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RESUMO

Os produtos naturais derivados de plantas servem de matéria-prima para a sintese
de fitoterapicos, sendo amplamente utilizados por varias populacées em todo o
mundo. Dentre estes compostos, destacam-se as saponinas e seus metabdlitos.
Seu intenso uso é decorrente de suas propriedades bioativas, somado a sua
similaridade estrutural a horménios. As saponinas derivam-se em sapogeninas,
como, por exemplo, a Diosgenina e a Hecogenina. Além de serem utilizadas na
industria farmacéutica para a producdo de hormdnios e anti-inflamatérios
esteroidais, estas duas sapogeninas também sdo empregadas como fitoterapicos,
estando presentes também em vegetais que compdem a dieta de muitas
populacdes. Apesar da vasta utilizacdo destes compostos, existe uma falta de
informacdes sobre a toxicidade genética, o que torna o consumo destas
sapogeninas um risco para as populacdes. Diante deste contexto, o presente
trabalho apresentou como objetivo investigar as potencialidades téxicas, em nivel
celular e de DNA, da Diosgenina e da Hecogenina. Ensaios em células HepG2 para
a avaliacdo da citotoxicidade, genotoxicidade, e mutagenicidade foram realizados.
Considerando os resultados obtidos com a Diosgenina, esta sapogenina revelou
efeito citotoxico em concentragbes acima de 30 pM, assim como induziu
significativamente incrementos na frequéncia de danos no DNA e de micronucleos.
Por outro lado, a Hecogenina somente se revelou citotoxica acima de 150 uM,
porém em concentracdes abaixo deste valor, foi capaz de induzir danos ao material
genético sem promover um aumento na frequéncia de micronudcleos. A andlise do
conjunto destes dados sugere que o consumo de alimentos, fitoterapicos ou de
medicamentos que contenham a Diosgenina na sua composi¢cao apresenta um risco
maior de toxicidade, quando comparados com as formulacbes a base de
Hecogenina, uma vez que a Diosgenina apresenta um potencial mutagénico
demonstrado por meio de um aumento significativo na frequéncia de micronucleos
gue sao biomarcadores de instabilidade gendémica.

Palavras-chaves: Diosgenina, Hecogenina, Citotoxicidade, Genotoxicidade,
Mutagenicidade.



ABSTRACT

Natural products derived from plants are used as raw material for the synthesis of
phytotherapeutics, and are widely used by many populations around the world.
Among these compounds, there are the saponins and its metabolites. Its intense use
is due to its bioactive properties, added to its structural similarity to hormones.
Saponins derived in sapogenins, as Diosgenin and Hecogenin. Besides its use by
pharmaceutical industries to synthesis of steroidal hormones and anti-inflammatories,
these two sapogenins are also used as phytotherapeutics, being also present in
vegetables from diets of many populations. Despite the widespread use of these
compounds, there are a lack of information about their genetic toxicity, which makes
the use of these sapogenins a risk. Given this context, the present work aimed to
investigate the toxic potential of Diosgenin and Hecogenin, at cellular and DNA level.
Assays with HepG2 cells was performed to evaluate the cytotoxicity, genotoxicity and
mutagenicity. Considering the results obtained with Diosgenin, that sapogenin
showed cytotoxic effects at concentrations higher than 30 uM, as well as significantly
induced increases in frequency of DNA damage and micronucleus. On the other
hand, Hecogenin only revealed cytotoxicity above 150 uM, however, at
concentrations below this value, it was able to induce DNA damage without promote
an increase in micronucleus frequency. The analysis of these results together
suggests that the consumption of foods, phyotheraputics or medicines containing
Diosgenin on its composition, presents a higher risk of toxicity when compared with
formulations with Hecogenin, since Diosgenin shows a mutagenic potential
demonstrated by a significant increase in micronucleus frequency, which are
biomarkers of genome instability.

Keywords: Diosgenin, Hecogenin, cytotoxicity, genotoxicity, mutagenicity
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1. INTRODUCAO

1.1. Produtos Naturais e Fitoterapicos

O uso de produtos naturais, principalmente derivados de plantas, é uma fonte
tradicional de agentes terapéuticos para um amplo espectro de doengas que vem
sendo utilizado por séculos, em todas as civilizacdes. Com o0s avancos cientificos,
hoje ja é possivel extrair compostos bioativos purificados, permitindo a utilizagédo
especifica do composto que apresenta a atividade desejada (Calixto, 2000; Calixto,
2005; Cragg; Grothaus; Newman, 2014).

Mesmo com a grande diversidade sintética que foi obtida com a quimica
combinatdria, os produtos naturais e suas estruturas relacionadas continuam a ser
elementos importantes das farmacopeias. Essas substancias apresentam
metabdlitos secundarios com imensa variedade funcional. No passado, métodos
para identificar e caracterizar essas atividades ndo eram tao eficientes. Hoje, com o
avanco nas tecnologias do século 21, como a gendmica, proteémica, metabolémica
e a bioinformatica, houve uma aceleracdo na descoberta e analise desses
metabdlitos, permitindo uma maior utilizacdo dos produtos naturais na industria
(Ngo; Okogun; Folk, 2013).

As plantas se sobressaem como fontes de moléculas bioativas devido a sua
diversidade quimica. A fitoterapia refere-se ao emprego de plantas a fim de aliviar,
curar ou mesmo prevenir um processo patolégico. Os fitoterdpicos sé&o
caracterizados quanto a sua eficacia, qualidade e seguranca de uso (Bettega et al.,
2011).

Aproximadamente 25% das drogas prescritas no mundo tém origem vegetal.
O mercado mundial de medicamentos fitoterapicos vem crescendo e movimenta
cerca de US$ 43 bilhdes por ano, com a Europa e os Estados Unidos da América
sendo os principais representantes (Turolla; Nascimento, 2006; OMS, 2013; Rokaya
et al., 2014). Estima-se que 70 — 80% da populacdo mundial utilizem esses
medicamentos, principalmente em regides subdesenvolvidas e em desenvolvimento
onde ha uma grande difusédo do uso de plantas medicinais, decorrente ndo s6 da

acessibilidade, mas também da persisténcia de crencas e praticas culturais, da
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reducdo dos efeitos adversos quando administrada de forma correta (Jordan;
Cunningham; Marles, 2010), bem como da falta de acesso a medicina moderna e

farmacos sintéticos em areas mais pobres (Calixto, 2005; Rokaya et al., 2014).

A distribuicdo das espécies vegetais com potencial de geracdo de produtos
naturais bioativos estd quase restrita a regibes das florestas tropicais. Nestas
localidades, encontra-se mais da metade do numero de espécies vegetais do
planeta (Basso et al., 2005). O Brasil esta entre os paises que realizam pesquisas
nesta area, uma vez que a alta biodiversidade de plantas dentro do territério
brasileiro o capacita no desenvolvimento de novos metabdlitos com valor terapéutico
(Basso et al., 2005). Entretanto, estima-se que apenas 25.000 espécies de plantas
sdo alvos de pesquisas cientificas, mesmo possuindo cerca de 22% de toda a flora

existente no mundo.

O uso intenso de fitoterapicos em diversas populagdes, inclusive a brasileira,
vem sendo alvo de estudos sobre a avaliacdo do risco do consumo destas
formulagBes. Logo, observa-se um aumento consideravel no nimero de pesquisas e
publicacdes nesta area (Tabela 1). O cerne destes estudos € avaliar o risco do
emprego das plantas medicinais no desenvolvimento de fitomedicamentos que ja
sdo amplamente utilizados no mercado, com o intuito de garantir que a populacdo

esteja consumindo um produto que apresente eficacia, seguranca e qualidade.

Tabela 1 — Artigos publicados por alguns paises da América Latina no periodo entre
1984-2004 oriundos das pesquisas com produtos naturais (adaptado de Calixto,
2005).

Ano de Publicacdo

Pais 8486 | 87-89 | 90-92 | 93-95 | 9608 | 99-01 | 0z.04 ot
Brasil 24 34 | 252 | 378 | 622 | 981 | 1431 | 3722
México | 08 13 | 111 | 233 | 363 | 463 | 607 | 1781
Argentina | 15 15 98 | 176 | 339 | 495 | 603 | 1741
Chile 04 05 51 75 | 100 | 144 | 194 | 573
Venezuela| 00 10 31 64 89 99 | 101 | 394
Colombia | 01 02 28 39 48 72 75 | 265
Peru 05 05 27 24 39 43 71 | 214
Cuba 01 01 07 13 42 58 62 | 184
Uruguai | 01 01 01 05 13 22 26 69

Investigacdo da Toxicidade Genética de Produtos Naturais Através de Bioensaios de Curta Duragdo
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Dados obtidos por meio destas pesquisas apontam para os efeitos
mutagénicos de produtos derivados de plantas. Por exemplo, os flavondides
presentes no decocto de Schinus terebinthifolius (aroeira), planta muito usada como
cicatrizante, sdo capazes de causar mutacao direta em procariotos, ativar diferentes
sistemas bacterianos (Carvalho et al., 2003) e gerar danos oxidativos, interferindo na
via de reparo de DNA por excisao de bases (Varela-Barca; Agnez-Lima; Medeiros,
2007). A planta Eugenia caryophyllata (cravo-da-india), abundante em tropicos e
muito utilizada para o tratamento de gastrite e diarreia, também exibiu capacidade
de causar mutacdo direta em cepas selvagens de Escherichia coli (Santos et al.,
2008). Adicionalmente, os surfactantes obtidos do 6leo de Cocos nucifera (coco),
usados em formulacBes de cosméticos e higiénicos, também mostraram atividade

mutagénica no teste de Ames (Petta et al., 2004).

Entretanto, os dados sobre o perfil toxico-genético dos produtos naturais
provenientes de plantas ainda sdo muito escassos perante a enorme variedade de
fitoterapicos empregados na medicina tradicional. Nesse contexto, falta validacéo
cientifica apropriada para o uso clinico dos produtos naturais, sendo necesséria a
investigacdo laboratorial e a triagem clinica para sua adequada utilizacdo (Cravotto
et al, 2010). De fato, ha a exigéncia do Ministério da Saude do Brasil para que haja a
realizacdo de testes de toxicidade para os fitoterapicos, incluindo a determinacéo da
mutagenicidade e carcinogenicidade destes produtos em inimeras circunstancias.
No Brasil, os fitoterdpicos sao registrados como farmacos e as industrias
farmacéuticas precisam provar sua eficiéncia, qualidade e seguranca baseado em
informacéo cientifica (Calixto, 2005). Porém, nem sempre estas exigéncias Sao
cumpridas, além de muitas pessoas utilizarem formulacdes caseiras que nao

passam por nenhuma bateria de testes.

Dentre os produtos naturais com restritas informacdes acerca das suas
propriedades toxico-genéticas estdo as saponinas que sao amplamente utilizadas na

industria farmacéutica e na formulacéo de fitoterapicos.
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1.2. As Saponinas

Acredita-se que as saponinas sao as responsaveis pela atividade biologica de
muitos compostos naturais, inclusive das plantas utilizadas na medicina tradicional.
Elas sdo metabdlitos secundarios bastante comuns em plantas, que atuam como
barreira quimica, fazendo parte de seu sistema de defesa contra patdgenos e
animais herbivoros (Augustin et al, 2011). S&o encontradas nas mais variadas

espécies, assim como em diferentes partes da planta (Tabela 2).

Tabela 2 — Distribuicdo de diferentes saponinas em tecidos vegetais de varias
espécies de plantas (Cheok; Salman; Sulaiman, 2014).

Parte da

Planta Espécie Referéncia(s)
Semente gesculus chinensis Chen, Li, et al. (2007)
unge
Argania spinosa Alaoui et al. (2002)
Bryonia Laciniosa Patel, Santani, Shah, e Patel (2012)
Capsicum annum L. lorizzi et al. (2002)
Chgn_opodlum Rastrelli, De Simone, Schettino, e Dini (1996)
pallidicaule
Chenopodium Dini, Schettino, Simioli, e Dini (2001), Verza et al. (2012),
quinoa Zhu et al. (2002), Woldemichael e Wink (2001)
Trigonella foenum .
graecum L. Petit et al. (1995)
Raiz Allium nigrum L. Mostafa et al. (2013)
Bupleurum L
chinense Hu, Cai e Liang (2008)
Chiococca alba Borges, Valencga, Lopes, Barbi e Silva (2013)
Dioscorea
panthaica Wang et al. (2012)
Glycyrrhiza Jiet al. (2014)
yunnanensis
Paris polyphylla var. - ;. ot a1 (2013), Zhang et al. (2010)
chinensis
Platycodon Sun et al. (2011)
grandiflorum
Vigna radiata L. Waller et al. (1999)
Folha Allium nigrum L. Mostafa et al. (2013)
Beaucarnea Eskander, Lavaud, e Harakat (2011)
recurvata
Cordyline fruticosa  Fouedjou et al. (2014)
Tribulus terrestris L. Dinchev et al. (2008)
_Z|_Z|phu31u1ub_e, Z Guo et al. (2011)
jujuba var. spinosa
Bulbo Allium nutans L. Akhov, Musienko, Piacente, Pizza, e Oleszek (1999)
Allium nigrum L. Mostafa et al. (2013)
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Continuacédo Tabela 2

Parte da

Planta Espécie Referéncia(s)
Fruto Crocus sativus Rubio-Moraga et al. (2011)
f;?ﬁ'tS'a SINensis Lian e Zhang (2013)
Momordica Li, Liang, Chen, Wang and Zhao (2007), Lin et al. (2011),
charantia Liu, Lu et al. (2012)
ﬁr?]lanumxanthocarp Patel, Patel, et al. (2012)

Tribulus terrestris L. Dinchev et al. (2008)

Caule Caryocar villosum  Alabdul Magid et al. (2006)

Momordica Lin et al. (2011)
charantia
f”ph'um asteriscus Masullo et al. (2014)
Tribulus terrestris L. Dinchev et al. (2008)
Vigna radiata L. Waller et al. (1999)
Pericarpo | Sapindusmukorossi Huang et al. (2003)
Casca \Fgl:)g;? schidigera Kowalczyk, Pecio, Stochmal, e Oleszek (2011)
Harpullia austro- Voutquenne et al. (2005)
caledonica
Tubérculo |lpomoea batatas Dini et al. (2009)
Flor Agave offoyana Pérez et al. (2013)

As saponinas sao glicosideos anfipaticos, produzidos por uma variedade de
plantas, como as das familias Dioscoreaceae, Asparagaceae, Solanaceae, Liliaceae
e Amaryllidaceae. Elas apresentam uma regido lipofilica formada por um esqueleto
carbonado, ao qual é ligado um numero varidvel de moléculas de aclUcar em
diferentes regifes, formando os motivos glicosidicos hidrofilicos da molécula. O
esqueleto carbonado, também conhecido como aglicona ou sapogenina, pode conter
27 ou 30 carbonos, o que divide as sapogeninas em dois grupos: glicosideos
esteroidais ou triterpendides, respectivamente. As saponinas com 27 carbonos
também sao conhecidas como glicoalcaldides esteroidais (Hostettmann; Marston,
1995; Cerqueira et al., 2012; Challinor; De Voss, 2013; Cheok; Salman; Sulaiman,
2014).

Esses glicoalcaloides esteroidais sdo metabolizados durante a digestao por
animais e humanos (Lee et al., 2004), dando origem as agliconas esteroidais apos a

remocao da cadeia de agucares. Normalmente, humanos e animais sdo expostos a
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agliconas através de hidrdlise (enzimatica ou nao) de glicoalcaldides in vivo
(Friedman; Henika; Mackey, 2003).

Ja foram descobertas varias atividades biolégicas e propriedades
farmacéuticas das saponinas, dentre elas propriedades citotoxicas, hemoliticas,
moluscicida, anti-inflamatoria, antifingica, antibacteriana, antiparasitaria, antitumoral,
antiviral (Sparg; Light; Van Staden, 2004; Challinor; De Voss, 2013), antidiabética,
antiobesidade, antioxidante e estimuladora da resposta imune (Cheok; Salman;
Sulaiman, 2014). O amplo espectro de bioatividade dessas moléculas tornou-as
alvos de pesquisas para futuros farmacos (Challinor; De Voss, 2013).

Algumas sapogeninas apresentam atividade e estrutura semelhante as
substéancias esteroides no metabolismo animal e por isso sdo conhecidas como
fitoestrédgenos, encontrando-se neste grupo a Diosgenina e a Hecogenina. S&o
compostos amplamente utilizados para a producdo de drogas semissintéticas,
horménios, anti-inflamatérios e moléculas esteroidais como potenciais terapéuticos
para doencas em que ha deficiéncia dessas moléculas no organismo (Dias et al.,
2007; Cergueira et al., 2012).

1.2.1. O Glicoalcaloide Esteroidal Diosgenina

A Diosgenina (C27H4103) (Figura 1) € uma sapogenina esteroidal, formada a
partir da hidrélise da saponina Dioscina, derivada de plantas, dentre elas varias
espécies de inhame selvagem do género Dioscorea (Dioscorea composita,
Dioscorea villosa, Dioscorea zingiberensis), feno grego (Trigonella foenun
greaecum) e Costus speciosus (Figura 2). Além de serem amplamente utilizadas
como alimento na América Latina, leste europeu e Asia (Raju; Bird, 2007), essas
plantas também s&o utilizadas de forma clinica, principalmente na medicina
tradicional chinesa (Liu et al, 2005; Dias et al, 2007; Lee et al, 2007; Tada et al,
2009).
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Genero Discorea Trigonella foenun greaecum Costus speciosus

Figura 2 — Representantes de espécies que contém a Diosgenina

A Diosgenina ganhou importdncia como sendo a principal molécula
precursora na sintese industrial de esteroides, com énfase na producdo de
progesterona (Raju; Bird, 2007; Dias et al, 2007). Também é utilizada como
molécula precursora de facil obtencéo para a semissintese industrial da Diosgenona,

molécula com alto potencial antimalarico (Pabon et al, 2013).

Além de participar da sintese de moléculas, a Diosgenina apresenta um
amplo espectro de atividades bioquimicas e farmacoldgicas, dentre elas a
capacidade de inibir a melanogénese em células de melanoma de camundongo da
linhagem B16 (Lee et al, 2007), atividade anti-inflamatéria, sendo capaz de inibir a
ativacdo de NF-kB e vias da MAPK em varios tipos celulares (Choi et al, 2010; Hirai
et al., 2010; Song et al, 2012; Gao et al, 2013), bem como reduzir a liberacdo de
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oxido nitrico estimulada por LPS em macréfagos de camundongos (Jung et al,
2010).

Também ja foi relatado efeito protetor contra os danos causados pelo
estresse oxidativo (Manivannan et al, 2013), acao protetora no infarto do miocardio
(Jayachandran; Vasavthi; Rajamanickam, 2009), retardamento da progressao da
osteoporose (Higdon et al, 2001), reducdo da vaso tensdo em artérias de rato (Dias
et al, 2007), eficicia contra o envelhecimento da pele (Tada et al, 2009), regulacao
do perfil lipidico em casos de hiperglicemia (McAnuff et al, 2005),
hipercolesterolemia  (Juarez-Oropeza; Diaz-Zagoya; Rabinowitz, 1987) e
hipertriacilglicerolemia (Kwon et al, 2003).

Efeitos antineoplasios da Diosgenina sdo bastante explorados. Ja foi relatado
o efeito antiproliferativo com interrupcdo do ciclo celular (Bian et al., 2011) e
apoptose em células tumorais a partir da desregulacdo de canais de Ca? e
fragmentacao de DNA (Liagre et al, 2004; Liu et al, 2005; Raju; Bird, 2007).

A Diosgenina ja € amplamente utilizada em cosméticos, suplementos em
dietas e na industria farmacéutica, mas ainda nédo ha estudos relacionados a sua
possivel capacidade de causar danos ao material genético. Desta forma, esta
sapogenina torna-se alvo de pesquisas no campo da mutagénese.

1.2.2. O Glicoalcaloide esteroidal Hecogenina

A Hecogenina (C27H4004) € uma sapogenina esteroidal (Figura 3) presente
em folhas do género Agave, incluindo Agave sisalana, Agave cantala e Agave aurea,
comumente conhecida por “sisal’. Pertence a familia Agavaceae, e séo distribuidas
nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo (Figura 4) (Paik et al., 2005;
Cerqueira et al, 2012; Gama et al, 2013).
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Figura 3 — Forma acetilada da Hecogenina (acetato de Hecogenina); apos
transformacdes para o uso farmacoldgico (Gama et al., 2013).

. & g M - -
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Figura 4 — Representantes do género Agave.

As espécies do género Agave apresentam grande importancia comercial,
sendo utilizadas tanto como fonte para a sintese de fibras industriais, como também
com proposito clinico, de forma empirica, pela medicina popular chinesa, sendo
destinada para o tratamento de sarna, dores, inflamacédo e tumores (Gama et al,
2013). Na industria farmacéutica, também atua como fonte para a producéo
semissintética de hormonios esteroidais e anti-inflamatérios esteroidais (Zulo;
Moraes, 1984; Serafini et al, 2012).

A molécula apresenta um amplo espectro de atividades farmacologicas ja
estudadas, dentre elas a atividade antifingica e hipotensiva (Gondin, 2006). O uso
deste composto € bastante diversificado, sendo encontrado em hormdnios sexuais,

anti-inflamatorios, antibioticos, dentre outros. Estudos relatam que a Hecogenina
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possui atividades antiproliferativas e pro-apoptéticas que sao relacionadas aos
estudos em cancer (Trouillas et al., 2005; Gama et al, 2013). Ja foram relatados
também efeitos antinociceptivo (Gama et al, 2013), anti-inflamatério e anti-
hematogénico (Peana et al, 1997), efeito gastroprotetor mediado pela abertura de
canais K*arp (Cerqueira et al, 2012), e também mostrou ser inibidor de UDP-
glicuronosiltransferases, que sdo enzimas responsaveis pela detoxificagdo de vérias

toxinas ao organismo (Basu et al, 2004; Hashizume et al, 2008).

Os horménios consumidos atualmente sdo compostos nos quais a matéria-
prima utilizada para sua sintese é de origem vegetal ou animal. Entretanto, pelo fato
da Hecogenina ter em sua estrutura moléculas totalmente saturadas, ela ndo é o
precursor mais utilizado para a producdo de esterdides. Aqueles nos quais a
Hecogenina € usada como fonte sdo, principalmente: o cortisol, a prednisona, a
prednisolona, a dexametasona e a betametasona. Estes compostos possuem

estruturas moleculares bastante similares com a Hecogenina.

Apesar de amplamente utilizada, estudos sobre possiveis danos ao material
genético causado pela Hecogenina ainda ndo foram realizados. Assim como a
Diosgenina, esta sapogenina também se torna alvo de investigacdo na area da

mutagénese.

1.3. Os fitoterépicos e os testes toxicoldégicos

O uso de plantas para o tratamento de enfermidades vem sendo relatado a
séculos, ja sendo uma tradicdo em muitas culturas (Bhattaram et al, 2002). Em
muitos paises os fitoterapicos ndo sdo classificados como as demais drogas
industriais, as quais precisam rigorosamente passar por uma bateria de ensaios
garantindo sua qualidade antes de serem lancadas ao mercado. Eles geralmente
sédo vendidos como suplemento dietético, privando o paciente de informagdes sobre
sua farmacocinética e farmacodinamica, além de muitas vezes, serem auto
administrados pelo proprio paciente, sem o consentimento de um médico (Calixto,
2000; Capasso et al, 2000).
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O uso tradicional das plantas medicinais baseado em conhecimentos
populares, juntamente com a crenga de que por ser natural ndo causa efeitos
adversos, fez com que raras plantas medicinais fossem avaliadas com ensaios
préclinicos e clinicos, a fim de garantir sua eficacia (Turolla; Nascimento, 2006). O
uso racional de fitoterapicos deve ser apoiado por investigacBes laboratoriais

apropriadas e testes clinicos (Cravotto et al, 2010).

No Brasil, a legislacdo que rege os medicamentos fitoterapicos vem sofrendo
alteracbes. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria elaborou normas para a
regulamentacdo desses medicamentos, desde a Portaria n. 6 de 1995, a qual
estabelece prazos para a apresentacdo de dados comprovando a eficacia e
seguranca dos fitoterapicos comercializados pelas induastrias farmacéuticas,
passando pela RDC n. 17 de 2000, e a Resolugcdo RDC n. 48 de 16 de marco de
2004, em vigor, que dispde do registro desses medicamentos (Turolla; Nascimento,
2006).

A comprovacdo da efichcia e seguranca dos produtos naturais abrange
também testes para a deteccao de efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos,

0S quais sdo o enfoque desta pesquisa.

1.3.1. Ensaios para avaliacdo de Apoptose

1.3.1.1. Ensaio de Viabilidade celular (MTT)

Testes de citotoxicidade s&o amplamente utilizados in vitro para a
investigagdo do potencial citotoxico de inumeras substancias em diferentes
linhagens celulares (Rao, Sreedevi & Rao, 2009; Nikoloff et al, 2013). O teste do
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) é um ensaio sensivel,
quantitativo e colorimétrico que mede a capacidade de reducédo do sal MTT que é
convertido em formazan. A reducao é realizada por enzimas mitocondriais, por iSSoO
s6 ocorre em células metabolicamente ativas. Dessa forma a quantidade de
formazan é diretamente relacionada ao numero de células viaveis (Kosmider et al,
2004).
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1.3.1.2. Ensaio clonogénico

O ensaio clénogénico vem sendo usado ha décadas em varias linhagens
celulares para a investigacdo da citotoxicidade (Rao, Sreedevi & Rao, 2009). Esse
ensaio detecta células que mantém sua capacidade de produzir um grande numero
de progenitores apds um tratamento que possa impedir a reproducdo celular devido
a alteracdes no DNA (Brown & Attardi, 2005; Franken et al., 2006).

1.3.2. Ensaios de Genotoxicidade

1.3.2.1. Ensaio Cometa (Single Cell Gel Electrophoresis — SCGE)

O ensaio cometa, conhecido formalmente por eletroforese em gel de células
individuais (single cell gel electrophoresis), € um método rapido, sensivel,
relativamente simples e de baixo custo, para a visualizagdo de danos no DNA em
células individuais (Fikrova et al., 2011; Azqueta; Collins, 2013). Ele apresenta uma
variedade de aplicacbes na area da toxicogendmica, incluindo biomonitoramento
humano, monitoramento ecoldgico e ferramenta para investigacdo de danos ao DNA
e reparo em diferentes tipos de células (Jim et al., 2009; Egito et al, 2010; Goncalves
et al, 2012; Bhalli et al, 2013; Leandro et al, 2013; Marcussi et al, 2013; Vasquez et
al, 2013).

Ele detecta danos no DNA induzidos por agentes alquilantes, intercalantes e
oxidantes, e pode ser realizado tanto em plantas como em animais, demonstrando
grande sensibilidade e rapidez de resultados em estudos genotoxicolégicos. Sua
metodologia foi estabelecida em 1984, por Ostling & Johanson, e foi posteriormente
aperfeicoado por Singh et al. (1988), quando houve a modificacdo do pH da
eletroforese (de neutro para alcalino), sendo o protocolo mais utilizado hoje em dia.
Dessa forma, é possivel detectar quebras de fita Unica e dupla, sitios alcali-labeis e

ligacOes cruzadas (Villela et al., 2003; Azqueta; Collins, 2013).

Este teste consiste na remocdo do conteudo citoplasmatico da célula,
restando apenas o DNA intacto, o qual permanece com varios pontos intervalados

de ancoragem em uma delicada matriz nuclear, podendo ser visualizado como uma
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estrutura esférica contendo uma série de loops de DNA, conhecida por corpo
nucledide, cada qual representando uma uUnica célula. Se houver algum dano no
DNA nessas regides de ancoragem, esses loops tornam-se relaxados e, quando
submetidos a um campo eletroforético, tendem a se estender (Figura 5). Por isso, ao
final do processo, as células sdo submetidas a eletroforese e depois coradas com
substancias capazes de se ligarem ao DNA, como o brometo de etidio ou nitrato de
prata (Villela et al., 2003; Azqueta; Collins, 2013).

Nuclecdide:
DNA super

enovelado ~. DNA
PO S
; o

- -

Solugdo de lise

para remogdo do Eletroforese em C
citoplasma pH alcaline

celular ~__ Quando .

ha dano
no DNA

Figura 5 — O ensaio cometa (adaptado de Azqueta; Collins, 2013).

Ao microscopio os nucledides contendo DNA intacto sdo redondos, enquanto
gue nas células lesadas observa-se a migracdo de DNA para fora do nucleo,
caracteristica que origina a nomenclatura do teste, onde o DNA danificado forma
uma cauda semelhante a um cometa (Figura 6). A distribuicdo do DNA que forma a
cauda se correlaciona com a extensao do dano ao DNA. Quanto mais danificado o
material genético, mais loops se tornam relaxados, maior a quantidade de DNA na

cauda visualizada e maior o seu tamanho (Villela et al., 2003; Fikrova et al, 2011).
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Figura 6 — Imagem do ensaio cometa em linfécitos tratados com H202. Corado com
4,6-diamidino-2-fenilindol (Azqueta; Collins, 2013).

1.3.2.2 Ensaio de Micronucleo com Bloqueio de Citocinese (CBMN)

Estudos sugerem que anormalidades cromossdmicas sao consequéncias
diretas do dano ao nivel do DNA e da perda e/ou nao-disjuncdo cromossdmica,
causados, provavelmente, por defeitos no fuso mitético, no centrémero ou como
consequéncia de pouca condensacao da estrutura cromossémica antes da metéafase
(Fenech, 2000).

No CBMN (do inglés Cytokinesis-Block Micronucleus), um dos biomarcadores
de dano ao DNA analisados sdo os micronucleos, os quais sdo formados por
guebras na dupla fita do DNA, gerando fragmentos acéntricos, ou por cromossomos
inteiros que ndo migram para os polos celulares durante a divisdo. Na teléfase, uma
membrana nuclear se forma em volta do cromossomo ou fragmento perdido, que
logo adquire a morfologia de um nucleo em interfase, sendo um pouco menor, por

isso chamado de micronucleo (Fenech, 2000).

Eles podem ser visualizados em células eucaribticas que estdo em diviséo.
Para identifica-las, € adicionada a citocalasina-B (cito-B) ao meio de cultura,
substancia que impede a formacdo dos filamentos de actina para a citocinese,

bloqueando este passo da divisdo celular. A cinética da cultura celular deve ser bem
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definida para garantir que, no momento em que for adicionada a cito-B, as células se
encontrem no final da primeira mitose. Assim, podem-se visualizar células
binucleadas, indicando que estdo em divisdo e podem ser contabilizadas (Figura 7)
(Fenech, 2000).
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Figura 7 — Formacao do micronucleo (adaptado de Fenech et al, 2011).

A inducado de quebras na fita simples e macroles6es no DNA avaliadas pelo
ensaio cometa e CBMN, respectivamente, sdo caracteristicas comuns observadas
em diferentes células eucaribticas para identificar propriedades genotdxicas de
xenobidticos, incluindo compostos naturais (Fenech, 2007; Zou et al, 2009; Leandro
et al, 2013; Marcussi et al, 2013; Nikoloff; Larramendy; Soloneski, 2014). Além disso,
o CBMN é um ensaio exigido pelas agéncias regulatorias e tem emergido como o
meétodo preferido para a avaliacdo tanto de dano clastogénico, como aneugénico,
bem como sendo uma metodologia valida para o protocolo de andlise de alteracdes
cromossOmicas (OECD, 1997, 2007; ICH, 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais:

Avaliar o efeito citotoxico e, principalmente, o potencial genotéxico e mutagénico

da Diosgenina e da Hecogenina através de bioensaios in vitro em células HepG2.

2.2. Objetivos Especificos:

e Avaliar o possivel efeito citotéxico da Diosgenina e da Hecogenina, através de
ensaios de viabilidade celular, e selecionar concentracbes ideais para a
realizacdo dos testes de genotoxicidade e mutagenicidade;

e Verificar um possivel efeito genotdxico da Diosgenina e da Hecogenina, ou
seja, a possivel capacidade destas sapogeninas causarem dano ao material
genético;

e Investigar um possivel efeito mutagénico da Diosgenina e da Hecogenina, ou
seja, se os possiveis danos no DNA causados por estas sapogeninas sao
reparados ou sao transmitidos para das células filhas durante a divisdo

celular.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Reagentes

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio bromidio (MTT), citocalasina-B,
ciclofosfamida, Tripsina-EDTA, Metanol, L-glutamina, meio Eagle modificado por
Dulbecco (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — DMEM), estreptomicina/penicilina
e soro fetal bovino foram comprados da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). EDTA,
tampdo fosfato-salino (PBS 1X), cloreto de sédio, Tampéao Tris base pH 10 e pH7,5,
Triton X-100, DMSO, hidroxido de sodio, alguns deles adquiridos comercialmente,
outros preparados no proprio laboratério.

3.1.2. Diosgenina e Hecogenina

A Diosgenina e a Hecogenina foram gentilmente fornecidas pelo Prof® Dr°
José Maria Barbosa-Filho, do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPB. A
Diosgenina foi adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e a Hecogenina foi
isolada de plantas da espécie Agave sisalana, purificada e identificada seguindo o
protocolo descrito por Cerqueira et al. (2012). O p6é seco da Diosgenina foi
ressuspendido em metanol, enquanto a Hecogenina foi ressuspendida em acetona.
A concentracao final de metanol e acetona em cultura ndo excedeu 1% (Lasa et al,
2002; Burgess et al.,, 2008; Corona et al, 2009). Os solventes organicos foram

utilizados devido a propriedade hidrofébica das moléculas testadas.

3.2. Modelo Experimental

3.2.1. Linhagem Celular HepG2

Varios xenobidticos precisam ser metabolizados para reagir com o DNA. Em
funcdo disso, ensaios com linhagens celulares que contenham enzimas

metabolizadoras enddgenas facilita o processo evitando o0 uso de enzimas
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7z

exodgenas. A linhagem celular de hepatoma humano HepG2 é uma linhagem
promissora para esse propésito, contendo varias enzimas metabolicas de fase | e |l,
importante para a ativacao e detoxificacdo de compostos téxicos ao organismo (Uhl;

Helma; Knasmdller, 2000; Knasmdller et al, 2004).

Células HepG2 em cultura foram descongeladas e cultivadas em frascos de
cultivo celular com superficie de 75 cm2 com DMEM suplementado com 2% de L-
glutamina, 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicillina e 100 U/mL de
estreptomicina mantidos em ambiente estéril a 37°C e 5% de CO2. Ao atingir
confluéncia entre 80% e 95%, as células passavam pelo processo de subcultivo,
onde eram lavadas com tampao fosfato-salino (PBS), tripsinizadas com 1 mL de
tripsina-EDTA e 30% das células era transferido a um novo frasco de cultivo celular
com meio de cultura renovado. Apos o terceiro subcultivo, os experimentos foram

iniciados.

3.3. Métodos

3.3.1. Teste de Viabilidade Celular (MTT)

O ensaio foi realizado em células HepG2 segundo o protocolo de Mosmann
(1983) com algumas modificacbes. Em cada placa de 96 pocos, foram semeadas
5,0 x 10* células por poco e incubadas para aderéncia por 24 horas a 37°C e 5%
CO2. Apbs esse periodo, o meio de cultura foi removido e adicionado 100 uL por
poco de meio de cultura sem soro fetal bovino, sendo as placas incubadas por mais
24 horas. Esse procedimento tem como objetivo a tentativa de manter todas as
células na mesma fase do ciclo celular, devido a remocdo de proteinas e demais
componentes existentes no soro. Apds esse periodo, o meio foi removido e
adicionado 100 uyL de meio suplementado no controle positivo, meio e solvente a 1%
no controle negativo, e meio de cultura com as concentracoes desejadas de cada
composto (Diosgenina: 10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM, 50 uM, 60 uM, 80 uM e 100
uM; Hecogenina: 10 uM, 50 uM, 100 uM, 150 uM e 200 uM). As concentracdes a
serem testadas foram escolhidas através da busca na literatura pelo intervalo de

concentracbes de Diosgenina e de Hecogenina que apresentavam atividades
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biolégicas. Apds 24 horas de incubagdo, o meio foi removido e adicionado 100 pL
em cada poco da solucdo de 1 mg/mL de MTT. As placas foram incubadas por mais
4 horas protegidas da luz. Apds esse periodo, a solucdo de MTT foi descartada, e
100 pL de etanol foram adicionados em capa poco para a solubilizacdo dos cristais

de formazan formados.

As placas foram lidas em espectrofotdmetro com leitor de microplacas em
filtro de 570 nm. A analise estatistica foi feita através do software SPSS verséo 20,
utilizando o teste paramétrico ANOVA, seguido do teste de comparacdo de Dunnet
(p<0,05). Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos trés vezes

independentemente.

3.3.2. Ensaio clonogénico

Para avaliar a capacidade clonogénica das células tratadas com Diosgenina,
0 ensaio foi realizado como anteriormente descrito por Franken et al. (2006) com
pequenas modificacdes. Foram plaqueadas 3 x 102 células por poco em placas de
12 pocgos. ApOs 24 horas de crescimento a 37°C as células foram expostas a
diferentes concentracdes da Diosgenina (40 uM, 80 uM e 100 uM). Apés 14 dias de
incubacéo, as células foram lavadas duas vezes com PBS, fixadas com metanol e
acido acético (v/v = 3:1) durante 30 minutos, em seguida, coradas com Giemsa,
durante 15 minutos, e, finalmente, lavada com agua destilada e colocadas para
secar a temperatura ambiente. Os experimentos foram repetidos trés vezes. As
colonias contendo mais de 50 células (> 50 uM) foram contadas visualmente em

guadrantes de 1 mm x 1 mm escolhidos aleatoriamente (Das et al, 2009).

Os dados foram analisados estatisticamente através do software SPSS v.20
utilizando os testes nao-paramétricos Kruskall-Wallis e Mann-Whitney, com o nivel
de significancia estabelecido em p<0,05. O experimento foi realizado duplicata e

repetido trés vezes independentemente.
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3.3.3. Eletroforese de Unica célula: Teste Cometa (SCGE)

O ensaio cometa foi realizado seguindo o protocolo ja estabelecido por
Hartmann et al. (2003) com pequenas modificacdes. Foram plaqueadas 10° células
por poco em placas de 6 pocos e incubadas durante 24 horas. Apds o periodo de
incubacédo, as células foram expostas a diferentes concentra¢des de Diosgenina (20
uM, 40 uM e 60 uM) e de Hecogenina (10 uM, 25 uM e 50uM) durante 24 horas.
Para o controle positivo, as células foram expostas a 30 uM de H202, e para o
controle negativo foram expostas ao meio e aos solventes, no mesmo periodo dos

tratamentos.

Em seguida, as suspensdes de células foram misturadas com 100 pl de 1%
(m/v) de agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) e colocadas em laminas pré-
revestidas com 1,5% (m/v) de agarose de ponto de fusdo normal. Apdés a
solidificacéo de agarose, as laminas foram submersas em tampéao de lise (2,5 M de
NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM Tris-HCI, com 10% de DMSO e 1% Triton X-100
adicionados na hora, pH 10,0) durante 3 horas. Neste passo, a membrana celular e
nuclear foram lisadas e as proteinas removidas, deixando apenas um nucledide em
cada célula. Em seguida, as laminas foram transferidas para a cuba de eletroforese
e mergulhadas em tampéao de eletroforese (NaOH 10 M de EDTA e 200 mM, pH
13,0, 4°C) durante 20 minutos para permitir o desenrolamento do DNA e exposi¢ao

dos sitios alcali-labeis.

A eletroforese foi realizada durante 30 minutos a 30 V e 400 mA. Apés a
eletroforese, as laminas foram mergulhadas em tampéao de neutralizacdo (0,4 M de
tampao Tris-HCI; pH 7,5) duas vezes durante 5 minutos, e lavadas com etanol 100%

trés vezes antes da coloracao.

As laminas foram coradas com nitrato de prata, de acordo com Nadin et al.
(2001). Em primeiro lugar, o material foi fixado em solugéo fixadora (15% de &cido
tricloroacético, 5% de sulfato de zinco hepta-hidratado e 5% de glicerol, 10 minutos)
e colocados para secar a temperatura ambiente até o dia seguinte. Para a
coloragdo, as laminas foram reidratadas em agua destilada durante 5 minutos. Em
seguida, elas foram coradas no escuro a 37°C por uma mistura de 32 mL de solugéo

A (carbonato de sédio a 5%) e 68 ml de solucdo B (0,02% de nitrato de amonio,
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0,02% nitrato de prata, 0,1% &cido tungstosilicilico e 0,05% formaldeido). No final as
laminas foram lavadas com agua destilada e submersas numa solu¢do de parada
(acido acético a 1%, 5 minutos), e em seguida, colocados para secar a temperatura

ambiente, estando prontas para analise.

As fotos foram tiradas com microscopio Optico equipado com sistema de
captura de imagem (Olympus, Japéo). Cento e cinquenta células foram avaliadas
visualmente de acordo com o tamanho da cauda e a quantidade de DNA presente
na cauda. As Diretrizes e Recomendacfes Internacionais para o Teste Cometa
valida a avaliacdo visual dos cometas, considerado um método bastante fidedigno,
uma vez que os resultados sao altamente correlacionados com a analise de imagem
obtida por software em computador (Collins et al., 2008). Tal como descrito por
Collins et al. (2008), para cada cometa foi dada uma unidade arbitraria de 0 a 4 (O -
nao danificado; 4 — maior grau de dano). A pontuacdo do dano foi assim atribuida a
cada amostra e pode variar de 0 (nenhum dano: 150 células x 0) para 600 (dano

maximo: 150 células x 4).

A analise estatistica foi realizada através do software SPSS v.20 utilizando os
testes ndo-paramétricos Kruskall-Wallis e Mann-Whitney, com o nivel de
significancia estabelecido em p<0,05. O experimento foi repetido trés vezes

independentemente.

3.3.4. Teste de Micronucleo com Blogueio de Citocinese (CBMN)

O CBMN foi realizado segundo o protocolo descrito por Fenech (2007), com
algumas modificacbes. Em placas de cultivo celular de 6 pocos, foram semeadas 5 x
10° células por pogo e incubadas por 24 horas a 37°C e 5% de CO2. Apds esse
periodo, o meio foi descartado, os pocos lavados com PBS duas vezes, e
acrescentados 2 mL de meio com o respectivo solvente de cada composto para
controle negativo, 2 mL de meio com as concentracfes desejadas para teste de
cada composto (Diosgenina: 30 uM, 40 uM e 50 uM; Hecogenina: 10 uM, 25 uM e
50 uM), e 2 mL da solucéo de ciclofosfamida a 0,2 mg/mL para o controle positivo.

Todas as concentracdes foram feitas em triplicatas. Apds aplicacdo do tratamento,
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as placas foram incubadas por 24 horas a 37°C e 5% de CO2. Apés esse periodo, o
meio foi descartado, as ceélulas lavadas duas vezes com PBS e adicionado um novo
meio contendo a Citocalasina-B, huma concentracéo final de 3,5 ug/mL e incubadas
por mais 24 horas. Em seguida, as células foram lavadas com PBS, coletadas,
tratadas com solucdo hipotonica (0,075 M KCI, 4°C, 3 minutos) e fixadas com
metanol e acido acético (9:1). Apds esse processo, as laminas foram coradas com
solucdo de Giemsa 5% por 8 minutos, e colocadas para secar em temperatura

ambiente.

Para analise, foram contadas 1000 células binucleadas por cada experimento
em um aumento de 400x. Foram contadas 500 células viaveis em cada
concentracdo por experimento para determinar o indice de divisdo nuclear (NDI)
(Eastmond & Tucker, 1989). O numero de micronucleos em células binucleadas foi

determinado seguindo o critério de identificacdo publicado por Fenech (2007).

Os dados foram analisados através do software SPSS v.20 utilizando os testes
Kruskall-Wallis e Mann-Whitney, com o nivel de significancia estabelecido em
p<0,05. O experimento foi realizado triplicata e repetido trés vezes

independentemente.

4. RESULTADOS

4.1. Teste de Viabilidade Celular (MTT)

O teste do MTT foi realizado para investigar a viabilidade celular das células
HepG2 quando tratadas com Diosgenina e Hecogenina de forma aguda. As células
foram expostas a diferentes concentracbes de Diosgenina durante 24 horas. Como
pode ser visto na figura 8, a Diosgenina nao interferiu no metabolismo mitocondrial
em concentragdes mais baixas quando comparadas ao controle negativo. No
intervalo de concentracdes entre 5 e 30 UM, o efeito no metabolismo celular se
assemelha a um platd, ndo demonstrando muitas interferéncias na viabilidade
celular, estando ela em torno de 100%. A partir da exposicdo a 40 pM de
Diosgenina, as células comecam a ter uma reducdo em seu metabolismo, que se

torna significativa quando sdo expostas a 50 yM, comprovando um possivel efeito
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citotoxico da Diosgenina. Com o aumento da concentragdo, a viabilidade decresce
significativamente, chegando proximo de 20%.
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Figura 8. Efeito da exposicdo durante 24 horas da Diosgenina na viabilidade de
células HepG2. CN: Controle negativo (meio de cultivo celular + solvente). *
representa diferenca significante entre a viabilidade das células tratadas com
Diosgenina e o controle negativo (p<0.05).

Para avaliar a viabilidade celular, as células da linhagem HepG2 foram
expostas a diferentes concentracdes de Hecogenina durante 24 horas. Como pode
ser visto na figura 9, a viabilidade celular ndo é alterada quando as células sdo
tratadas com concentracdes de Hecogenina até 100 uM, estando sempre préxima a
100%. A partir do tratamento com 150 uM comeca a haver uma reducao significativa
na viabilidade das células HepG2, que reduz abaixo de 80% apenas no tratamento

com 200 uM de Hecogenina.
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Figura 9. Efeito da exposicdo durante 24 horas da Hecogenina na viabilidade de
células HepG2. CN: Controle negativo (meio de cultivo celular + solvente). *
representa diferenca significante entre a viabilidade das células tratadas com
Hecogenina e o controle negativo (p<0.05).

4.2. Ensaio Clonogénico

O ensaio Clonogénico € um bom paréametro para a triagem de atividade
citotoxica de qualquer substancia. Nele, concentracdes citotoxicas da substancia
podem atrapalhar no metabolismo celular, impedindo seu crescimento e proliferacao.
Esse teste foi utilizado para verificar a citotoxicidade da exposigdo por um longo
periodo (14 dias) de células HepG2 a Diosgenina. A figura 10 mostra um gréafico que
relaciona a concentracdo da exposicdo com o crescimento celular. Foi observado
que, em 14 dias, exposi¢oes a 40 uM, 80 puM e 100 pM inibem significativamente o
crescimento de células HepG2. Na figura 11A-D € mostrada a reducgao significativa
das Unidades Formadoras de Colonia (UFC) causadas pelo tratamento com a

Diosgenina.
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Figura 10. Representacdo grafica da contagem de coldnias apos 14 dias de
tratamento com Diosgenina. CN: Controle Negativo (células expostas ao meio +
solvente). *: Diferenca estatisticamente significante quando comparado ao controle
negativo (p<0,05).
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C

Figura 11. Ensaio clonogénico em células HepG2 tratadas com Diosgenina. (A)
Controle negativo: meio de cultivo celular + solvente; (B) 40 uM; (C) 80 uM e (D) 100
MM de Diosgenina.

4.3. Ensaio Cometa

O dano no DNA causado pela Diosgenina e Hecogenina foi medido através
do ensaio cometa. As células foram caracterizadas em classes de 0 (sem dano) a 4
(dano méaximo) (Collins et al., 2008), como visto na figura 12A-E. Foi visualizada
uma indugéo estatisticamente significativa de dano ao DNA quando as células foram
expostas a 40 uM de Diosgenina e concentracdes mais altas (tabela 3). O dano
causado nessas concentracbes se aproximou do nivel de dano causado pelo
controle positivo. Na menor concentragdo testada, 20 uM, a Diosgenina nao foi
capaz de induzir danos significativos ao material genético das células.
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Figura 12. Representacdo das classes de dano ao DNA observadas usando o
ensaio cometa. Cada foto representa uma unidade arbitraria de 0 a 4. (A) classe 0 —
células intactas; (B) classe 1; (C) classe 2; (D) classe 3; (E) classe 4 — células com o
maximo de dano (400x, aumento final). Fonte: Acervo pessoal.

Tabela 3. Ensaio cometa em células HepG2 expostas a diferentes concentracdes de
Diosgenina.

Numero de células em cada classe de cometa

Tratamentos Categorias de migracdo (médiatSD) T(Ont]aéld?:i%%r;o
0 1 2 3 4
CN 30+t64 16+29 2+1.6 1£05 105 23+7.9
CP 0+0.00 0+0.0* 8 + 3.5 23+4.3* 19+1.4* 171 £ 17+
20 uM 30+£3.7 11+5.2 3+1.6 43+29 17+13 36+5.5

40 pM 0.7+£0.5* 7.7+£1.2* 11.7+£1.2* 11.2+0.5* 18.7 +1.2* 140 + 3.4*
60 uM 0+£0.00 5.7x25* 13.3+2.9* 15.3+£25* 157+ 1.7* 141 + 3.3*

CN: Controle Negativo (meio de cultivo celular + solvente); CP: Controle Positivo
(30uM H202). * representa diferenca estatisticamente significante entre a viabilidade
das células tratadas com Diosgenina e o controle negativo (p<0.05).

O ensaio cometa, realizado para investigar o dano ao DNA de células tratadas
com Hecogenina, mostrou que todas as concentracdes nao-citotoxicas testadas sao
capazes de causar dano no DNA (Tabela 4). Foi observado um aumento

estatisticamente significativo de dano ao DNA em todos os tratamentos realizados
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com a Hecogenina, e um aumento significativo de nucledides pertencentes a classe
2 e 4 de dano.

Tabela 4. Ensaio cometa em células HepG2 expostas a diferentes concentracdes de
Hecogenina.

NUmero de células em cada classe de cometa

Tratamentos Categorias de migracdo (médiatSD) T((Jr;aejdcilgi%aDr;o
0 1 2 3 4
CN 257+1.2 19+2.2 23205 2+14 1+0.0 33.7£25
CP 0+0.0* 0+0.0* 9+ 3.5* 23+4.3* 18x1.3* 159 £ 17*

10 uM 193+1.7¢* 133%x05* 6.3+x09* 47+12 6.4+0.5* 65.3 + 3.4*

25 uM 16 + 1.4* 20.8x 2.7 4.7+ 1.2* 4+14 45+ 0.7* 56.7 + 9.3*
50 uM 15.3+1.7* 16.3+34 7.3+2.9* 5+2.8 6+ 2.8* 70 £ 4.9*
CN: Controle Negativo (meio de cultivo celular + solvente); CP: Controle Positivo
(30uM H202). * representa diferenca estatisticamente significante entre a viabilidade
das células tratadas com Hecogenina e o controle negativo (p<0.05).

4.4. Ensaio CBMN

O ensaio CBMN foi utilizado para avaliar o potencial mutagénico da
Diosgenina e Hecogenina por meio da identificacdo de biomarcadores como 0s

micronucleos (MNs), brotos nucleares (NBUD) e pontes nucleoplasmaticas (NBRD)
nas células binucleadas (Figura 13).
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Figura 13. Parametros analisados no ensaio CBMN. (A) Célula binucleada sem
anormalidades nucleares; (B) Célula binucleada com ponte nucleoplasmatica (seta);
(C) Célula binucleada com micronucleo (seta); (D) Célula binucleada com brotos
nucleares (seta). Fonte: Acervo Pessoal.

Na figura 14 pode-se observar o efeito citotoxico e mutagénico da Diosgenina.
O efeito citotoxico pode ser observado através da reducéo significativa do indice de
Divisdo Nuclear (NDI) a partir da exposi¢do a 40 uM de Diosgenina. Estes valores de
NDI indicam que as células tiveram uma diminuicdo em sua taxa metabdlica e
consequente reducao na capacidade de se multiplicar, diminuindo a quantidade de

células multinucleadas, indicando um efeito citostatico.

Apesar de ser observado efeito citostatico na concentragéo de 40 yM, néo foi
observado um aumento significativo da frequéncia de microndcleos. Somente foi
visualizada uma frequéncia aumentada neste parametro quando as células foram
expostas a 50 yM de Diosgenina (figura 14). A frequéncia de brotos nucleares e
pontes nucleoplasmaticas nao foi alterada com os tratamentos de Diosgenina.
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Figura 14. Efeito mutagénico da Diosgenina em células HepG2. As barras
representam o0s microndcleos, e os pontos, o NDI. Os resultados sdo mostrados
como média + SD do numero de MNs por 1000 células binucleadas de trés
experimentos diferentes. CN: controle negativo (meio de cultivo celular + solvente);
CP: ciclofosfamida 0,2 mg/mL. * representa diferenga estatisticamente significante
entre os tratamentos e 0 seu controle negativo referente a cada parametro (p<0,05).

O resultado do CBMN com a Hecogenina € apresentado na figura 15. O
tratamento com 25 pM e 50 uM de Hecogenina foi capaz de reduzir
significativamente o NDI, revelando forte efeito citostatico. Além disso, foi observada
uma reducdo na frequéncia de micronlcleos e brotos nucleares em todas as
concentracbes nao-citotoxicas testadas. Nao houve diferenca significativa na

guantidade de pontes nucleoplasmaticas observadas.
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Figura 15. Efeito da Hecogenina na inducdo de MN (barras) e NDI (pontos) em
células HepG2. Os resultados sdo mostrados como média + SD do numero de MNs
por 1000 células binucleadas de trés experimentos diferentes. CP: ciclofosfamida 0,2
mg/mL. * representa diferenca estatisticamente significante entre os tratamentos e o
seu controle negativo referente a cada parametro (p < 0.05).

5. DISCUSSAO

Compostos naturais sdo amplamente utilizados pela industria farmacéutica
para a producdo semissintética de medicamentos, além de também serem
empregados por varias populacbes como agentes terapéuticos (Cragg; Grothaus;
Newman, 2014; Rokaya et al., 2014). Dentre esses produtos naturais, destacam-se
as sapogeninas com uma ampla variedade de atividades biologicas. A Diosgenina e
a Hecogenina sdo sapogeninas esteroidais que apresentam atividades biologicas
importantes, encontradas em plantas do género Dioscorea e Agave,
respectivamente, sendo utilizadas tanto de forma caseira para o tratamento de
doencas, como industrialmente para a semissintese de hormdnios e anti-
inflamatorios esteroidais (Raskin et al., 2002; Dias et al., 2007; Eskander; Lavaud;
Harakat, 2010; Peng et al., 2011; Patel et al., 2012; Serafini et al., 2012). A
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investigacdo da toxicidade destes produtos naturais € recente (Lee et al., 2004; Hu
et al.,, 2012; He et al., 2015), entretanto ndo ha registros acerca da toxicidade
genética destas sapogeninas e considerando a sua relevancia farmacologica, este
estudo teve como objetivo investigar o potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico
da Diosgenina e da Hecogenina, em células de hepatdcitos humanos, empregando
testes de referéncia na analise destes parametros.

Para tracar o perfil toxico-genético de uma determinada substancia, ensaios
de citotoxicidade compdem a primeira etapa dentro deste processo de investigacao.
Um ensaio amplamente utilizado para verificar a viabilidade celular é o teste do MTT.
No presente estudo, foram observados efeitos citotoxicos em células HepG2 quando
expostas a concentracdes acima de 30 uM de Diosgenina, e também quando

expostas a concentragdes iguais ou maiores que 150 yM de Hecogenina.

Considerando a Diosgenina, a viabilidade celular foi reduzida
significativamente a partr de 50 pM, de uma forma dose-dependente.
Adicionalmente ao MTT, foi realizado para esta sapogenina 0 ensaio clonogénico
gue também confirmou o potencial citotoxico da Diosgenina por meio de uma
reducdo significativa na formacao de UFCs em células HepG2 expostas a um longo
periodo de tempo (14 dias). Esta resposta citotoxica pode ser justificada pela
interferéncia da Diosgenina no ciclo celular, que desencadeia uma cascata de

processos apoptoticos como demonstrados em estudos recentes.

Li et al. (2015) constataram que a Diosgenina induz uma parada no ciclo
celular entre as fases G2/M promovendo a apoptose em células HepG2 expostas a
40 uM por 24 horas. De acordo com esse estudo, existe um aumento de células
apoptoticas proporcional ao aumento de concentracdo de Diosgenina, avaliadas por
meio do ensaio de coloracdo por FITC/ligado a Anexina V/Pl em citometria de fluxo.
Os autores revelaram que o mecanismo de apoptose ativado pela Diosgenina sao
agueles relacionados com a ativagédo da cascata de caspases -3, -8 e -9, sem afetar
0s niveis de Bcl-2 e Bax. Além disso, a parada no ciclo celular também foi vista por
meio de citometria de fluxo em células HepG2 corada com PI, revelando um
aumento dependente de concentracdo em ceélulas estacionadas entre as fases G2/M
do ciclo celular. O padrédo apoptético da exposi¢cdo a Diosgenina também ja tinha

sido observado por Kim et al. (2012). Os dados provenientes deste estudo apontam
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a promocdo da apoptose como a causa da citotoxicidade observada na linhagem
HepG2 tratada com 40 uM por 24 horas.

Por outro lado, ha uma escassez de dados relativos a Hecogenina indicando
a importancia de estudos que elucidem os mecanismos de acao e as consequéncias
da exposicéo a esta sapogenina. Dentre os poucos estudos, podemos destacar o de
Liagre et al. (2007) que mostraram o efeito citotéxico da Hecogenina, a partir do
teste de MTT, em linhagem celular de sinoviocitos humanos expostas a 40 yM, por
24 horas. Adicionalmente, Trouillas et al (2005) demonstraram o efeito citotoxico
nessa mesma concentracdo e tempo em células de osteossarcoma 1547 humano.
Entretanto, quando se compara estes dados com o presente estudo, observa-se que
a Hecogenina foi citotoxica em concentracdes maiores que as mencionadas. Esta
diferenca pode ser explicada considerando as distintas linhagens celulares
utilizadas. A célula utilizada na presente pesquisa, HepG2, apresenta a capacidade
endodgena de biotransformacdo, o que pode ajudar a reduzir a toxicidade de
diferentes xenobioticos. A linhagem HepG2 vem sendo amplamente utilizada com
sucesso para a triagem de mutagenos devido a sua eficiéncia na metabolizacédo (Uhl
et al., 2000; Knasmdller et al., 2004; Chiang et al., 2011). Maisanaba et al. (2015)
observaram que o carvacrol, um produto natural extraido de Oleos essenciais
presentes em plantas, teve sua toxicidade reduzida quando biotransformado,
apresentando um efeito mutagénico avaliado pelo ensaio CBMN em células de
linfoma de ratos (L5178Y/Tk*) apenas quando testadas sem a fracdo S9 que confere
a capacidade de metabolizacdo para estas células. Por isso, o processo de
biotransformacao realizado pelas células HepG2 pode explicar a diminuicdo da

toxicidade da Hecogenina observada nesse estudo.

O préximo passo desta investigacdo foi a realizacdo de ensaios de
genotoxicidade e de mutagenicidade na tentativa de se detectar possiveis interacdes
destas sapogeninas com o0 material genético. A relevancia destes testes esta
centrada na falta de informacdes acerca das caracteristicas toxico-genéticas de
compostos ja utilizados na industria e na medicina tradicional, como a Diosgenina e
a Hecogenina. Mesmo que 0s usos ja sejam amplamente difundidos, a auséncia
destes dados pode implicar em prejuizos a saude da populagdo. De fato, muitas
substancias com amplo espectro de uso foram diagnosticadas como genotoxicas.

Um exemplo € o estudo realizado por Chequer et al. (2012) que relataram o
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potencial genotoxico e mutagénico da Erythrosina, um corante alimenticio aprovado
pela FDA (USA Food and Drug Administration). Neste trabalho foram utilizados os
ensaios Cometa e CBMN em células HepG2 e mesmo em baixas concentracdes
este produto natural induziu um aumento na frequéncia de danos do DNA e de

micronucleos.

Considerando as saponinas — alvo da presente pesquisa — as suas
propriedades toxico-genéticas ja foram estudadas em diferentes linhagens celulares
(Liu et al. 2011; Munari et al. 2012; Mahon et al., 2014). Entretanto, até o momento,
ndo ha dados sobre a toxicidade genética da Diosgenina e da Hecogenina,
reforcando a relevancia e o impacto deste estudo. Além disso, a escolha dos
ensaios empregados esta relacionada ao fato de que o Teste Cometa e o Ensaio
CBMN vém sendo amplamente utilizados para identificar, respectivamente, o
potencial genotdxico e mutagénico de xenobidticos (Scolastici et al., 2008; Zou et al.,
2009; Hoshina et al., 2013; Cilido et al., 2015; Gajski et al., 2015).

A partir das analises provenientes da atual pesquisa, a Diosgenina e a
Hecogenina foram capazes de induzir danos ao DNA, entretanto, um aumento
significativo na frequéncia de microndcleos, foi observado apenas na maior
concentracéo testada de Diosgenina. Portanto, a Diosgenina foi diagnosticada como
genotdxica e mutagénica, enquanto que a Hecogenina tem um potencial genotoxico.
E a primeira vez que um estudo demonstra esta particularidade relativa ao

mecanismo de acdo destas sapogeninas.

Um ponto importante a ser considerado é que a Dioscina, precursor natural da
Diosgenina, foi caracterizado como genotoxico para uma linhagem celular tumoral
de pulmdo (Wei et al.,, 2013). Esses autores verificaram a genotoxicidade da
Dioscina por meio do ensaio cometa, em concentragdes de 2.5, 5.0 e 10 ug/mL, e
pelo ensaio Tunel e analise do ciclo celular, ambos na concentracdo de 5 ug/mL.
Além disso, eles relataram propriedades pro-apoptoticas da Dioscina atraves da
deteccado da liberacdo de enzimas do citocromo C no citosol, aumento da atividade
das caspases -3 e -9, aumento da expressdo de Bax, Bak e Bid e diminuicdo da
expressao de Bcl-2 e Bcl-xI em tratamentos com 2,5, 5 e 10 ug/mL de Dioscina por
48 horas.
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A partir do achado que a Diosgenina também apresenta uma propriedade
genotoxica, pode-se inferir que o efeito genotdxico causado pela Dioscina € devido a
presenca da regido aglicona (Diosgenina) em sua estrutura. Por meio dos resultados
obtidos neste estudo, relacionados ao Teste Cometa, foi possivel observar que esta
sapogenina foi capaz de induzir um aumento na proporcéo de células de classe 4.
Este incremento pode estar relacionado com o processo de apoptose, uma vez que
esta classe de cometa apresenta caudas longas e com grande conteudo de DNA
somada a presenca de cabecas pequenas e puntiformes, como visto na figura 11E
(Tice et al.,, 2000). Este achado reforca a hipétese que o mecanismo de acgao
toxicologica da Diosgenina esta relacionado a interferéncia no ciclo celular, o que

poderia promover o processo de apoptose.

A capacidade das saponinas de causarem dano no DNA ja foi identificada em
alguns estudos. Por exemplo, Liu et al. (2011) demonstraram um aumento na
frequéncia de dano no DNA em linhagem de células de ovario de hamster chinés
(CHO) induzido por uma mistura de saponinas extraidas de plantas do género

Nuclea, amplamente utilizadas na medicina tradicional Africana.

Quanto a Hecogenina, também foi observado um potencial genotéxico, para as
trés concentracdes testadas. O aumento maior foi na quantidade de nucledides
classificados como pertencentes a classe 2 e 4. Entretanto, esta capacidade de
induzir dano no DNA, nao refletiu na sua potencialidade como um agente
mutagénico, uma vez que nao foi observado um aumento na frequéncia dos
marcadores analisados por meio do Ensaio do CBMN. Porém, cabe ressaltar que a
presenca da Hecogenina na cultura celular levou a uma reducgéo na frequéncia de
microndcleos quando comparado com o controle negativo. A partir deste
comportamento pode-se inferir um possivel papel como agente antimutagénico,
entretanto, Nnovos ensaios que investiguem esta potencialidade serdo necessarios.
Este perfil genotdxico e protetor ja foi evidenciado em outros estudos. Alves et al.
(2014) descreveram que extratos de plantas ricas em saponinas podem causar dano
no DNA guando analisadas isoladamente, porém, podem ter efeito protetor quando
testadas juntamente com drogas mutagénicas, em modelos animais. Assim, pode-se
sugerir que o dano no DNA causado pela Hecogenina esta sendo efetivamente
reparado, reduzindo a frequéncia basal de micronucleos, provavelmente pela

estimulacao do sistema de reparo celular ou de outras vias celulares.
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Por outro lado, a Diosgenina apresentou um comportamento distinto quando
comparado a Hecogenina, ja que foi capaz de induzir incrementos na frequéncia de
micronucleos nas células estudadas. O intervalo de concentracdes da Diosgenina
onde foi observado a citotoxicidade celular estd de acordo com as concentracdes
onde foram visualizados o efeito citostatico e mutagénico. A integracdo dessas
informacdes sugere que o efeito toxico da Diosgenina ocorre por meio de dano no
DNA que nédo pode ser completamente reparado, fato que contribui para 0 aumento
na frequéncia de micronudcleos e de células classe 4 contribuindo para a ativacéo de

mecanismos apoptéticos.

Informacdes acerca do efeito mutagénico das saponinas sao controversos. Por
exemplo, um estudo publicado em 2014 por El Hosry et al. relatou que a Cyclamina,
uma saponina isolada de plantas do género Cyclamen, induz um aumento
significativo em células micronucleadas apds ativacdo metabdlica. No mesmo
estudo, os autores mostraram que a Saxifragifolina B, outra saponina extraida de
plantas do mesmo género, ndo induziu a formacédo de micronucleos e protegeu as
células de ovéario de hamster chinés do efeito clastogénico da Mitomicina C. Alguns
trabalhos descrevem a auséncia de efeitos mutagénicos em extratos de plantas ricos
em Dioscina (Dioscorea Villosa e feno grego), avaliados por meio de uma bateria de
testes mutagénicos em mamiferos (incluindo o teste MN em eritrécitos de
camundongos) e em bactérias (Flammang et al., 2004; Hooker, 2004). Por outro
lado, Khader, Eckl e Bresgen (2007), testaram extratos de plantas medicinais
(espécies de feno grego) ricas em Dioscina e outras saponinas, em cultura de
hepatocitos de ratos e encontraram um efeito mutagénico por meio do ensaio de
MN. Portanto, a heterogeneidade nos resultados pode ser encontrada mesmo em
plantas do mesmo género contendo Dioscina (e por consequéncia a Diosgenina)
devido a composicdo quimica e a quantidade de compostos ativos presentes nesses
extratos. Por isso, a importancia de estudar o comportamento das substancias
isoladas, para a melhor compreensao das respostas oriundas a partir das analises

de misturas complexas como os extratos de plantas.
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6. CONCLUSAO

Os produtos naturais usados tanto na medicina tradicional quanto como
substratos para a industria farmacéutica, precisam ser cuidadosamente avaliados
para serem empregados como substancias terapéuticas. A partir dos resultados
provenientes desta pesquisa, foi possivel caracterizar e revelar as informacdes

acerca das propriedades toxico-genéticas da Diosgenina e da Hecogenina.

Uma analise comparativa entre estas sapogeninas aponta para um maior risco
no consumo de formulagbes que contenham a Diosgenina em sua composicao.
Essa afirmacédo é sustentada pela capacidade de inducdo de micronucleos que séao
biomarcadores de instabilidade gendmica. Por outro lado, a Hecogenina pode
apresentar um papel protetor. Entretanto, estudos adicionais serdo necessarios para

que se investigue uma possivel atividade antimutagénica.

De fato, esta pesquisa contribui para incrementar os dados acerca das
propriedades toxico-genéticas destas sapogeninas. E a primeira vez que se observa
um efeito mutagénico para a Diosgenina. Este fato ressalta a importancia de se
realizar diferentes ensaios com distintos pardmetros investigados e varios tipos
celulares. Este conjunto de informacdes serve como fonte de dados para a
caracterizacdo do risco que a populacao esta submetida ao consumir fitoterapicos
que estdo cada vez mais difundidos por serem de origem natural. Porém, como foi
demonstrado por meio deste estudo, mesmo os produtos naturais podem ter um

potencial mutagénico e requerem cautela e controle como qualquer outro farmaco.
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