/mL)
isoladamente, ou em tratamento simultdneo com lipopolissacarideo bacteriano (LPS-
50 pg/mL). CN = controle negativo. Os resultados estdo expressos em média e erro
padrao de trés experimentos independentes. * p < 0,05 em relagdo ao LPS.
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Figura 18 - Quantificacao relativa do gene COX-2 (A), NF-kB1 (B) e TNF-a (C) em
macrofagos peritoneais expostos a diferentes concentragdes de eugenol (ug/mL)
isoladamente, ou em tratamento simultdneo com lipopolissacarideo bacteriano (LPS-
50 pg/mL). CN = controle negativo. Os resultados estdo expressos em média e erro
padrao de trés experimentos independentes. * p < 0,05 em relagdo ao LPS.
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DISCUSSAO



A utilizacdo de produtos naturais biologicamente ativos tem popularidade
crescente dia apds dia sobre a medicina tradicional, se tornando uma abordagem
alternativa para o tratamento de varias doencas. No entanto, as evidéncias
cientificas sobre a eficacia desses derivados naturais sao limitadas e muito pouco se
conhece sobre seus mecanismos de agao, o que tem contribuido para retardar sua
incorporagdo na medicina tradicional (MAHAPATRA et al., 2011). Portanto, se faz
premente e importante entender ndo apenas a eficiéncia e mecanismos de acao dos
produtos naturais (MEHTA et al., 2010), mas, também, conhecer seus possiveis
efeitos toxicos. Nesse sentido, os ensaios de genotoxicidade sdo fundamentais, uma
vez que existe estreita relacdo entre mutagdes induzidas por fatores enddégenos e
exdgenos e diversas doengas. Assim sendo, o presente estudo foi delineado para
avaliar a capacidade do citral e do eugenol presentes, respectivamente, no capim
cidrdo e no cravo-da-india, em induzir ou modular alteragdes toxicogendmicas em
macrofagos peritoneais de camundongos. Ou seja, foram avaliados o potencial
genotdxico e antigenotdxico desses dois compostos e a capacidade de modulagéo
da expressao dos genes COX-2, NF-kB1 e TNF-a, em condi¢des normais e em

estado de inflamatoério induzido.

No geral, nossos dados demonstraram que o citral apresentou potencial
genotdxico e ao mesmo tempo foi capaz de reduzir os danos no DNA induzidos pela
DOX. Quando analisado logo ap6s o tratamento (6h), o citral apresentou efeito
genotéxico nas concentracbes mais altas, mas as lesbes desapareceram apos
outras 4 horas (analise no momento 10 horas), indicando uma possivel a agao do
sistema de reparo do DNA. Por outro lado, quando utilizado antes e apds o
tratamento com a DOX, também nas duas concentracées mais altas (560 e 100
pg/mL), o citral apresentou efeito protetor contra os danos induzidos pela
genotoxina. A menor concentragdo do citral, por sua vez, mostrou atividade
moduladora da genotoxicidade quando administrada simultaneamente a DOX em

todos os momentos avaliados.

Recentemente, LOPEZ et al. (2011) demonstraram, pelo SOS cromoteste em
Escherichia coli, que o citral ndo exerce atividade genotdxica. Também utilizando
bactérias como sistema-teste, GOMES-CARNEIRO et al. (1998) relataram que o
citral ndo apresenta atividade mutagénica pelo teste de Ames. Da mesma forma,
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nao foi observado aumento da frequéncia de micronucleo em células do sangue
periférico e medula 6ssea de camundongos (RABBANI et al., 2005). Até onde
conhecemos, esses foram os Unicos estudos que avaliaram o potencial mutagénico
do citral. Contudo, vale ressaltar que esses achados nos remetem a testes para a
deteccdo de mutacdes, diferentemente do teste do cometa que € capaz de detectar
lesées no DNA que sado ainda passiveis de correcao (GONTIJO & TICE, 2003). De
fato, as lesdes genotdxicas induzidas pelo citral no presente estudo foram
observadas apenas no tempo 6h e desapareceram na analise seguinte (10h),
possivelmente como resultado da agao do sistema de reparo do DNA existente nas

células.

Com relacao a atividade antigenotoxica, existe na literatura grande numero de
estudos que utilizaram o citral. Esse maior interesse provavelmente se deve ao fato
do citral ser um monoterpeno e por haver fortes evidéncias da capacidade
quimioprotetora desses compostos (LOPEZ et al. 2011; MITIC-CULAFIC et al. 2009;
Crowell, 1999). Por exemplo, assim como em nosso estudo, a canfora, o eucaliptol e
a turjona, compostos que apresentam caracteristicas quimicas semelhantes ao
citral, também exerceram atividade antigenotdxica contra danos induzidos pelo 4-
nitroquinolina 1-6xido em linhagens celulares de rim de macaco (células Vero), mas
foram genotoxicos quando utilizados em altas concentragées (NIKOLIC et al., 2011).
Anteriormente, MITIC-CULAFIC et al. (2009) ja haviam demonstrado que o
eucaliptol, o mirceno e o linalol, também compostos monoterpénicos, apresentavam
efeito protetor contra danos quimicamente induzidos no DNA, sendo essa agéo
dependente do protocolo de tratamento e concentragdes utilizadas. Segundo os
autores, os mecanismos de antigenotoxicidade desses compostos podem ser
atribuidos a capacidade de captura de radicais livres quando o composto-teste &
utilizado simultaneamente ao agente genotdxico. No pré-tratamento, o mecanismo
de protecao poderia estar associado a atividade direta dos monoterpenos na captura
de radicais livres e a inducdo de enzimas de detoxificacdo de fase Il. No caso
exclusivo do citral, ha poucos dados demonstrando seu efeito protetor contra lesbes
no DNA. LOPEZ et al. (2011) relataram que quando esse composto € utilizado
simultaneamente a bleomicina, ha redugao dos danos primarios induzidos por esse
mutageno em Escherichia coli. Em outros estudos, o citral apresentou atividade
antimutagénica reduzindo o numero de alteragbes cromossdOmicas e
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micronucleos em células da medula 6ssea e sangue periférico de camundongos
(RABBANI et al., 2005). Os mesmos autores demonstraram um ano mais tarde que
o citral impedia o processo oxidativo envolvido na formacédo de radicais livres,
levando a um decréscimo na frequéncia de micronucleos em eritrécitos expostos ao
cloreto de niquel (RABBANI et al., 2006). Levando em consideragao, portanto,
relatos da atividade antioxidante do citral (RABBANI et al., 2006), e que macréfagos
peritoneais sdo capazes de exercer atividade detoxificadora devido a presenca de
trés isoformas da UDP- glicoronosiltransferases (UGT - importante enzima de
metabolizacdo de fase Il) (TOCHIGI et al., 2005), podemos sugerir que a atividade
antigenotoxica do citral observada em nosso estudo teria ocorrido, em parte, pela
inibicdo da formacéo de radicais livres gerados pela DOX e pela indugao de enzimas

de metabolizagéo de fase Il.

Com relagdo ao eugenol, outro composto avaliado neste estudo, foi
observado que este é capaz de induzir danos no DNA e que esses danos persistem
até 24h apds o tratamento. Esses resultados estdo de acordo com relatos prévios
que também mostraram o efeito genotoxico do eugenol. MARALHAS et al. (2006)
descreveram que esse composto € capaz de induzir aberragdes cromossémicas em
células de hamster chinés (V79) na presenca ou auséncia da fracado metabolizadora
S9. Segundo MUNERATO et al. (2005), o eugenol € uma genotoxina indireta, pois
sua atividade genotoxica e recombinogénica € dependente da atividade do
citocromo P450. SLAMENOVA et al. (2009) também relacionaram a atividade
genotdxica do eugenol com o espectro de enzimas de biotransformacao, em células
HepG2 (de hepatoblastoma humano), VH10 (fibroblasto humano) e Caco-2 (de
carcinoma de célon) expostas durante 24 horas a diferentes concentracbes de
eugenol (50 a 600 puM). Esses autores, utilizando o teste do cometa, detectaram
forte efeito genotdoxico nas células VH10 (ndo proficientes em enzimas de
metabolismo); efeito moderado em células Caco-2 (que possuem parte das enzimas
de fase | e Il); e auséncia de efeito genotdxico em células HepG2, que possuem
sistemas enzimaticos de ativacao/detoxificagdo. Recentemente, MARTINS et al.
(2010) avaliaram o potencial genotoxico do eugenol (concentragbes de 100 a 500
MM) em duas linhagens celulares de ovario de hamster chinés, a AA8 e a EM9, esta
ultima deficiente para o sistema de reparo de DNA (XRCCT). Esse estudo, que

utilizou os ensaios do cometa e de fosforilagdo da histona yH2AX, mostrou
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que ap6s uma hora de incubagdo com o composto houve aumento de quebras de
fitas simples e duplas de DNA nas células AA8, mas nao nas células EM9. Com
base nesses achados, os autores concluem que, ao contrario das células AAS8, a
linhagem EMS9 foi resistente aos efeitos genotdxicos induzidos por agente oxidativo,
e sugerem que o potencial a genotoxico do eugenol seria, em parte, devido a lesbes
oxidativas e quebras de fitas simples originadas pelo mecanismo de reparo por

excisdo de base do DNA.

De acordo com GERMOLEC et al. (1995), os macréfagos possuem enzimas
de detoxificagdo como o citocromo P450 1A1 (CYP1A1). Contudo, a presenca
dessas enzimas esta associada ao estado de maturacdo dos macréfagos. Em
monocitos relativamente imaturos, como aqueles da cavidade peritoneal ou do
sangue periférico, ha pouca ou nenhuma presenga de CYP1A1, enquanto
macrofagos teciduais, mais maduros, como a célula de Kupffer, apresentam niveis
elevados dessa enzima. Mais recentemente, TOCHIGI et al. (2005) relataram a
presenca de trés isoformas da enzima de metabolizagcdo de fase Il (UDP-
glicoronosiltransferases) em macréfagos peritoneais. Portanto, nossos resultados,
além de confirmar o potencial genotoxico do eugenol, concordam com os achados
de SLAMENOVA et al. (2009), evidenciando a atividade genotéxica moderada do
eugenol em macréfagos peritoneais, uma vez que essas células possuem parte das

enzimas de metabolizagao.

Sabe-se que muitos compostos quimicos que apresentam atividades
mutagénicas e carcinogénicas, dependendo das condi¢gdes experimentais, como do
tipo celular ou protocolos de tratamento, podem também exercer atividades
antimutagénicas e anticarcinogénicas (VON BORSTEL & HIGGINS, 1998). Nesse
contexto, apesar do eugenol ter apresentado potencial genotdéxico em avaliagcdes
anteriores, no presente estudo investigamos sua capacidade em também atuar
como substancia moduladora de danos quimicamente induzidos no DNA. De fato, o
eugenol exerceu atividade antigenotoxica em todos os protocolos de tratamento. No
entanto, quando utilizado anteriormente a DOX, foi observado que em todos os
momentos avaliados maior numero de concentragdes foi capaz de reduzir os danos
no DNA. Esses achados permitem sugerir que a atividade antigenotoxica do eugenol
poderia estar relacionada a indugao prévia de enzimas de biotransformagéao e a

48



atividade de captura de espécies reativas de oxigénio. De fato, relatos na literatura
sustentam essa hipotese, uma vez que o eugenol induz aumento dos niveis de
enzimas de Dbiotransformagcdo de fase Il (glutationa-S-transferase e
glicosiltransferase) (ROMPELBERG et al., 1993; KUMARAVELU et al., 1995;
ROMPELBERG et al.,, 1996). Em macréfagos peritoneais de camundongos, a
suplementacdo com o composto foi também capaz de aumentar o status
antioxidante dessas células (MAHAPATRA et al.,2009a).

Nossos resultados corroboram achados anteriores relatados por
YOGALAKSHMI et al. (2010), que demonstram que o eugenol reduz os danos
induzidos pela tioacetamida em sangue periférico de ratos tratados com de eugenol
(10,7 mg/kg). MAHAPATRA et al. (2009a), também utilizando macréfagos
peritoneais de camundongo mostraram que o tratamento in vitro com o eugenol (15
pMg/mL) reduz os niveis de fragmentagdo do DNA induzidos pela nicotina.
Previamente, os mesmos autores (MAHAPATRA et al.; 2009b) haviam destacado a
importancia de estudos em macréfagos peritoneais de camundongo, por serem
essas células representativas de outras populagbes de macréfagos, e o peritbnio por
ser local de facil acesso e onde os macrofagos estdo disponiveis em quantidades

superiores aos fagdcitos do sangue (monoécitos ou neutrofilo).

Efeito antimutagénico do eugenol in vivo havia sido relatado por ABRAHAN
(2001), quando camundongos tratados com o composto fendlico apresentaram
reducdo da frequéncia de micronucleos induzidos pela ciclofosfamida, pela
procarbazina e pela metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina. Por outro lado, SLAMENOVA
et al. (2009) relataram que em células HepG2 a pré-incubagdo com eugenol (50 a
600 uM) nao protegeu o DNA contra danos causados pelo peroxido de hidrogénio, e
que, pelo contrario, as concentragdes de 200 e 400 yM e de 100,150,450 e 600 pM
promoveram aumento de danos do DNA, respectivamente na linhagem Caco-2 e
VH10.

Essa dupla agdo do eugenol pode estar relacionada ao fato de que alguns
compostos fendlicos, dependendo das concentragdes utilizadas e condi¢des do meio
(pH e solubilidade), podem atuar como agentes pro- e antioxidantes. ATSUMI et al.
(2001) observaram que o eugenol per se néo foi capaz de aumentar os niveis de
espécies reativas de oxigénio em fibroblastos de gengiva (células HGF) e em células
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de adenocarcinoma submandibular humano (HSG). No entanto, quando essas
mesmas ceélulas foram irradiadas com luz visivel e submetidas a pH alcalino, houve
aumento na geracao de radicais livres. Em células HSG submetidas a estresse
oxidativo induzido pelo perdxido de hidrogénio ou pela radiagcdo com luz visivel, o
eugenol comportou-se como agente pré-oxidante em baixas concentragdes (5-10
MM) e antioxidante em altas concentragbes (500uM) (ATSUMI et al., 2005).

Além dos efeitos do citral e do eugenol sobre a estrutura do DNA, avaliamos,
também, a possivel interferéncia desses compostos sobre a expressdo dos genes
COX-2, NF-kB1 e TNF-a. Atualmente, é bastante ressaltado que embora uma
substancia ndo seja mutagénica ela pode apresentar efeito toxicogenémico (sobre a
expressao génica), e que este seria igualmente prejudicial a célula ou ao organismo
(ELLINGER-ZIEGELBAUER et al., 2009). Por outro lado, a modulagédo do padréo de
expressao génica pode ser o mecanismo pelo qual determinado agente exerce sua
atividade quimioprotera, como por exemplo, atividade antioxidante e anti-
inflamatéria, inibicdo da proliferagédo celular, indugcdo da diferenciagéo celular e
apoptose (DE FLORA & FERGUSON, 2005). Nosso estudo demonstrou, no entanto,
que nem o citral e nem o eugenol interferiram no padrédo de expressao desses
genes. Considerando que e os genes COX-2, NF-kB1 e TNF-a estao relacionados a
processos inflamatorios, decidimos avaliar o efeito toxicogendmico do citral e do
eugenol ap6s o tratamento das células com o LPS. O LPS €& um componente
presente na membrana de bactérias gran negativas e um potente ativador de
macrofagos, levando a indugéo da expressdo de varias citocinas pré-inflamatérias,
dentre elas o TNF-q, interferon-B (IFN-B), INOS e COX-2 (PALSSON-MCDERMOTT
& O'NEILL, 2004; BLATTEIS et al., 2005). De fato, observamos que a exposi¢cdo ao
LPS aumentou a expressao dos genes COX-2 e TNF-a, mas nao do gene NF-kB1,
em macrofagos peritoneais de camundongos. Portanto, a auséncia de indugcéo do
NF-kB1 pelo LPS nao nos permitiu avaliar o efeito do citral e do eugenol sobre esse
gene em macréfagos ativados. Recentemente, KAPRAL et al. (2010) também nao
encontraram alteracbes significativas na expressdo do gene NF-kB1 apds o
tratamento de células Caco-2 com o LPS, embora tenham observado que outros

membros da familia NF-kB, como o p65, tivessem sido modulados.
Com relagdo a COX-2, nossos resultados demonstraram que a maior
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concentragéo de citral (100 pg/mL) reduziu a expressédo do gene em relagao ao
tratamento apenas com o LPS. A ciclooxigenase 2 (COX-2) € uma enzima chave na
sintese de prostaglandinas e, em condi¢cdes de metabolismo normal, € expressa em
pequenas quantidades, sendo induzida por citocinas proé-inflamatoérias, fatores de
crescimento e por microorganismos e seus produtos, como por exemplo o LPS
(CHAOUKI et al., 2009; KATSUKAWA et al., 2010). A expressao descontrolada e
prolongada da COX-2 pode causar resposta inflamatéria excessiva, resultando em
danos teciduais e crescimento de tumores (WU et al., 2005). Recentemente,
KATSUKAWA et al. (2010) relataram que o citral possui atividade anti-inflamatéria
por reprimir tanto a expressao relativa do RNAm como a proteina COX-2 em
linhagens de macréfagos humanos induzidos por lipopolisacarideo. Levando em
consideracdo a semelhanca na estrutura quimica, outros compostos
monoterpénicos, como o citronelol e o geraniol, também inibiram a indugdo da
expressao da proteina e do mRNA da COX-2 em de macréfagos murinos RAW
264.7 induzidos pelo LPS (SU et al., 2010). Contudo, diferentemente, LIN et al.
(2008) observaram que o citral ndo foi capaz de reduzir a expressao da proteina
COX-2 em RAW 264.7 estimulados com LPS. Apesar disso, esses mesmos autores
afirmam que o citral possui atividade anti-inflamatéria por inibir a produgéo de oxido
nitrico e a proteina oxido nitrico sintetase (iINOS) in vitro e inibir o edema de orelha in

Vivo.

Outro importante mediador molecular da resposta inflamatéria, o TNF-a
possui a capacidade de induzir a producao de diversas citocinas (como a IL-1B e a
IL-6), quimiocinas, fatores de crescimento e enzimas que tém como funcéo geral
ativar a imunidade inata. Em células e tecidos altas concentragdes de TNF-a podem
induzir apoptose, enquanto baixas concentragbes podem promover a proliferacao
celular e o reparo do tecido apods lesdes (EGAN, 2004). No presente estudo, o citral,
nas maiores concentragdes (50 e 100 pg/mL), reduziu a expressao relativa de TNF-a
em relacédo ao tratamento apenas com o LPS. Esse achado é de grande relevancia,
pois reforca o TNF-a como importante alvo para a prevencédo de eventos
inflamatérios induzidos por compostos quimicos. Apesar de poucos dados na
literatura referentes a influéncia de compostos monoterpénicos na modulagdo da
expressédo do TNF-a, LIN et al. (2008) relataram que o citral inibe o aumento dos
niveis de TNF-a em células RAW 264.7 estimuladas com LPS.

51



Recentemente, TIWARI et al. (2010) demonstraram que o extrato alcodlico do capim
cidrdo, que possui o citral como composto majoritario, reduziu a geragao do TNF-a
em macrofagos broncoalveolares estimulados com LPS. Portanto, nossos achados
reforcam o potencial anti-inflamatério do citral e demonstram que a modulagao dos

genes COX-2 e TNF-a pode ser um dos mecanismos envolvidos em tal atividade.

Para o eugenol, nossos resultados mostraram auséncia de efeito significativo
sobre a expressdao do gene COX-2, quando comparado aquele do LPS.
Diferentemente, KIM et al. (2003) relataram que o eugenol, de modo concentragéo-
dependente (2,0 — 50 M), reduziu os niveis de mRNA do COX-2 em macréfagos
RAW264.7 estimulados com o LPS. Somado a isso, LEE et al. (2007) observaram
que em macréfagos humanos U937 submetidos a condi¢des inflamatorias o eugenol
a 1 mmol/L também reduziu a expressdo do gene COX-2. As diferengas entre os
resultados poderiam ser explicadas pelo grau de maturacdo e diferenciacdo dos
macrofagos, uma vez que nosso estudo foram utilizadas culturas primarias. Com
relacdo ao TNF-a, detectamos que o eugenol reduziu a expresséao relativa do gene
ap6s o tratamento com o LPS. Em estudo recente, foi demonstrado que macréfagos
peritoneais de camundongos estimulados com nicotina apresentavam maior
expressao do TNF-a, e que o tratamento com o eugenol era também capaz de
reduzir a expressao do gene (MAHAPATRA et al., 2011). De maneira similar, LEE et
al. (2007) haviam previamente reportado que o eugenol foi capaz de reduzir a
expressao do TNF-a em macréfagos humanos sob estimulo inflamatério. Da mesma
forma que para o citral, nossos achados reforgcam a caracteristica anti-inflamatoria
do eugenol, e sugerem como um dos possiveis mecanismos a reducdo da

expressao do gene TNF-a.

Concluindo, os resultados do presente estudo indicaram que o citral e o
eugenol podem atuar como agentes quimioprotetores contra danos no DNA
induzidos pela DOX (genotoxina com capacidade de induzir estresse oxidativo) em
macrofagos peritoneais ativos de camundongo, e como agentes anti-inflamatérios,
atuando na modulacdo da expressdo dos genes COX-2 e TNF-a. No entanto, a
utilizacdo desses compostos em estratégias preventivas e terapéuticas deve ser
vista ainda com cautela, uma vez que tanto o citral como o eugenol demonstraram

habilidade para induzir alteracbes na molécula de DNA.
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CONCLUSOES



Os

resultados deste estudo, que utilizou macrofagos peritoneais de

camundongos, in vitro, permitem as seguintes conclusoes:

o citral apresenta fraco potencial genotéxico (as lesdes induzidas no DNA
desaparecem 4 horas ap6s o final da exposi¢cdo), que depende das
concentragdes utilizadas;

o citral apresenta efeito protetor contra danos no DNA induzidos pela
doxorrubicina (DOX), independente do protocolo de tratamento
empregado, sendo mais eficiente quando utilizado simultaneamente a
genotoxina;

o eugenol (nas concentragdes de 0,62, 1,24 e 2,48 pg/mL) apresenta
efeito genotdxico, que persiste por pelo menos 24 horas apdés o
tratamento;

o eugenol apresenta efeito antigenotéxico contra os danos induzidos pela
DOX, especialmente quando utilizado anteriormente a genotoxina;

o citral e o eugenol per se ndo alteraram a expressado dos genes COX-2 e
TNF-a em macréfagos peritoneais de camundongo;

o citral e o eugenol reduziram a expressao, respectivamente, dos genes
COX-2 e TNF-a e apenas TNF-a, em macrofagos peritoneais de
camundongo ativados pelo LPS.
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Tabela 3. Danos no DNA (tfail intensity) em células peritoniais de

camundongos tratadas in vitro com o citral e com a doxorrubicina (34 pg/mL) em trés

protocolos distintos

Danos no DNA

Tratamento | citral
Momentos de coleta
pg/mL 12 horas P 24 horas P 36 horas o]
CP 47 47+ 2,01 4594+ 213 46,20+ 2,46
CN 3,46+ 0,81* <0001 | 11,45+ 1,68* <0001 | 8,48+ 1,47* <0001
Preé- 25+CP [38,53+226 0,0562 | 36,31+ 2,03* 0,0320 | 41,96+ 2,49  0,3749
tratamento | 50 +CP | 30,08+ 1,83* <0007 | 28,75+ 2,26* <,0001 | 40,11+ 2,37  0,1934
100 +CP | 34,31+ 2,19*  0,0034 | 30,57+ 2,29*  0,0003 | 31,73+ 2,47*  0,0008
CP 49,65+ 1,97 44,60+ 2,08 48,58+ 2,08
pse. CN 5,64+ 0,95 <0001 | 11,72+ 1,40 <0001 | 7,84+ 1,18* <0001
catamento | 2 +CP | 36,00+ 2,25 0,0030 | 44,84+ 2,49  0,9610 | 35,17+ 2,25*  0,0028
50 +CP | 27,20+ 1,94* <0001 | 30,55+ 2,15*  0,0005 | 50,85+ 2,48  0,6648
100 +CP | 32,67+ 2,12* 0,0001 | 27,67+ 2,00 <0001 | 36,88+ 2,37*  0,0104
CP 51,80+ 2,12 45,35+ 2,38 50,38+ 2,19
Tratamento | CN 4,83+ 0,79* <0001 | 7,14+ 1,07* <0001 | 7,03+ 1,18*  <,0001
25+CP | 34,20+ 1,99* <0001 | 32,94+ 2,18* 0,0024 | 39,22+ 2,29*  0,0163
simultaneo | 50 +cp | 36,17+ 2,11* 00007 | 41,28+ 2,42 03628 | 43,12+ 2,57  0,1321
100 +CP | 43,92+ 2,15  0,1104 | 37,57+ 2,44  0,0702 | 40,99+ 2,44*  0,0469

CN: controle negativo; CP: controle positivo (doxorrubicina — Sigma). Os resultados
sao expressos como media e erro padrao de trés experimentos independentes. *p <
0,05 em relag&o ao controle positivo.
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Tabela 4. Danos no DNA (tail intensity) em células peritoniais de

camundongos tratadas in vitro com o eugenol e com a doxorrubicina (34 pg/mL) em

trés protocolos distintos

Tratamento

Danos no DNA

eugenol
pg/mL Momentos de coleta

12 horas p 24 horas p 36 horas P

CP 57,12+ 1,98 49,57+ 2,30 50,27+ 2,18
CN 7,07+ 1,14* <,0001 | 3,14+ 0,51* <,0001 | 3,77+ 0,48* <,0001
Pré- 0,31 +CP 47,68+ 2,62  0,1246 | 32,79+ 2,62* 0,0008 | 37,46+ 2,58* 0,0146
tratamento | 0,62 +CP 40,36+ 2,34* 0,0010 | 30,32+ 2,05* <0001 | 31,60+ 2,22*  <,0001
1,24 +CP 46,44+ 2,18* 0,0459 | 34,64+ 2,09* 0,0007 | 33,00+ 2,15* <,0001
2,48 +CP 47,84+ 2,18  0,0865 | 42,64+ 2,38 0,1448 | 46,88+ 2,09 0,4973

CP 56,47+ 2,23 44,35+ 1,88 40,97+ 1,89
CN 3,83+ 0,58* <,0001 | 4,16+ 0,98* <,0001 | 5,65+ 0,55* <,0001
Pos- 0,31 +CP 50,20+ 2,47  0,3291 | 33,26+ 2,58* 0,0211 | 22,94+ 2,27* <,0001
tratamento | 0,62 +CP | 46,52+242 00709 | 39,69+ 2,44  0,2994 | 37,66+ 2,24  0,4307
1,24 +CP 32,19+ 1,93* <,0001 | 31,96+ 2,23* 0,0027 | 35,25+ 2,02 0,1607
2,48 +CP 49,04+ 2,42  0,1865 | 39,94+ 2,47 0,3278 | 35,78+ 2,06 0,2059

CP 51,61+ 2,43 45,25+ 2,04 46,83+ 1,97
CN 4,70+ 0,78* <,0001 | 3,11+ 0,52* <,0001 | 5,22+ 0,69* <,0001
Tratamento | 0,31 +CP 41,84+ 2,76  0,0833 | 35,13+ 2,72* 0,0386 | 21,88+ 2,35* <,0001
simultaneo | 0,62 +CP 41,12+ 2,32* 0,0328 | 31,47+ 2,27* 0,0008 | 47,33+ 2,31 0,9207
1,24 +CP 27,38+ 2,21* <,0001 | 35,21+ 2,32* 0,0188 | 38,87+ 2,26 0,0792
2,48 +CP 41,56+ 2,01* 0,0416 | 42,22+ 2,46 0,5109 | 33,48+ 2,14* 0,0019

CN: controle negativo; CP: controle positivo (doxorrubina — Sigma). Os resultados
sao expressos como media e erro padrao de trés experimentos independentes. *p <

0,05 em relag&o ao controle positivo.
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