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RESUMO

Os monoterpenos sdo compostos terpénicos ndo-nutritivos, conhecidos por possuirem
atividade protetora contra doengas. Sdo produzidos pelas plantas como metabolitos secundarios,
sendo os compostos de maior frequéncia nos 6leos essenciais. Presente no 6leo essencial de
diversas plantas aromaticas, o geraniol — monoterpeno alcodlico aciclico — é uma das moléculas
mais comumente utilizadas pelas industrias de sabor e fragrancia. Além disso, indmeras
pesquisas 0 apontam como um composto promissor contra o cancer, o que torna imprescindivel
avaliar os riscos genéticos de seu uso frequente pela populacdo. Diante do exposto, 0 presente
estudo objetivou avaliar o potencial citotdxico, genotoxico e mutagénico do geraniol em células
mononucleares do sangue periférico humano (células nao-metabolizadoras) e em células de
hepatocarcinoma humano HepG2 (células metabolizadoras), através, respectivamente, do teste
do MTT, do ensaio cometa, e do teste do micronucleo com bloqueio da citocinese. Para as
células mononucleares, 4 concentracdes (100, 50, 25 e 10 pg/mL) obtiveram viabilidade > 80%
nos ensaios de citotoxicidade, enquanto que para HepG2 foram 3 concentragdes (5, 2,5 e 1,25
pg/mL), as quais foram empregadas nos testes. Para verificacdo de quebras em cadeia simples e
duplas do DNA, foi realizado o ensaio do cometa alcalino, expondo os dois tipos celulares aos
tratamentos com as concentracdes de geraniol por um periodo de 4 horas, em triplicata, e 100
cometas por lamina/concentracdo foram contados visualmente, classificando-os em: dano 0, 1, 2
ou 3, de acordo com a extensdo da cauda. Ja para o teste do MN, os linfécitos foram tratados por
28 horas — em duplicata —, enquanto que 24 horas de tratamentos foram empregadas para as
células HepG2 -~ em triplicata. 1000 células binucleadas foram analisadas por
lamina/concentracdo, verificando a presenca de micronicleos, pontes nucleoplasmaticas e brotos
nucleares. Os resultados obtidos apontaram que o geraniol, sem e apds sua metabolizacdo por
enzimas hepaticas, ndo apresentou efeito genotdxico nas concentracfes estudadas para ambos 0s
tipos celulares. No entanto, foi constatada uma significativa reducdo, de maneira dose-
dependente, na viabilidade de células HepG2 apds exposicdo ao geraniol, reforcando os dados ja

existentes na literatura quanto a sua potente agdo contra células tumorais.

Palavras-chave: Monoterpeno. Geraniol. MTT. Ensaio do Cometa. Teste do Micronucleo.



ABSTRACT

Monoterpenes are non-nutritive terpenic compounds, known for their protective action
against deseases. Produced by plants as secondary metabolites, they are the most common
compounds in essential oils. Present in the essential oil of many aromatic plants, the geraniol —
acyclic monoterpene alcoholic — is one of the most frequently used molecules by the flavour and
fragrance industries. Furthermore, several research has shown it to be a promising compound
against cancer, which makes it crucial to assess the genetic risks of its frequent use by the
population. In light of this, this study aimed at evaluating the cytotoxic, genotoxic and mutagenic
potential of the geraniol in peripheral blood mononuclear cells (non-metabolising cells) and in
human hepatoma cell line HepG2 (metabolising cells), by means of the MTT test, the comet
assay, the cytokinesis-block micronucleus assay, respectively. For mononuclear cells, 4
concentrations (100, 50, 25, 10 ug/mL) resulted in viability >80% in the cytotoxicity assay,
while 3 concentrations for HepG2 (5, 2,5, 1,25 pug/mL) showed the same results, all of them
being applied to the assays. To verify the single and double strand breaks, the alkaline comet
assay was carried out, exposing both cell types to the treatment with geraniol concentrations for
a period of 4 hours, in triplicate, and 100 comets per slide/concentrations were visually counted,
being labelled as: damage 0, 1, 2, 3, according to the tail extent. Regarding the micronucleus
test, the lymphocytes were treated for 28 hours — in duplicate — while 24 hours of treatment were
applied to the HepG2 cells — in triplicate. 1000 binucleated cells were counted per
slides/concentrations, verifying the presence of micronucleus, nucleoplasmic bridges and nuclear
buds. The results obtained showed that geraniol, without and after being metabolised by liver
enzymes, did not present genotoxic effect in the concentrations studied for both cell types.
However, it was verified a significant dose-dependent reduction in the viability of HepG2 cells
after exposure to geraniol, corroborating the data found in literature as to its potent action against

tumoral cells.

Key words: Monoterpene. Geraniol. MTT. Comet assay. Micronucleus test.
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1 INTRODUCAO

As plantas produzem uma variedade de compostos quimicos, que podem ser divididos
em duas categorias com func@es distintas: metabolitos primarios e metabdlitos secundarios.
Os metabolitos primarios — proteinas, gorduras, carboidratos, incluindo fibras dietéticas — séo
aqueles considerados essenciais a vida, pois contribuem para o metabolismo energético e para
a estrutura da célula vegetal, sendo comuns a todas as plantas. Ja& os metabdlitos secundarios,
ainda que nao necessariamente essenciais ao organismo do produtor — ndo sdo nutritivos —,
exercem importante papel na adaptacdo e interacdo da planta com seu ambiente, garantindo
vantagens para sua sobrevivéncia e perpetuacdo de sua espécie: atua na defesa contra
herbivoros e microrganismos; na protecdo contra os raios UV ou outro estresse fisico; como
sinalizadores para atrair animais polinizadores e dispersores de sementes; como reguladores
de crescimento, pigmentos e sabores. Além disso, representam uma importante fonte de
farmacos ativos (WINK, 1999; BOURGAUD et al., 2001; SANTOS, 2001; BAKKALI et al.,
2008; HUSSAIN et al., 2012; LEITZMANN, 2016).

Por séculos, metabolitos secundarios vegetais tém sido usados na medicina tradicional,
devido a sua grande atividade bioldgica e aos seus potenciais efeitos farmacoldgicos em
humanos, o que os torna foco de estudo na area da saude. Ja foi demonstrado que 25% das
moléculas utilizadas em paises ocidentais sdo de origem vegetal. Inclusive, muitos dos
medicamentos comercializados atualmente sdo derivados de modificacBes sintéticas simples
ou copias de substdncia obtidas naturalmente (BOURGAUD et al., 2001; LEITZMANN,
2016). Economicamente, os metabolitos secundarios sdo importantes na producdo de
medicamentos, corantes e pigmentos, pesticidas, sabor e fragrancias, e como aditivos
alimentares (HUSSAIN et al., 2012).

Com ampla distribuicdo na natureza e abundantemente presente em plantas superiores,
os terpenoides — também conhecidos como isoprenoides ou terpenos — sdo a maior classe de
metabolitos vegetais secundarios. Possuem estrutura quimica variavel entre si, exibindo centenas
de esqueletos de carbonos diferentes, e uma grande diversidade de grupos funcionais. Sao
sintetizados através da conversdo do mevalonato em um isopreno ativo (isopentenil-
pirofosfato ou pirofosfato de isopentenila), a unidade basica formadora deste grupo. Em geral,
durante a formacgédo dos terpenoides, unidades de isopreno (Figura 1) se ligam entre suas
extremidades superior e inferior (condensagdo cabeca-cauda), e 0 nimero de unidades
presentes nessa estrutura serve de base para sua classificacdo. Sendo assim, incluidos em suas

maiores categorias, estdo: monoterpenos (CioHie), Sesquiterpenos (CisHa4), diterpenos
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(C20Hz2), triterpenos (CsoHag) e tetraterpenos (CaoHeo) constituidos, respectivamente, por
duas, trés, quatro, seis e oito unidades de isopreno. Para 0os monoterpenos, mais de 25.000
compostos isolados ja foram reportados. (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997;
GERSHENZON; KREIS, 1999; SANTOS, 2001; HUSSAIN et al., 2012).

CHs

|
CH2=C-CH=CH_:

Figura 1 - Férmula estrutural do isopreno (CsHs).

Os monoterpenos sdo 0s compostos terpénicos de maior frequéncia nos éleos volateis
(representando 90% de seu total), juntamente com os sesquiterpenos. Conforme definicéo da
International Standard Organization (ISO), 6leos volateis sdo produtos obtidos de partes de
plantas por meio de destilagdo por arraste com vapor d’dgua ou pela compressio dos
pericarpos de frutos citricos. S0 misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
liquidas, de aparéncia oleosa em temperatura ambiente, geralmente de aroma agradavel e
intenso, caracteristicas que permitem serem denominados também de Oleos essenciais ou
esséncias (SIMOES; SPITZER, 2001).

Numerosos compostos organicos (aproximadamente de 20 a 60), como
hidrocarbonetos, alcoois, cetonas, aldeidos, éteres, 6xidos, ésteres, peroxidos, furanos, acidos
organicos, lactonas, cumarinas, sdo encontrados nos 6leos essenciais (OEs) em diferentes
concentragbes. Poucos OEs apresentam um Unico componente em alta porcentagem.
Normalmente, h& um composto majoritario, seguido por outros de menor teor, além de alguns
denominados “tragos”, cuja quantidade é baixissima, mas, muitas vezes, indispensavel para a
composicdo de seu odor e aroma (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997; SIMOES;
SPITZER, 2001; BAKKALI et al., 2008). Francisco de Barros e colaboradores (2009), por
exemplo, identificaram, nas quatro esta¢cdes do ano de 2005, um total de 42 constituintes no
oleo essencial das folhas de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae), cujos
componentes majoritarios foram o linalol (50,0-79,2%) e o 1,8-cineol (7,3-14,1%).
Normalmente, sdo 0s constituintes majoritarios de um 0leo essencial que determinam suas
propriedades bioldgicas (BAKKALI et al., 2008).

Atividades terapéuticas tém sido relatadas para 0s 6leos essenciais de varias espécies
vegetais devido a presenca de monoterpenos em sua composi¢do (CROWELL, 1999;
BAKKALI et al., 2008; BHALLA; GUPTA; JAITAK, 2013; SOBRAL et al., 2014). Esses

compostos sdo conhecidos, junto a outros fitoquimicos, por possuirem atividade protetora
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contra doengas. Sendo assim, seus efeitos farmacoldgicos sdo de grande interesse e estéo
sendo explorados extensivamente (TWIARI; KAKKAR, 2009). Ademais, sdo usados em
cosméticos e preparacdes farmacéuticas, bem como na industria alimenticia (SOBRAL et al.,
2014). Nesse cenario, o geraniol — importante constituinte do 6leo essencial de muitas plantas
aromaticas — surge como um monoterpeno quimiopreventivo promissor, além de um possivel
agente natural no combate a doengas cardiovasculares (CROWELL, 1999; BAKKALI et al.,
2008; CRESPO et al., 2012; BAYALA et al.,, 2014), sendo uma das moléculas mais

comumente utilizadas pelas industrias de sabor e fragrancia (CRESPO et al., 2012).
1.1 GERANIOL

O geraniol (3,7-dimetil-oct-2,6-dien-1-0l) € um monoterpeno alcodlico aciclico
(Figura 2), isolado principalmente do 6leo de palmarosa (Cymbopogon martinii) (53,5-65%),
mas comumente encontrado também em outros dleos essenciais, como, por exemplo, nos
0leos de bergamota selvagem (Monarda fistulosa), de rosas e de citronela. Sua coloragéo é
amarelo-claro e seu odor, semelhante a rosas. Possui consisténcia oleosa, sendo, portanto,
insolivel em agua, mas soltvel em grande parte dos solventes organicos. E formado por dois
isbmeros: geraniol (trans) e nerol (cis), e possui a formula quimica: C10H180. Trata-se de um
importante componente dos 6leos essenciais de frutas citricas, como o limdo, lima e laranja;
do gengibre; de sementes, como a noz-moscada; e de plantas medicinais (PRASHAR et al.,
2003; TWIARI; KAKKAR, 2009; CHEN; VILJOEN, 2010; VIEIRA et al., 2011;
MANDANKUMAR et al., 2013; SHARMA; KHAN; MANZOOR, 2016). Burdock (2010)

relata sua presenca em mais de 160 6leos essenciais.

CHj

X OH

HsC” “CHj

Figura 2 — Estrutura quimica do Geraniol
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Devido ao seu aroma, é de grande interesse para as industrias quimica, de perfumes e
de alimentos (VIEIRA et al., 2011), j& que é empregado como fragrancia em produtos de
higiene pessoal, como xampus e sabonetes; e em produtos de limpeza, como detergentes
(LAPCZYNSKI et al.,, 2008). Possui acdo anti-helmintica (contra parasitas de peixe)
(BARROS, L. et al.,, 2009), antimicrobiana, anti-inflamatdria, antioxidante, repelente e
inseticida: foi mais eficaz no combate a &caros que o produto tradicionalmente
comercializado, mantendo resultado superior mesmo quando comparado a outros
monoterpenos (CHEN; VILJOEN, 2010). Carvalho et al. (2014) demonstraram que o geraniol
possui significante efeito protetor contra danos induzidos no duodeno e na mucosa géstrica
por diferentes agentes ulcerogénicos.

Pesquisas realizadas com produtos cosméticos de companhias bem conhecidas na
Europa e nos Estados Unidos revelaram a presenca do geraniol em 76% dos desodorantes
investigados, e em 33% dos produtos cosméticos (shampoos, géis, cremes, locBes e 6leo de
massagem), em geral, avaliados (RASTOGI et al., 1996, 1998). Em 2001, 59 produtos de
limpeza domésticos e profissionais, adquiridos em pontos de venda de 4 paises, foram
avaliados e esse monoterpeno estava presente em 41% deles (RASTOGI et al., 2001). O
Conselho Europeu incluiu o geraniol na lista de substancias que podem ser usadas em géneros
alimenticios (LAPCZYNSKI et al., 2008), sendo permitida, segundo Sinha e colaboradores
(2014), dose diaria de 0,5 mg/kg de peso corporal/dia. Diversas institui¢cdes, incluindo a Food
and Drug Administration, reconheceram o geraniol como um produto seguro, ndo
apresentando riscos ao emprega-lo como aromatizante. E o Conselho Europeu o incluiu na
lista de substancias cujo uso é permitido em géneros alimenticios (LAPCZYNSKI et al.,
2008). Estima-se que sua utilizacdo anual ultrapassa 1000 toneladas (LAPCZYNSKI et al.,
2008; CHEN; VILJOEN, 2010).

Estudos in vitro e in vivo apontaram efeito citostatico e/ou citotdxico do geraniol sobre
diversas linhagens tumorais, incluindo células de adenocarcinoma de c6lon humano Caco-2,
hepatocarcinoma em rato, neoplasia mamaria e pancreatica em rato e hamster, leucemia
murina, melanoma, atuando até mesmo em lesGes pré-neopléasicas (CARNESECCHI et al.,
2001; USTA et al., 2009; CHEN; VILJOEN, 2010; VIEIRA et al., 2011). Especificamente
para o cancer de prostata (PC-3), Lee e colaboradores (2016) constataram que o geraniol
diminuiu os niveis de expressdo do fator de transcricdo E2F8, importante influenciador no
prognoéstico de pacientes com esse tipo de cancer, ja que 0 aumento da sua expressdo esta

relacionado a ocorréncia de metastase. E2F8 exerce papel crucial no controle da progressao
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do ciclo celular para as fases G2 e M, portanto, a reducdo de sua expressao suprime o
crescimento de células PC-3 (LEE et al., 2016).

Madankumar et al. (2013) constataram que o geraniol dissolvido em 6leo de milho,
administrado 3 vezes por semana (200 mg/kg), em ratos portadores de carcinoma oral, é capaz
de diminuir o numero e o volume de células tumorais, reduzindo a atividade de enzimas de
fase I, responsaveis por ativar metabolicamente o carcin6geno. Simultaneamente, a acdo do
geraniol promoveu um aumento na expressdao de enzimas de detoxificacdo de fase Il
(MADANKUMAR et al., 2013). Ou seja, além de geraniol ter promovido uma menor
ativagdo do carcindgeno, também aumentou 0s processos metabdlicos relacionados a sua
excrecao.

Em 2002, Carnesecchi e colaboradores (2002), tendo em vista a alta resisténcia do
cancer de colon a quimioterapia, investigaram a possibilidade de o geraniol sensibilizar a
linhagem celular Caco-2, de carcinoma colorretal humano, para o tratamento com 5-FU, um
quimioterapico usado na terapia colorretal. Os resultados mostraram que o geraniol induziu
modificagdes na membrana celular, o que inibiu o processo de diferenciacdo celular
(intimamente relacionado a alta resisténcia do cancer a quimioterapia), e melhorou a captacéo
de 5-FU pelas células, aumentando os efeitos citotoxicos promovidos pelo quimioterapico,
sendo necessaria uma quantidade menor de droga em comparagdo aquela empregada quando
administrada individualmente.

A acdo terapéutica de geraniol ndo se retringe apenas ao cancer. Em estudo de Rekha
et al. (2013), o geraniol atuou eficazmente na reducdo dos sintomas caracteristicos da doenca
de Parkinson, em modelo de camundongos induzidos com MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6
tetrahidropiridina) — neurotoxina que produz sintomas desta doenga. Camundongos
previamente tratados com geraniol diluido em etanol absoluto (100 mg/kg) — 1h antes da
injecdo de MPTP —, durante 7 dias, mostraram melhora significativa na coordenacdo motora,
com o restabelecimento da geracdo, expressdo e atividade de fatores neurotroéficos, e inibicdo
do estresse oxidativo, aumentando o numero de neur6nios imunorreativos dopaminérgicos, o
que favoreceu a sintese de dopamina, neurotransmissor cuja producdo é diminuida ou ausente
em pessoas com doenca de Parkinson.

Diante do exposto, 0 vasto uso e a possibilidade de emprego do geraniol nas mais
diversas terapias, torna-o um importante alvo de estudo na area da genética toxicologica,
sendo extremamente relevante a avaliagdo de seu potencial citotoxico e genotoxico sobre

células humanas em cultura, a fim de atestar a seguranca de seu uso em humanos.
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1.2 GENETICA TOXICOLOGICA E MUTACAO

A genética toxicologica é uma das areas da ciéncia responsavel por detectar
substancias capazes de induzir mutacdo e por avaliar o risco mutacional para 0 homem, a fim
de estabelecer niveis aceitaveis de exposicdo e adotar medidas preventivas para a reducéo de
certos tipos de canceres e para a conservacdo do nosso DNA. Todo agente mutagénico, isto &,
capaz de induzir mutac6es, pode ser um potencial cancerigeno, ja que o acimulo de lesGes no
DNA pode colaborar para o desenvolvimento de canceres (RABELLO-GAY, 1991;
TAKAHASHI, 2003).

Qualquer alteracdo permanente na sequéncia de uma molécula de DNA é denominada
mutacdo. O DNA de um organismo esta frequentemente exposto a alteracbes ou danos
provocados por uma diversidade de agentes fisicos, quimicos e/ou bioldgicos presentes no
cotidiano, além de o proprio ambiente celular ser capaz de danificd-lo (RABELLO-GAY;
RODRIGUES; MONTALEONE-NETO, 1991; ZAHA, 1996), por exemplo, por meio de
processos metabodlicos que produzirdo radicais livres de oxigénio e nitrogénio, altamente
reativos, capazes de alterar suas bases.

As mutages podem surgir em células sométicas e germinativas, neste ultimo caso de
carater hereditario, podendo ser transmitidas as proximas gera¢des. Quando ocorrem sem a
participacdo de um agente mutagénico, surgindo em todas as células, sdo denominadas
espontaneas. Ja quando ha participacdo de um agente mutagénico, sdo consideradas mutacdes
induzidas. Além disso, podem provocar danos no material genético na forma de aberracdes
cromossomicas, subdivididas em: estruturais (translocacdes, inversoes, dele¢des, duplicacdes)
ou numéricas (aneuploidias), ambas intimamente relacionadas as neoplasias, 0 que torna
relevante a realizacdo de ensaios capazes de identificar substancias clastogénicas (capazes de
quebrar cromossomos) e aneugénicas (que interferem no processo de formacdo do fuso
mitético, alterando a correta distribuicdo dos cromossomos) (TAKAHASHI, 2003;
GRIFFITHS; WESSLER; LEWONTIN, 2011; MALACINSKI, 2011).

A acdo de mutagenos sobre o0 DNA pode vir a se manifestar somente apds muitos
anos, como resultado de seus efeitos cumulativos (FLORES; YAMAGUCHI, 2008).
Substancias quimicas reativas presentes em um organismo em concentragdes subtoxicas — ou
seja, incapaz de desencadear morte celular — podem interagir diretamente com a molécula de
DNA, resultando em diversos tipos de danos, inclusive lesdes pro-mutagénicas, sejam elas
provocadas pelo préprio composto ou por falhas no sistema de reparo do DNA, podendo levar

a transformacdo celular (EISENBRAND et al., 2002). Por isso, é importante investigar a
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biosseguranca de quaisquer substancias de uso ou exposi¢do frequente pela populacéo,
especialmente se a ela € atribuido algum efeito terapéutico.

1.3 CULTIVO CELULAR, CELULAS HepG2 E DO SANGUE HUMANO

Iniciado no século XX, e uma das principais ferramentas empregadas em biologia
celular e molecular, o cultivo celular € um excelente modelo para o estudo de mutagénese e
carcinogénese, aléem de funcionar como um método preditivo dos efeitos de drogas e
compostos toxicos sobre os seres humanos. Também é utilizado na triagem de drogas e no
desenvolvimento e fabricacdo em grande escala de compostos biolégicos, como vacinas e
proteinas terapéuticas (EISENBRAND et al., 2002; ALVES; GUIMARAES, 2010; GIBCO,
2015).

O ambiente de cultivo in vitro difere-se daquele encontrado in vivo. Em geral, as
células deixam de possuir uma geometria tridimensional, a adesdo célula-célula e célula-
matriz € comprometida, e perde-se componentes envolvidos na regulacdo homeostéatica in
vivo, tornando o metabolismo in vitro mais constante, ndo representando com fidelidade o
tecido de origem, embora sejam incluidos diferentes horménios e fatores de crescimento aos
meios de cultura (ALVES; GUIMARAES, 2010; FRESHNEY, 2016). Ainda assim, o cultivo
celular é o principal modelo em substitui¢cdo ao uso de animais em experimentacdo (ALVES;
GUIMARAES, 2010), e os resultados obtidos in vitro sdo de fundamental importancia para os
experimentos in vivo, pois possibilita fornecer dados quanto ao grau de toxicidade da
substancia-teste e entender seus mecanismos de ac¢ao, apontar se a droga lesa 0 DNA direta ou
indiretamente, se as células sdo capazes de absorvé-la, e a concentracdo ideal para
experimentacdo (EISENBRAND et al., 2002; TAKAHASHI, 2003).

Células de mamiferos podem ser cultivadas através da formacgdo de uma monocamada
celular aderida a um substrato solido, ou suspensas em um meio de cultura (SCHINDLER,
1969; FRESHNEY, 2016). As culturas em suspensdo sdo constituidas de células com
capacidade para sobreviverem e se proliferarem sem necessidade de fixagdo, como, por
exemplo, as células hematopoiéticas. Por outro lado, no cultivo em monocamada € necessaria
a fixacdo celular para que ocorra sua proliferacdo, sendo este, junto as células
hematopoiéticas, 0 modelo de cultivo comum a maioria das células. Tendo alcancada uma
taxa de crescimento significativa — confluéncia —, e passado por um tratamento enzimatico
(para células aderentes), ou sofrido uma diluicdo (para células em suspensédo), um subcultivo
pode ser realizado (FRESHNEY, 2016).
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H& 3 tipos de cultivo celular: primério, linhagem celular continua e linhagem celular
transformada. Em um cultivo primario, as células que sobreviveram a desagregacdo mecanica
ou enzimatica (com tripsina, por exemplo), conseguindo se proliferar satisfatoriamente em
cultura, mantém as caracteristicas do tecido de origem e uma vida util relativamente curta,
como ocorre geralmente com as células do sangue periférico humano. Contudo, as células
mais resistentes ao processo de cultivo e com uma alta taxa proliferativa conseguem
sobreviver a subsequentes passagens, dando origem a uma linhagem celular continua, capaz
de ser mantida em cultura por um longo periodo, e sem perder a maioria das caracteristicas de
seu tecido de origem — como a MRC-5, de tecido pulmonar de feto humano, por exemplo. Por
outro lado, uma linhagem celular transformada, é formada por células que sofreram alteracGes
genéticas — como as células VERO e Hela —, perdendo a semelhanca morfoldgica e genética
com seu tecido de origem, e com capacidade de se proliferar indefinidamente. A
transformac&o celular pode ocorrer em cultura, empregando-se substancias quimicas, virus ou
agentes fisicos, capazes de alterar proto-oncogenes e genes supressores tumorais, que
controlam o ciclo celular. Outra forma de obtencéo de células transformadas se da por tecidos
ja mutados, como é o caso de tecidos tumorais (ALVES; GUIMARAES, 2010).

Exemplo de linhagem aderente transformada, as células HepG2 s&o derivadas de
hepatocarcinoma humano. Possui morfologia semelhante ao epitélio, com células formadas
por apenas 1 nucleo e aneuploides: 0 nimero de cromossomos varia de 48 a 54 por célula
(NATARAJAN; DARROUDI, 1991; WILKENING; STAHL; BADER, 2003) (Figura 3). Séo
faceis de manusear, e expressam uma grande variedade de fungdes metabdlicas do figado
(JAVITT, 1990; VALENTIN-SEVERIN et al., 2003). Apresentam diferentes enzimas de fase
| e de fase Il envolvidas na ativacdo e detoxificagdo de drogas e outros compostos, sendo,
portanto, muito Gteis em estudos de genotoxicidade, uma vez que o figado é o principal sitio
de metabolizacdo de xenobidticos e a maioria dos compostos genotoxicos sdo mutagenos
indiretos: apenas apds sua biotransformacdo liberam intermediarios reativos capazes de
desempenhar efeitos toxicos (NATARAJAN; DARROUDI, 1991; VALENTIN-SEVERIN et
al., 2003; MENDES, 2008). Resultados obtidos por Natarajan e Darroudi (1991) confirmaram
a competéncia metabdlica de células HepG2 em transformar diversas classes de pro-
carcindgenos em produtos biologicamente ativos. Sendo assim, a HepG2 foi considerada a
mais promissora das linhagens celulares permanentes (VALENTIN-SEVERIN et al., 2003),
mimetizando satisfatoriamente os processos de ativagdo e detoxificacdo ocorridos in vivo
(NATARAJAN; DARROUDI, 1991; YUSUF, 2000), embora Wilkening, Stahl e Bader

(2003) tenham descrito que HepG2 possui grande semelhanga com o figado fetal, devido a
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expressdo de enzimas (CYP3A7, e CYP1Al mais fortemente que CYP1A2) caracteristicas
deste.

Figura 3 — Células HepG2 em cultivo em plena
expansdo. Aumento final: 200x.
Fonte: Arquivo pessoal.

Diferentemente, as células mononucleares do sangue periférico humano (linfécitos e
mondcitos) ndo possuem enzimas de biotransformacdo, portanto, ndo ativam agentes
mutagénicos indiretos, mas informam sobre a acdo de mutagenos diretos, ou seja, que
possuem efeitos genotoxicos por si sO, sem necessidade de metabolizacdo. Além disso, a
facilidade em sua obtengdo, simplicidade de seu cultivo e sensibilidade do teste, torna o
sangue periférico o tecido mais utilizado para diagndstico citogenético (GUS, 2011).

Para demonstrar o potencial mutagénico do agente testado é necessario mais de um
ensaio biologico para confirmagdo dos resultados, sobretudo se isso for afetar o homem
diretamente (TAKAHASHI, 2003). Dentre os testes de genotoxicidade de curto prazo, o teste
do microndcleo e o ensaio do cometa sdao 0s mais promissores para a avaliacdo de risco
humano, em razdo de sua sensibilidade e facilidade na realizacdo (VALENTIN-SEVERIN et
al., 2003).

1.4 ENSAIO DO COMETA
Empregado para detectar lesbes gendmicas, e ndo mutacbes, 0 ensaio do cometa

(Single-Cell Gel Electrophoresis— SCGE) foi primeiramente introduzido por Ostling e
Johanson, em 1987, como uma técnica de microeletroforese para visualizar danos ao DNA em
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células individuais. As lesbes detectadas pelo teste do cometa sdo passiveis de correcdo, uma
vez que lesdes gendmicas so resultam em mutagdes — irreversiveis — ap0s serem processadas
(AHUJA & SARAN, 2001; GONTIO; TICE, 2003).

Ha dois protocolos principais para realizacdo do teste, diferenciados pelo pH: a verséao
neutra, que identifica quebras duplas nas moléculas de DNA e crosslinks; e a versdo alcalina,
que detecta quebras de fita Unica e dupla, sitios alcali-labeis - alteracbes induzidas em maior
escala por agentes genotoxicos —, e crosslinks. A técnica consiste em expor uma suspensao de
células, embebidas em gel de agarose, sobre a superficie de uma lamina. Em seguida, as
laminas sdo depositadas em uma solucdo de lise, composta por alta concentragdo de sais e
detergentes, para que ocorra a remocao do conteudo citoplasmético e da membrana nuclear
das células, levando a uma expansdo do DNA no gel, no espacgo antes ocupado pela célula.
Logo apos, as laminas sdo imersas em tampdo (alcalino ou neutro), para que ocorra 0
rompimento das estruturas secundaria e terciaria do ndcleo celular, promovendo o
desenovelamento das cadeias de DNA. Ao final desse processo de desnaturacao, inicia-se a
corrida eletroforética em baixa voltagem. Como o DNA possui carga, caso esteja rompido,
ocorre a expansao de seus fragmentos em relacdo ao ndcleo principal (nucleoide), no sentido
da corrente elétrica, determinando, assim, a extensdo do dano ao DNA. Nucleoides com DNA
intacto sdo redondos, pois permanecem empacotados, sendo muito grandes para migrar;
enquanto que em células lesadas hd a migracdo de DNA para fora do nucleo, gerando uma
figura semelhante a um cometa. O resultado é interpretado dividindo-o em duas partes:
“cabega” e “cauda” (Figura 4). Com isso, células sem cauda possuiam nenhum ou pouco dano
no DNA; enguanto células com mais danos apresentariam cauda (FARBAIRN; OLIVE;
O’NEILL, 1995; TICE, 2000; AHUJA; SARAN, 2001; GONTHO; TICE, 2003; VILLELA et
al., 2003; MALUF; ERDTMANN, 2003).
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“Cabeca”

Figura 4 — Divisdo do cometa em “cabeca” e “cauda”, para classificagdo dos
danos no DNA, em célula mononuclear do sangue periférico humano.
Aumento final: 400x.

Fonte: Arquivo pessoal.

O Ensaio do Cometa é mais vantajoso em comparagao a outros testes para deteccdo de
substancias genotdxicas, pois possui sensibilidade para a quantificacdo de baixos niveis de
danos genéticos; facilidade de aplicacdo; exige um pequeno numero de células por amostra,
sem necessidade de estarem em proliferacdo; e pequenas quantidades da substancia teste. E
amplamente aplicado em testes de genotoxicidade in vitro e in vivo, incluindo estudos de
biomonitoramento humano e ambiental. Além disso, possui baixos custos e é necessario um
periodo curto de tempo para realizacdo do experimento. Contudo, como o reparo do DNA
lesado inicia-se imediatamente, o intervalo de tempo entre a exposicdo a0 mutageno e o
preparo das laminas até a lise, deve ser curto, no méaximo 24 horas (TICE, 2000; VILLELA et
al., 2003).

1.5 TESTE DO MICRONUCLEO

O Teste do Microntcleo é um método simples na avaliacdo de diversos tipos de danos
citogenéticos, detectando mutagdes cromossémicas, do tipo clastogénica, aneugénica e danos
no fuso mitético (VILLELA et al., 2003). Foi desenvolvido por Matter e Schmid, em 1971, in
vivo, em eritrocitos de medula Ossea de camundongo. Posteriormente, em 1976, foi
estabelecida por Heddle sua versdo in vitro, utilizando linfocitos do sangue periferico
humano. Essa versdo evoluiu rapidamente no campo da Genética Toxicoldgica e, segundo
Fenech (2000), foi proposto que o teste do micronlcleo fosse aplicado em substituicdo ao

teste de aberragdo cromossdémica em linfécitos humanos, para os ensaios de genotoxicidade
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de novos produtos quimicos, ja que este ultimo exige muito tempo nas analises e pessoal
altamente treinado (SALVADORI; RIBEIRO; FENECH, 2003).

Localizado no citoplasma, o micronucleo (MN) é uma pequena massa nuclear de
diametro entre 1/16 e 1/3, contendo DNA, delimitada por membrana e sem qualquer conexdo
com o nucleo principal. Sua formagdo ocorre durante a teldfase (mitose ou meiose), quando o
envoltorio nuclear se reconstitui ao redor dos cromossomos das células-filhas. O MN é
resultado de fragmentos cromossémicos acéntricos (originados de quebra isocromatidica ou
cromatidica) ou de cromossomos inteiros que se perderam do nucleo principal; ou de
disfuncbes no fuso mitético; ou pela falta ou defeito no centrémero, impossibilitando a
ligacdo com as fibras do fuso; ou de quaisquer mecanismos falhos que permitem a
distribuicdo incorreta dos cromossomos apds a anafase. Sendo assim, podem ser causados por
agentes clastogénicos (quebram cromossomos) ou aneugénicos. Apenas ap0s um ciclo de
divisdo celular, os danos causados pela exposi¢do a agentes mutagénicos Sa0 expressos na
forma de MN, podendo haver mais de um MN por célula (RABELLO-GAY; RODRIGUES;
MONTELEONE-NETO, 1991; KIRSCH-VOLDERS; FENECH, 2001; SALVADORI;
RIBEIRO; FENECH, 2003; KIRSCH-VOLDERS et al., 2011; PALAZZO; MALUF, 2011;
DAVARI et al.,, 2012; LUZHNA; KATHIRIA; KOVALCHUK, 2013). As quebras de cadeias
duplas sdo as principais responsaveis pela inducdo de micronucleos por agentes clastogénicos
(VAN GOETHEM,; LISON; KIRSCH-VOLDERS, 1997).

As células se dividem em taxas diferentes, tanto in vivo quanto in vitro, sendo
dependentes das condicdes fisiologicas, genéticas e nutricionais. Diante disso, para ser
possivel diferenciar as células que passaram por um ciclo de divisdo celular (ou seja, ficaram
binucleadas), foi necessario adicionar uma substancia — Citocalasina B (CtB) — capaz de
bloquear a citocinese celular durante o teste de MN in vitro. A CtB € um inibidor da
polimerizacdo da proteina actina necessaria para a formacdo do anel de microfilamentos
responsavel por contrair o citoplasma e dividir a célula em duas células-filhas. Portanto, com
0 bloqueio da citocinese, ocorre o acumulo de células binucleadas, facilitando essa
diferenciacdo e anélise. A partir disso, o teste do microndcleo ficou conhecido como CBMN
(cytokinesis-block micronucleus) — teste do microndcleo com blogueio da citocinese
(FENECH, 2000; PALAZZO; MALUF, 2011).

Além da formacéo de micronucleos, pode ocorrer, ocasionalmente, a formacdo de
pontes nucleoplasmaticas (PNPs): ligacdes continuas entre os nucleos da célula binucleada.
PNPs sdo formadas, possivelmente, por cromossomos dicéntricos que tiveram seus

centromeros tracionados para pélos opostos da célula, durante a anafase, sendo o DNA
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(resultante na ponte) coberto por uma membrana nuclear. Podem ser marcadas juntamente
com a contagem de MNs, devido fornecerem uma medida adicional e complementar de um
rearranjo cromossémico (FENECH, 2000; SALVADORI; RIBEIRO; FENECH, 2003;
PALAZZO; MALUF, 2011).

Outra alteragcdo possivel de ocorrer ¢ o broto ou “bud” nuclear. Trata-se de uma
estrutura semelhante ao microndcleo, mas que permanece ligado ao nucleo principal por uma
conexd@o nucleoplasmatica fina ou espessa. Acredita-se que essa estrutura seja DNA
amplificado (eliminado do nucleo por um processo ativo), e que corresponda a uma resposta a
resisténcia celular a drogas ou a progressdo tumoral (SALVADORI; RIBEIRO; FENECH,
2003; PALAZZO; MALUF, 2011).

AGENTE
MUTAGENICO
CITOTOXICO

PNP

APOPTOSE BN NECROSE
Perdaequebra  CrOMOSSOMO  ampiificacto
cromaossdmica dicéntrico génica

Figura 5 — Destinos possiveis de uma célula apds contato com agente mutagénico e/ou
citotoxico: A) Alteracdes genéticas, visiveis pelo teste do microndcleo com o bloqueio da
citocinese: MN — microndcleo, caracterizado pela perda de um cromossomo inteiro ou
fragmentos de cromossomos acéntricos; PNP — ponte nucleoplasmatica, formada por
cromossomo dicéntrico que teve seus centrdmeros tracionados para polos opostos da
célula, sendo o DNA resultante na ponte coberta por membrana nuclear; BN — broto
nuclear, constituido por DNA amplificado; B) Apoptose, desencadeada durante as fases
fases G1, S e G2 do ciclo celular pela acdo direta de um agente citotéxico, ou por
acumulo de alteragGes genéticas promovidas por um agente mutagénico, ap6s conclusao
do ciclo celular; C) Necrose, também desencadeada durante as fases fases G1, S e G2 do
ciclo celular pela acéo direta de um agente citotdxico.

Fonte: Modificado de Fenech (2000).
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