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RESUMO 

Câncer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doenças que têm em comum o 

crescimento desordenado (maligno) de células que invadem tecidos e órgãos, podendo 

espalhar-se (metástase) para outras regiões do corpo. Dividindo-se rapidamente, estas 

células tendem a ser muito agressivas e incontroláveis, determinando a formação de 

tumores (acúmulo de células cancerosas) ou neoplasias malignas. As causas de câncer são 

variadas, podendo ser externas ou internas ao organismo, estando inter-relacionadas. As 

causas externas referem-se ao meio ambiente e aos hábitos ou costumes próprios de uma 

sociedade. As causas internas são, na maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas, e 

estão ligadas à capacidade do organismo de se defender das agressões externas (Sistema 

Imunológico ou acúmulo de mutações no DNA). A compreensão dos exatos mecanismos e 

a tentativa de inativar genes ou impedir as ações tóxicas de substâncias contribuirá para a 

elucidação de diversos pontos importantes para o entendimento da carcinogênese e, 

portanto, para novas estratégias de tratamento e de prevenção do câncer. O presente estudo 

tem como objetivo, avaliar o efeito da substância pura, morelloflavona, isolada da folha de 

Garcinia xanthochymus, planta típica do Cerrado no Estado de São Paulo, conhecida por 

sua variada atividade biológica (analgésica, antibacteriana, antioxidante, antiviral e 

antitumoral) devido aos seus grupos de metabólitos: xantonas, flavonóides, fenóis e 

acridonas. Assim, foram realizados: o ensaio da Quinona Redutase em paralelo com o 

ensaio do Violeta Cristal para análise da viabilidade celular em células de hepatocarcinoma 

murino (Hepa 1c1c7); o ensaio de Sulforrodamina B para análise da viabilidade celular em 

células de hepatocarcinoma humano (HepG2) e o ensaio do Cometa nos protocolos de 

genotoxicidade e antigenotoxicidade em células de HepG2. Esses ensaios permitiram a 

identificação de concentrações possivelmente quimiopreventivas e a citotoxicidade do 

produto natural em questão. Além disso, permitiu verificar a capacidade genotóxica e 

antigenotóxica da substância testada. Concluiu-se então que a classe dos biflavonóides, a 

qual pertence a morelloflavona, apresenta características genotóxicas em determinadas 

concentrações e capacidade protetora de dano de DNA (característica antigenotóxica) em 

diferentes concentrações, além de possuir atividade indutora da enzima quinona redutase e 

não ser citotóxica pelo ensaio de Violeta Cristal, porém citotóxica pelo ensaio de 

Sulforrodamina B. 

PALAVRAS CHAVE: Garcinia xanthochymus; Quinona Redutase; Ensaio do Cometa; 

quimioprevenção; genotoxicidade; antigenotoxicidade. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Garcinia xanthochymus e morelloflavona 
As espécies de Garcinia, família Clusiaceae (Figura 1), são fontes ricas de 

metabólitos secundários fenólicos, especialmente xantonas (PERES et al., 2000; HAY 

et al., 2004), além de benzofenonas, biflavonóides e depsidonas, possuindo ampla 

distribuição nas regiões tropicais. A maioria dos representantes desta família são 

árvores, arbustos ou ervas, sendo raramente epífitas, mas podem chegar a 20 metros de 

altura (MABBERLEY, 1997; ITO et al., 2003), além de serem amplamente utilizadas 

na medicina tradicional como vermífugo e neutralizador de toxinas de alimentos. 

(ZHONG et al., 2007) G. xanthochymus é uma planta típica do Cerrado no Estado de 

São Paulo, que possui em seu perfil químico flavonóides, fenóis e acridonas como 

principais grupos de metabólitos especiais, apresentando uma variedade de atividades 

biológicas, como: atividade analgésica, antibacteriana, antioxidante, antiviral e 

antitumoral. (FOTIE et al., 2003; BAGGETT et al., 2005)  Neste gênero, também 

ocorrem, substâncias da classe das xantonas, conhecidas por sua atividade antimalárica. 

(CHANMAHASATHIEN et al., 2003)  

A família Clusiaceae compreende cerca de 50 gêneros e 1.200 espécies de 

ocorrência preferencial nas regiões tropicais do mundo. Todavia parte dessa família se 

desenvolve com facilidade em regiões norte de zonas temperadas. (JUNIOR et al., 

2005) No Brasil existe cerca de 20 gêneros e 150 espécies distribuídas na Amazônia, 

Cerrado e Mata Atlântica. (CRUZ et al., 1998; SOUZA & LORENZI 2005) Os gêneros 

são divididos em três subfamílias, destacando-se inúmeros com importância medicinal, 

como Hypericum e Vismia (Hypericoideae), Clusia, Calophyllum e Garcinia 

(Calophylloideae) e Kielmeyera (Bonnetioideae). (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002) 

Alguns trabalhos prévios com algumas espécies deste gênero, presentes no Cerrado e no 

Planalto Central Brasileiro, descrevem as xantonas como seus constituintes 

predominantes. (NAGEM & SILVA, 1988) 

Gamboja é o nome popular dado à espécie de G. xanthochymus, árvore nativa da 

Índia com aproximadamente 8-10 metros. As árvores possuem folhas verdes escuras e a 

fruta tem coloração amarela com polpa ácida, possui de 6-7 cm de diâmetro, poucas 

sementes e é utilizada extensamente na medicina popular como antidiarreica (Figura 1), 

além de ser usada como pigmento para aquarela, como corante amarelo de tecidos e o 

fruto acidificado é utilizado em geléias, conservas e vinagres. (BAGGETT et al., 2005)  
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Figura 1. Imagem das folhas, frutos e polpa de Garcinia xanthochymus. Retirado de: 

MCCORMACK, 2007.  

 

Um estudo fitoquímico das folhas de G. xanthochymus revelou a presença 

predominante de biflavonóides, flavonóides e terpenos (Figura 2). (BAGGETT et al., 

2005) 

 

 
 

Figura 2. Algumas classes da substância isolada da espécie de Garcinia xanthochymus. 

Retirado de: FERNANDES, 2010. 

 

 Os flavonóides, pigmentos naturais encontrados em vegetais, são substâncias 

que protegem o organismo do dano produzido por agentes oxidantes, assim como os 
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raios ultravioletas, poluição ambiental e substâncias químicas presentes nos alimentos. 

O organismo humano não é capaz de produzir esses tipos de compostos protetores, por 

isso há necessidade de obter tais substâncias por meio de dietas balanceadas com frutas, 

verduras e bebidas, nos quais, compostos como flavonóides estão presentes. 

(MARTÍNEZ-FLÓREZ et al., 2002) 

Esses compostos contém em sua estrutura química um número variável de 

grupos hidroxi-fenólicos, no qual, confere a eles uma grande capacidade antioxidante. 

São conhecidos por volta de 6.500 flavonóides, nas plantas, estes apresentam uma 

grande variedade estrutural, por isso o número de flavonóides encontrados na natureza é 

elevado. (RIJKE et al., 2006) 

A notável diversidade estrutural e funcional dos flavonóides presentes nas 

plantas tem proporcionado base para pesquisas em áreas como: genética, bioquímica, 

ecologia e saúde. Além disso, desempenham um papel essencial na proteção contra os 

fenômenos danosos do processo oxidativo, e tem efeitos terapêuticos em um vasto 

número de patologias. Por serem conhecidas por suas atividades antialérgicas, anti-

inflamatórias, antivirais, anticancerosas e antioxidantes, também estão relacionadas 

diretamente com uma grande quantidade de enzimas e proteínas associadas com a 

fosforilação. (WINKEL, 2006)  

Os biflavonóides se apresentam de forma natural como dímeros de flavonóides, 

se caracterizam pela união covalente de duas unidades monoméricas de flavonóides. 

(YAMAGUCHI et al., 2005) Essa classe é amplamente conhecida e está em destaque na 

literatura devido à frequência e abundância com que são encontradas. (SUZART et al., 

2007) 

A morelloflavona possui diferentes atividades como: atividade analgésica, 

antioxidante, antiviral, tratamento de doenças hepáticas, tratamento da labirintite, entre 

outras, isso ocorre pelo fato de ser um biflavonóide, que dependendo da planta em que é 

extraída a substância possui conformação estrutural diferente, o que confere atividades 

distintas. (VERDI et al., 2004)  

A substância, morelloflavona, isolada de G. xanthochymus, pertencente a classe 

dos biflavonóides, são estudados devido a sua possível atividade antioxidante, por isso o 

presente trabalho tem como objetivo pesquisar sua atividade quimiopreventiva frente 

aos ensaios de quinona redutase em paralelo com a viabilidade celular, e a capacidade 

genotóxica e antigenotóxica. 
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1.2. Câncer 
No Brasil, o câncer representa a segunda maior causa de morte nos adultos, na 

população brasileira os casos mais incidentes de câncer são o de pele do tipo não 

melanoma, seguido do câncer de próstata e de pulmão no sexo masculino e os cânceres 

de mama e do colo do útero no sexo feminino, além do câncer de cólon, reto e 

estômago. (INCA 2010)  

O significado da palavra ‘câncer’ abrange mais de uma centena de enfermidades, 

uma vez que cada tecido do organismo humano pode desenvolver uma ou mais doenças 

malignas. A proliferação desordenada das células e a capacidade que algumas têm de se 

desprender da sua origem em direção a outros locais do organismo, gerando novos focos 

de crescimento descontrolado (metástase) são pontos comuns das doenças denominadas 

câncer. (RIBEIRO & MAIA, 2002) 

As células cancerígenas possuem um sistema próprio e desordenado de 

reprodução. Inicialmente, uma célula portadora de alterações em seu material genético, 

herdadas ou não, sofre uma nova mutação, por acaso ou indução de um agente 

oncogênico (capaz de produzir uma proliferação desordenada nas células). Essa 

mutação complementar proporciona à célula cancerosa uma capacidade de reprodução 

superior à de suas irmãs do mesmo tecido, assim ela se divide incontrolavelmente, o que 

compromete o funcionamento normal do tecido. (RIBEIRO & MAIA, 2002)  

O processo de carcinogênese (formação de câncer) geralmente ocorre 

lentamente, podendo levar vários anos até que uma célula cancerígena se prolifere 

resultando em aparecimento do tumor, onde se detecta o câncer. (INCA, 1996) 

A carcinogênese é um processo de múltiplos estágios que podem ser causados 

pela substância cancerígena induzida por alterações genéticas e epigenéticas das células 

suscetíveis. A primeira etapa do processo cancerígeno, o início do tumor, envolve a 

exposição de células normais a metabólitos cancerígenos eletrofílicos ou espécies 

reativas de oxigênio. Estes múltiplos estágios da formação do câncer se baseiam em fase 

de iniciação, fase de promoção e fase de progressão. O primeiro estágio (iniciação) é a 

etapa no qual as células sofrem ação dos carcinógenos, que provocam alterações 

genéticas, ou seja, nesta fase as células se encontram geneticamente modificadas. Na 

fase de promoção, ocorre uma indução das células características da fase de iniciação, 

por agentes químicos, como oncopromotores, no qual se inicia o processo de 

transformação celular gradual a células malignas. As células no estágio de progressão 
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são quase sempre o resultado de uma série de processos ou etapas no qual a célula 

normal se desenvolve em uma célula maligna, caracterizada pela multiplicação 

descontrolada e irreversível, iniciando as primeiras manifestações clínicas. (PILOT, 

1995; INCA, 1996) 

A prevenção primária e secundária são estratégias promissoras que devem ser 

empregadas para reduzir a mortalidade pela doença. A prevenção primária consiste em 

evitar o contato com agentes carcinogênicos exógenos, tais como radiação e substâncias 

químicas carcinogênicas, entre outros. (WATTENBERG, 1985; MORSE & STONER, 

1993; SPORN & SUH, 2000; PEZZUTO et al., 2005) A prevenção secundária, 

denominada quimioprevenção do câncer, tem sido considerada o passo fundamental 

para diminuir a incidência de câncer e a mortalidade por esta doença. (WATTENBERG, 

1985; MORSE & STONER, 1993; KELLOFF et al., 1994; SPORN & SUH, 2000) Um 

dos principais mecanismos para se proteger contra os metabólitos tóxicos é a indução de 

enzimas da fase II de detoxificação, como a glutationa S-transferase, UDP-

glucuronosiltransferase e NADPH quinona-redutase. Os agentes supressores são 

quimiopreventivos que inibem a progressão global do processo neoplásico e previne as 

células de se tornarem malignas; agentes bloqueadores podem prevenir a ativação de 

carcinógenos e aumentar a detoxificação antes do início de lesão em órgãos alvos. 

Portanto, pode se prevenir a carcinogênese por uma série de compostos de 

diferentes classes como flavonóides, tiocarbamatos, antioxidantes fenólicos e 

isotiocianatos. Uma propriedade importante desses compostos é que eles são capazes de 

evitar o aparecimento do câncer por mecanismos enzimáticos. (PEZZUTO et al., 2005) 

1.3. Quimioprevenção e Atividade da Quinona Redutase 
A quimioprevenção do câncer pode ser definida como a utilização de compostos 

químicos específicos, naturais ou sintéticos, com a finalidade de prevenir, retardar ou 

reverter o processo de carcinogênese. (WATTENBERG, 1985) A carcinogênese, 

portanto, pode ser evitada por uma série de compostos naturais, que tem como 

propriedade comum elevar a atividade enzimática (quinona redutase) por um aumento 

na sua síntese e/ou diminuição da degradação da mesma. (SONG et al., 1999) 

Algumas das estratégias para a proteção de células dos eventos iniciais da 

formação de tumores incluem a inibição de enzimas metabólicas responsáveis pela 

geração de espécies reativas de oxigênio, ativação de carcinógenos (enzimas de fase I), 
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ao passo que enzimas da fase II são estimuladas, promovendo a desativação de radicais 

e eletrófilos envolvidos nos processos celulares normais. Os agentes responsáveis por 

estes acontecimentos são denominados “indutores bifuncionais”, onde os carcinógenos 

poderiam induzir a uma proteção contra seu próprio efeito tóxico. (PROCHASKA et al., 

1992) Além destes, existem os “indutores monofuncionais”, que somente induzem 

enzimas de fase II seletivamente e ativam elementos de resposta antioxidante, podendo 

servir como anticancerígenos, ou seja, pode proteger o organismo de espécies tóxicas e 

reativas. (KANG & PEZZUTO, 2004; CUENDET et al., 2006)  

Recentes estudos mostram que a elevação de enzimas de fase II (NADPH 

quinona redutase e glutationa s-transferase) está envolvida na proteção celular dos 

estágios iniciais contra a carcinogênese induzida por agentes químicos em modelos 

animais. (WATTENBERG, 1985; SONG et al., 1999; CUENDET et al., 2006) Além 

disso, dietas baseadas em alimentos que contém substâncias quimiopreventivas 

potenciais (isoflavonas, curcumina, sulforafano, licopeno e outras) podem estar aliadas 

ao sucesso do tratamento de neoplasias de células germinativas, tumores e linfomas. 

(KELLOFF et al., 1994)  

Os agentes quimiopreventivos podem ser separados em duas categorias baseados 

na etapa da carcinogênese em que atuam positivamente para prevenção ou reparo do 

câncer. A primeira categoria inclui os compostos que são completamente efetivos contra 

a carcinogênese, como agentes supressores que interferem na progressão da 

carcinogênese, prevenindo a evolução da malignização. A segunda categoria é composta 

por elementos que atuam efetivamente contra os agentes indutores de tumor, como 

agentes bloqueadores, capazes de modular processos bioquímicos de excreção renal, 

absorção intestinal e interação com o material genético de substâncias cancerígenas. 

(WATTENBERG, 1985) 

1.4. Ensaio de Quinona Redutase 

O ensaio da quinona redutase (QR) constitui um método simples, para detecção 

e avaliação da indução da enzima quinona redutase, que detoxifica carcinógenos 

(enzima de fase II) e pode ser induzida por produtos naturais, baseado na medida direta 

da atividade da QR em células de hepatocarcinoma murino. (PROCHASKA et al., 

1992) A quinona redutase catalisa a redução da menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona), 

a menadiol mediada por NADPH como doador de elétrons. O MTT (3-(4,5-dimethyl-2-
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thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) é então reduzido não enzimaticamente 

pelo menadiol, resultando na formação do sal de formazana de coloração violácea. 

(PROCHASKA & SANTAMARIA 1988; FAHEY et al, 2004) A linhagem derivada de 

hepatocarcinoma celular murino (Hepa 1c1c7) contém quantidades de QR induzíveis 

facilmente mensuráveis e que fornece um confiável sistema de detecção de indutores de 

enzimas de fase II. (PROCHASKA & SANTAMARIA 1988; FAHEY et al., 2004; 

CUENDET et al., 2006) A indução de quinona redutase é diretamente proporcional a 

quantidade reduzida de MTT. 

1.5. Ensaio de Sulforrodamina B 

Considerando que os ensaios de citotoxicidade em células HepG2, utilizando 

MTT apresentaram interação com a substância, promovendo um falso positivo, foi 

utilizado o ensaio de citotoxicidade por sulfarrodamina B. 

A avaliação da citotoxicidade baseia-se na coloração de proteínas pelo corante 

sulforrodamina B, que constitui-se em um método simples, sensível, reprodutível e 

rápido.  O princípio desse ensaio consiste na habilidade que a sulforrodamina B tem de 

se ligar a componentes protéicos das células fixadas pelo ácido tricloroacético. O 

corante utilizado nesse ensaio é uma aminoxantina de cor rosa brilhante e com dois 

grupos sulfônicos, que são capazes de se ligar as porções terminais dos aminoácidos das 

células que foram fixadas pelo ácido tricloroacético. (SKEHAN et al., 1990)   

1.6. Ensaio do Cometa 

Vários métodos utilizados para avaliar os efeitos genotóxicos de substâncias 

químicas in vitro, estão disponíveis. Os ensaios diferem entre si em fatores relacionados 

à sensibilidade e praticidade. O ensaio do Cometa, também conhecido como 

eletroforese em gel de célula única, é bastante utilizado para identificação de 

genotoxicidade e antigenotoxicidade. (WOLFF & MÜLLER, 2006)  

A versão alcalina do ensaio permite a identificação de danos na fita simples de 

DNA de maneira extremamente sensível, além de ser um método de custo-benefício 

vantajoso. (SINGH, 1988) 

Além disso, o ensaio do cometa é capaz de detectar danos de DNA precoce 

passíveis de reparo, a grande sensibilidade em detectar pequenos níveis de danos 
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recentes no DNA, sua fácil execução, o curto tempo necessário para completar um 

experimento e obter resultados, torna o ensaio passível de escolha. (TICE et al., 2000)  

O ensaio do cometa basicamente acontece quando as células de HepG2 são 

embebidas em agarose, e a seguir sofrem lise por meio de sais e detergentes presentes 

na solução de eletroforese; o relaxamento do DNA é promovido pela eletroforese em 

tampão alcalino, nessas condições, os fragmentos de DNA podem migrar em direção ao 

o pólo negativo da cuba de eletroforese, formando uma espécie de cauda, que em 

conjunto com a célula, é denominada cometa. Por fim, o DNA é observado por 

microscopia de epifluorescência após a coloração das células com Brometo de etídio. 

Resumidamente, o ensaio consiste na migração do DNA, pois este contém quebras que 

podem sofrer arraste, e esses danos aumentam frente à exposição a agentes genotóxicos. 

(WOLFF & MÜLLER, 2006) Assim, pode-se avaliar o potencial de genotoxicidade e 

antigenotoxicidade deste estudo, utilizando tal metodologia. Serão empregados 

protocolos de pré-tratamento e pós-tratamento, segundo proposto por Scolastici e 

colaboradores (2008).  

Alguns tipos celulares são suscetíveis ao teste de genotoxicidade de substâncias 

isoladas ou de extratos complexos, o que proporciona a possível flexibilidade do ensaio 

cometa ser testado com outros tipos de linhagem de células eucarióticas in vitro 

(MÜLLER et al., 2002; WOLFF & MÜLLER, 2006). 

O ensaio de Cometa foi introduzido no laboratório desde 2005, através da 

colaboração da Profa. Dra. Catarina Satie Takahashi, do laboratório de Genética da 

Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto (USP). Desde então, o 

ensaio do Cometa vem sendo amplamente utilizado em nosso laboratório para 

verificação de genotoxicidade e antigenotoxicidade de produtos naturais. 

2. JUSTIFICATIVA  

A quimioprevenção do câncer é definida como o uso de agentes sintéticos ou 

naturais capazes de inibir, retardar ou reverter o processo de carcinogênese 

(WATTENBERG, 1985; MORSE & STONER, 1993; KELLOFF et al., 1994; SPORN 

& SUH, 2000; PEZZUTO et al., 2005). Sendo assim o uso de produtos naturais podem 

induzir enzimas de fase II. Um método simples, para uma rápida detecção e avaliação 

de indução dessa enzima, que detoxifica carcinógenos (enzima de fase II), baseando-se 

na medida direta da atividade da QR em células de hepatocarcinoma murino 



19 

 

(Hepa1c1c7) é o ensaio de quinona redutase, que foi utilizado para o desenvolvimento 

do projeto em questão. 

Com o intuito de ampliar estudos preliminares com plantas da diversidade 

vegetal brasileira, resolveu-se avaliar os efeitos da substância, morelloflavona, isolada 

da folha de G. xanthochymus na indução da atividade da enzima quinona redutase e 

verificar a genotoxicidade frente às concentrações quimiopreventivas, além de verificar 

atividade protetora de danos de DNA, pelo ensaio do cometa no protocolo de 

antigenotoxicidade. As linhagens celulares utilizadas foram: Hepatocarcinoma murino 

(Hepa1c1c7) e Hepatocarcinoma humano (HepG2), respectivamente. 

É essencial pensar na utilização de morelloflavona isolada a partir da extração 

das folhas como fonte de possíveis tratamentos, pois desta forma é possível à 

exploração dos recursos naturais sem colocar em risco a preservação da espécie vegetal, 

ao contrário do que ocorre com a utilização dos frutos. (ALMEIDA et al., 2008) 

Avaliar o papel antigenotóxico de extratos de plantas, de infusões e dos 

principais componentes fitoquímicos é de suma importância, visto que substâncias 

antimutagênicas presentes em algumas plantas já mostraram ajudar na prevenção de 

câncer e outras doenças. (NISHINO, 1998; BERHOW et al., 2000, SURH & 

FERGUSON, 2003, PATEL et al., 2007) Assim, estudos de genotoxicidade e 

antigenotoxicidade podem ajudar a avaliar a segurança e a efetividade de muitas plantas 

utilizadas na medicina popular. 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo Geral 
Avaliar a possível indução da atividade da enzima quinona redutase a partir da 

substância pura, morelloflavona, isolada das folhas de Garcinia xanthochymus em 

diferentes concentrações através do ensaio da quinona redutase, bem como, avaliar o 

seu potencial genotóxico e antigenotóxico pelo ensaio do Cometa. 

3.2. Objetivos específicos 
 Avaliar a atividade da enzima quinona redutase em células de 

hepatocarcinoma murino (Hepa1c1c7) tratadas com a substância pura, morelloflavona, 

isolada de Garcinia xanthochymus; 
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 Avaliar a viabilidade celular, concomitantemente com o ensaio da 

quinona redutase em células Hepa1c1c7, utilizando o método do violeta cristal e de 

sulforrodamina B; 

 Detectar danos de DNA precoce e passível de reparo em linhagem celular 

metabolizadora de hepatocarcinoma humano (HepG2), utilizando o ensaio do cometa 

para determinar a possível ação genotóxica desse composto em diferentes 

concentrações;  

 Avaliar a atividade antigenotóxica da morelloflavona em linhagem 

celular metabolizadora de hepatocarcinoma humano, utilizando um delineamento 

experimental de pré e pós tratamento.  

4. MATERIAIS E MÉTODOS  

4.1. Estudo Químico Garcinia xanthochymus  
As folhas de G. xanthochymus foram coletadas na região do Cerrado do Estado 

de São Paulo, mais precisamente no Campus da Universidade Estadual Júlio de 

Mesquita Filho (UNESP) - Jaboticabal em maio de 2008, sendo identificados pelo Profº 

Antonio Baldo G. Martins. Os processos de extração e purificação do material botânico 

foram realizados pelo NuBBE (Núcleo de Bioensaios, Biossíntese, e Ecofisiologia de 

Produtos Naturais) com a colaboração da Profa. Dra. Dulce Helena Siqueira da Silva do 

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

Quando coletadas as folhas da G. xanthochymus, foram secas em estufa a 40ºC e 

em seguida pulverizadas em moinho de facas. Os produtos obtidos desse procedimento 

foram submetidos ao processo de extração por maceração, com posterior remaceração. 

Em seguida realizou-se fracionamento cromatográfico da fração de acetato de etila da 

folha (AcOEt-FOL) da G. xanthochymus em coluna de permeação em gel (LH-20, 

Sephadex®) e eluição isocrática com metanol (MeOH), o que resultou na substância 

pura, morelloflavona (Figura 3). 

Para a elucidação estrutural das substâncias isoladas foram empregadas técnicas 

espectrométricas como ressonância magnética nuclear uni e bidimensional, 

espectrometria de massa, infravermelho e ultravioleta, muito úteis no isolamento e na 

caracterização de metabólitos secundários. (FERNANDES, 2010)  
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Figura 3. Obtenção da morelloflavona, através do fracionamento cromatográfico da 

substância que contém AcOEt extraída das folhas de Garcinia xanthochymus. CPG: 

Cromatografica de permeção em gel; CCDC: Cromatografia em camada delgada 

comparativa; CLAE-DAD: Cromatografia líquida de alta eficiência – Detector com 

arranjo de diodos; CLAE-UV: Cromatografia líquida de alta eficiência – Ultravioleta; 

CLAE-UV-prep: Cromatografia líquida de alta eficiência preparativa. Retirado de: 

FERNANDES, 2010. 

4.2. Cultivo de células  
Nos ensaios de QR e Violeta Cristal realizados, com a substância morelloflavona 

foi utilizada a linhagem celular de hepatocarcinoma murino (Hepa 1c1c7; “American 

Type Culture Collection” n. CRL-2026), fornecida pelo Prof. Dr. John M. Pezzuto do 

“College of Pharmacy, University of Hawaii at Hilo”.  

Com a intenção de avaliar a genotoxicidade, antigenotoxicidade e citotoxicidade 

da morelloflavona foi utilizada a linhagem de células de hepatocarcinoma humano 

(HepG2; “American Type Culture Collection” n. HB-8065) que foi gentilmente cedidas 

pela Profa. Dra. Dayse Maria Favero Salvadori do Departamento de Patologia da 

Faculdade de Medicina – UNESP, Campus Botucatu. 
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4.3. Manutenção da linhagem celular 
A linhagem celular Hepa 1c1c7 foi cultivada em garrafas, contendo meio de 

cultura α-MEM (Minimum Essential Medium Eagle – Sigma-Aldrich®) sem 

ribonucleosídeos ou desoxirribonucleosídeos, pH 7,2, suplementado com 10% FBS 

(Fetal Bovine Serum, Cultilab, Brasil), bicarbonato de sódio, Hepes, kanamicina, 

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

Enquanto que a linhagem celular da HepG2 foi cultivada em meio de cultura 

DMEM (Sigma, EUA), pH 7,2, suplementado com FBS, penicilina 100U/mL e 

estreptomicina 0,1mg/mL.  

As culturas celulares foram mantidas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. 

Quando as células atingiram confluência em frascos de 75 cm2, essas foram 

tripsinizadas e seu volume aferido para 1 x 104 células/mL (Hepa 1c1c7) para o ensaio 

de quinona redutase; 1,5 x 104 células/mL para o ensaio de Sulforrodamina B,  e 2,5 x 

105 células/mL (HepG2) para o ensaio do cometa.  

4.4. Ensaio de Quinona Redutase e Avaliação da viabilidade celular pelo ensaio do 
Violeta Cristal 

Na realização do ensaio de QR, para a quantificação de indução enzimática foi 

necessário a preparação de reagentes específicos para o método. Preparou-se a solução 

de lise com 0,8% de digitonina e 2 mM de EDTA, pH 7,8, a solução de 25 mM de Tris-

HCl, pH 7,4, 1 mM de glicose-6-fosfato, 50 μM de menadiona, 30 μM de NADPH, 5 

μM de FAD, 0,07% (m/v) de soro-albumina bovina, 0,03% (m/v) de MTT, 0,01% (v/v) 

de Tween-20 e 2 unidades/mL de glicose-6-fosfato desidrogenase. O controle positivo 

utilizado foi o indutor beta naftoflavona (βNF) na concentração de 0,01 μM (SONG et 

al., 1999). Os reagentes são provenientes de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA.  

O ensaio de violeta cristal foi realizado, com algumas modificações, de acordo 

com a metodologia descrita por KANG (2004) e LIN (1997). Este método foi usado 

para avaliar a viabilidade celular frente à substância. A coloração por violeta cristal 

reflete a perda da monocamada celular através da quantidade total de proteína (KANG 

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

mudanças das células tratadas quando comparadas com células que não foram 

submetidas a tratamento, pois o dano ocasionado na célula resulta na diminuição do 

número de células aderidas. (MICKUVIENE et al., 2004)  
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Primeiramente, as células Hepa 1c1c7 foram pré-incubadas em meio α-MEM 

suplementado com 10% de FBS nas placas de 96 poços por 24h a 37°C, em estufa de 

CO2, seguido as 24h, o meio de cultura foi removido e as células foram expostas a 

diferentes concentrações, seguindo uma diluição seriada 1:2 da substância 

morelloflavona primeiramente solubilizada em dimetilsufóxido (DMSO)  e então 

diluída em meio de cultura por um período de 48 horas.  

Após 48 horas, o tratamento foi removido, em seguida foi adicionado à placa 

50μL de solução de lise, incubou-se por 10 minutos a 37°C. Com o intuito de auxiliar a 

lise das células, as placas foram agitadas gentilmente por 10 minutos em temperatura 

ambiente. Em seguida, avaliou-se a atividade da QR com a adição de 200 μL da solução 

do ensaio. A placa foi incubada por 5 minutos em temperatura ambiente ao abrigo da 

luz e submetidas à leitura. A absorbância foi medida usando um leitor de iMark 

Microplate Reader (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) a 595 nm. 

(PROCHASKA et al.,1988; GROSS et al., 2000; KANG et al.,2004) 

A potência de indução enzimática da QR é expressa em unidades por g (U/g). 

Uma unidade de atividade indutora de QR é definida com a quantidade de produto 

natural necessário para duplicar a atividade específica da QR em relação a células não 

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

A viabilidade celular foi determinada em uma placa, feita paralelamente, corada 

com violeta cristal e determinou-se a concentração que inibe em 50% o crescimento 

celular (IC50) (PROCHASKA et al., 1992). Após 48h, os tratamentos foram removidos, 

e as células foram coradas utilizando 100 μL de solução 0,2% violeta cristal em 2% de 

etanol. O corante foi desprezado e as placas foram lavadas em água corrente e secas 

naturalmente. Para leitura espectrofotométrica, o violeta cristal foi solubilizado em 200 

μL de 0,5% dodecil sulfato de sódio (SDS) em 50% etanol e mantidas a temperatura 

ambiente no shaker para solubilizar o corante completamente, mantidas em estufa a 

37°C até momento da leitura de absorbância a 595 nm, utilizando leitor de placas 

(iMark Microplate Absorbance Reader, modelo 168-1135, Bio-Rad, USA).  

Foram realizados três experimentos independentes e as concentrações foram 

testadas em triplicatas. A viabilidade celular dos tratamentos foi expressa em 

porcentagem e em relação ao controle branco. 
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4.5. Ensaio de Sulforrodamina B 
O ensaio de sulforrodamina B foi utilizado para avaliar a citotoxicidade da 

substância, morelloflavona, em células de HepG2. O método foi realizado segundo 

protocolo, no qual, as células foram incubadas em placa de 96 poços, na concentração 

de 1,5x104células/mL, por 24h, sendo o volume final de cada poço 100μL. Em seguida 

foi realizado o tratamento, utilizando a substância pura, morelloflavona, nas 

concentrações de 2,5; 1,25; 0,625; 0,312 e 0,15μg/mL, por 24h. Terminado o tempo de 

tratamento, adicionou-se 50μL de TCA (ácido tri-cloroacético) 50% a 4°C junto ao 

meio de cultura e incubou-se a placa por 1h a 4°C. Após 1h, a placa foi lavada com 

água quatro vezes para eliminar o TCA e assim deixou-se secar a placa naturalmente. 

Ao abrigo da luz, adicionou-se 50μL da solução de Sulforrodamina B 0,4%, por 20 

minutos, após esse tempo lavou-se quatro vezes a placa com ácido acético 1% até que o 

excesso de corante (solução de sulforrodamina) fosse removido e deixou secar ao ar 

livre. Incorporou-se à placa 100μL da solução de TRIS (10mM) e deixou-se a placa em 

repouso por 5 minutos em temperatura ambiente. As absorbâncias foram lidas em 

comprimento de onda de 570nm com referência de 655nm. Sendo assim, determinou-se 

a citotoxicidade da morelloflavona, que possibilitou prosseguir com os demais ensaios, 

genotoxicidade e antigenotoxicidade. A porcentagem de células vivas foi calculada em 

relação ao controle negativo, representando a citotoxicidade de cada tratamento, 

segundo proposto por ZHANG et al. (2004): células vivas % = Absorbância do teste X 

100/ Absorbância do controle negativo.  

4.6. Ensaio do Cometa 
Resumindo os princípios relevantes do teste: as células de HepG2 são embebidas 

em agarose, após são submetidas a solução de lise, o relaxamento é promovido pelo 

tampão alcalino (pH> 13) antes da eletroforese e assim submetidas à eletroforese, 

nessas condições, os fragmentos de DNA podem migrar em direção ao o pólo negativo 

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

é denominada cometa. (WOLFF & MÜLLER, 2006) 

O ensaio de genotoxicidade foi realizado para avaliar a capacidade da substância 

morelloflavona de causar dano no DNA da célula. Foi estabelecida primeiramente a 

partir do resultado do ensaio de Quinona redutase, com base no valor positivo para 

indução da enzima quinona redutase, uma concentração acima e uma abaixo do valor 
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positivo, ou seja, as concentrações utilizadas na avaliação de genotoxicidade foram 2,5; 

5,0; 1,25 respectivamente. 

 As células da linhagem HepG2 foram cultivadas em meio de cultura DMEN 

suplementado com 10% FBS, bicarbonato de sódio, Hepes, kanamicina, estreptomicina 

e penicilina em placas de 24 poços, por 24h, com  2,5x105 células/mL em cada poço 

com volume final 500μL. Em seguida foram expostas a diferentes concentrações da 

substância morelloflavona solubilizada em DMSO e diluída em meio DMEN não 

suplementado com FBS (para evitar a possível interação da substância utilizada com o 

soro). Os tratamentos foram realizados em triplicata para cada concentração, por 24 

horas.  

 Após 24 horas os tratamentos foram removidos, as células foram tripsinizadas e 

centrifugadas a 1500 RPM por 3 minutos. Em seguida retirou-se o sobrenadante e 

adicionou-se solução de Hanks (ressuspendendo o pellet), para retirar o máximo 

possível de meio de cultura restante, pois este pode interferir na agarose LMP (low 

melting point) diminuindo sua adesão à lâmina. As células foram então centrifugadas 

novamente, no qual foi retirado o sobrenadante. 

 O pellet resultante foi resuspendido em 200 μL de agarose baixo ponto de fusão. 

Em seguida foram transferidos 100μL da mistura cuidadosamente para uma lâmina 

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

em duplicata, duas lâminas por concentração. Foi colocada uma lamínula grande (24x60 

mm) sobre as lâminas e deixadas na geladeira por 5 minutos, quando as lamínulas foram 

retiradas. 

 As lâminas foram submetidas à solução de lise recém-preparada a 4°C, por um 

período de no mínimo 12h ao abrigo da luz, e então submetidas a uma eletroforese 

alcalina. Em seguida, as lâminas foram dispostas de maneira regular na cuba térmica de 

eletroforese mantida a 4°C. A solução tampão de eletroforese (4°C) foi adicionada na 

cuba até que todas as lâminas fossem cobertas, estas foram deixadas durante 20 minutos 

em repouso para que ocorresse o relaxamento das fitas de DNA. Prosseguiu-se, 

ajustando a fonte de eletroforese, que foi regulada a 25 volts; a miliamperagem e a 

potência foram reguladas de acordo com a quantidade de solução colocada na cuba, 

deixando a eletroforese correr por 20 minutos. Após a corrida eletroforética, as lâminas 

foram retiradas cuidadosamente da cuba. Estas foram mergulhadas em solução de 

neutralização por 15 minutos. Em seguida, as lâminas foram fixadas com etanol 100% e 
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deixadas secar a temperatura ambiente. A solução de brometo de etídio foi preparada 

com 10 mg de brometo de etídeo e 50 mL de água destilada, no qual foram armazenadas 

a temperatura ambiente ao abrigo da luz, está foi utilizada para corar as lâminas, que 

foram cobertas com lamínula. A leitura das lâminas foi realizada imediatamente após a 

coloração em um microscópio de fluorescência, utilizando filtro 516-560 nm, barreira 

de filtro de 590 nm e aumento total de 400 vezes. Foi possível observar imagens 

microscópicas com contorno circular, indicando que não houve danos no DNA, e 

também foi possível observar estruturas em forma de “cometa”, indicando que houve 

danos no DNA.  

A partir disso, foram capturadas imagens de 100 nucleóides por alíquota de 

células e analisadas pelo software TriTek CometScore TM  versão 1.5. O parâmetro 

adotado no presente estudo foi o Tail Moment que nos permite relacionar a quantidade 

de DNA fragmentado com a distância que os fragmentos migraram durante a 

eletroforese (MOLLER, 2005).  

 Para avaliação da antigenotoxicidade da substância pura isolada da folha de G. 

xanthochymus foi utilizado como agente indutor de danos o peróxido de hidrogênio a 

1mM por 5 minutos (H2O2) em células HepG2. Foram empregados protocolos de pré-

tratamento e pós-tratamento, segundo proposto por Scolastici e colaboradores (2008). 

Esses dois protocolos de tratamento permitiram a identificação do mecanismo de ação 

antigenotóxica das diferentes concentrações e tempos de tratamento da substância pura 

isolada da espécie vegetal proposta para estudo. O ensaio de antigenotoxicidade foi 

realizado a partir de concentrações não genotóxicas obtidas pelo ensaio de 

genotoxicidade, no qual se estabeleceu a concentração em que não ocorreu dano 

significativo quando comparado ao controle negativo.   

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

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

substância morelloflavona diluída (diluição seriada) em meio D-MEN não 

suplementado com FSB, resultando em um volume final de 500μL/poço, por 24h. 

Passado o tempo de tratamento, o meio foi removido e foi adicionado o H2O2 a 1mM  

por 5 minutos. Em seguida as células foram tripsinizadas e o protocolo foi realizado 

como descrito anteriormente; no pós-tratamento, após 24 horas de plaqueamento as 

células HepG2 foram submetidas ao indutor de dano, H2O2 a 1 mM  por 5 minutos, 

depois desse período o H2O2  foi removido e os tratamentos foram adicionados. Após 24 
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horas o meio foi removido e as células foram tripsinizadas e o protocolo foi realizado 

como descrito anteriormente. 

5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para avaliação da citotoxicidade e do potencial de indução de quinona redutase a 

partir do tratamento com morelloflavona foi utilizada a análise de variância One Way 

ANOVA com pós-teste de Tukey. Para a comparação dos resultados quantitativos de 

genotoxicidade/antigenotoxicidade do tratamento com a morelloflavona comparadas 

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

Kruskal wallis com pós-teste de Dunn. Em todos os testes estatísticos foi considerado o 

nível de significância de p <0,05.  

6. RESULTADOS  

6.1. Ensaio de Quinona Redutase 
Foram realizados três experimentos independentes para avaliar a capacidade de 

indução da atividade da enzima quinona redutase e a viabilidade celular pelo ensaio do 

violeta cristal em linhagem celular Hepa 1c1c7 (hepatocarcinoma murino), levando em 

consideração a indução do controle positivo (β-naftoflavona) que possui uma taxa de 

indução igual ou superior a duas vezes em relação ao controle de veículo 

dimetilsulfóxido 0,5% (DMSO), utilizado para solubilizar os compostos de G. 

xanthochymus. As células foram tratadas com morelloflavona. 

Foi possível observar uma duplicação da atividade da enzima quinona redutase 

na concentração de 2,5 μg/mL e viabilidade celular (%) igual a 101±7,49, sugerindo que 

a morelloflavona, possui alguma atividade quimiopreventiva e não citotóxica pelo 

ensaio de Violeta Cristal. As concentrações 1,25; 5; 10 e 20 μg/mL apresentaram 

diferenças significativas em relação ao controle positivo (βNF) para a indução da 

enzima QR. Na avaliação da viabilidade celular houve significância estatística nas 

concentrações 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 μg/mL em relação ao controle positivo (βNF) 

(Figura 4).   
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Figura 4. Indução da enzima quinona-redutase (QR) (média ± erro padrão) em células 

de hepatocarcinoma murino Hepa 1c1c7 através da morelloflavona 

(tratamento/controle) ( ) e relação com sobrevivência celular (%) pelo ensaio de violeta 

cristal (VC) ( ) tratadas por 48h e comparadas com controle positivo β-naftoflavona ( ) 

a 0,1 μM. Análise de variância (One Way ANOVA com pós teste de Tukey) – P valor: 

QR: 1,25 vs BNF p<0.001; 5 vs BNF p<0.001; 10 vs BNF p<0.001; 20 vs BNF p<0.001; 

VC: 1,25 vs BNF p<0.001; 2,5 vs BNF p<0.001; 5 vs BNF p<0.01; 10 vs BNF p<0.01; 

20 vs BNF p<0.01. (**) P<0.01  

6.2. Ensaio de Sulforrodamina B 
Foram realizados três experimentos independentes para avaliar a citotoxicidade 

da substância, morelloflavona, frente à linhagem celular de hepatocarcinoma humano 

(HepG2), levando em consideração a citotoxicidade do controle negativo. Como 

controle positivo foi utilizado peróxido de hidrogênio 1mM, que tem potencial ação 

citotóxica, causando morte celular em 80% das células quando comparado ao controle 

negativo que não causa morte celular, mantendo 100% das células vivas (Figura 5). 

Foi possível observar que somente as concentrações de 2,5 e 1,25 μg/mL 

apresentaram diferença estatística significativa quando comparadas com o controle 

negativo. As concentrações de 0,625, 0,312 e 0,15μg/mL não apresentaram diferença 

estatística do controle negativo, portanto são consideradas não citotóxicas (Figura 5). 
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Figura 5. Avaliação da citotoxicidade de morelloflavona pelo método de 

sulforradamina B. Porcentagem de células (HepG2) vivas (média ± erro padrão) sob a 

presença de diferentes concentrações da morelloflavona ( ) pelo ensaio de 

Sulforrodamina B. Controle positivo (CP) peróxido de hidrogênio ( ) a 1 mM; Controle 

negativo (CN) ( ). Análise de variância (One Way ANOVA com pós-teste de Tukey) – 

(***) P<0.001 

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

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

concentrações utilizadas nesses experimentos são provenientes do resultado do ensaio 

de Quinona Redutase. No qual foi obtido a concentração da substância morelloflavona 

que induz a enzima e proporciona viabilidade celular significativa.  

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

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

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

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

(Figura 6). (MOOLER, 2005) Após a análise das imagens, os valores resultantes foram 

tabulados e calculados a partir da média dos valores de tail moment de cada 

concentração ± o erro padrão. Os resultados estão projetados na tabela 1, estes foram 

comparados com o Controle Negativo, a partir do programa GraphPad Prism®, 

utilizando análise estatística de variância Kruskal Wallis com pós-teste de Dunn. 
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Figura 6. Análise do ensaio do Cometa. Imagens ilustrativas das células de linhagem 

HepG2 posteriormente a eletroforese. Controle positivo (CP), peróxido de hidrogênio; 

Controle negativo (CN) ausência da substância; Concentrações de 0,150 μg/mL; 0,075 

μg/mL e 0,312 μg/mL da substância morelloflavona. 

Na genotoxicidade, foi observado que a concentração de 0,312 μg/mL da 

substância morelloflavona não apresentou diferença estatística significativa em relação 

ao controle negativo, não causando dano nessas condições, assim como o controle 

negativo (Tabela 1). Já nas concentrações de 0,625; 1,25; 2,5 e 5,0 μg/mL houve 

diferença significativa em relação ao controle negativo, indicando que são 

concentrações genotóxicas, ou seja, nessas concentrações a substância causa dano 

significativo no DNA quando comparado ao controle negativo (Tabela 1). 
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Tabela 1. Análise estatística do ensaio de Genotoxicidade 

 
Análise de variância Kruskal Wallis com pós-teste de Dunn  (*) p<0.05; (**) p<0.01; 

(***) p<0.001 

No ensaio de Cometa que avalia a antigenotoxicidade, foi realizado o pré e pós-

tratamento. As concentrações das substâncias utilizadas neste ensaio foram 

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

de 0,312 μg/mL não apresentou diferença significativa em relação ao controle negativo, 

ou seja, concentração em que a substância não causa dano significativo no DNA. 

Portanto, é possível verificar a possibilidade da substância proteger danos de DNA, em 

concentrações abaixo de 0,312. Os resultados estão projetados na tabela 2, estes foram 

comparados com o Controle Positivo, a partir do programa GraphPad Prism®, 

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

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

concentração de 0,312 μg/mL não houve diferença estatística significativa, ou seja, seu 

resultado foi igual ao controle positivo (peróxido de hidrogênio), o que indica que 

causaram o mesmo grau de dano que o controle positivo (Tabela 2). Já na concentração 

de 0,15 μg/mL e 0,075 μg/mL houve diferença significativa em relação ao controle 

positivo. 

Na avaliação de antigenotoxicidade no pós-tratamento não foi possível fazer 

comparação com os controles de pós tratamento, uma vez que estes não foram 
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realizados, devido a um equívoco de protocolo, assim os resultados obtidos no pós-

tratamento não poderiam ser comparados com os controles obtidos no pré-tratamento, 

caso contrário, obteria-se um resultado não fidedigno, já que não há controles ideais 

(Tabela 2). Como não foram realizados os controles adequados para o pós-tratamento, 

inviabilizando as conclusões de antigenotoxicidade nesse tratamento, esses resultados 

deverão ser repetidos com os controles apropriados. 

 

Tabela 2. Análise estatística do ensaio de antigenotoxicidade 

 

Análise de variância Kruskal Wallis com pós-teste de Dunn (*) p <0.05; (**) p <0.01; 

(***) p <0.001 

7. DISCUSSÃO 

Diversos estudos epidemiológicos conduzidos em vários países demonstram que 

dietas ricas em vegetais, frutas e seus derivados, retardam o processo de envelhecimento 

e reduz o risco de doenças comuns nos dias de hoje, principalmente doenças 

cardiovasculares e câncer, além de outras patologias como artrite reumatoide e doenças 

degenerativas. (SZAJDEK & BOROWSKA, 2008; YIN et al., 2008; RIMM et al., 

1996) Diversos estudos demonstraram a propriedade antitumoral e de prevenção do 

câncer no tratamento com extratos ou substâncias puras isoladas de plantas (DI CARLO 

et al., 1999; MARTINÉZ et al., 2002; PANG et al., 2009; KANG & PEZZUTO, 2004). 
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No presente estudo avaliou-se a atividade quimiopreventiva da morelloflavona. 

A partir disso verificou-se que o tratamento com morelloflavona não possui 

citotoxicidade em linhagem celular Hepa1c1c7 que contém quinona redutase induzível 

(Figura 4), que é facilmente mensurável e fornece um sistema confiável e de alto 

rendimento para detecção da indução da enzima, além de imitar tecidos animais em 

resposta a uma ampla variedade de agentes quimiopreventivos. (KANG & PEZZUTO, 

2004; BEGLEITER & FOURIE, 2004; FAHEY et al., 2004) 

 Entretanto, estudos prévios, baseados em investigações químicas e 

farmacológicas sobre a casca da raiz, folhas e frutos de diferentes espécies de Garcinia 

demonstraram efeito citotóxico em linhagens de câncer de ovário humano (CaOV-3); 

linhagens de câncer cervical humano (HeLa); linhagens de câncer de mama (MDA-MB-

231 e MCF-7) e linhagens celulares de leucemia murino (L1210). (SHADED et al., 

2007; ELYA et al., 2008) 

Durante a última década, foi estabelecido um programa de pesquisa 

multidisciplinar focado em descobrir os princípios ativos de plantas comestíveis que 

podem ser usados na prevenção e tratamento do câncer do colo de útero. (BAGGET et 

al., 2005; YANG et al., 2005) Com base em resultados anteriores e o interesse de 

pesquisa continuada, estudo realizado por YANG et al. (2010) verificou ação citotóxica 

do extrato de Garcinia livingstonei em linhagens de células de câncer de colo do útero 

humano (SW-480). Ainda, estudos anteriores verificaram que a família Clusiaceae, 

família a qual pertence o gênero Garcinia, é uma importante fonte de bioativos com 

atividades citotóxicas e antiproliferativas. (ACUÑA et al., 2010)  

A ausência de efeito citotóxico, em algumas concentrações pelo ensaio de 

Sulforrodamina B, de morelloflavona pode estar relacionado a sua classe de compostos, 

biflanóides, pois os flavonóides e os biflavonóides são compostos considerados pouco 

citotóxicos e com potencial atividade protetora. (YAMAGUCHI et al., 2005; SUZART 

et al., 2007; WINKEL, 2006) O biflavonóide morelloflavona pode ser encontrado em 

diversos tipos de plantas, tais como Rheedia edulis (ACUÑA et al., 2010); Garcinia 

cymosa (ELFITA et al., 2009); Garcinia livingstonei (ELFITA et al., 2009); Garcinia 

spicata (GIL et al, 1997); Garcinia multiflora (LIN et al., 1997); Garcinia dulcis 

(TOWATANA et al., 2007); Garcinia xanthochyms; entre outras, ou seja, a substância 

geralmente é encontrada em gêneros de Garcinia ssp. Isso proporciona um leque 

variado de atividades biológicas que a substância desempenha no organismo, 
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dependendo de sua origem, podendo ser atividades antiparasitárias, antivirais, 

antifúngicas e antibacterianas.  (SORDAT et al., 1992; VERDI et al., 2004) 

Pouco se conhece sobre a atuação da morelloflavona frente à atividade da 

quinona redutase e por se tratar de uma substância pouco estudada quanto à atividade 

quimiopreventiva, foi avaliado no presente estudo a capacidade da morelloflavona em 

induzir a enzima QR. Em nosso estudo verificou-se que a morelloflavona duplicou a 

atividade da enzima quinona redutase em linhagens celulares de Hepa 1c1c7 (Figura 4). 

Esse resultado é relevante no estudo de prevenção de câncer, uma vez que essa 

atividade, proveniente de produtos naturais pode contribuir para o tratamento e 

prevenção do câncer. (MIKSTACKA et al., 2010; DI CARLO et al., 1999; BOLLING 

& PARKIN, 2009; XIAO & PARKIN  2007; YANG et al., 1997; WISEMAN 1996) 

YANG & LIU (2009), demonstraram que substâncias fitoquímicas contidas em grande 

quantidade nas uvas, são prováveis indutores de quinona redutase, podendo servir como 

protetores celulares contra o estresse oxidativo e eletrofílico. Nas uvas foram 

encontrados compostos fenólicos, flavonóides e taninos condensados, no qual apenas a 

quercetina, genisteína e o resveratrol apresentaram indução de QR, pelo ensaio de QR 

em Hepa 1c1c7, portanto demonstrou atividade quimiopreventiva de compostos 

extraídos das uvas. Outro estudo conduzido por CHOI et al. (2011) demonstrou que o 

resveratrol, proveniente de produtos naturais como uvas, castanhas, e vinho tinto, 

apresentou atividade quimiopreventiva contra o câncer utilizando o ensaio de Quinona 

Redutase. 

Os mecanismos de quimioprevenção do câncer está relacionado à indução de 

enzimas de detoxificação de fase 2 (QR). A partir disso foram desenvolvidos métodos, 

utilizando culturas celulares para testar a capacidade de extratos vegetais em induzir 

enzimas protetoras. (PROCHASKA 1988) A genisteína é um composto extraído da 

farinha de soja, que foi isolado no estudo de BOLLING & PARKIN (2009), para testar 

a indução de QR em Hepa 1c1c7. Foi encontrado que a genisteína é a mais potente 

indutora de QR, do que as demais 13 frações obtidas e testadas. Embora a genisteína 

tenha apresentado atividade indutora de QR, essa atividade foi menor quando 

comparada ao tratamento concomitante das frações de acetato de etila e etanol, as quais 

contêm glicosídeos isoflavonóides. (BOLLING & PARKIN, 2009) A atividade 

quimiopreventiva ou a ausência de ação protetora e danos ao DNA podem ser também 
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avaliada, respectivamente, por ensaios de antigenotoxicidade e genotoxicidade, 

utilizando o ensaio do Cometa. (TICE et al., 2000) 

Assim, para a determinação do potencial genotóxico da morelloflavona, foi 

realizado o ensaio do cometa. No presente estudo, verificou-se que a morelloflavona é 

capaz de induzir dano de DNA em concentrações de 0,625 a 5μg/mL (Tabela 1). Na 

menor concentração, 0,312μg/mL não foi observada atividade genotóxica da 

morelloflavona.  Dessa forma, avaliou-se a atividade antigenotóxica da morelloflavona 

na menor concentração e foi possível observar ação antigenotóxica na concentração de 

0,312μg/mL no pré-tratamento (Tabela 2). BARCELOS et al. (2007), realizou estudos 

com a planta Anacardium occidentale, mais conhecida como caju, no qual utilizou-se o 

extrato metanólico da casca da raiz para avaliar a atividade genotóxica e protetora, por 

meio do ensaio do Cometa em linhagem celular V79 (células de pulmão de rato). Nesse 

estudo, utilizando o ensaio do Cometa, a substância α-hederine não apresentou ação 

protetora (antigenotóxica) nos ensaios de pré-tratamento, tratamento simultâneo e pós-

tratamento. Estudos in vivo, realizados por GUO et al. (2007), demonstraram que o 

ácido ascórbico (vitamina presente em diversos tipos de frutas e vegetais) tem ação 

protetora contra os danos de DNA induzidos pelo etanol em células embrionárias do 

hipocampo de rato e em células da glia de cérebro humano, pelo ensaio do Cometa. 

(GUO et al., 2007) 

Os flavonóides são conhecidos, de maneira geral pela sua atividade antioxidante, 

isso acontece devido a sua fórmula estrutural que permite uma conformação ideal para o 

sequestro de radicais livres. Além disso, sua atividade antioxidante depende de fatores 

como, por exemplo: reatividade com o agente doador de H+ e elétrons; estabilidade do 

radical flavonoil formado; reatividade frente a outros antioxidantes; capacidade de 

quelar metais de transição e solubilidade e interação com as membranas. (BARREIROS 

et al., 2006) Os flavonóides devem conter pelo menos dois anéis fenílicos em sua 

estrutura química separados por um anel pirano, no qual podem induzir enzimas 

antioxidantes. (LLÓPIZ et al., 2004) 

8. CONCLUSÕES 

 Observou-se que a atividade da enzima quinona redutase foi duplicada quando 

se realizou o tratamento das células Hepa1c1c7 com a morelloflavona na concentração 

de 2,5μg/mL, além disso foi observado uma relativa atividade da enzima em 
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concentrações acima de 2,5μg/mL, ou seja a morelloflavona mostrou ser capaz de 

induzir a atividade da enzima quinona redutase, sugerindo que a substância possui 

alguma atividade quimiopreventiva. 

 Através do método do Violeta Cristal foi possível observar que a substância 

utilizada no tratamento das células, morelloflavona, não é citotóxica. 

 Apesar da morelloflavona ter atividade quimiopreventiva, ela se mostrou 

citotóxica pelo ensaio da sulforrodamina B, nas mesmas concentrações em que houve 

indução de atividade de QR, ou seja, não pode ser considerado um bom 

quimiopreventor. 

 Pelo ensaio do cometa foi possível avaliar a genotoxicidade da morelloflavona, 

no qual se mostrou não genotóxica na concentração de 0,312μg/mL e genotóxica em 

concentrações acima de 0,312 μg/mL. 

 A antigenotoxicidade foi também avaliada, no pré-tratamento, a morelloflavona 

apresentou dano de DNA em concentrações de 0,075 e 0,15 μg/mL, ou seja, a 

substância não foi capaz de proteger a célula de danos ao DNA causados pelo peróxido 

de hidrogênio, porém na concentração de 0,312 μg/mL ocorreu uma possível atividade 

protetora. 
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