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RESUMO

Piper gaudichaudianum Kunth é uma planta da familia Piperaceae, que se
desenvolve abundantemente em toda a Mata Atlantica, sendo popularmente conhecida
como pariparoba, jaborandi ou iaborandi. Na medicina popular suas raizes frescas séo
mastigadas e utilizadas como antiflamatorio no alivio de dores de dente e contra
distarbios hepéaticos. Um dos componentes mais estudados desta planta é o dleo
essencial, cujas analises fitoquimicas revelaram o (E)-nerolidol como um dos
compostos majoritarios. No presente estudo, foram avaliadas as propriedades
citotdxicas e mutagénicas, bem como investigados os mecanismos de citotoxicidade do
Oleo essencial de P. gaudichaudianum e de seu componente majoritario nerolidol,
utilizando diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae. Foram empregadas
linhagens de S. cerevisiae deficientes em genes de reparo para excisao de bases (BER),
excisdo de nucleotideos (NER), recombinacdo homologa (HR), recombinagdo néo-
homologa (NHEJ), reparo pos-replicativo (PRR) e sintese translesdo (TLS). A
influéncia do sistema redox foi avaliada em linhagens de S. cerevisiae deficientes em
superdxido dismutase e/ou catalase. Os resultados dos tratamentos das linhagens
XV185-14c e N123 de S. cerevisiae demonstram que, tanto o 6leo essencial de P.
gaudichaudianum, quanto o nerolidol induzem citotoxicidade de maneira dose
dependente, sendo essa citotoxicidade mais pronunciada nos tratamentos com nerolidol.
Nas avaliagBes de mutagénese o Gleo essencial induziu efeito mutagénico na linhagem
XV185-14c¢ na concentracdo mais alta, entretanto o nerolidol ndo induziu qualquer tipo
de efeito mutagénico. Os ensaios com as linhagens de S. cerevisiae proficientes e
deficientes em reparo revelaram um importante papel da via BER no efeito citotdxico,
tanto para os tratamentos com Gleo essencial, o qual induziou uma grande sensibilidade
na linhagem deficiente na DNA glicosilase Ntg2, quanto para o nerolidol, que induziu
sensibilidade nas mutantes para a endonuclease Apnl e glicosilase Ntgl. Curiosamente,
linhagens deficientes em TLS e PRR néo apresentaram sensibilidade aos tratamentos
com o 6leo essencial de P. gaudichaudianum, entretanto os simples mutantes revlA,
rad30A e rad18A demonstraram notavel resisténcia ao nerolidol. Além disso, verificou-
se em linhagens deficientes na enzima superoxido dismutase (sodlA4 e sod24) um
aumento de sensibilidade nos tratamentos com o 06leo essencial e com o nerolidol. No

ensaio de deteccdo de radicais livres, por 2’7’-diclorofluoresceina (DCFH-DA),
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verificou-se que ambos tratamentos induzem aumento de espécies reativas de oxigénio.
Considerando a resposta das diferentes linhagens de S. cerevisie utilizadas neste estudo,
0 conjunto destes resultados leva-nos a sugerir que tanto o dleo essencial quanto o
nerolidol ndo sdo mutagénicos e que a citotoxicidade induzida pelo éleo essencial esta
relacionada com a formacdo de lesdes oxidativas, sendo o nerolidol o principal
responsavel pelos efeitos bioldgicos induzidos pelo oéleo essencial de P.

gaudichaudianum.
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ABSTRACT

Piper gaudichaudianum Kunth is a plant of the Piperaceae family, which
develops abundantly throughout the Atlantic Forest, popularly known as pariparoba,
jaborandi or iaborandi. In popular medicine the fresh roots are chewed and used as
antinflamatory to relief of toothaches, and against liver disorders. One of the most
studied components of the plant is the essential oil, which the phytochemical analysis
revealed (E)-nerolidol as major compound. In the present study, we have evaluated the
cytotoxicity and mutagenicity, as well as investigated the mechanism of cytotoxicity of
essential oil of P. gaudichaudianum and its major component nerolidol using different
strains S. cerevisiae. Strains deficient in DNA repair mechanisms such as base excision
repair (BER), nucleotide excision repair (NER), homologous recombination (HR), non-
homologous end joining (NHEJ), post-replication repair (PRR) and translesion
synthesis (TLS) were employed. The influence of the redox system was evaluated in
superoxide dismutase and/or catalase defective strains. The results of treatment of
XV185-14 and N123 S. cerevisiae strains demonstrated that the essential oil and
nerolidol induced cytotoxicity in a dose dependent manner, and this cytotoxicity is more
pronounced with nerolidol treatments. In the mutagenicity assay only P.
gaudichaudianum essential oil, but not nerolidol was able to induce mutagenic effect at
highest concentration in XV185-14c strain. Employing S. cerevisiae strains proficient
and deficient in DNA repair treated with P. gaudichaudianum essential oil and
neroliodol, it was observed an important role of the BER pathway in the cytotoxic
response, since the essential oil induced a great sensitivity in strain deficient in DNA
glycosylase Ntg2, and nerolidol in mutants deficient in
Apnl endonuclease and glycosylase Ntgl. Interestingly, deletion of TLS and PRR
proteins had no influence on sensitivity to the essential oil, however single mutants
revlA, rad30A and rad18A exhibited a remarkable resistance to nerolidol. Besides, the
absence of superoxide dismutase enzyme increases the sensitivity to essential oil and
nerolidol. In the 27,7 -dichlorofluorescin (DCFH-DA) assay for detection of free radical
generation, both treatments were able to increase ROS production. Considering the
response of the different S. cerevisiae strains used in this study, our results demonstrate
that P. gaudichaudianum essential oil and its major compound nerolidol are not

mutagenic but do induce significant cytotoxic effects in S. cerevisiae that might be
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related to ROS generation. The cytotoxicity observed is mainly related to the generation
of oxidative lesions. Moreover, nerolidol is the major compound responsible for the

biological effects induced by P. gaudichaudianum essential oil.



17

~

INTRODUCAO




18

1. Introducéo Geral

As plantas medicinais sdo empregadas desde as antigas civilizacGes para curar as
enfermidades e aliviar a dor. Nos ultimos tempos, vem aumentando a utilizagdo de plantas
ou seus derivados como alternativa na busca do alivio de alguma sintomatologia, o que
vem acompanhado do crescente comercio internacional de plantas medicinais e do grande
interesse mundial em paises que possuam uma flora que possa ser explorada (Shu, 1998;
Licciardi e Underwoo, 2011; Nadembega et al., 2011).

A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) estima que 80 % da populagdo mundial
utiliza plantas medicinais como principal recurso no atendimento basico de saude. No
entanto, da grande biodiversidade que hd no mundo, muitas espécies sdo usadas
empiricamente sem respaldo cientifico quanto a eficacia e seguranca, o que demonstra que
em um pais como o Brasil, com enorme biodiversidade, existe uma enorme lacuna entre a
oferta de plantas e as poucas pesquisas (Wangchuk et al., 2011).

O Brasil representa um dos maiores centros com potencial na exploracdo de
plantas medicinais por possuir uma flora exuberante, com mais de 55.000 espécies
catalogadas, correspondendo aproximadamente 20% da diversidade bioldgica do planeta
(Calixto, 2000). A utilizacdo de plantas medicinais no Brasil originou-se da cultura de
diversos grupos indigenas, bem como da colonizacdo portuguesa e africana (Simdes et al.,
2003). Foi a partir dos colonizadores que o conhecimento e identificacdo das plantas
medicinais tiveram inicio, obtido, especialmente, pelo uso tradicional (ou
etnofarmacologia), e assim permitindo o planejamento de pesquisas de novos farmacos a
partir do conhecimento empirico ja existente (Yunes e Calixto, 2001; Jeyaprakas et al.,
2011).

Apesar da grande biodiversidade a disposi¢cdo, e do pouco conhecimento ainda
disponivel do ponto de vista botanico, quimico e farmacoldgico, se faz necessario um
incremento de investimentos na pesquisa para identificacdo e caracterizacdo de novas
drogas. Ac¢des sdo imprescindiveis para a legalizacdo das normas de uso e registro de
fitoterapicos, a fim de evitar o uso indiscriminado pela medicina popular, que vem
promovendo a reducdo drastica das populagdes naturais de algumas espécies (Viegas Jr et
al., 2006)
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1.1. Piper gaudichaudianum Kunth
1.1.1. Aspectos gerais

A familia Piperacea compreende aproximadamente trés mil espécies distribuidas
em oito géneros, dos quais se destacam 0s géneros Piper, Peperomia e Pothomorphe. Sdo
plantas de ampla distribuicdo geografica, ocorrendo na Argentina, no Paraguai e nas
regibes nordeste, sudeste e sul do Brasil. No Brasil, existem aproximadamente 460
espécies de cinco géneros, muitas delas extremamente comuns na Mata Atlantica, onde
ocorrem em abundancia e diversidade (Di Stiasi e Hiruma-Lima, 2002). Este grande
nimero de espécies caracteriza-se pelo uso medicinal popular e pela importancia
econbmica e comercial, devido a producédo de 6leos essenciais utilizados pela industria de
condimentos, industria farmacéutica e também pela industria de inseticidas (Silva e
Machado, 1999; Puhl et al., 2011).

As plantas desta familia caracterizam-se por apresentar espécies arbustivas, eretas
ou escandentes, arvoretas, ou plantas herbaceas epifiticas, terrestres ou suculentas com
caule nodoso, folhas pecioladas ou raramente sub-sésseis, e estipulas adnatas ao peciolo
ou ausentes (Albiero et al., 2005).

O género Piper é o mais estudado e conhecido do ponto de vista quimico, do qual
se destacam espécies como a pimenta, Piper nigrum, e espécies medicinais de ampla
utilizacdo, como a Piper betle, Piper longum, Piper angustifolium, Piper methysticum,
assim como outras de grande importancia em sistemas tradicionais de medicina, como a
chinesa e ayurvédica (Di Stiasi e Hiruma-Lima, 2002). Investigacdes fitoquimicas
realizadas com espécies do género Piper tém conduzido ao isolamento de varias classes de
compostos ativos, tais como: amidas, alcaldides, profenilfendis, lignanas, neolignanas,
terpenos, esterdides, chalconas, dihidrochalconas, flavonas e flavononas (Parmar et al.,
1997; Puhl et al., 2011).

Piper gaudichaudianum Kunth (Figura 1) é uma planta da familia Piperaceae,
gue se desenvolve abundantemente em toda a Mata Atlantica, sendo conhecida como
“pariparoba” no Sul do Brasil e “jaborandi ou iaborandi” nas outras partes do Brasil (Di
Stiasi, 1987; Péres et al., 2006a; Péres et al., 2009). E um arbusto de pequeno porte, com
folhas curto-pecioladas, membrandceas, um pouco A&speras, acuminadas no apice,

assimétricas na base, com inflorescéncia tipo espiga, levemente curvadas, chegando a
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alcancar 8 cm de comprimento (Di Stiasi e Hiruma-Lima, 2002). E encontrada em bordas

de florestas e em clareiras produzidas pela queda de arvores (Guimardes e Valente, 2001).

Figura 1. Arbusto caracteristico de P. gaudichaudianum. (Imagem do Laboratério
de Palinologia da ULBRA).

Trata-se de uma espécie amplamente coletada para comercializacdo como
adulteracdo do jaborandi verdadeiro, pois apresenta grande semelhanca morfolégica (Di
Stiasi e Hiruma-Lima, 2002). Floresce durante todo o ano e frutifica em janeiro, marco,
agosto e de outubro a dezembro (Bardelli et al., 2008). Seus frutos séo fonte de alimento
para morcegos que promovem uma ampla distribui¢do das suas sementes, associado com a
rusticidade da espécie, 0 que possibilita seu aproveitamento em projetos de restauracdo de
ambientes, e assim tornando-a uma das espécies mais encontradas na Mata Atlantica
(Teixeira, 2003).

Na regido da Mata Atléntica, tanto a infuséo das folhas, como as folhas frescas séo
utilizadas para aliviar a dor de dente, ao passo que as raizes frescas sdo mastigadas como

antiinflamatdrio e contra disturbios hepaticos (Di Stiasi e Hiruma-Lima, 2002).

1.1.2. Composi¢do quimica de extratos de Piper gaudichaudianum e atividades

farmacoldgicas relacionadas
1.1.2.1. Composic¢ao quimica

Os estudos referentes aos extratos fitoquimicos da P. gaudichaudianum tem
mostrado uma grande diversidade de metabolitos com marcantes atividades biologicas.

Neste contexto Rorig et al., (1991) identificaram a presenca de flavondides (tragos),
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triterpenos e alcaldides, falso-positivo para saponinas em ensaio de espumas, e negativo
para hemolise na pesquisa fitoquimica das folhas coletadas no Rio Grande do Sul
(Sapiranga-RS). No estudo realizado por Stipp (2000), que permitiu a caracterizacdo
qualitativa dos componentes presentes nas folhas coletadas em Sete Barras-SP, foram
encontrados 0s seguintes metabdlitos secundarios: catequinas, esterdides, flavonas,
flavonoides, saponinas, taninos catéquicos, triterpenos pentaciclicos e xantonas.

Nos ensaios de Moreira et al, (2001) foram isoladas folhas de P.
gaudichaudianum duas misturas diferentes: um extrato hexanico no qual encontraram
fitosterdides (B-sitosterol e estigmasterol) e um extrato metanolico onde foram
identificadas  chalconas  (2°,6"-dimetoxi-4"-hidroxichalcona e 27,6 -dimetoxi-4"-
hidroxidiidrochalcona). Teixeira (2003) nos seus experimentos identificou o0s
componentes volateis em doze amostras diferentes de frutos de P. gaudichaudianum,
sendo seis destas extraidas pelo método de aeracdo: frutos imaturos coletados pela manha
(majoritarios: 31% de B-cariofileno e 9,11% de sabineno), frutos imaturos coletados pela
tarde (majoritarios: 21,07% de sabineno e 20,87 de [-cariofileno), frutos imaturos
coletados pela noite (majoritarios: 21,44 de B-cariofileno e 16,24% de sabineno), frutos
maduros coletados pela manhd (majoritarios: 11,06% de sabineno e 8,69% de trans-
Hidrato do sabineno), frutos maduros coletados pela tarde (majoritarios: 12,75% de
sabineno e 12,62% de a-humuleno), e frutos maduros coletados pela noite (majoritarios:
3,83% de sabineno e 2,97% de aromadendreno). As outras seis amostras avaliadas foram
extraidas pelo método de hidrodestilagdo: frutos imaturos coletados pela manha
(majoritarios: 15,43% de p-cariofileno e 10,45% de a-humuleno), frutos imaturos
coletados pela tarde (majoritarios: 14,68% de fenchona e 13,91% de (E)-nerolidol), frutos
imaturos coletados pela noite (majoritarios: 17,26% de fenchona e 11,45% de (E)-
nerolidol), frutos maduros coletados pela manha majoritarios: 10,76% de B-cariofileno e
2,79% de a-humuleno), frutos maduros coletados pela tarde (majoritarios: 15,74% de B-
cariofileno e 10,67% de a-humuleno), e frutos maduros coletados pela noite (majoritarios:
10,80% de a-humuleno e 8,38% de linalol).

Dando continuidade nos seus experimentos Teixeira (2003) analisou 0s
constituintes ndo volateis, onde foram identificados cinco componentes: 5,7-diidroxi
flavanona  (pinocembrina),  2,2-dimetil-6-carboxicromeno-4-ona  2-(2’-hidroxi-5’-
metoxifenil)-N-(2’’-metilpropenil)-2-oxo-acetamida, (E)-4-(3’-decenil) fenol (gibbilimbol

B) e 2,2-dimetil-2H-1-benzopirano 6-carboxilato de metil. Sendo esta a primeira descri¢do
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da ocorréncia natural do composto 2-(2’-hidroxi-5’-metoxifenil)-N-(2°’-metilpropenil)-2-
oxo-acetamida. No isolamento de compostos presentes nas folhas de P. gaudichaudianum,
coletadas em Sao Paulo-SP foram identificados os compostos isolados 2 cromenos: acido
2-metil-2-(4’-metil-3’-pentenil)-8-(3’-metil-2’’-butenil)-2H-1-benzopiran-6-carboxilico
denominado de “acido gaudichaudianum” e o 2,2-dimetil-2H-1-benzopirano-6-carboxilato
de metila), 3 acidos benzdicos prenilados (acido 4-metdxi-3-(3°,7’-dimetilocta-2’-E-6’-
dienil) benzéico, acido 4-hidréxi-3-(3°,7’-dimetilocta-2’-E-6’-dienil) benzdico, 4-hidroxi-
3-(3’-metil-1’-0x0-2’-butenil) benzoato de metila denominado taboganato de metila e a
pinocembrina (Lago et al., 2004).

Péres em 2006 realizou um estudo da composicdo das folhas e inflorescéncias de
P. gaudichaudianum. Os componentes majoritarios identificados nas flores foram o a-
humuleno (23,05%), B-cariofileno (10,40%) ¢ o B-pineno (7,00%). Nas folhas foram
identificados o (E)-nerolidol (38,13%), a-humuleno (18,00%) e B-cariofileno (8,24%).
Posteriormente, foi quantificada uma série de compostos de dois extratos com polaridades
diferentes, o éter de petroleo e o etandlico. Os compostos identificados e quantificados nos
dois extratos foram o (E)-nerolidol, &cido palmitico, acido linoléico, acido 9,12,15-
octadecatriendico, fitol, &cido esteédrico, acido lignocérico, esqualeno, vitamina E,
estigmasterol e B-sitosterol (Péres et al,. 2006a; 2006b).

Dos galhos e folhas de P. gaudichaudianum foram isolados uma serie de
cromenos, entre eles estdo o &cido 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilico, 2,2-dimetil-2H-
cromeno-6-carboxilato de metila, 8-hidroxi-2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de
metila e 0 2,2-dimetil-8-(3"-metilbut-2"-enil)-2H-cromeno-6-carboxilato de metila, além

do acido gaudichaudianum, previamente descrito (Batista et al., 2008).

1.1.2.2. Atividades farmacoldgicas

O uso tradicional da P. gaudichaudianum €é fundamentalmente como
antiinflamatdrio e analgésico. Entretanto, estudos com o extrato aquoso para avaliacao de
atividade analgésica (1000 mg Kg™ de sélidos totais, via oral em camundongos), pelo
modelo de contor¢des abdominais induzidas por peroxido de benzoila, ndo revelaram um
efeito promissor. O extrato diminuiu a freqiiéncia das contor¢Ges em alguns dos intervalos
testados, entretanto, ndo ficou definido qual o periodo critico para a caracterizagdo da

melhor atividade analgésica. Além disso, os efeitos observados foram de curta duragéo,
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sendo que ndo houve atividade analgésica detectada no teste de imersdo de cauda (Di
Stiasi, 1987).

Ainda no sentido de verificar o efeito analgésico foi testado um extrato
hidrometandlico (70%). No modelo de contor¢cBes abdominais induzidas pelo &cido
acético 0,8% (i.p. — 10ml Kg™?) o extrato foi ativo (1000 mg Kg™, via oral), entretanto,
apresentou-se inativo no modelo de imersdo da cauda em &gua aquecida & 50 + 1 °C. O
extrato diminuiu o nimero de contor¢des abdominais em 23, 20 e 22%, respectivamente
ao tempo de 30, 60 e 90 minutos ap6s administracdo. Dessa forma, pode-se dizer que o
extrato hidrometanolico das folhas de P. gaudichaudianum possui atividade analgésica
comparavel ao uso de analgésicos antiinflamatdrios ndo-esteroidais. Neste mesmo estudo,
0 extrato apresentou-se inativo na avaliacdo da atividade antiulcerogénica, utilizando
modelo de inducéo de Ulcera por etanol absoluto e por indometacina. A toxicidade aguda e
o0 célculo da DLsp, do referido extrato ndo puderam ser determinadas, ja que ndo ocorreu
nenhuma morte entre os animais tratados. Observou-se que o extrato reduziu a atividade
motora (dose 1620 mg Kg™, via oral) 1 hora apds o tratamento. Com a administragdo de
2916 e 5249 mg Kg™ (via oral), a reducdo da atividade foi intensificada persistindo até a
terceira hora de observacdo. Verificou-se uma sedago evidente na dose de 5249 mg Kg™
(via oral) aos 30 minutos, persistindo até a terceira hora (Stipp, 2000).

A atividade antiinflamatdria dos extratos hexanico e metandlico das folhas de P.
gaudichaudianum (100 mg Kg™ — via oral) foi demonstrada, pelo teste de inibicdo do
corante azul de Evans (1%), para a cavidade peritoneal. Neste estudo, foi feito o
isolamento da porg¢do ativa do extrato hexanico, constituida dos fitosterdis estigmasterol e
B-sitosterol, e da por¢do ativa do extrato metandlico decorrente de chalconas (Moreira et
al., 2001). Péres (2006) demonstrou atividade antiinflamat6ria de um extrato etandlico a
70% das partes aéreas de P. gaudichaudianum, utilizando o modelo de edema de pata
induzido por carragenina (350 mg Kg*, i.p.). O extrato hidroalcodlico apresentou uma
inibicdo da inflamacéo de 72% na terceira hora ap6s administracdo da carragenina.

Em uma analise dos extratos das folhas de P. gaudichaudianum Pulh et al., (2011)
testaram a atividade antimicrobiana do extrato bruto, o qual apresentou uma boa atividade
contra Bacillus subtilis e Candida tropicalis (concentragéo inibitéria minima (CIM)=62,5
ng ml™), uma atividade moderada contra Staphylococcus aureus (CIM=250 pg ml™), e
uma atividade fraca contra Trichophyton rubrum (CIM=1.000 pg ml™). A fracdo hexanica

mostrou boa atividade contra C. tropicalis (CIM=62,5ug ml™) e atividade moderada
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contra T. rubrum (CIM=500ug ml™). A fracdo diclorometano-acetato de etila (95:5)
mostrou boa atividade contra B. subtilis (CIM=15,6 pg ml™), S. aureus (CIM=62,5 ug ml’
) e C. tropicalis (CIM=62,5 pg ml™), mas atividade moderada contra T. rubrum
(CIM=250 pg ml™). A fragdo diclorometano-acetato de etila (50:50) mostrou boa
atividade contra B. subtilis (CIM=31,2 pg ml™), atividade moderada contra S. aureus
(CIM=125 pg ml™), C. tropicalis (CIM=250 pg ml™) e T. rubrum (CIM=500 ug ml™). A
fracdo acetato de etila mostrou atividade moderada contra C. tropicalis (CIM=500 pug ml
1)_

Desta forma, pode-se afirmar que, de um modo geral, os extratos de P.

gaudichaudianum apresentam atividade analgésica, antiinflamatoria e antimicrobiana.

1.1.3. Oleo essencial de Piper gaudichaudianum
1.1.3.1. Oleos essenciais: uma visao geral

Os oleos essenciais sdo produtos naturais, obtidos a partir do metabolismo
secundario das plantas. S8o compostos complexos, com baixo peso molecular,
caracterizam-se por apresentar odor forte, por serem volateis e sdo usualmente designados
como compostos aromaticos. S&o obtidos de diferentes partes da planta, como flores,
brotos, galhos, folhas, sementes e frutos, geralmente extraidos das partes da planta pelo
método de destilagdio por arraste com vapor d’dgua, também conhecida por
hidrodestilagdo. S&o também chamados de 6leos volateis, etéreos ou esséncias (Bakkali et
al., 2008; Noorizadeh et al., 2011).

A composicdo do 6leo essencial de uma planta é determinada geneticamente,
sendo geralmente especifica para um determinado 6rgdo e caracteristica para o seu estagio
de desenvolvimento, mas as condi¢cGes ambientais sdo capazes de provocar variagfes
significativas (Simdes et al., 2003; Prins, et al., 2010). A insolacdo, a relagcdo temperatura,
umidade do ar e o tipo de solo, especialmente no que diz respeito a disponibilidade de
agua pelas plantas, sdo fatores edafoclimaticos que mais afetam a producgdo dos Oleos
essenciais (Da Cunha et al., 2005). Na grande maioria, sdo constituidos de substancias
terpénicas (monoterpenos e sesquiterpenos), e freqientemente de fenilpropanoides,
acrescidos de moléculas menores, como alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas de cadeia curta

(Angnes, 2005). A época de colheita, o horario e 0 modo de secagem do material vegetal
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também podem ter influéncia sobre a composi¢do e teor em 6leo volétil (Silva et al.,
2003).

Na natureza, os Oleos essenciais desempenham um papel importante na
protecdo das plantascomo agentes antibacterianos, antivirais, antiflngicos,
inseticidas e também contra herbivoros, reduzindo seu apetite por essas plantas. Eles
também podem atrair alguns insetos para favorecer a dispersédo de pdlen e sementes, ou
repelir outros indesejaveis (Bakkali et al., 2008; Noorizade et al., 2011).

Os Oleos essenciais ja fazem parte do nosso cotidiano ha muitos anos,
principalmente nas inddstrias alimenticia, agrondmica, sanitaria, cosmeticas, de perfumes
e nas industrias farmacéuticas, como substancias com atividade carminativa,
antimicrobiana, inseticida, analgésica e antiinflamatdria, entre outras (Prins et al., 2010;
Noorizade et al., 2011).

1.1.3.2. Caracteristicas fitoquimicas do 6leo essencial de P. gaudichaudianum

Sendo o oleo essencial das folhas nosso objeto de estudo, verificamos que as
andlises da composicdo fitoquimica do 6leo essencial de P. gaudichaudianum descrevem
0s terpenos como principais componentes. Rorig et al., (1991) identificou por
Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massa (GC/MS), com rendimento de 0,30%,
como principais constituintes do 6leo essencial das folhas de P. gaudichaudianum, os
compostos d-Limoneno, citral A, citral B, geraniol, linalol B-cariofileno e para-cimeno.
Em outro estudo com o 6leo essencial das folhas coletadas na mesma regido da amostra do
trabalho anterior, apresentando o mesmo rendimento, foi determinada a presenca de 12%
de monoterpenos, sendo os principais o B-pineno e o linalol, e 85% de sesquiterpenos,
especialmente o a-humuleno (37,5%) e o B-cariofileno (17,45 %) (Poser et al., 1994).

Andrade et al., (1998) analisaram duas amostras do 6leo essencial de partes aéreas
de P. gaudichaudianum. A primeira (A) amostra obteve rendimento de 0,8% e a segunda
amostra (B) rendimento de 0,6% na producdo de dleo essencial. Os constituintes
majoritarios em ambas as amostras foram (-cariofileno (A:12,1%; B:19,3%), a-humuleno
(A:13,3%; B:29,2%), B-selineno (A:15,7%; B:3,7%) e a-selineno (A:16,6%; B:8,9%).
Destacou-se a presenga do benzoato de benzila na amostra B, Unico representante da

classe dos arilpropandides presente no 6éleo essencial.
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De Morais et al., (2007) realizaram uma pesquisa de Gleos essenciais de algumas
plantas do género Piper com potencial larvicida contra o mosquito Aedes aegypti. Nesse
trabalho, extrairam e analisaram o 6leo essencial das folhas de P. gaudichaudianum, onde
os componentes majoritarios foram viridiflorol (27,50%), aromadendreno (15,55%), B-
selineno (10,50%) e selin-11-em-alfa-ol (8,48%).

Nos estudos com o 6leo essencial das folhas, utilizando cromatografia gasosa com
deteccdo por ionizacdo em chama (GC-FID) e GC/MS, identificou-se 87,6% de
sesquiterpenos, sendo os principais (E)-nerolidol (22,4%), a-humuleno (16,5%), (E)-

cariofileno (8,9%) e biciclogermacreno (7,4%) (Péres et al., 2009).

1.1.3.3. Atividades farmacologicas do 6leo essencial de P. gaudichaudianum

O oleo essencial das folhas P. gaudichaudianum é tradicionalmente utilizado para
aliviar a dor de dentes. Entre as atividades biol6gicas descritas para o 6leo inclui-se a
atividade larvicida contra Aedes aegypti (ICso = 121 pg mL™) (De Morais et al., 2007).
Neste estudo, a atividade foi considerada baixa em relacdo aos outros déleos essenciais
testados, ricos em fenilpropandides. Também foi demonstrado que o 6leo essencial
apresenta uma alta atividade antifungica contra Cryptococcus neoformans (CIM) = 62.5
mg mL™) e Candida krusei (CIM = 31.25 mg mL™) (Morandim-Giannett et al., 2010).

Nos estudos de Péres et al., (2009) investigou-se o efeito toxico, mutagénico e
genotoxico do 6leo essencial utilizando células de fibroblasto de pulméao de hamster
chinés (células V79). Os tratamentos das células foram realizados com o 6leo essencial
nas concentracdes de 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 e 10.0 pg mL™, e através do ensaio
colorimétrico com MTT (sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo  de
tetrazolium), de exclusdo com azul de Trypan (TB) e sobrevivéncia clonogénica, verificou
que o 6leo essencial induziu citotoxicidade dose dependente (ICso = 4.0 pg mL™). Houve
inducdo de danos no DNA pelo ensaio cometa alcalino (analisa quebras de cadeia simples,
cadeia dupla do DNA e sitios &lcali-labeis), a partir da dose de, 2.0 pg mL™. Ao contrario,
no cometa neutro (analisa somente quebras duplas no DNA) nédo houve inducdo de danos.
No teste de micronucleo foi verificada inducéo significativa de danos no DNA a partir da
concentracéo de 4.0 pg mL™. Na avaliacdo da peroxidacéo lipidica pelo ensaio do é&cido
tiobarbitirico (TBA) detectou-se um aumento da formacgdo de espécies reativas de

oxigénio a partir da concentracéo de 2.0 ug mL™,
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A partir dos dados obtidos na literatura, as principais atividades descritas para o
Oleo essencial das folhas P. gaudichaudianum compreendem: atividade larvicida
moderada, antifungica, citotoxica em células V79, inducdo de danos na cadeia simples do

DNA e um efeito pro-oxidante.

1.2. Nerolidol componete majoritario do 6leo essencial de P. gaudichaudianum

O nerolidol (Figura 2) é o principal componente do 6leo essencial utilizado neste
estudo, extraido a partir das folhas da P. gaudichaudianum (Péres et al., 2006 e 2009). E
um sesquiterpeno natural, encontrado nos leos essenciais de muitos tipos de plantas. Foi
aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) como agente aromatizante de
alimentos, e tem um amplo uso na inddstria de cosméticos, sendo um componente
importante na fixacdo de aromas, podendo ser encontrado nas fragrancias de perfumes,
sabonetes, xampus e artigos de higiene, bem como em produtos ndo cosméticos, como
produtos de limpeza e detergentes. O nerolidol, atualmente, vem sendo utilizado em testes
de penetracdo da pele como um potenciador transdérmico de medicamentos (Lapczynski
et al., 2008).

HO

Figura 2. Estrutura quimica (E)-Nerolidol (Lapczynski et al., 2008).

Brehm-Stecher e Johnson, em 2003, verificaram a atividade inibitoria do nerolidol
para Staphylococcus aureus e Escherichia coli por meio de ensaios de difusdo em disco, e
confirmaram que o nerolidol € um bom potenciador de permeabilidade bacteriana para
antimicrobianos. Lee et al., (2007) estudaram a atividade antifungica do nerolidol em
porcos infectados com Microsporum gypseum e analisaram por CIM a lesdo de
pele, cultura de cabelo e exame histopatoldgico dos tecidos. Com base nos CIMs o
nerolidol foi clinicamente eficaz nas melhoras das lesdes. Também foi confirmado através

de ensaios in vitro que na dose de 100 pug ml™ o nerolidol inibe em 100% o crescimento
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do trofozoito esquizonte, sendo considerado um componente promissor contra o parasita
da malaria Plasmodium falciparum (Lopes et al., 1999).

Arruda et al., (2005) testaram o efeito antileishmania do nerolidol in vitro para o
tratamento da forma promastigota da Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis, e
Leishmania chagasi, e da forma amastigota da Leishmania amazonensis. Os resultados
mostraram que o nerolidol nas concentracdes de 67, 74, 75 e 85 UM apresentou atividade
inibitéria de 50%, tanto na forma promastigota como na amastigota, e nos tratamentos
com macréfagos infestados com L. amazonensis o nerolidol apresentou uma reducéo na
infeccdo de 95% na dose de 100 uM. Nos estudos de Klopell et al., (2007) verificaram a
atividade antiulcerogénica do nerolidol em ratos, através da inducdo de lesdes gastricas
agudas por etanol, indometacina e por estresse. Apos a indugdo das lesbes gastricas, 0s
ratos foram tratados com nerolidol em doses de 50, 250 e 500 mg Kg™, e foi observado
que o nerolidol apresentou atividade antiulcerogénica significativa nas 3 doses, tanto nas
Ulceras induzidas por indometacina quanto na por estresse, e nas lesdes induzidas por
etanol foi significativo as doses de 250 e 500 mg Kg™.

A citotoxicidade do nerolidol no parasita unicelular Trypanossoma brucei,
causador da doenca do sono ou tripanossomiase africana, foi demonstrada in vitro na dose
de 1,6 pg ml™ (Hoet et al., 2006). Este composto também apresentou excelente atividade
antiinflamatéria nos estudos realizados pela determinacdo do &xido nitrico e das
prostaglandinas E2 em macro6fagos (RAW 264.7) (Tung et al., 2008).

S0 poucos os estudos disponiveis na literatura com relacdo aos efeitos do
nerolidol sobre a estabilidade genémica. O potencial genotdxico do nerolidol foi avaliado
nas concentracdes de 250, 500 e 2000 mg kg™, pela inducdo de dano no DNA utilizando o
ensaio cometa em sangue periférico em células de figado de ratos e através do ensaio de
micronucleos em eritrocitos de medula 6ssea de ratos. Os resultados do ensaio cometa
mostraram que o nerolidol ndo induziu dano no DNA, tanto em sangue periférico em
células de figado, quanto eritrocitos de medula 6ssea, mas apresentou um aumento
significativo de microntcleos nas doses de 500 e 2000 mg kg™ (Piculo et al., 2010). Nos
ensaios de atividade mutagénica pelo teste Salmonella/microssoma (Teste de Ames,
utilizando as linhagens TA98 e TA100), o nerolidol ndo foi mutagénico nas concentracoes
testadas de 14, 28, 56, 111 e 222 ug/placa (Gongalves et al., 2011).

Com base nos dados disponiveis na literatura e ralatados acima, pode-se concluir

que o nerolidol apresenta atividade de potenciador de permeabilidade bacteriana para



29

antimicrobianos, atividade antiflngica, antileishmania, antiulcerogénica, antiinflamatéria e

antiparasitaria.

2. Vias de Reparo de DNA

Durante a evolucdo, os organismos tém sido expostos a varios estresses
provenientes do metabolismo celular e do meio ambiente. Entre os principias agentes
enddgenos pode-se citar os radicais livres, derivados do metabolismo do oxigénio, que séo
capazes de oxidar bases, gerar sitios apurinicos/apirimidicos e quebras de DNA (Kupiec et
al., 2004). Além desses, 0s agentes exdgenos sdo grandes indutores de danos do DNA,
entre eles a radiacdo ionizante, que gera quebras duplas no DNA e diversos agentes
quimicos, como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (presentes na fumaca do cigarro)
e as lesbes formadas por ligacGes cruzadas (crosslinks) induzidas por agentes
quimioterapicos. Para eliminar esses danos induzidos no DNA e garantir a sobrevivéncia
da espécie, as células de cada organismo precisaram se capacitar de sistemas de reparacao
bastante eficazes (Hoeijmakers, 2001; Prasad et al., 2011; Pankaj et al., 2011).

Os danos no DNA, quando nédo reparados, podem desencadear graves problemas
como morte celular em organismos unicelulares e canceres em organismos multicelulares.
Vérias doencas humanas estdo relacionas com a nao reparacao do dano ao DNA, entre elas
pode-se citar: Anemia de Fanconi, Sindrome de Bloom, Sindrome de Werner, cancer de
célon ndo poliposo hereditario, Xeroderma pigmentosum (XP), entre outras. Devido a
grande diversidade de lesGes existentes, diferentes sistemas enzimaticos e geneticamente
controlados deram origem aos sistemas de reparo de DNA, que pode ser classificado em:
reparo por excisao de bases (BER), reparo por excisdo de nucleotideos (NER),
recombinacdo homologa (HR) e ndo-homologa (NHEJ), reparo pés-replicativo (PRR) e
sintese translesdo (TLS) (Jeppesen et al., 2011; Reed, 2011).

2.1. Reparo por excisdo de bases (BER)

O reparo por excisdo de bases é um processo de reparacdo multienzimatico, que é
requisitado quando uma unica base do DNA é modificada. E ativado quando ha um dano
gerado por agentes alquilantes, radiagOes ionizantes, metabolismo normal oxidativo da
célula e quando uma base errdnea é incorporada durante replicagdo e reparo (Boiteux e
Guillet, 2004; Almeida e Sobol, 2007; Prasad et al., 2011).
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No BER as bases modificadas séo reconhecidas e excisadas por uma enzima DNA
glicosilase especifica, a qual origina um sitio apurinico/apirimidinico (sitios AP). Estes
sitios AP sdo processados por uma AP-endonuclease, levando a interrupcbes de cadeia
simples, que séo entdo preenchidas por uma DNA polimerase, em uma via curta (short
patch BER), preenchendo um trecho de apenas um nucleotideo, ou uma via longa (long
patch BER), que substitui de 2 a 13 nucleotideos. A escolha de uma das vias é geralmente
determinada pela natureza da DNA glicosilase e do sitio AP resultante, mas também pode
depender do momento do ciclo celular e da localizagdo sub-nuclear do processo. Por fim,
as extremidades da fita de DNA sdo seladas pela DNA ligase (Figura 3) (Boiteaux e
Guiller, 2004; Almeida e Sobol, 2007; Wilson 11l et al., 2011).
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Clivagem na exfremidade 5 5 Sitio AP 3 Clivagem na extremidade 3°
AP endomclease ‘ AP fiase
Apnl, Apn2 Ntgl, Ntg2 ou Oggl
TEEEEE G ETIITIEN
5'—?—?—?- '—9—9—9—3' 5'—?—?—?—l -?—?—?—3‘
Polimerizacio .
DNA polimerase & Excisdo da extremidade 3'dRP Abfrtu.m ‘dﬂ fita dupla
3 fosfodiesterase Apnl ou Apn2 DNA helicase
B‘WBI SIW‘BI 3'—6—6—6—6—6—6—6—5'
_LLLL?S;; 290 9989, N 299,
Excisdo da extremidade 5'dRP Polimerizacdo /
1 - i : S Eliminacéo da extremidade 3'dRP
DNA endomuelease Rad27 DNA polimeras ¢
enconuciease Ra i Lt i il:lap endonuclease Radl-Rad10
ETIFTFEEEN
3 Y YT ELEN T EETTEN
2 POORRY,
;2999998 3 .9 299,
Ligacéo Ligaca DNA polmerase € on §
_E gagio
DNA ligase Cde9 DNA ligase Cdc9
EIEEITEN
5'—?—?—?—?—?—?—?—3'

Figura 3. Representacédo da reparacdo por excisdo de bases em Saccharomyces cerevisiae.
Em linhagens selvagens, a reparacdo por BER ocorre preferencialmente via AP
endonuclease (Apnl), DNA polimerase (Pole), 5'-flap endonuclease (Rad27) e uma DNA
ligase (Cdc9) (Parte esquerda). Uma fracdo menor de sitios AP € clivada por AP liases
(Ntgl, Ntg2 ou Oggl), seguida pela Apnl ou Apn2. Uma forma alternativa ¢ a clivagem
por Rad1-Rad10 endonuclease (Parte Direita) (Adaptado de Boiteux e Guillet, 2004).
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Diferentes proteinas sdo necessarias, para 0 BER, tais como Ntgl e Ntg2, que tem
funcdo de DNA-glicosilase/AP-liase, clivando a ligacédo glicosidica entre a base danificada
e 0 acucar podendo apresentar atividade de liase. Apnl que é uma AP-endonuclease, que
age hidrolisando a ligagdo fosfodiester na extremidade 5’da lesdo, atuando principalmente
sobre sitios AP, com atividade de fosfodiesterase sobre 3’ fosfato ¢ 3’ fosfoglicolato
(Boiteux e Guillet, 2004 Wilson Il et al., 2011).

Os sitios AP gerados durante o processo de BER podem ser reparados pelo NER,
tolerados pelo sistema de TLS ou HR, ou se ndo houver reparo, a célula pode ter sua

maquinaria de replicacdo bloqueada, resultando em morte celular (Hegde et al., 2010).

2.2. Reparo por excisdo de nucleotideos (NER)

O NER ¢ a via de reparacdo de DNA mais versétil e flexivel. E a Unica via
adaptada para remover uma grande variedade de lesbes que levam a distor¢Ges estruturais
na cadeia do DNA (Guzder et al., 1995 ), como danos induzidos pela luz UV (dimeros de
pirimidina ciclobutano - CPD e 6-4- pirimidina pirimidona - 6-4PP), pontes intra e inter-
cadeia, que distorcem a dupla hélice de DNA e interferem no pareamento de bases, no
bloqueio da replicacdo e transcri¢do (Prakash e Prakash, 2000). O sistema geral do NER €
bastante conservado desde bactérias até humanos (Costa et al., 2003; Bohane et al., 2011;
Fagbemi et al., 2011).

O processo do NER em eucariotos envolve uma série de reacGes enzimaticas
necessarias para remover as lesdes no DNA. Inicialmente ocorre o reconhecimento da
lesdo, sequido pela ligacdo de diversas proteinas ao local de dano no DNA fazendo duas
incisdes na fita simples (3' e 5' ao dano) e, por fim, acontece a remoc¢édo do fragmento de
oligonucleotideos (24 a 32 nucleotideos contendo o dano). Em seguida, a lacuna é
preenchida pela acdo das DNA polimerases, e por fim, a reparacdo do dano é completada
pela acdo da DNA ligase, restaurando assim a fita de DNA (Prakash e Prakash, 2000;
Friedberg et al., 2006; Costa et al., 2003; Rouillon et al., 2010).

O NER esta dividido em duas sub-vias de reparacdo, o reparo do genoma global
(GGR), o qual é independente da transcricdo, e o reparo acoplado a transcri¢do (TCR), que
é dependente da agdo da RNA polimerase Il (RNApol Il). O GGR-NER depende da

distor¢do acentuada da dupla hélice causada pela lesdo e pela estrutura da cromatina,
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iniciada pelo reconhecimento da lesdo pelo complexo proteico, que em mamiferos é feito
pela XPC/HHR23B. No TCR-NER, o reconhecimento da lesdo resulta do bloqueio da
RNA polimerase, que em seguida leva a montagem de um complexo no sitio da leséo,
envolvendo as proteinas CSA, CSB e/ou TFIIS. Feito o reconhecimento da lesdo é
acionado o restante da maquinaria do NER, que promove a excisdo da leséo,
preenchimento da fenda pela polimerase, seguida de um passo final de ligacédo (Figura 3)
(Costa et al., 2003; Hanawalt e Spivak, 2008; Rouillon et al., 2010; Reed, 2011).

Estudos realizados com a levedura Saccharomyces cerevisiae tem contribuido para
o entendimento do mecanismo do NER, bem como as funcfes das diversas proteinas
envolvidas nesse sistema. Em S. cerevisiae, existem diferentes genes que codificam
proteinas essenciais para o reconhecimento da lesdo e incisdo no DNA, tais como Radl,
Rad2, Rad3, Rad4, Rad10 e Rad14. Em nossos estudos utilizamos mutantes nas proteinas
Radl (homologa da proteina XPF (ERCC4) de mamiferos) e Rad10 (homologa da
proteina ERCC1 de mamiferos). O complexo Radl-Rad1l0 tem funcdo de nuclease,
clivando o DNA na extremidade 5’da lesdo, que estdo envolvidas no reparo de lesbes
induzidas pela luz UVC, e sdo fundamentais na recombinacdo mitdtica e no reparo de
quebras duplas no DNA (Sweder e Hanawalt, 1992; Prakash e Prakash, 2000; Friedberg et
al., 2006; Fagbemi et al., 2011).
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Figura 4. Reparacdo por excisdo de nucleotideos em células de mamiferos. O
reconhecimento do dano é diferente para GGR e TCR, porém o processamento da lesdo

requer as mesmas proteinas. Adapatado de Hanawalt e Spivak (2008).

Em humanos, as deficiéncias no NER originam doencas hereditarias como o
Xeroderma pigmentosum (XP), a Sindrome de Cockayne (CS) e a Tricotiodistrofia.
Pacientes que sofrem de uma dessas doencas autossomicas recessivas sao sensiveis a luz

solar, e consequentemente tem predisposicdo ao cancer (Nardo et al., 2009).

2.3. Reparo por recombinacdo homologa (HR)

A recombinagdo homdloga € um dos mecanismos usados para reparagdo de
quebras duplas do DNA (DSB), que é requerida para manutencdo dos teldmeros, e
conseqiientemente, para a proliferacdo na auséncia de telomerase. A HR tem um papel

fundamental na manutencdo da estabilidade genémica de organismos eucariotos e
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procariotos, pois a incapacidade de reparar as DSB pode levar a processos carcinogénicos,
através da ativacdo de oncogenes, ativacdo de supressores tumorais ou perda da
heterogosidade (Aylon e Kupiec, 2004; Krogh e Symington, 2004; Li e Heyer , 2008).

O reparo por HR é um processo livre de erro, no qual € utilizada a fita homologa
intacta de DNA (cromatide-irma ou cromossomo homdélogo), como molde para
reconstituir a cadeia danificada. A eficiéncia da HR depende da acessibilidade a seqliéncia
de DNA homologa, atuando principalmente nas fases S e G2 do ciclo celular, quando as
cromatides-irmas estdo disponiveis. Em Saccharomyces cerevisiae 0s genes centrais
envolvidos no reparo constituem a via RAD52 de epistasia, na qual estdo incluidas as
proteinas Rad50, Rad51, Rad52, Rad54, Rdh54/tidi, Rad55, Rad57, Rad59, Mrell e Xrs2
(Krogh e Symington, 2004; Mladenov e lliakis, 2011).

A recombinacdo homologa € iniciada pela remocdo das extremidades 5" nas DSBs pelo
complexo MRX(N) (Mrell/Rad50/Xrs2 em  Saccharomyces cerevisiae e
Mrell/Rad50/Nbsl em mamiferos). Em seguida, ocorre a ligacao de diversas unidades da
proteina RPA (replication protein A), que realiza a retirada de estruturas secundarias da
cauda de DNA de fita simples. Apoés, a proteina Rad52 liga-se as duas outras terminac6es
3’ das cadeias opostas situadas a cada lado da cadeia dupla, para proteger contra a digestao
por endonucleases celulares. Em seguida, a proteina Rad51 juntamente com a proteina
Rad54, aproxima a dupla fita contendo a lesdo a uma dupla fita intacta (cromatide irméa ou
de um cromossomo homologo) formando um heteroduplex. As cadeias servem de molde
para a sintese de reparo por uma DNA polimerase. Finalizando, as duas cadeias se
separam (resolucdo das juncdes de Holliday) e a ligacdo das terminacGes das cadeias
reparadas € garantida pela DNA ligase sem perda de informacéo genética (Figura 5) (Saffi
e Henriques, 2003; Krogh e Symington, 2004; Aylon e Kupiec, 2004).
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Figura 5. Diagrama do reparo pela recombinacdo homdloga. Apds a resseccdo das
extremidades pelo complexo MRX, ocorre a formagdo do nucleofilamento de proteina
Rad51 e busca pela sequéncia homologa na cadeia molde. O processo € seguido pela
sintese da nova cadeia, ligacdo das extremidades e resolucdo das juncdes de Holiday
(modificado de Aylon e Kupiec, 2004).

2.4. Reparo por recombinacdo ndo-homéloga (NHEJ)

A reparacao por recombinacdo ndo-homologa foi inicialmente descrita em células
de mamiferos como a principal via de reparo de DSBs. Ao contrario da recombinagao
homologa, esse sistema ndo necessita da homologia entre duas cadeias de DNA e nédo
utiliza, ou muito pouco, os pares de base homologos entre as extremidades quebradas de
DNA. Entretanto, é considerada uma via de reparagdo sujeita a erro, pelo fato de poder
ocasionar pequenas insercdes ou delecdes (Pastwa e Blasiak, 2003; Mladenov e lliakis,
2011).

O reconhecimento das DSB pelo NHEJ € realizado da mesma forma que na HR, o

complexo MRX(N) é quem faz o reconhecimento da DSB. Apds a sinaliza¢do do dano no
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DNA o processo de NHEJ é iniciado pela ligacdo de dois heterodimeros formados pelas
proteinas Ku70/Ku80 a ambas as extremidades quebradas do DNA, possivelmente
protegendo as extremidades da degradacdo e sinalizando o dano para as demais proteinas
da via. Em seguida, as extremidades da cadeia quebrada se complexam com as
subunidades cataliticas da proteina cinase dependente de DNA (DNA-PKGcs).
Posteriormente, a lacuna € preenchida por uma DNA polimerase e ap6s o alinhamento das
cadeias, essas sdo religadas pela DNA ligase IV, em presenca da proteina Xrcc4 (Figura 6)
(Pastwa e Blasiak, 2003; Saffi e Henriques, 2003; Pardo et al., 2009; Lieber, 2010;
Mladenov e lliakis, 2011).

A reparacdo de DSB por recombinacdo ndo homologa em levedura parece
acontecer na fase G1 do ciclo celular, quando ndo ha cromossomos homologos que
propiciem a recombinacdo homdloga. Além disso, NHEJ e HR parecem possuir papéis
que se sobrepdem durante o reparo de DSB na fase S do ciclo celular (Pastwa e Blasiak,
2003).

DSB Rad50/Mre11/Xrs2

Figura 6. Modelo para recombinacdo ndo homologa. A DSB é reconhecida, as
extremidades de DNA s&o processadas e posteriormente religadas (adaptado de Pastwa e
Blasiak, 2003).
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2.5. Reparo pos-replicativo (PRR)

Como visto nos itens anteriores, uma variedade de processos existem para que as
células reparem o dano no DNA a fim de garantir que a fidelidade do genoma seja
mantida. No entanto, se a lesdo for deixada sem reparo ou a maquinaria de replicacdo
estiver bloqueada, ocorrera uma parada no ciclo celular podendo levar, em Gltima analise,
a morte celular. Por este motivo, mecanismos que permitem o desvio (bypass) de lesbes e
a conclusdo da replicacdo, sem a real remogdo dos danos, sdo essenciais para a
sobrevivéncia das células. Estes mecanismos sdo coletivamente chamados de processos de
tolerdncia a danos ou reparacdo pos-replicativa (post-replication repair — PRR) (Ting et
al., 2010)

A PRR compreende tanto processos livres de erro, quanto sujeito a erro. A via
sujeita a erro envolve a sintese translesdo (TLS), na qual a DNA polimerase replicativa é
substituida por uma DNA polimerase com fidelidade reduzida. Até recentemente, havia
pouca informacdo sobre como ocorreria esta canalizacdo e como seria escolhida uma via
em detrimento da outra. No entanto, nos ultimos anos tem sido mostrado que a proteina
PCNA (proliferating cell nuclear antigen - antigeno nuclear de proliferagdo celular), o
fator de processividade de DNA polimerases, envolvido em sintese e reparagdo de DNA
tem papel fundamental na determinacdo das conseqiiéncias do encontro do dano pela
forquilha de replicacdo (Putnam et al., 2010; Ting et al., 2010)

Em S. cerevisiae, a via PRR canaliza as lesdes para diferentes vias de desvio do
dano, onde atuam proteinas do grupo de epistasia Rad6. A proteina Rad6 é uma
ubiquitina-conjugante, que em conjunto com Radl18, mono-ubiquitina a lisina 164 da
PCNA (Inagaki et al., 2009; Ting et al., 2010).

2.6. Reparo por sintese de translesdo (TLS)

A maioria das lesdes no DNA blogueia a progressdo de enzimas que replicam o
DNA. As lesdes no DNA podem ser letais e normalmente sdo reparadas por NER ou BER,
mas quando essas vias de repara¢do ndo conseguem reparar a lesdo, a célula, como forma
de evitar a morte celular, nestes casos, contém vias de reparo de DNA de tolerancia ao
dano, que atuam reiniciando a replicagcdo na presenca do dano, sem remover a lesdo
(Friedberg, 2005)
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A TLS é uma via de reparacdo de tolerancia, pos-replicativa e mutagénica. E um
processo no qual o dano nao é efetivamente reparado, mas ocorre um desvio (bypass) das
lesGes, permitindo a concluséo da replicacdo. No reparo por TLS as DNA polimerases tem
um papel fundamental, na qual uma DNA polimerase mais tolerante as alteraces da
estrutura molde que as normais, insere um nucleotideo no lado oposto a base lesada e
prolonga a cadeia. No entanto, este nucleotideo que € adicionado, pode ser correspondente
ao original ou ndo, desta forma, pode introduzir mutacbes como substituicdo de bases,
insercdo ou delegdo no DNA que esta sendo reparado (Figura 7) (Prakash et al, 2005;
Lehmann et al., 2005).

Os mecanismos da TLS podem ser divididos em duas categorias: livre de erro e o
que comete erros. O livre de erro incorpora predominantemente o nucleotideo correto no
lado oposto ao dano, enquanto o que comete erros adiciona um nucleotideo errado,
gerando assim mutacfes. Em S. cerevisiae, a TLS depende do produto dos genes do grupo
epistatico de Rad6: Revl, Rev3, Rev7 e Rad30. A proteina Rev3 compreende a
subunidade catalitica da DNA polimerase zeta ({), associada & proteina Rev7, outra
subunidade desta enzima, sendo capazes de ultrapassar varios tipos de lesdes, incluindo
dimeros de pirimidina e sitios AP. RAD30 codifica a DNA polimerase eta (1), que é capaz
de reparar danos gerados por UV via TLS livre de erros, além da alta fidelidade na
reparacao de lesBes como pontes intra-cadeia G-G causadas por cisplatina, danos gerados
por acetilaminofluoreno, 8-deoxiguanosina e dimeros de timina. A DNA polimerase 1 ¢é
sujeita a erro quando repara O°-metilguanosina por TLS (Goodman, 2002; Prakash et al.,
2005; Lehmann et al., 2005; Bichara et al., 2011).
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Figura 7. Modelo de reparo por sintese de translesdo. (1) A replicacdo esta parada devido

a uma lesdo, na qual a polimerase replicativa pold, que é responsavel pela replicacdo do
DNA genbmico, ndo foi capaz de ultrapassar a lesdo. Como consequéncia, ha o
recrutamento do complexo Rad6-Rad18. (2) Ocorre a ubiquitinacdo da PCNA, que
dissocia as polimerases de replicacdo e recruta polimerases que sdo capazes de ultrapassar
lesdes (no exemplo a poln). (3) E inserido um nucleotideo no filamento oposto ao que
contém a lesdo, e a poln realiza a extensdo (4) Apos ultrapassar a lesdo, o complexo ¢
dissociado e as polimerases de replicacdo sdo re-associadas, dando continuidade a sintese
de DNA (adapatado de Lehmann et al., 2007).

3. Espécies Reativas de Oxigénio e Defesas Antioxidantes

Os radicais livres sdo definidos como atomo ou molécula que possua um elétron
desemparelhado no seu orbital de valéncia, eles atuam como agentes oxidantes, pois
tendem a adquirir elétrons para se estabilizar. Os radicais derivados do oxigénio tém sido

denominados espécies reativas de oxigénio (ERO), dentre os quais destacam-se o radical
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hidroxil (OH-), superéxido (O,*") e o oxigénio singlete (*O,). A producdo de ERO nos
seres vivos é consequéncia de diversos processos metabolicos, que envolvem reacgdes de
transferéncia de elétrons. A fonte mais comum de radicais livres nos organismos aerébicos
ocorre durante as transferéncias de elétrons na mitocondria pela cadeia respiratoria, que
utiliza o oxigénio molecular para obtencdo de energia quimica em forma de adenosina
trifosfato (ATP). Cerca de 2 a 5% do oxigénio sofre redugdo incompleta produzindo
espeécies parcialmente reduzidas, entre elas O,+~, peroxido de hidrogénio (H,0;), OH-, as
quais sdo resultantes respectivamente da reducdo de um, dois e trés elétrons (Figura 8)
(Boveris, 1998; Halliwell e Gutteridge, 2000; Cadet et al., 2011; Pan, 2011; Ray et al.,
2012).

e, 2H+ ¢ e, 2H+
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Figura 8. Reducéo univalente da molécula de oxigénio (adaptado Buonocore et al., 2010).

H& geracdo de ERO através da auto-oxidacdo de pequenas moléculas
(hidroquinonas, leucoflavinas, catecolaminas, ferrodoxinas reduzidas), as quais produzem
anion superéxido. As ERO também podem ser geradas por determinadas espécies
guimicas, tais como certos metais de transicdo (ferro, cobre, chumbo, e outros) e o H,0,,
embora ndo se constituam radicais livres, pois ndo possuem elétrons desemparelhados,
podem participar de reacfes que levam a producdo de radicais livres, chamados de pro-
oxidantes. Além dos radicais derivados do oxigénio, existem os derivados do nitrogénio
(espécies reativas do nitrogénio — ERN), como o 6xido nitrico (NO’) e peroxinitrito
(ONOOQ) e do cloro, como o acido hipocloroso (HOCL) (Halliwell e Gutteridge, 2007;
Buonocore et al., 2010; Marques et al., 2011).

A producdo excessiva de ERO ou a diminuicdo das defesas antioxidantes provoca
um desequilibrio no estado redox celular conhecido como estresse oxidativo. Este
distdrbio pode causar danos a todos os tipos de biomoléculas, como lipidios (peroxidacéao
lipidica), proteinas, carboidratos e acidos nucléicos (DNA e RNA), comprometendo, desta
forma, a integridade celular. No DNA, as ERO produzem uma série de lesbes, danificando
bases, desoxiriboses, causando quebras simples de cadeia, criando sitios AP e ligacdes
cruzadas entre DNA e proteinas. As ERO sdo responsaveis por originar processos

fisiopatoldgicos, como envelhecimento, aterosclerose, inflamacéo, doencas hepaticas, mal
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de Alzheimer, mal de Parkinson, varios tipos de cancer, entre outros (Wang et al., 1998;
Laval et al., 1998; Henriques et al., 2001; Murray et al., 2011).

Para manter a integridade dos sistemas bioldgicos aos danos provocados pelas
ERO, os organismos possuem normalmente sistemas de defesa antioxidante que
compreendem trés etapas: prevencdo (evita a formacdo de ERO), interceptacdo (através de
sistemas antioxidantes que interceptam as ERO) e reparacdo (aos danos causados pelas
ERO) (Halliwell e Gutteridge, 2007). A protecdo antioxidante pode ser enzimatica e ndo
enziméatica. Os mecanismos enzimaticos sdo representados principalmente pelas enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX), e como 0s
ndo enzimaticos pode-se citar a glutationa (GSH), vitaminas e compostos fenolicos
(Henriques et al., 2001; Halliwell, 2006; Murray et al., 2011).

Superdxido Dismutase - SOD Catalase — CAT Glutationa Peroxidase - GPX

%2 02+ H20: > H:0 H,0: - 2H;0+ O, H,0:+ 2GSH— GSSG + 2H.0

Figura 9. Detoxificacdo de ERO pelas enzimas SOD, CAT e GPX (adaptado Halliwell,
2006).

4. A levedura Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudo

A levedura S. cerevisiae vem sendo utilizada ha muito tempo como um excelente
modelo para compreensdo de diferentes processos celulares. Com a sequiéncia completa do
seu genoma, sua similaridade genética e bioquimica com os mamiferos mostrou-se
extremamente importante como referéncia para sequenciamento de genes humanos e de
outros eucariotos superiores, passando a ser um modelo Gtil para 0 melhor entendimento
de diversas funcdes bioldgicas, principalmente na biologia do cancer, estudos de genética
toxicoldgica e doencas humanas (Goffeau et al., 1996).

A S. cerevisiae € um organismo unicelular, que apresenta um ciclo eucariotico
tipico, completo e bem definido. Pertence ao grupo das leveduras anaerdbicas facultativas,
isto significa que ird fermentar hexoses como a glicose e a frutose, tanto em condicGes
aerobicas quanto anaerdbicas de crescimento. A glicose € a fonte preferencial de carbono,
e é mediada por um processo de repressdo e ativacdo de genes e proteinas, usualmente

conhecido como “repressdo da glicose” ou “repressdo catabdlica” (De Wind et al., 1997,
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Gancedo, 1998). Na presenca de concentragdes acima de um valor chamado de
concentracgdo tipica, a glicose reprime a expressdo dos genes que codificam enzimas do
ciclo de Krebs, enzimas da cadeia respiratéria e estruturas mitocondriais. A via a ser
seguida pelo piruvato, neste caso, € a anaerébica com formacao de etanol, encontrando-se
reduzida a atividade mitocondrial na levedura. Em concentracdes de glicose abaixo da
concentracdo critica (0,2% no meio) e em presenca de O,, 0 piruvato seguird a via
aerobica, a S. cerevisiae possuira alta atividade mitocondrial, pois 0s genes em questdo
ndo estardo reprimidos (Halliwell e Gutteridge, 2000; Marti et al., 2011; Castrillo e
Oliver, 2011).

A S. cerevisiae possui um perfil de crescimento caracteristico. A fase “lag”
corresponde a uma fase de adaptacdo fisiologica das células ao novo meio de cultura no
qual foram introduzidas. Nesta fase o metabolismo das células esta ativo, sintetizando
enzimas e coenzimas, criando condi¢cdes necessarias para que elas possam se dividir,
embora as células ainda ndo estejam se dividindo. Apos a fase de adaptacdo a levedura
entra na fase exponencial, na qual o nimero de células aumenta exponencialmente com o
tempo com energia proveniente da fermentagdo. Ao diminuir a disponibilidade de glicose
no meio, ocorre a depressdo catabdlica (transi¢cdo diduxica), com uma parada transiente na
divisdo celular, enquanto as células sdo preparadas para 0 metabolismo respiratério. Apds,
reassume a divisdo celular em ritmo mais lento, utilizando etanol como fonte de carbono,
produzido durante a fermentacdo (fase pos-diduxica). Quando todas as fontes de carbono
foram exauridas, as células entram na fase estacionaria, fase na qual a células podem
sobreviver por muito tempo na auséncia de nutrientes (Pringle e Hartwell, 1982; Maris et
al., 2001; Castrillo e Oliver, 2011).

E um organismo que apresenta uma facilidade para a obtencdo de mutantes,
fazendo deste um dos modelos eucariéticos melhor caracterizados geneticamente quanto a
resposta celular aos danos provocados no DNA, especialmente nos estudos de

mutagenicidade.

4.1. Avaliacdo da Atividade Mutagénica

As mutacOes sdo detectaveis através da expressdo fenotipica, causadas por
mudanca subita e hereditaria no gendétipo do organismo, alterando suas caracteristicas. A

ocorréncia de mutacgdes, no entanto, depende da natureza da lesdo e das respostas celulares
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aos danos do DNA, podendo assim ser dividida em dois grupos: mutacGes génicas e
cromossdmicas. As mutacdes génicas sdo alteracbes que ocorrem na seqliéncia de
nucleotideos do DNA, e as cromossémicas sao as que produzem alteragdes no numero ou
estrutura dos cromossomos (Dearfield et al., 2002). Os ensaios com a levedura S.
cerevisiae tém sido de grande utilidade na determinacdo de agentes mutagénicos
ambientais ou farmacoldgicos e servem para complementar os ensaios de mutagenicidade
realizados em bactérias (Henriques et al., 1987; Terziyska et al., 2000).

Experimentos de mutagdes reversas sdo mais comumente utilizados. Estes se
baseiam na restauracdo ou compensacdo de um defeito génico responsavel por um
requerimento nutricional. A restauracdo se deve a uma reversdo exata do defeito original,
enguanto que a compensacao pode ser devido a uma mutacdo secundaria dentro do gene
(mutacdo supressora interna) ou por uma mutacdo externa, como no caso dos alelos sem
sentido (nonsense — mutagdo que resulta na alteracdo de um cddon que codifica um
aminoacido para um codon de terminagdo) (Hawthorne e Leupold 1974). Reversdo de
auxotrofia pode ser causada por uma substituicdo, insercdo ou delecdo de pares de bases,
ou ainda uma mutacao induzida por supressor do gene mutante original (Henriques et al.,
1987). Para que seja identificada a mutacdo reversa é necesséria a utilizacdo de uma
linhagem com alteracGes genéticas adequadas, como por exemplo, a linhagem hapléide de
S. cerevisiae XV185-14c, isolada por Von Borstel (Parry e Parry 1984). Esta linhagem
permite a deteccdo de dois tipos de mutacGes I6cus especifico: reversdes do alelo lys1-1
(alteracdo para o cédon UAA de término de cadeia) ou do alelo missense his-7 (c6don
alterado codifica um aminoacido diferente), e reversdes por deslocamento de quadro de
leitura do DNA (frameshift) verificados no l6cus hom3-10. As células revertentes podem
ser detectadas pelo semeamento em placas contendo meio seletivo no qual o fator de
crescimento inicialmente requerido ndo esta presente, ou estd em quantidades muito
pequenas, permitindo um “background” de crescimento (Soares et al., 2005)

Alteracbes génicas, resultantes de um tratamento mutagénico, também podem ser
facilmente quantificadas usando-se um marcador fenotipico, como por exemplo, a
sensibilidade a canavanina. Muitas linhagens expressam um transportador de arginina
chamado Canlp, codificado pelo gene CANL1. A canavanina é um analogo estrutural toxico
da arginina. O mesmo transportador que internaliza a arginina, faz a importacdo de
canavanina dos ambientes levando as células & morte. Neste sentido, alteracbes no gene

CANL1, induzidas por drogas mutagénicas podem aumentar a sobrevivéncia das células em
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presenca de canavanina quando comparados a tratamentos ndo mutagénicos (Brendel e
Henriques, 2001; Grogan e Robertson, 2012). A linhagem N123 de S. cerevisiae permite a
deteccdo deste tipo de mutagdo, chamada mutagdo “forward” ou mutacéo para frente. As
células revertentes podem ser detectadas pelo semeamento em placas contendo meio
seletivo na presenca de canavanina (Revers et al., 2002).

4.2. Estudo de mecanismos de reparacdo de DNA envolvidos na resposta citotoxica

Os estudos em levedura foram muito Uteis para a elucidacéo funcional de genes e
proteinas, uma vez que existe uma facilidade imensa na construgdo de linhagens mutantes
por meio de disrupcdo génica, e em estudos de complementagdo fenotipica por meio de
genética reversa A levedura também possui um sistema de transformacdo de DNA
altamente versétil, sendo vidveis com numerosos marcadores genéticos; plasmideos
podem ser introduzidos nas células tanto como moléculas replicativas, quanto para
integracdo no genoma (Ouyang et al., 2009).

A fim de se estudar os mecanismos de acdo de compostos e as vias de reparagdo de
DNA envolvidas apds tratamento com mutagénicos, podem ser empregadas linhagens de
S. cerevisiae deficientes em determinada via de reparacdo. Para determinar a natureza das
lesbes geradas por um determinado agente, compara-se a sensibilidade da droga em
mutantes deficientes em uma via de reparo de DNA com a respectiva linhagem isogénica
proficiente na via. Caso a linhagem mutante seja mais sensivel que a selvagem, pode se
inferir que o agente induz o tipo de les&o incapaz de ser reparado pelo mutante (Boeira et
al., 2002; Soares et al., 2005).

4.3. Defesas antioxidantes e ensaio de atividade antioxidante em S. cerevisiae

A resposta ao estresse celular é evolutivamente conservada em todos 0s
organismos Vvivos € a levedura S. cerevisiae tem tido um papel importante nesses estudos
de como as células podem responder ao estresse oxidativo. S. cererevisiae tem esclarecido
informagdes quanto ao papel de enzimas envolvidas na defesa contra o estresse oxidativo
e na regulagdo do metabolismo redox, bem como a modulacdo de proteinas pelo estado
redox das mesmas e reparo de danos oxidativos nas moléculas (Toledano et al., 2003;
Herrero et al., 2008).
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S. cererevisiae apresenta diversos mecanismos de defesas antioxidantes. Possui
duas enzimas superoxido dismutases, que fazem a dismutacdo do O, a H,0,. A
SodCuzn, codificada pelo gene SOD1, esté localizada no citoplasma, enquanto a SodMn,
codificada pelo gene SOD2, esta localizada na mitocondria. As linhagens mutantes sod1A
apresentam problemas de crescimento em condi¢Ges aerObias, sdo muito sensiveis a
hiperdxia, perda de viabilidade em fase estacionéria e tém importante papel na defesa
contra oxidantes externos, como paraquat e menadiona, além disso, sdo auxotroficas para
metionina e lisina em presenga de oxigénio. As linhagens mutantes sod2A sé&o
hipersensiveis ao oxigénio e crescem mal ou ndo crescem em fontes de carbono ndo
fermentaveis. A enzima Sod2 demonstra ser fundamental na defesa contra O,*~ gerado
pela cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. Toda via Sod2 ndo parece ter um papel
importante na protegdo a oxidantes externos (Gralla e Kosman, 1992; Halliwel e
Gutteridge, 2007; Herrero et al., 2008; Buettner, et al., 2011).

A levedura apresenta duas catalases, uma citosolica, codificada pelo gene CTT1, e
outra perixossomal, codificada pelo gene CTA. A CTT1 possui um papel ndo muito claro,
ja que os mutantes ndo apresentam defeitos no crescimento nem sensibilidade aumentada a
peroxidos. A CTAL esta envolvida na detoxificacdo do H,O; gerado pela acil-CoA oxidase
durante a beta-oxidacdo de &cidos graxos dos peroxissomos. No entanto, o duplo mutante
é hipersensivel ao peroxido em fase estacionaria (Hiltunen et al., 2003; Herrero et al.,
2008)

Outra forma de neutralizar o peréxido de hidrogénio é atraves de peroxidases. Em
levedura, a resisténcia a peroxido tem sido associada aos niveis intracelulares de
glutationa. A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptideo que desempenha papel
fundamental na protecdo das células contra danos oxidativos. O gene GSH1 codifica para
a y-glutamil-cisteinil sintetase, a enzima responsavel pelo primeiro passo e ponto limitante
da sintese do tripeptideo glutationa (Brendel et al., 1998; Inoue et al., 1998; Smith et al.,
2007; Al-Gubory et al., 2010 ).

Linhagens de S. cererevisiae deficientes em defesas antioxidantes tém sido
utilizadas para o estudo do mecanismo de acdo de agentes fisicos e quimicos que
interferem com o estado redox da célula. Um método utilizado para determinacdo da
natureza das lesdes induzidas por agentes oxidantes consiste em comparar a sensibilidade
de mutantes deficientes em enzimas antioxidantes com uma linhagem selvagem isogénica

proficiente naquele tipo de defesa antioxidante (Henriques et al., 2001).
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1. Objetivo geral

Determinar a citotoxicidade e mutagénese do Oleo essencial de Piper
gaudichaudianum e do seu componente majoritario, (E)-nerolidol, em diferentes
linhagens de Saccharomyces cerevisiae, buscando o entendimento do mecanismo de

acao.

1.1. Objetivos Especificos

» Determinar a atividade citotdxica e mutagénica do 6leo essencial e do nerolidol
nas linhagens XV185-14c e N123 de S. cerevisiae.

> Verificar os mecanismos de reparacdo de DNA envolvidos na resposta citotoxica
do oleo essencial e do nerolidol em linhagens deficientes em vias de reparo de
DNA.

» Avaliar o efeito citotoxico do 6leo essencial e do nerolidol em linhagens

deficientes em enzimas de defesa antioxidante.
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Abstract

We have recently shown that Piper gaudichaudianum essential oil possesses
strong cytotoxic and genotoxic effects in mammalian V79 cells that can be related to its
oxidative potential. Additionally, phytochemical analyses showed that the major
compound present in this essential oil is (E)-nerolidol. The aim of this study was to
analyze the cytotoxicity of P. gaudichaudianum essential oil and nerolidol in different
Saccharomyces cerevisiae strains defective in base excision repair (BER), nucleotide
excision repair (NER), homologous recombination (HR), non-homologous end-joining
(NHEJ), translesion synthesis (TLS) and post-replication repair (PRR). The influence of
these compounds on the redox systems of S. cerevisiae was also evaluated. Treatment of
the XV185-14c and N123 strains with essential oil and nerolidol led to cytotoxicity;
however, only P. gaudichaudianum essential oil was able to induce mutagenic effects at
higher concentrations. Our results revealed an important role of BER as the ntgl, ntg2,
apnl and apn2 mutants showed pronounced sensitivity to essential oil and nerolidol.
Deficiencies in NER, NHEJ and HR had only a minor influence on the sensitivity to the
essential oil and nerolidol. Interestingly, deletion of the genes that encode the TLS and
PRR proteins had no influence on sensitivity to P. gaudichaudianum essential oil, but
the revlA, rad30A and rad18A mutants showed remarkable resistance to nerolidol. To
confirm that P. gaudichaudianum essential oil and nerolidol have the ability to generate
reactive oxygen species (ROS), we determined that the absence of superoxide dismutase
enzyme increases the sensitivity to the essential oil and nerolidol. In addition, our
results showed that essential oil and nerolidol are capable of generating ROS.
Considering the response of Sod-deficient and repair-deficient strains together with our
previous data, we can conclude that the observed cytotoxicity to P. gaudichaudianum
essential oil and nerolidol is mainly related to single-strand breaks generated by the

presence of oxidative lesions.

Keywords: P. gaudichaudianum essential oil; nerolidol; Saccharomyces cerevisiae,
DNA repair, ROS, cytotoxicity.
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Introduction

Piper gaudichaudianum Kunth is a plant that belongs to the Piperaceae family.
This family is composed of 7 genera and approximately 1100 species. The genus Piper
(Piperaceae) is well known for its aromatic herbs, which are largely distributed in
tropical and subtropical regions of the world. Some Piper species are also employed in
folk medicine as analgesics for pain management, toothaches and wound treatment
(Guerrini et al., 2009). P. gaudichaudianum Kunth is widely distributed in the Brazilian
Atlantic forest, from the Northeast to southern of Brazil, and reaching Argentina and
Paraguay. This plant is popularly known by the names “laborandi”, “Jaborandi”,
“Paripaioba” and “Pariparoba” (Di Stasi and Hiruma-Lima, 2002).

According to popular medicine, chewing P. gaudichaudianum leaves alleviates
toothaches (Di Stasi and Hiruma-Lima, 2002). Other previously described biological
activities using different plant material from this species include fungicidal and
larvicidal effects (Lago et al., 2004; Morais et al., 2007 ) as well as anti-inflammatory
and analgesic activities of leaf extracts (Di Stasi and Hiruma-Lima, 2002; Moreira et al.,
2001). Furthermore, the essential oil of P. gaudichaudianum leaves has anti-
inflammatory and larvicidal activity (Morais et al., 2007). We have recently
demonstrated that this essential oil has strong cytotoxic, genotoxic and mutagenic
effects against mammalian V79 cells, and these effects are likely related to its oxidative
potential (Péres et al., 2009).

The previously published studies on P. gaudichaudianum have presented analyses
of its leaves and its essential oil phytochemical profile, reporting triterpenes, flavonoids
and alkaloids as the major constituent compounds. Among the terpenes identified were
nerolidol, d-limonene, linalool, B-caryophyllene, a-humulene and cymene (Andrade et
al., 1998; Péres et al., 2009; Poser et al., 1995; Rorig and Poser, 1991).

Nerolidol, one of the major sesquiterpenes present in the essential oil of P.
gaudichaudianum that was identified previously by our research group (Péres et al.,
2009), is used to enhance flavor and aroma, is approved by the U.S. Food and Drug
Administration, and has been studied as a topical skin penetration enhancer for the
transdermal delivery of therapeutic drugs (Lapczynski et al., 2008; Williams and Barry,
2004). Studies related to the biological activity of nerolidol showed an antifungal effect
against Microsporum gypseum (Lee et al., 2007), activity against L3 larvae of Anisakis

type | (Navarro-Moll et al., 2011), and antimalarial (Lopes et al., 1999), antileishmanial
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and antiulcer activities (Arruda et al., 2005; Klopell et al., 2007). In addition, (E)-
nerolidol and a-humulene have been shown to be active against renal cell
adenocarcinoma ACHN, the hormone-dependent prostate carcinoma LNCaP, the
amelanotic melanoma C32 and the MCF-7 breast cancer cell line (Legault et al., 2003 ;
Loizzo, et al., 2007a, 2007b ; Sylvestre et al., 2007).

In view of the absence of knowledge about the exact cytotoxic mechanisms of P.
gaudichaudianum essential oil, the aim of the present study was to investigate the
cytotoxic effects of the essential oil and its major compound nerolidol using
Saccharomyces cerevisiae strains deficient in the major DNA repair proteins and in
antioxidant defense. Induced mutagenesis was also tested in the haploid XV185-14c and
N123 S. cerevisiae strains. Also evaluate, intracellular ROS generation was estimated
using the 2', 7'-dichlorofluorescein (DCF) fluorescent assay. In addition we performed a
new phytochemical analysis of P. gaudichaudianum essential oil by two dimensional
gas chromatography/time-of-flight mass spectrometer analyses (GCxGC-TOFMS).

Materials and Methods

Chemicals

Nerolidol (a mixture of cis- and trans-nerolidol), 4 nitroquinoline-oxide (4-NQO),
hydrogen peroxide (H20), amino acids (L-histidine, L- threonine, L-methionine, L-
tryptophan, L-leucine, L-lysine, L-arginine), L-canavanine, nitrogen bases (adenine and
uracil), 2',7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) and dimethylsulfoxide (DMSO)
were purchased from Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA). Yeast extract, bacto-
peptone, bacto-agar, yeast nitrogen base with no amino acids and glucose were acquired
from Difco Laboratories (Detroit, MI, USA).

Sample

The leaves of Piper gaudichaudianum were air-dried and the oil was obtained by
hydrodistillation process for 4 h, using a Clevenger type apparatus, in accordance with
the method recommended by British Pharmacopoeia (2011), producing 0.55% (w/v) of
essential oil. The distilled oil was dried over anhydrous sodium sulfate and stored in
closed dark vials at 4°C until use. The oil was green and had a distinct sharp odor. The
essential oil and the standard nerolidol were diluted (1:100 v/v) in hexane prior to GC x

GC-TOFMS. The voucher specimen was identified and deposited at the Herbarium of
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the Department of Botany, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
Brazil (Voucher No.: ICN 128412).

Analysis by GCxGC-TOFMS

The GC x GCTOFMS analyses were performed using an Agilent 6890GC system with
an egasus Il TOFMS analyzer (LECO Corporation, St. Joseph, MI, USA). The primary
GC column was DB-5 (methyl silicon wit 5 % of phenyl substituted groups) (60 m x
0.25 mm x 0.1 um) and secondary column used was DB-17MS (methyl silicon wit 50 %
of phenyl substituted groups) (2,15 m x 0.18 mm x 0.18 um), both from J&W-Agilent
(Folsom, CA, USA). The primary oven temperature program was 105 °C (0.2 min) — 2
°C/min — 200 °C, the secondary oven with 10 °C offset. Modulation time was 4 s, with a
1,6 s hot pulse and 0.4 s cold pulse in each stage. The carrier gas used was Helium
(from White Martins, 99.999% purity) with constant flow rate of 1.0 mL/min, injector
with split rate of 1:50, temperature for the injector, the transfer line and the ion source
were set at 250 °C, 250 °C and 250°C, respectively. The acquisition rate 100 s/s and
mass range of m/z 50-450. The components can be quantified by LECO Corp
ChromaTOFTM version 3.1. All peaks with signal-to-noise ratio higher than 100 were
found in the raw GCXGC chromatogram. The workstation can automatically give the
parameters such as similarity and reverse of peaks through comparing them with the
compounds in the library. The results were combined in a peak table. The
NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library Version 2.0 was used in this work.

Yeast strains and media

The relevant genotypes of the S. cerevisiae strains used in this work are indicated in
Table I. Complete liquid medium (YPD) containing 1% (w/v) yeast extract, 2% (w/v)
bacto-peptone and 2% (w/v) glucose was employed for routine growth. Medium
containing 2% (w/v) bacto-agar was used for plates. The minimal medium (MM)
contained 0.67% (w/v) yeast nitrogen base without amino acids, 2% (w/v) glucose and
2% (w/v) bacto-agar. The synthetic complete medium (SC) was MM supplemented with
2 mg adenine, 2 mg arginine, 5 mg lysine, 1 mg histidine, 2 mg leucine, 2 mg
methionine, 2 mg uracil, 2 mg tryptophan, and 24 mg threonine per 100 mL MM. For
mutagenesis of the XV185-14c strain, the omission media, lacking lysine (SC-lys),

histidine (C-his) or homoserine (SC-hom), was supplemented with 0.1 mg lysine,
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histidine, or methionine, respectively, per 100 mL of MM. The use of a MM containing
the relevant nutritional requirements at a limiting concentration allowed (i) the
restriction of cell growth at a titer below the plate’s saturation level and (i1) the study of
the number of yeast revertant colonies from a determined amino acid auxotrophy to its
respective prototrophy; these colonies arose due to mutagenic treatment (Von Borstel et
al.,1971). For the determination of forward mutagenesis in strain N123, plates lacking

arginine were supplemented with 60 pg/mL canavanine (SC + can).

— Insert Table | here

Yeast growth conditions and treatment

Stationary-phase cultures were obtained by inoculation of liquid YPD with an isolated
colony. After the 48 h incubation at 30°C with aeration by shaking, the cultures
contained 1-2 x 10° cells/mL. Exponential phase cultures (1-2 x 10" cell/mL) were
obtained by inoculating 5 x 10° cells/mL of the stationary-phase YPD culture in fresh
YPD medium at 30°C for 3-4 h. Cells were harvested and washed twice with saline
solution (NaCl 0.9%). Cell concentration and budding percentage were determined by
microscopic counts using a Neubauer chamber.

For all treatments, DMSO stock solutions of P. gaudichaudianum and nerolidol
were prepared immediately prior to use so that the DMSO concentration in the
treatment never exceeded 0.2%. The appropriate concentrations were obtained by
dilution of stock solutions in distilled water. The solvent controls included in the tests
were found to be negative; 4-NQO and H,O; were used as positive control.

Detection of reverse and frameshift mutations in the XV185-14c haploid strain

Suspensions of 2 x 10° cells/mL in stationary or exponential growth phases were
incubated in phosphate-buffered saline solution (PBS; Na,HPO,4, KH,PO,4 and KCI; 20
mM; pH 7.4) for mutagenic evaluation under non-growth conditions, or in fresh
synthetic media for mutagenic evaluation under growth conditions, with different
concentrations of P. gaudichaudianum essential oil or nerolidol at 30°C for 18 h. The 4-
NQO was used as positive control. Survival was determined on SC (3-5 days, 30°C) and
mutation induction (LYS, HIS or HOM revertants) on the appropriate omission media

(7-10 days, 30°C). Whereas his1-7 is a non-suppressible missense allele and reversions
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result from mutation at the locus itself (Snow, 1978), lysl-1 is a suppressible ochre
nonsense mutant allele (Hawthorne, 1969) that can be reverted either by a locus-specific
mutation or by a forward mutation in a suppressor gene (Von Borstel et al., 1971). The
two mutation types at the lys1-1 locus were differentiated according to Schuller and von
Borstel (1974). It is believed that hom3-10 contains a frameshift mutation due to its

response to a range of diagnostic mutagens (\Von Borstel et al., 1971).

Detection of forward mutations in the N123 strain

Yeast cells in stationary or exponential growth phase (2 x 108 cells/mL) were treated for
18 h at 30°C with P. gaudichaudianum essential oil or nerolidol at increased
concentrations. The 4-NQO was used as positive control. After treatment, appropriate
dilutions of cells were plated onto SC plates to determine cell survival and were then
plated onto SC media supplemented with canavanine (60 ug/mL) in order to determine
the presence of a forward mutation in the CAN1 locus. Plates were incubated in the dark

at 30°C for 3-5 days before assaying survival and counting the revertant colonies.

Survival assays

The relative sensitivity of the DNA repair pathway-defective strains was assayed by
treating 1 x 10® cells/mL exponential cultures in PBS with various concentrations of P.
gaudichaudianum essential oil or nerolidol, followed by incubation with aeration by
rotary shaking at 30°C for 18 h. The strains deficient in superoxide dismutase
and/or catalase were treated with P. gaudichaudianum essential oil or nerolidol in PBS
at 30°C for 1 h with agitation. To determine colony-forming ability, suitable aliquots
were plated on YPD. Plates were incubated at 30°C for 2—4 days before the surviving

colonies were counted.

Determination of reactive oxygen species (ROS) generation

The DCFH-DA assay was used to estimate the intracellular generation of ROS. This
assay is a reliable method for measuring intracellular ROS such as H,O,, hydroxyl
radical (OH®), and hydroperoxides (ROOH). The dye is a non-polar compound that
readily penetrates into cells. Intracellular peroxides oxidize DCFH-DA to a highly
fluorescent compound (2',7’-dichlorofluorescein; DCF). After treatment with P.
gaudichaudianum essential oil or nerolidol for 1 h at 30°C, SOD-WT, sod1A and sod2A
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yeast cells were washed and incubated with 10 uM DCFH-DA for 30 min at 37 °C in
the dark. The H,O, (5 mM) was used as positive control. After incubation, the cells
were washed with PBS and analyzed within 30 min using FACS Calibur (Becton
Dickinson, San Jose, CA, United States). The DCFH-oxidation was measured using 488
nm excitation and 530/30 nm band pass emission filters. As a rule, 10,000 cells were
counted in each experiment. The Cell Quest software (Becton Dickinson) was used to

calculate the mean fluorescence. Data were expressed as percentages of control values.

Statistics

All experiments were independently repeated at least three times, with triplicate samples
for each treatment. Data were expressed as means * standard deviation (S.D.) values.
Statistical analyses of the data were performed using ANOVA One-Way, and the means
were compared using Dunnett’s multiple comparison test. P-values less than 0.05 were

considered to be significant.

Results

Analysis of P. gaudichaudianum essential oil and nerolidol by GCxGC-TOFMS

In the GC x GC system, compounds are separated by volatility difference on the first
dimension non-polar column, and by polarity on the second medium-polar column. The
composition of the volatile fraction obtained from P. gaudichaudianum leaves using the
GC x GC-TOFMS technique is summarized in Table II. Identification based on
NIST/EPA/NIH library mass spectra search using similarity and reverse factors was
above 731 and 769, respectively. This technique is based on the application of two GC
columns coated with different stationary phases connected in series through a special
interface called modulator. The modulator is the heart of the instrument because it
ensures that the separation is both comprehensive and multidimensional (Welke et al.,
2012). The addition of the TOFMS provides a sensitive detector with full-scan MS
capability and a high data density in the 2D separation space. The combination of GC x
GC-TOFMS has been shown to be very useful for many complex samples (Von Muhlen
et al., 2008). Fifty six volatile compounds from the essential oil of P. gaudichaudianum
leaves were identified. The essential oil is characterized by high percentages of
sesquiterpenes. In this study, the percentages of (E)-nerolidol and a-humulene found in

the essential oil were 22.06% and 21.32 %, respectively.
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— Insert Table Il here

A typical two-dimensional separation/total ion chromatogram (TIC) of the essential oil
is shown in Figure 1 and the nerolidol chromatogram (a mixture of cis- and trans-
nerolidol from Sigma-Aldrich) is shown in Figure 2A. The chromatographic peak data
consist of first dimension retention times, second dimension retention times and peak
volume (TIC). The GC x GC chromatogram is constructed as a rasterized image of the
TIC computed from each secondary chromatogram. Figure 2B compares the mass
spectrum of the blod (peak) at 24.03 min in the sample of essential oil, the sample of
standard and the mass spectrum of (E)-nerolidol from the NIST/EPA/NIH library mass
spectra and showed that in P. gaudichaudianum essential oil has only trans-nerolidol,

and not a racemic mixture of this terpene, by comparing of the retention time.

— Insert Figure 1 here

— Insert Figure 2 here

Cytotoxicity and detection of induced mutations

As shown in Table Ill, P. gaudichaudianum essential oil induced dose-dependent
cytotoxic effects both in stationary and in exponential phase cultures in the XV185-14c
strain, with a significant effect at concentrations of 50 and 100 pg/mL. The essential oil
induced a significant increase in mutation frequencies only at the lysl locus at the
highest concentration and in cultures treated at the exponential phase of growth.
Nerolidol, the major component of the essential oil, was cytotoxic in XV185-14c at
concentration of 25, 50 and 100 pg/mL and did not demonstrate any induction of
mutagenicity at the three evaluated loci (Table 1V). To complement this study, we used
the N123 strain to evaluate the cytotoxicity as well as the induction of forward
mutations. In this strain, we did not observe any mutagenic effect for either the essential
oil (Table V) or nerolidol (Table V1), but the cytotoxic effects were pronounced after
nerolidol treatment. The treatments under growth conditions were always more
cytotoxic for both samples, independent of the tested strain. At the highest
concentration (100 pg/mL) used, nerolidol induced cytotoxicity that was at least five
times higher than that induced by the essential oil of P. gaudichaudianum, regardless of

the strain or growth phase tested.
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— Insert Table Il here
— Insert Table IV here
— Insert Table V here

— Insert Table VI here

Cytotoxicity effects in S. cerevisiae DNA repair-defective strains

Due to the high toxicity that we observed, we decided to evaluate the interaction of
DNA repair pathways in response to the P. gaudichaudianum essential oil and
nerolidol-induced DNA damage. Therefore, we performed survival assays to compare
the sensitivities of single, double, triple and quadruple mutants defective in BER, NER,
HR, NHEJ, PRR and TLS. Among the BER-deficient strains, P. gaudichaudianum
essential oil displayed increased cytotoxicity in the single mutant ntg2A and the double
mutant ntglAntg2A when compared to the isogenic wild-type SJR751 strain (Figure
3A). Nerolidol-induced cytotoxicity to ntglA, ntglAntg2A, and ntglAntg2AapnlA
mutants increased compared to the isogenic SJIR751 (Figure 3B), as did the cytotoxicity
in the single mutant apnlA in relation to the isogenic wild-type BY4741 strain (Figure
3B and Figure 3C). The Ntgl and Ntg2 proteins are DNA N-glycosylase and
apurinic/apyrimidinic (AP) lyase, respectively, and the Apnl protein is a major
apurinic/apyrimidinic endonuclease with 3'-repair diesterase action (Boiteux and
Guillet, 2004; Doetsch et al., 2001). The radlA and rad10A strains, which lack the 5°-
and 3’-endonucleases of NER (Prakash and Prakash, 2000), showed an intermediate
sensitivity to P. gaudichaudianum essential oil (Figure 4A). These single mutants had

the same nerolidol sensitivity as the wild-type BY4741 strain (Figure 4B).

— Insert Figure 3 here

— Insert Figure 4 here

Among the double-strand repair defective strains, the essential oil induced a
moderate sensitivity in the rad50A mutant (Rad50 protein is a subunit of the MRX
complex involved in both HR and NHEJ) and did not induce sensitivity in rad52A (HR)
or ku70A (NHEJ) mutants (Figure 5A). The rad50A, rad52A and ku70A mutants as well
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as the isogenic BY4741 strain showed dose-dependent sensitivity to nerolidol (Figure
5B and Figure 5C).

— Insert Figure 5 here

Deletion of the TLS and PRR proteins had no influence on the sensitivity to P.
gaudichaudianum essential oil (Figure 6A). Interestingly, nerolidol exhibited a
remarkable resistance in several of these mutants,as observed in Figure 6B: revlA,
which is deficient in the deoxycytidyl transferase that forms a complex with DNA
polymerase C in TLS (Lawrence, 2004); rad30A, which lacks polymerase eta, which is
involved in TLS during post-replication repair, catalyzing the synthesis of DNA
opposite cyclobutane pyrimidine dimers and other lesions (Ai et al., 2011); and rad18A,
which is deficient in the E3 ubiquitin ligase that forms a heterodimer with Rad6p to
monoubiquitinate PCNA in PRR (Prakash et al., 2005). The absence of Rev3, the
catalytic subunit of polymerase { (Lawrence, 2004), also had a small effect on the

sensitivity to nerolidol (Figure 6B and Figure 6C).

— Insert Figure 6 here

To evaluate the overlap of different DNA repair pathways, the mutants without
DNA repair proteins from BER, NER, HR or TLS were used. P. gaudichaudianum
essential oil induced slight cytotoxic effects in the quadruple mutants
ntglAntg2AapnlAradlA and ntglAntg2AapnlArad52A, while the nerolidol induced
slight cytotoxic effects in ntglAntg2AapnlArad52A and pronounced effects on the
ntglAntg2AapnlArev3A strain (Figure 7).

— Insert Figure 7 here

Cytotoxicity in strains deficient in superoxide dismutase and/or catalase
To analyze possible interactions of the essential oil and nerolidol with the formation
of ROS, we used the strains deficient in superoxide dismutase and/or catalase. The

essential oil exhibited a small amount of cytotoxicity in the sod1A single mutant (lacks



60

cytoplasmic superoxide dismutase) (Figure 8A), and nerolidol exhibited cytotoxicity in
the sod1A and sod2A single mutants (lacks mitochondrial superoxide dismutase) as well
as the double mutant sod1Asod2A (Figure 8B).

— Insert Figure 8 here

Effects of P. gaudichaudianum essential oil and nerolidol on ROS generation

The results of the DCF assay indicated that P. gaudichaudianum essential oil and
nerolidol caused an increase in the intracellular levels of ROS. The relative DCF
fluorescence intensities measured after treatment showed that at 100 pg/mL, P.
gaudichaudianum essential oil induces an ROS increase in SOD-WT and sod1A strains
(Table VII). The nerolidol was also able to significantly increase the ROS level in all

tested strains (SOD-WT, sod1A and sod2A) at the highest concentration (Table VII).

— Insert Table VII here

Discussion

Nerolidol is one of the major sesquiterpenes present in the essential oil of P.
gaudichaudianum that was identified previously by our research group. When GC-MS
was used, 47 compounds were tentatively identified and the major compounds were (E)-
nerolidol (22.4 %), a-humulene (16.5 %), (E)-caryophyllene (8.9 %) and
bicyclogermacrene (7.4 %) (Péres et al., 2009). Now, we identified 56 volatile
compounds (Table 2) with the same major compounds, however, in different
concentrations as showed in Table 2. The analysis of GC-MS has some widely known
limitations, such as cases in which coelutions are unavoidable and frequent in complex
samples, which renders the spectra unsuitable for qualitative purposes, or for species in
very low concentrations. In addition, positive identification may not be achieved even
with good quality spectra, notably for compounds having several highly similar
structural isomers, presenting comparable fragmentation patterns (Pedroso et al., 2011).
Such problems can be addressed by using comprehensive two-dimensional GC (GC x

GC) (Tranchida et al., 2010). In this sense, our results showed that the trans-nerolidol is
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the major compound present in P. gaudichaudianum essential oil and not the racemic
mixture (cis- and trans-nerolidol) (Figure 2 B).

To gain insight into the biological properties of P. gaudichaudianum essential
oil and its major compound nerolidol, we evaluated the response of strains defective in
DNA repair as well as the mutagenic and oxidative properties of these components
using the yeast S. cerevisiae as a model organism.

P. gaudichaudianum essential oil showed cytotoxic effects in the XV185-14c
and N123 strains and induced mutagenesis only at the lysl locus at the highest
concentration. The nerolidol cytotoxic effects were more pronounced compared to those
of the essential oil in these strains, and it did not induce any type of mutagenesis. In
previous work, we have shown that P. gaudichaudianum essential oil induces
significant DNA strand breaks using a comet assay and presented mutagenic effects
using a micronucleus assay in V79 cultured mammalian cells. However, these effects
appeared to be indirect, occurring as a result of ROS generation, because lipid
peroxidation increase was detected in these cells after treatment with the essential oil
(Péres et al., 2009). The absence of nerolidol mutagenic effects are in accordance with
Gongalves et al. (2011), who demonstrated that nerolidol does not have a mutagenic
effect using the Salmonella typhimurium TA100 and TA98 strains in the presence or
absence of metabolic activation systems, although nerolidol did induce cytotoxicity in
these strains. Additionally, in mouse cells, nerolidol induces clastogenicity but very
weak genotoxicity (Piculo et al., 2011).

To determine whether the essential oil and nerolidol exert direct or indirect
effects on DNA, we evaluated the sensitivity of DNA repair defective S. cerevisiae
strains to these compounds. Our results indicate that the ntg2A single mutant and
ntglAntg2A double mutant display sensitivity after the P. gaudichaudianum essential oil
treatment, the ntglA and apnlA single mutants, the ntglAntg2A double mutant and the
ntglAntg2AapnlA triple mutant showed increased sensitivity to nerolidol (Figure 3);
the proteins that are absent in these strains belong to BER pathway. The BER primarily
involves the repair of oxidative DNA damage, which encompasses the small helix non-
distorting base lesion and abasic sites (Lindahl and Wood, 1999; You et al., 1999). Our
data indicate that BER enzymes involved in DNA lesion repair are induced, most likely

indirectly, by P. gaudichaudianum essential oil and nerolidol.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lindahl%20T%22%5BAuthor%5D
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There is an overlap between BER and NER with respect to DNA damage
processing, such as during the repair of thymine glycol and 8-oxoguanine oxidative
lesions (Boiteux and Guillet, 2004). Our results indicate that the NER-deficient strains
radlA and rad10A have an intermediary sensitivity to P. gaudichaudianum essential oil
(Figure 4A), which could indicate the involvement of these pathways in the lesion
induced by the essential oil. Nerolidol did not induce increased sensitivity in strains
lacking some of the NER proteins (Figure 4B). Although a previous study reported that
nerolidol showed pro-oxidant activity (Ruberto et al., 2000), in support of the sensitivity
of the BER strains, the repair pathway induced by this sesquiterpene seems to be
slightly different from that induced by P. gaudichaudianum essential oil. The complex
composition of the essential oil can explain this difference because in addition to
nerolidol (the major component of the oil, representing 22.06%), it also contains other
sesquiterpenes, such as a-humulene (21.32%), bicyclogermacrene (13.16%) and (E)-
caryophyllene (7.51%). Alfa-humulene, e.g., showed cytotoxic activity on the human
prostate carcinoma LNCaP, human prostate cancer PC-3, adenocarcinomic human
alveolar basal epithelial A-549, colorectal adenocarcinoma DLD-1 and melanoma
M4BEU tumor cells and its mechanism of action appears to be associated with
glutathione (GSH) depletion and reactive oxygen species (ROS) production (Legault et
al., 2003; Loizzo et al., 2007).

Interestingly, the double-strand repair defective strains did not demonstrate
pronounced sensitivity to either P. gaudichaudianum essential oil or nerolidol (Figure
5), confirming that the essential oil and nerolidol do not induce double-strand break
formation. In Péres et al. (2009), we used the neutral version of the comet assay to
demonstrate that the essential oil did not induce any significant increase in the damage
index, and this seems to also be true for nerolidol.

While the deletion of TLS and PRR proteins had no influence on sensitivity to P.
gaudichaudianum essential oil, the revlA, rad30A and rad18A single mutants exhibited
remarkable resistance to nerolidol (Figure 6), suggesting that these pathways can
participate in the cytotoxic potential of nerolidol. Because Rad30 (Pol n) can promote
error-free replication and the Rev1 protein, which functions in TLS together with PolZ,
can act in error-free or error-prone pathways (Prakash et al., 2005; Andersen et al.,

2008), these results could explain the absence of mutagenesis in the XV185-14c and
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N123 strains treated with nerolidol (Table IV and VI); however, more research is
needed to affirm that nerolidol enables error-free TLS.

The  sensitivity showed by the  ntglAntg2AapnlAradlA  and
ntglAntg2AapnlArad52A mutants to P. gaudichaudianum essential oil (Figure 7A) is
likely due to the absence of Ntg2 because when Ntg2 is absent, the sensitivity increases,
which is what occurred with the single ntg2A and double ntg1Antg2 mutants. These data
support the involvement of this enzyme in the repair of damage induced by P.
gaudichaudianum essential oil. Likewise, the Ntgl and Apnl enzymes appear to be
necessary to remove the lesions induced by nerolidol, as the ntglAntg2AapnlArad52A
and ntglAntg2AapnlArev3A quadruple mutants showed sensitivity to nerolidol (Figure
7B), as did the ntg1lA and apnlA single mutants, the ntglAntg2A double mutant and the
ntglAntg2AapnlA triple mutant.

From our assay of the abilities of P. gaudichaudianum essential oil and nerolidol
to generate ROS, we found that the absence of the superoxide dismutase enzyme
increases the sensitivity to the essential oil and nerolidol (Figure 8). This effect was
more significant in the sod1A strain after nerolidol treatment (Figure 8A). The Sodl,
copper- and zinc-containing superoxide dismutases provide the primary defense against
superoxide damage by catalytically removing it through a disproportionation reaction,
and this reaction involves redox cycling at the active copper site (Longo et al., 2008).
Additionally, using the DCF assay, we confirmed that P. gaudichaudianum essential oil
and nerolidol are able to produce ROS (Table VII), but the type of ROS produced
remains to be determined. An interesting finding indicates that nerolidol could affect
mitochondrial function: it decreases HepG2 viability by interfering with the membrane,
increasing reactive oxygen species and decreasing ATP levels (Ferreira et al., 2011).

In conclusion, we showed that P. gaudichaudianum essential oil and its major
constituent compound nerolidol are not mutagenic but do induce significant cytotoxic
effects in S. cerevisiae that might be related to ROS generation. Considering the
response of Sod-deficient and repair-deficient strains, together with our previous data
(Péres et al., 2009), we can also conclude that the cytotoxicity observed is mainly
related to the formation of single-strand breaks generated by the presence of oxidative
lesions. Moreover, nerolidol is the major compound responsible for the biological

effects induced by P. gaudichaudianum essential oil.
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Figure Legends

Fig. 1. GC x GC-TOFMS total ion current chromatogram (TIC) data colour plot of P.

gaudichaudianum essential oil. Detail of a 2D-GC chromatogram from 6.5 to 45 min.

Fig. 2. Expansion of a part of the GC x GC contour plot of standard nerolidol. (A)
Detail of a 2D-GC chromatogram from 23.5 to 25 min. (B) Spectra of a majority peak
in the sample, spectra of an identification peak in the standard and in the NIST library,

respectively. The experimental conditions are given in the text.

Fig 3. Survival of S. cerevisiae strains deficient in BER after treatment with P.
gaudichaudianum essential oil (A) and nerolidol (B). In detail, the BY4741 and apnlA
strains after nerolidol treatment (C). The survival of the parental strain (BY4741 and
SJR751) is compared to that of variants defective for the BER proteins Apnl, Ntgl and
Ntg2.

Fig. 4. Survival of S. cerevisiae strains deficient in NER after treatment with P.
gaudichaudianum essential oil (A) and nerolidol (B). The survival of the parental strain
(BY4741) is compared to that of variants defective for the NER endonucleases Radl
and Rad10.

Fig 5. Survival of S. cerevisiae strains deficient in HR and NHEJ after treatment with
P. gaudichaudianum essential oil (A) and nerolidol (B). In detail, the BY4741, rad50A
and ku70A strains after nerolidol treatment (C). The survival of the parental strain
(BY4741) is compared to that of variants defective for the HR protein Rad52 and NHEJ
proteins Rad50 and Ku70.

Fig 6. Survival of S. cerevisiae strains deficient in TLS after treatment with P.
gaudichaudianum essential oil (A) and nerolidol (B). In detail, the BY4741 and rev3A
strains after nerolidol treatment (C). The survival of the parental strain (BY4741) is
compared to that of variants defective for the TLS proteins Revl, Rev3, Rad18 and
Rad30.
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Fig 7. Survival of S. cerevisiae quadruple mutant strains deficient in BER, HR, NER
and TLS after treatment with P. gaudichaudianum essential oil (A) and nerolidol (B).
The survival of the parental strain (SJR751) is compared to that of variants defective for
the BER proteins Apnl, Ntgl and Ntg2, the NER protein Radl, the HR protein Rad52,
the NER endonuclease Radl and the TLS protein Reva3.

Fig 8. Survival of S. cerevisiae single and double mutant strains deficient in
superoxide dismutase and/or catalase after treatment with P. gaudichaudianum essential
oil (A) and nerolidol (B). The survival of the parental strain (SOD) is compared to that
of variants defective for the superoxide dismutase proteins Sodl and Sod2 and the

catalase protein Ctt1.
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Figure 2.
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Figure 4.
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Table 1. Saccharomyces cerevisiae strains used in this study. BER: base excision repair; NER: nucleotide excision repair; HR: homologous recombination;
NHEJ: non-homologous end-joining; TLS: translesion synthesis.

Strain Genotype DNA repair pathway affected Source
BY4741 (WT) MAT ¢; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0 - Euroscarf?
apnlA BY4741; with apnl::kanMX4 BER Euroscarf
radlA BY4741; with radl::kanMX4 NER Euroscarf
rad10A BY4741; with rad10::kanMX4 NER Euroscarf
rad18A BY4741; with rad18::kanMX4 PRR Euroscarf
rad30A BY4741; with rad30::kanMX4 TLS Euroscarf
rad50A BY4741; with rad50::kanMX4 NHEJ Euroscarf
rad52A BY4741; with rad52::kanMX4 HR Euroscarf
reviA BY4741; with revl::kanMX4 TLS Euroscarf
rev3A BY4741; with rev3::kanMX4 TLS Euroscarf
ku70A BY4741; with ku70::kanMX4 NHEJ Euroscarf
SJR751 (WT) MAT «; ade2-101,; his3A200; ura3ANco; lys2ABgl; leu2-R - RL Swanson®
ntglA SJ751; with ntgl::LEU2 BER RL Swanson
ntg2A SJ751; with ntg2::hisG BER RL Swanson
ntglA ntg2A SJ751; with ntgl::LEU2 ntg2::hisG BER RL Swanson
ntg1lA ntg2A apnlA SJ751; with ntgl::LEU2 ntg2::hisG apnl::HIS3 BER RL Swanson
ntglA ntg2A apnlA rad1lA SJ751; with ntgl::LEU2 ntg2::hisG apnl::HIS3 radl::hisG BER/NER RL Swanson
ntg1lA ntg2A apnlA rev3A SJ751; with ntgl::LEU2 ntg2::hisG apnl::HIS3 rev3::kanMX4 BER/TLS RL Swanson
ntglA ntg2A apnlA rad52A SJ751; with ntgl::LEU2 ntg2::hisG apnl::HIS3 rad52::URA3 BER/HR RL Swanson
EG103 (SOD-WT) MATq; leu2-3 112his3-Al trp1-289 ura3-52 - E Gralla®
EG118 (sod1A) like EG103, except sod1::URA3 - E Gralla
EG110 (sod2A) like EG103, except sod2:: TRP1 - E Gralla
EG133 (sod1A sod2A) like EG103, except sod1::URA3 e sod2::TRP1 - E Gralla
EG223 (cttlA) like EG103, except cttl:: TRP1 - E Gralla

EG (sod1A ctt1A) like EG103, except sod1::URAS3 e cttl::TRP1 - E Gralla
XV185-14¢ MAT ¢; ade2-2; arg4-17; his1-7; lys1-1; trp5-48; hom3-10 - RC Von Borstel
N123 MATa; his1-7 - JAP Henriques®

& Strains obtained from Euroscarf, Frankfurt, Germany; PRL Swanson, Atlanta, Georgia, USA,; °E Gralla, Los Angeles, California, USA; 9RC Von Borstel, Edmonton, Alberta, Canada; ¢ JAP
Henriques, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil.
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Table I1. 56 main volatile components identified in the essential oil of Piper gaudichaudianum leaves using GC x GC-TOFMS.

Library
Library reverse
Tr 1st Tr2nd Library Library molecular  Library match Precent
Peak D* (min) D** (min) Compound name formula CAS# weight  Similarity  factor ~ Response
1 6,70 2,35 limonene CioH1s 138-86-3 136 883 886 0,05
2 7,63 2,72 linalool CioH1sO  22564-99-4 154 874 876 0,04
3 9,63 3,72 terpineol CioHisO  10482-56-1 154 857 882 0,01
4 15,90 0,04 a-copaene CisHa 3856-25-5 204 908 910 0,01
5 16,50 0,21 B-elemene CisHa 515-13-9 204 916 939 0,71
6 17,30 0,37 a-gurjunene CisHa 489-40-7 204 887 890 0,14
7 17,63 0,23 a-santalene CisHa 512-61-8 204 882 883 0,33
8 17,63 0,58 aristolene CisHa 27862-07-3 204 841 850 0,02
9 17,77 0,66 E-caryophyllene CisHa 87-44-5 204 966 966 7,51
10 18,10 0,60 [-copaene CisHa 18252-44-3 204 894 897 0,20
11 18,23 0,54 y-elemene CisHa 339154-91-5 204 862 862 0,06
12 18,30 0,25 trans-a-bergamotene CisHa 26560-14-5 204 893 901 0,23
13 18,57 0,69 aromadendrene CisHoa 489-39-4 204 927 927 2,92
14 19,03 0,90 trans-muurola-3,5-diene CisHa 189165-77-3 204 787 820 0,06
15 19,30 1,02 a-humulene CisHa 6753-98-6 204 923 924 21,32
16 19,43 0,64 B-santalene CisHa 511-59-1 204 903 903 1,08
17 19,57 0,98 alloaromadendrene CisHas 25246-27-9 204 928 933 3,28
18 19,90 0,98 drima-7,9(11)-diene CisHa 0-00-0 204 899 899 0,34
19 20,10 0,94 y-gurjunene CisHa 22567-17-5 204 821 821 0,23
20 20,17 0,96 y-muurolene CisHa 30021-74-0 204 861 863 0,85
21 20,23 0,67 y-curcumene CisHa 28976-68-3 204 799 800 0,12
22 20,37 2,35 germacrene D CisHa 23986-74-5 204 827 914 0,03
23 20,70 1,22 B-selinene CisHay 17066-67-0 204 919 919 3,43
24 21,10 1,20 a-selinene CisHay 473-13-2 204 925 927 2,67
25 21,17 1,38 bicyclogermacrene CisHoa 24703-35-3 204 923 923 13,16
26 21,23 1,13 a-muurolene CisHa 31983-22-9 204 853 855 0,73
27 21,50 0,68 E,E-a-farnesene CisHoa 502-61-4 204 928 930 1,31



28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
40
42
43
44
45
46
47
48

49
50
51
52
53
54
55
56

21,57
21,57
21,70
21,90
22,10
22,30
22,43
22,70
22,97
23,23
23,57
23,97
24,03
24,50
25,03
25,23
25,30
26,23
26,50
26,77
27,63

27,77
28,03
28,63
28,70
29,37
29,90
30,17
30,43

1,21
1,40
0,95
1,37
1,52
1,32
1,49
1,07
1,45
2,44
1,84
1,93
1,30
1,87
2,55
2,69
2,65
2,36
2,97
2,30
2,91

3,04
3,22
2,87
3,19
2,23
3,30
2,34
3,30

d-amorphene
germacreno A
B-curcumene
y-cadinene
7-epi-a-Selinene
d-cadinene

zonarene
y-E-bisabolene
a-cadinene
a-colacorene

elemol

germacreno B
E-nerolidol

ledol

spathulenol
caryophyllene oxide
globulol

viridiflorol

humulene epoxide Il
1,10-di-epi-cubenol
epoxy-allo alloaromadendrene
caryophylla-4(14),8(15)-dien-5-a-
ol

a-muurolol

a-cadinol
intermedeol
a-bisabolol
Z-a-trans-bergamotol
a-bisabolol

Z ,E-farnesol

CisHo
CisHo
CisHo
CisHa
CisHa
CisHa
CisHa
CisHo
CisHo4
CisHzo
Ci5H260
CisHz
Ci5H260
Ci5H260
Ci5H240
CisH240
Ci5H260
Ci5H260
CisH2,0
Ci5H260
Ci5H20

CisH2,0
Ci5H260
Ci5H260
Ci5H260
Ci5H260
Ci5H20
Ci5H260
Ci5H260
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189165-79-5
28387-44-2
28976-67-2
39029-41-9
123123-37-5
483-76-1
95910-36-4
53585-13-0
82468-90-4
21391-99-1
639-99-6
15423-57-1
142-50-7
577-27-5
77171-55-2
1139-30-6
51371-47-2
552-02-3
19888-34-7
73365-77-2
85760-81-2

147235-15-2
19912-62-0
481-34-5
5945-72-2
15352-77-9
88034-74-6
515-69-5
3790-71-4

204
204
204
204
204
204
204
204
204
200
222
204
222
222
220
220
222
222
220
222
220

220
222
222
222
222
220
222
222

854
835
818
893
812
901
820
851
846
884
839
882
931
824
867
861
810
822
835
824
758

867
732
816
862
827
764
734
785

854
837
820
893
812
903
888
851
846
884
840
886
919
850
879
865
810
833
836
824
818

870
903
818
862
827
770
874
786

0,21
0,12
0,52
1,27
0,16
1,47
0,01
0,21
0,15
0,16
0,27
0,37
22,06
0,04
1,97
0,01
0,16
0,18
2,27
0,09
0,00

0,15
0,02
0,26
0,45
0,18
0,09
0,02
0,12
93,86

* Tr 1st D — Retention times on the first dimension. ** Ty 2st D — Retention times on the second dimension
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Table I11. Reversion of point mutation for (his1-7), ochre allele (lys1-1), and frameshift mutations (hom3-10) in haploid XV185-14c strain of S. cerevisiae
after P. gaudichaudianum essential oil treatment at 30°C for 18 h.

Agent Treatment Survival (%) LYS1/10" survivors® HIS1/10survivors® HOM3/10 survivors®

Treatment of stationary-phase cells under non-growth conditions
NC* 0 100.00 (231) 1.66 £ 0.44 (37) 1.65 £ 0.167 (43) 0.94 £ 0.25 (21)
4-NQO* 0.5 pg/mL 59.46 + 3.46 (137)***  22.84+0.34 (311)***  35.12 £ 3.23 (426)***  21.56 + 3.59 (287)***
Essential oil 1 pg/mL 96.81 + 2.37 (221) 1.83 £ 0.76 (40) 2.13£0.55 (43) 1.06 £ 0.34 (22)

10 pg/mL 89.30 + 2.10 (209) 1.82 £0.43 (37) 2.42 +£0.31 (45) 1.32 £ 0.47 (26)

25 pg/mL 73.07 £ 0.53 (169 2.57£0.72 (42) 2.61£0.34 (45) 1.66 £ 0.34 (28)

50 pg/mL 62.20 + 1.67 (143)* 3.44 +£1.02 (47) 2.99 +1.04 (45) 1.93+ 0.19 (27)

100 pg/mL 46.12 £+ 5.83 (106)** 4.89 +0.93 (53) 3.85+1.41(38) 2.21£0.20 (24)
Treatment of exponential-phase cells under non-growth conditions
NC* 0 100. 00 (191) 1.64 £ 0.15 (32) 1.46 £ 0.26 (25) 1.42 £ 0.53 (21)
4-NQO* 0.5 pg/mL 49.59 + 2.60 (93)*** 19.04 £5.76 (207)***  29.82 + 3.31 (277)***  25.13 £ 5.15 (24)***
Essential oil 1 pg/mL 89.96 + 1.43 (173) 2.17 £ 0.64 (35) 1.93+£0.34 (29) 1.77 £ 0.59 (23)

10 pg/mL 78.60 + 1.89 (149) 2.69 £ 0.166 (39) 2.40 £ 0.38 (32) 1.56 £ 0.16 (27)

25 pg/mL 73.19£0.98 (141 3.05 +0.33 (40) 2.15 £ 0.65 (30) 2.08 £ 0.35 (27)

50 pg/mL 56. 91 £ 3.62 (105)* 4.27 £ 0.83 (40) 3.02+0.76 (27) 2.17 £0.75 (24)

100 pg/mL 22. 15+ 2,53 (43)*** 6.97 £ 0.27 (31)* 4.75+1.16 (19) 5.29 £ 0.69 (25)
Treatment under growth conditions
NC* 0 100.00 (409) 1.76 £ 0.45 (70) 1.49 £ 0.32 (59) 1.21£0.29 (47)
4-NQO" 0.5 pg/mL 36.88 + 2.57 (149) ***  39.9 + 2.56 (454)*** 25.32 £ 3.91 (386)***  27.86 + 2.88 (245)***
Essential oil 1 pg/mL 83.41+£2.17 (342) 3.02 £1.10 (95) 1.74 + 0.58 (65) 1.5+0.68 (49)

10 pg/mL 75.67 + 3.28 (306) 4.02 + 1.00 (117) 1.98 £ 0.94 (68) 1.68+ 0.41 (51)

25 pg/mL 64.61 + 0.34 (264) 5.33£1.65(134) 2.43£0.90 (71) 1.67 £ 0.44 (46)

50 pg/mL 42.15 + 2.59 (170) ** 9.63+1.68 (161)* 2.83£1.00 (52) 2.25+1.14 (42)

100 pg/mL 12.20 £ 2.97 (48)*** 22.34 + 2.97 (105)** 5.42 +0.50 (26) 3.79+0.78 (19)

Data represented as mean + S.D. from three independent experiments (values in parentheses in columns 3-6 refers to number of colonies); Significantly
different in relation to the negative control group at *P< 0.05; **P <0.01; ***P <0.001 by one-way ANOVA Dunnett's Multiple Comparison Test.
? Locus-specific revertants. ® Locus non-specific revertants (forward mutation). ¢ Negative control (solvent; DMSO). ¢ Positive control: 4-NQO treatment at 0.5

pg/ml.
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Table 1V. Reversion of point mutation for (his1-7), ochre allele (lys1-1), and frameshift mutations (hom3-10) in haploid XV185-14c strain of S. cerevisiae
after nerolidol treatment at 30°C for 18 h.

Agent Treatment Survival (%) LYS1/10" survivors® HIS1/10survivors® HOM3/10 survivors®

Treatment of stationary-phase cells under non-growth conditions
NC* 0 100.00 (269) 1.40 £ 0.59 (31) 2.35 +1.14 (55) 1.87 £1.00 (34)
4-NQO* 0.5 pg/mL 56.56 + 2.36(153)*** 16.87 £2.22 (247)***  20.30 £ 2.05 (305)***  14.18 + 2.00 (209)***
Nerolidol 1 pg/mL 91.98 + 2.09(246) 1.76 £0.74 (31) 2.87 £1.12(63) 14.18 £ 2.00 (33)

10 pg/mL 79.26 + 4.88 (210) 2.42 +0.84 (40) 3.92 +1.46 (75) 2.15+0.91(33)

25 pg/mL 70.19 +4.33 (189) * 2.16 £ 0.53 (37) 4.34 £1.16 (79) 1.97 £0.47 (23

50 pg/mL 43.90 + 4.52(121)*** 1.16 £ 0.99 (14) 4.33 £ 0.91 (66) 1.77 £0.03 (12)

100 pg/mL 8.98 + 2.38 (106)*** 0.24 £0.22 (5) 5.41+0.99 (32) 0.42+0.20 (2)
Treatment of exponential-phase cells under non-growth conditions
NC* 0 100. 00 (194) 1.63+£0.28 (32) 1.49 £ 0.29 (29) 1.33 £ 0.08 (26)
4-NQO* 0.5 pg/mL 54.40 £ 4.18 (106)***  16.06 + 4.29 (164)***  20.04 £ 5.81(203)*** 13.68 £ 2.12 (145)***
Nerolidol 1 pg/mL 86.59 + 2.26 (169) 2.33£0.14 (39) 2.23 £0.58 (37) 1.60 £ 0.30 (27)

10 pg/mL 80.67 + 2.13 (157) 2.59+0.11 (41) 2.53£0.76 (39) 1.17 £ 0.15 (18)

25 pg/mL 64.71 £ 2.10 (126)* 2.66 £ 0.16 (34) 3.24 £ 0.57 (40) 0.94 £0.16 (11)

50 pg/mL 35.33 £ 4.01 (69)*** 3.59 +1.08 (24) 4.85+1.03(32) 0.96 £ 0.42 (6)

100 pg/mL 5.22 +£1.35 (11)*** 4.23+£2.20 (5) 5.09 £ 0.95 (6) 0.64+1.11(1)
Treatment under growth conditions
NC* 0 100.00 (309) 1.00 £ 0.33 (45) 1.62 £0.79 (59) 1.0+ 0.42 (28)
4-NQO* 0.5 pg/mL 38.63 +2.38 (120) ***  17.76 £ 6.20 (239)***  20.11+1.71 (386)***  14.72 + 3.06 (170)***
Nerolidol 1 pg/mL 87.07 £ 0.923 (270) 1.59 £ 0.42 (49) 2.01 £0.87 (65) 1.14 £ 0.50 (28)

10 pg/mL 76.56 + 1.54 (237)* 1.78 £ 0.39 (51) 2.27 £ 0.59 (68) 1.46 £ 0.40 (33)

25 pg/mL 58.30 + 3.62 (180)** 2.07 £ 0.47 (46) 2.77+£1.01(71) 1.85 £ 0.57 (20)

50 pg/mL 34.01 £5.22 (102) ***  1.62 +0.74 (38) 3.68 + 0.66 (52) 2.26 £1.17 (22)

100 pg/mL 2.51 £1.,99 (7) *** 1.11+£1.92 (3) 4.86 + 1.59 (26) 4.05 +0.63 (3)

Data represented as mean + S.D. from three independent experiments (values in parentheses in columns 3-6 refers to number of colonies); Significantly
different in relation to the negative control group at *P< 0.05; **P <0.01; ***P <0.001 by one-way ANOVA Dunnett's Multiple Comparison Test.
?Locus-specific revertants. ® Locus non-specific revertants (forward mutation).  Negative control (solvent; DMSO). ¢ Positive control: 4-NQO treatment at 0.5

pg/mil.
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Table V. Induction of forward mutation (CAN1) in N123 strain of S. cerevisiae after P.
gaudichaudianum essential oil treatment at 30°C for 18 h.

Agent Treatment Survival (%) Mutants (10 survivors)

Treatment of stationary-phase cells under non-growth conditions
NC* 0 100.00 * (57) 5.22 £2.68 (30)
4-NQO* 0.5 pg/mL 39.91 + 1.69 (26)***  78.50 £5.72 (169)***
Essential oil 1 pg/mL 98.35 + 0.59 (56) 5.41 + 3.36 (32)

10 pg/mL 94.98 + 3.57 (54) 5.59 + 3.27 (28)

25 pg/mL 91.78 £ 1.81 (52) 6.33 £3.87 (33)

50 pg/mL 80.46 £ 5.33 (47) 7.17 £ 4,58 (32)

100 pg/mL 68.52 + 3.30 (39)** 8.79 £ 6.10 (34)
Treatment of exponential-phase cells under non-growth conditions
NC* 0 100.00 (37) 5.32£1.93(21)
4-NQO° 0.5 pg/mL 30.08 £5.30 (12)***  81.79 + 4.70 (94)***
Essential oil 1 pg/mL 95.91 + 2.65 (36) 5.59 +2.04(21)

10 pg/mL 89.36 + 3.33 (35) 5.94 £ 1.63 (20)

25 pg/mL 84.70 + 1.19 (32) 6.346 + 2.36 (21)

50 pg/mL 79.74 £ 2.96 (30) 6.49 + 0. 219 (20)

100 pg/mL 59.53 + 3.65 (23)** 6.29 = 3.14 (15)
Treatment under growth conditions
NC* 0 100.00 (45) 4.32 +1.84(19)
4-NQO* 0.5 pg/mL 28.00 2.37 (13)*** 96.95 + 1.10 (121)***
Essential oil 1 pg/mL 96.32 £ 2.97 (43) 4.63 £ 2.19 (20)

10 pg/mL 93.86 = 2.91 (42) 5.72 £2.70 (24)

25 pg/mL 88.27 £ 3.38 (39) 5.51+3.05(21)

50 pg/mL 69.36 + 2.74 (31) 6.72 £2.43 (21)

100 pg/mL 48.10 + 1.27 (22)** 8.55 +2.09 (19)

Data represented as mean = S.D. from three independent experiments (values in parentheses in
columns 3 and 4 refers to number of colonies); Significantly different in relation to the negative
control group at *P< 0.05; **P <0.01/ ***P <0.001 by one-way ANOVA Dunnett's Multiple
Comparison Test. * Negative control (solvent; DMSO). " Positive control: 4-NQO treatment at 0.5

pg/ml.
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Table VI. Induction of forward mutation (CAN1) in N123 strain of S. cerevisiae after nerolidol

treatment at 30°C for 18 h.

Mutants (10 survivors)

Agent Treatment Survival (%)
Treatment of stationary-phase cells under non-growth conditions
NC* 0 100.00 (91)
4-NQO" 0.5 pug/mL 33.48 + 3.02 (31)***
Nerolidol 1 pg/mL 89.16 + 2.29 (82)

10 pg/mL 77.12 +3.30 (71)
25 pg/mL 64.34 £ 2.92 (58)*
50 pg/mL 39.94 + 3.39 (38)***
100 pg/mL 11.41 £ 3.64 (12)***
Treatment of exponential-phase cells under non-growth conditions
NC* 0 100.00 (64)
4-NQO° 0.5 pg/mL 26.83 £ 2.71 (18)***
Nerolidol 1 pg/mL 87.77 £ 1.63 (57)
10 pg/mL 75.39 + 2.75 (49)
25 pg/mL 57.49 £ 0.17 (37)**
50 pg/mL 38.09 + 2.52 (25)***
100 pg/mL 7.03 £ 0.89 (5)***
Treatment under growth conditions
NC* 0 100.00 (107)
4-NQO* 0.5 pg/mL 20.49 + 1.45 (22)***
Nerolidol 1 pg/mL 86.08 £ 2.25 (92)
10 pg/mL 73.14 £ 4.17 (79)
25 pg/mL 64.21 +4.12 (69)*
50 pg/mL 34.41 + 3.74 37)***
100 pg/mL 6.62 + 1.39 (8)***

2.22 +0.70 (27)
64.74 + 3.20 (198)***
2.46 + 0.93 (25)

3.18 + 1.04 (24)
3.22+1.28(22)

3.63 +1.37 (13)
3.62+1.79 (4)

3.00 + 0.58 (19)
60.33 + 1.59 (105)***
2.89 +0.64 (17)

3.35 + 1.03 (16)

4.07 +0.88 (14)

5.13 + 0.83 (13)

4.84 +0.26 (2)

2.90 + 0.48 (30)
80.55 + 4.95 (175)***
3.29 +0.65 (29)

3.80 + 0.68 (29)

3.75 £ 1.12 (24)

3.90 +0.78 (13)

4.84 +1.24 (3)

Data represented as mean + S.D. from three independent experiments (values in parentheses in
columns 3 and 4 refers to number of colonies); Significantly different in relation to the negative
control group at *P< 0.05; **P <0.01/ ***P <0.001 by one-way ANOVA Dunnett's Multiple
Comparison Test. * Negative control (solvent; DMSO). ° Positive control: 4-NQO treatment at

0.5 pg/ml.
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Table VII. Effects of P. gaudichaudianum essential oil and nerolidol on the ROS production in SOD strains.

DCF fluorescence (%
of control) in SOD-

DCEF fluorescence (%
of control) in sod1A

DCF fluorescence
(% of control) in

Treatment Concentration WT strain© strain ° S0d2A strain
NC? 100.00 £ 0.00 100.00 £ 0.00 100.00 £ 0.00
HzOzb 4 mM 141.35 + 2.83* 185.95 + 9.93** 197.55 + 19.43**
P. gaudichaudianum lug/mL 105.53 £ 9.58 108.26 + 16.30 107.21 £10.20
essential oil 10 pg/mL 111.52 £+ 12.14 122.81 + 18.89 110.01 £ 7.62
25 pg/mL 112.88 £ 5.56 124.64 + 14.24 112.86 £ 0.79
50 pg/mL 115.01 £ 8.01 127.35+ 191 108.45 + 15.37
100 pg/mL 128.63 + 5.51* 130.74 + 0.34* 119.98 + 14.94
lug/mL 115.47 £+ 10.34 122.56 + 16.31 109.46 £ 7.01
Nerolidol 10 pg/mL 114.45 + 10.28 137.91 + 14.23 110.97 £ 6.26
25 pg/mL 123.90 + 27.27 130.47 £ 11.07 112.95 + 6.48
50 pg/mL 125.95 + 2.308 131.51+7.79 125.40 £ 12.09
100 pg/mL 140.21 £ 12.79* 173.20 £ 12.59** 147.69 £ 7.43*

 Negative control (solvent; DMSO); ° Positive control: H,O, treatment at 5 mM; ¢ Mean and standard deviation of three
independent experiments. Data are expressed as percentages of control values.* Data significant in relation to negative

control at P<0.05; ** P<0.01 by One Way Anova followed by Dunnett’s Multiple comparison Test.
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Discussao Geral

A utilizacio de plantas com propriedades medicinais e os conhecimentos com
tais praticas sdo umas das mais antigas formas de terapia medicinal da humanidade. As
plantas, atualmente, sdo uma das principais fontes para obtencdo de novas moléculas
com potencial terapéutico. Entretanto somente uma pequena parcela dessas plantas
possui estudos cientificos que comprovem sua utilizacdo etnofarmacoldgica (Rodrigues
et al., 2011). As plantas produzem uma série de substancias que podem ser apontados
como potenciais agentes farmacoldgicos, entre estes, 0s 0leos essenciais encontram-se

em detaque.

Os oleos essenciais sdo hoje amplamente utilizados na industria quimica e
farmacéutica, como por exemplo, em cosméticos, produtos de higiene e detergentes,
bem como em tratamentos fitoterapicos. No entanto, as informacfes sobre a toxicidade
de Oleos essenciais e seus componentes sao freqlientemente ausentes (Lapczynski et al.,
2008). Com o objetivo de aprofundar o conhecimento bioldgico do 6leo essencial da P.
gaudichaudianum, espécie utilizada pelos povos da Mata Atlantica do Brasil como
antiinflamatdria, e seu composto majoritario nerolidol, avaliamos nesse estudo a

resposta citotoxica e mutagénica utilizando diferentes linhagens de S. cerevisiae.

Como demonstrado no Capitulo | o dleo essencial de P. gaudichaudianum
apresentou efeitos citotoxicos para as linhagens XV185-14c e N123, entretanto induziu
efeito mutagénico somente no locus lysl (mutacéo I6cus especifica com alteracdo para o
cddon UAA de término de cadeia), conforme verificado na linhagem XV185-14c, em
altas concentracGes (Tabela Il - Capitulo ). Os efeitos citotoxicos do nerolidol foram
mais pronunciados em comparacdo com o 6leo essencial nessas linhagens, porém este
sesquiterpeno ndo induziu qualquer tipo de efeito mutagénico (Tabela IV - Capitulo 1).
Nossos dados estdo de acordo com estudos anteriores que demonstraram que o nerolidol
ndo apresenta efeitos mutagénicos, utilizando diferentes modelos bioldgicos
(microntcleos em mamiferos e teste de Ames utilizando as linhagens TA100 e TA98),
entretanto, efeitos genotoxico e clastogénico foram descritos (Gongalves et al., 2011;
Piculo et al., 2011). Em relagcdo ao oleo essencial de P. gaudichaudianum, em um
estudo prévio demonstrado a habilidade do mesmo de induzir aumento da frequéncia de

microndcleos em células V79, o que pode ser um indicativo de interacdo com o DNA, o
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que justificaria a reversdo da mutacdo do I6cus da lys observada neste estudo.

Entretanto, é provavel que esta interacdo com o DNA seja indireta.

Para testar estas hipoteses de efeito direto ou indireto no DNA, neste trabalho
avaliamos a sensibilidade do o6leo essencial e do nerolidol em cepas de S. cerevisiae
deficientes em vias de reparo do DNA. Nossos resultados mostraram que o simples
mutante ntg2A e o duplo mutante ntglAntg2A apresentaram sensibilidade apds o
tratamento com o 6leo essencial de P. gaudichaudianum (Figura 3A, Capitulo 1),
enquanto nos tratamentos com o nerolidol houve um aumento de sensibilidade nos
simples mutantes ntglAe apnlA, duplo mutante ntglAntg2A e triplo mutante
ntglAntg2AapnlA (Figura 3B, Capitulo I). Ntgl e Ntg2 possuem atividades de DNA
glicosilase que remove purinas e pirimidinas danificadas, gerando sitios AP, e de liases,
que processam os sitios AP, no entanto, Ntgl e Ntg2 apresentam especificidades de
substrato diferentes; diferenciam-se pela localizacdo (Ntgl é encontrada no nucleo e
mitocdndria, enquanto que Ntg2 atua somente no nucleo). Apnl é a principal
endonuclease de S. cerevisiea responsavel pelo processamento de sitios AP gerados pela
remocao de bases danificadas ou errbneas, e na sua auséncia, ocorre o acimulo desses
sitios, 0s quais sdo altamente toxicos a célula, uma vez que podem ser convertidos em
quebras de DNA (Meadows et al., 2003 ; Boiteaux e Guiller, 2004). Em razdo destes
resultados, pode-se afirmar que os tratamentos, tanto com o Oleo essencial de P.
gaudichaudianum quanto com o nerolidol, induzem algum tipo de lesdo oxidativa as
bases nitrogenadas do DNA, o qual necessita da participacdo de enzimas da via BER
para a remocao dos produtos de oxidagdo e correcao dos sitios abasicos (Matuo et al.,
2010; Boesch et al., 2011).

Através de co-relacdo estatistica dos resultados obtidos no trabalho publicado
pelo grupo (Péres et al., 2009), levantou-se a hipétese que a causa da citotoxicidade
(avaliada utilizando trés ensaios diferentes: sobrevivéncia clonogénica, MTT e azul de
tripan), se deve a formacgdo de quebras simples e quebras em sitios abésicos (alcali-
labeis), assim como o aumento da freqiiéncia de micronudcleos eram consequéncia da
geracdo de ERO, induzida pelo dleo, de forma que foi detectado em células de
mamiferos um aumento da peroxidacdo lipidica apds o tratamento com o dleo
essencial. Estes dados juntamente com os dos mutantes da via BER corroboram com

esta hipotese, pois estdo envolvidos na reparacdo de bases oxidadas, conforme
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mencionado no paragrafo anterior. O 6leo essencial induziu sensibilidade nos mutantes
da via NER (Figura 4, Capitulo 1), o que pode indicar que esta via possa atuar em
conjunto com o BER nas lesdes induzidas pelo mesmo, como por exemplo, nos casos
das lesdes oxidativas do tipo timina glicol e 8-oxiguanina (Boitex e Guiller, 2004). De
forma contréria, nenhuma sensibilidade nos mutantes NER foi observada para o
nerolidol. Esta resposta diferente para o 6leo essencial e nerolidol também foi observada
nos mutantes das vias TLS e PRR (Figura 6, capitulo I). Enquanto nenhuma
sensibilidade nos mutantes desta via foi observada ao Oleo essencial de P.
Gaudichaudianum, o nerolidol exibiu uma notdvel resisténcia para os simples mutantes
revlA, rad30A e radl8A, sugerindo que estas viaspodem participar no
potencial citotdxico do nerolidol. A complexa composicdo do éleo essencial certamente
justifica esta diferenca nas respostas, pois além do nerolidol, seu componente
majoritario representando 22,06% da sua composicao, o 6leo ainda apresenta outros trés
outros sesquiterpenos em quantidades significativas (a-humuleno representando 21,32%
da composicdo, biciclogermacreno representando 13,16% da composi¢do e (E)-

cariofileno representando 7,51%, conforme descrito na Tabela I, Capitulo ).

Ainda em relacdo a resposta observada nos mutantes das vias PPR e TLS ao
nerolidol, estes dados podem explicar a auséncia do efeito mutagénico nas linhagens
XV185-14c e N123 tratadas com nerolidol (Tabelas 1V e VI, Capitulo I), na qual a
proteina Rad30 (Pol 1) promove uma correcdo de lesdéo no DNA livre de erro, assim
como a proteina Revl,que atua juntamente com a Poll, que também pode atuar em uma
via sujeita a erro (Prakash et al.,2005, Andersen et al., 2008). S&o necessarios mais
estudos para afirmar que as lesdes induzidas pelo nerolidol sdo reparadas por TLS em

uma via livre de erro.

Nenhuma mudanca no perfil de sensibilidade das linhagens mutantes nas vias
recombinacionais foi observada, apds o tratamento com o Gleo essencial ou com o
nerolidol, indicando auséncia de formacéo de DSB. O que vai de encontro com estudos
em células de mamiferos previamente publicados pelo grupo, onde foram verificadas
auséncia de indugdo deste tipo de quebras, através da utilizagcdo do ensaio cometa versao

neutra (o qual detecta formagéo de DSB) (Péres et al., 2009).
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Estudos anteriores relatam que o nerolidol apresentou uma atividade pro-
oxidante (Ruberto et al., 2000), justificando a sensibilidade das linhagens deficientes
em BER, indicando que a via de reparo deste sesquiterpeno parece ser um pouco

diferente da do 6leo essencial de P. gaudichaudianum.

Ao estudar a sobreposicdo das vias de reparacdo empregando quadruplos
mutantes, verificou-se que nos tratamentos com o G&leo essencial de P.
Gaudichaudianum houve uma sensibilidade nos mutantes ntglAntg2AapnlAradlA e
ntglAntg2AapnlArad52A (Figura 7A, Capitulo 1), sugerindo que esses resultados sejam
uma consequéncia da auséncia de Ntg2, pois quando ausente a sensibilidade aumenta,
como aconteceu nos resultados mostrados com o simples mutante ntg2A e duplo
mutante ntglAntg2A. Estes dados sugerem que as lesbes geradas pelo 6leo essencial
podem ser reconhecidas pela DNA glicosilase Ntg2, que remove as bases erroneas e
gera sitios AP. Sitios esses que sdo removidos principalmente pela endonuclease Apnil,
no entanto, quando ocorrem falhas no processamento destes sitios, sdo formadas
quebras de fitas simples e duplas de DNA (Boiteux e Guillet, 2004). Ja nos tratamentos
com nerolidol os quadruplos  mutantes  ntglAntg2AapnlArad52A e
ntglAntg2AapnlArev3A apresentaram sensibilidade significativa (Figura 7B, Capitulo
1), sugerindo que para as lesdes induzidas pelo nerolidol as enzimas Ntgl e Apnl
parecem serem necessarias, assim como ocorreu nos testes com os simples mutantes

ntglA e apnlA, o duplo mutante ntglAntg2A, e o triplo mutante ntglAntg2Aapnl1A.

Como os dados publicados anteriormente utilizando como modelo células de
mamifero (Péres et al., 2009) e os dados obtidos com os mutantes das vias de reparo de
DNA de S. cerevisiae, especialmente os dados obtidos com os mutantes BER, apontam
para a formacdo de lesdo oxidativa no DNA e aumento da peroxidacdo lipidica, buscou-
se a confirmacdo de que o 6leo essencial e o nerolidol tém a capacidade de gerar ERO.
Observou-se que a auséncia das enzimas superoxido dismutase aumenta a sensibilidade
ao oOleo essencial e ao nerolidol (Figura 8, Capitulo I). O efeito foi mais pronunciado na
linhagem sodl1A, ap6s o tratamento com nerolidol (Figura 8B, Capitulo ). Sodl
(SodCuzn) fornece a principal defesa contra danos exdgenos, ja que é uma enzima
citoplasmatica (Longo et al., 2008). Para confirmacdo da producdo de ERO realizamos

0 ensaio de oxidacdo da DCFH-DA nos mutantes nas enzimas SOD (CuzZnSOD e
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MnSOD) e observamos que o 6leo essencial de P. gaudichaudianum e o nerolidol sdo
capazes de produzir ERO (Tabela VII, Capitulo 1), entretanto, o tipo de ERO
permanence por esclarecer. Um estudo interessante demonstrou que o nerolidol pode
afetar a funcdo mitocondrial, diminuindo a viabilidade celular via interacdo com a
membrana, aumentando a quantidade de ERO e diminuindo a quantidade de ATP
(Ferreira et al.,2011).

Resumidamente, neste trabalho, mostramos que o Oleo essencial de P.
gaudichaudianum e seu principal composto nerolidol ndo sdo mutagénicos, mas
induzem significativos efeitos citotoxicos na levedura S. cerevisiae, que pode estar
relacionados a geracdo de ERO. Considerando a resposta nas linhagens deficientes em
SOD e nos mutantes da via BER juntamente com nossos dados anteriores (Péres et al.,
2009), podemos concluir que a citotoxicidade observada estd relacionada
principalmente com a geracdo de quebras simples decorrentes da geracdo de lesbes
oxidativas, sendo o nerolidol o principal responsavel pelos efeitos bioldgicos induzidos
pelo dleo essencial de P. gaudichaudianum.
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Conclusodes

Os resultados obtidos com esse trabalho indicam que o 6leo essencial de Piper
gaudichaudianum e seu componente majoritario nerolidol apresentaram efeito
citotoxico, sendo essa citotoxicidade mais pronunciada nos tratamentos com nerolidol,

relacionado a consequiéncia desse efeito com a geracdo de ERO.

> O Oleo essencial de Piper gaudichaudianum e seu componente majoritario
nerolidol apresentaram efeito citotoxico nas linhagens XV185-14c e N123 de S.

cerevisiae, com o efeito mais pronunciado ap6s tratamento com o nerolidol.

> O Oleo essencial de Piper gaudichaudianum induziu efeito mutagénico na
linhagem XV185-14c¢ no l6cus lysl na concentragdo mais alta, e o nerolidol ndo induziu

qualquer tipo de efeito mutagénico.

> A DNA glicosilase Ntg2 (proteina do BER) esta envolvida no reconhecimento
das lesBes causadas pelo 6leo essencial, enquanto os danos induzidos pelo nerolidol séo

reconhecidos pela glicosilase Ntgl (proteina do BER).

> A endonuclease Apnl, envolvida na via BER, mostrou ser importante no
reparo de lesbes geradas pelo nerolidol, uma vez que os mutantes apnlA e
ntglAntg2AapnlA foram sensiveis.

» Mutantes simples em NER (rad1A e rad10A) mostraram uma sensibilidade
intermediaria para o Oleo essencial de P. gaudichaudianum, e ndo mostraram

sensibilidade frente a tratamentos com nerolidol.

» Mutantes em TLS néo apresentaram sensibilidade aos tratamentos com o 6leo
essencial de P. gaudichaudianum, entretanto os tratamentos com o nerolidol exibiram
uma notavel resisténcia para os simples mutantes revlA, rad30A e rad18A, sugerindo

que estas vias podem participar no potencial citotoxico do nerolidol.

» A sensibilidade dos quadruplos mutantes ntglAntg2AapnlAradlA e
ntglAntg2AapnlArad52A, apos tratamento com o Oleo essencial de P.
gaudichaudianum,sugere que esses resultados sejam uma conseqiiéncia da auséncia de
Ntg2.



96

» Os quadruplos mutantes ntglAntg2Aapnl1Arad52A e ntglAntg2AapnlArev3A
foram sensiveis ao nerolidol, podendo ser uma conseqiiéncia da auséncia das enzimas
Ntgl e Apnl.

» Mutantes deficientes na enzima superdxido dismutase aumentam a
sensibilidade nos ensaios com oOleo essencial de P. gaudichaudianum e nerolidol,

confirmando que ambos tém a capacidade de gerar ERO.

» Na analise por DCF confirmou-se que o Oleo essencial de P.

gaudichaudianum e o nerolidol sdo capazes de produzir ERO.



97

PERSPECTIVAS




98

Perspectivas

O conjunto de dados obtidos neste trabalho possibilitou determinar a
citotoxicidade do oOleo essencial de P. gaudichaudianum e do seu componente
majoritario nerolidol, bem como as vias de reparacdo de DNA envolvidas nas lesbes
geradas por estes agentes. Desta maneira, as perspectivas deste estudo podem ser

apontadas:

> Repetir os mesmos ensaios, tanto em levedura como em células de mamifero,
que foram realizados com o 6leo essencial de P. gaudichaudianum e com o nerolidol,
com o0s outros componentes do Oleo (a-humuleno, biciclogermacreno e (E)-

cariofileno).

> Determinar o tipo de ERO gerada pelo 6leo essencial, assim como, pelo

nerolidol.

> Verificar o efeito citotdxico do 6leo essencial e do nerolidol em diferentes
linhagens tumorais como a MCF-7 (adenocarcinoma mamario), HepG2
(hepatocarnimona) e HCT-116 (cancer colo-retal).

> Dar continuidade na investigacdo dos danos oxidativos no DNA em células
de mamiferos, utilizando o ensaio cometa modificado com enzimas de reparacdo de

DNA que reconhecem bases oxidadas.
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Ensaios Toxico-genéticos com o Veneno de Rhinella marina

Estudo desenvolvido junto ao Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia para
Pesquisa Translacional em Salde e Meio Ambiente na Regido da Amazbnia

(INPeTAM/CNPQ) para a obtencdo de bolsa académica.
1. Introducéo

A espécie Rhinella marina, conhecida popularmente como sapo cururu, pertence
a familia Bufonidae. Esses anfibios possuem ampla distribuicdo nativa, sendo
encontrados nos Estados Unidos, México e por toda a América do Sul (Kwet and Di-
Bernardo, 1999). Sapos da espécie Rhinella marina apresentam um tipo de glandula
responsavel pela sintese de uma grande diversidade de compostos quimicos, os quais
conferem protecdo contra infecces por bactérias e fungos, bem como contra predadores
(Sakate and Oliveira, 2000; Maciel, 2008). De acordo com a estrutura quimica os tipos
moleculares, encontrados na pele de anfibios, podem ser divididos em quatro categorias:
aminas biogénicas, esterdides (bufogeninas e bufotoxinas), alcaldides e peptideos

(incluindo polipeptideos e proteinas) (Maciel, 2008).

Desde a antiguidade, as populacdes fazem uso medicinal destas secrecoes,
empregando-as para os mais diversos males (Kwan, et al., 1992; Bernarde e Santos,
2009). Neste sentido, estudos que possam determinar a composicao e a reacdo do corpo
frente aos compostos presentes no veneno de R. marina poderiam definir um melhor
uso do mesmo. Isso vem sendo demonstrado em diversas pesquisas com sapos do
mesmo género, como nas averiguacdes de Tempone et al., (2008) que sugeriu seu uso
como antiparasitario leishmanicida. Freitas (2003) investigou a atividade antimicrobiana
das substancias extraidas de secrecGes de sapos; experimentos com cachorros
demonstraram alteragdes cardiacas provocadas pelo veneno, evidenciando um outro tipo
de atividade (Camplesi, 2006).


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&sl=en&u=http://species.wikimedia.org/wiki/Bufonidae&prev=/search%3Fq%3Drhinella%2Bmarina%26hl%3Dpt-BR%26client%3Dfirefox-a%26channel%3Ds%26rls%3Dorg.mozilla:pt-BR:official%26hs%3DOMg%26sa%3DG&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhiSRD7rqsZGaA5isXeGHDUzmJ96tA
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2. Objetivo

Considerando que o produto de sintese do anfibio Rhinella marina (veneno) tem
uma composicao quimica diversificada, e é utilizada como defesa do anfibio através de
uma acdo toxica, este estudo teve como objetivo uma avaliacdo do efeito tdxico,
mutagénico e genotdxico do veneno, utilizando células de fibroblasto de pulmdo de
hamster chinés (células V79) e a linhagem haploide da levedura Saccharomyces
cerevisiae XV185-14c.

2.2. Objetivos Especificos

» Verificar o potencial citotoxico utilizando diferentes concentracées do veneno
de R. marina em células de fibroblasto de pulmdo de hamster chinés (células V79)
através do ensaio de MTT.

> Investigar o potencial do veneno de R. marina em induzir danos ao DNA em
células V79 por meio do ensaio cometa em condicdes de pH alcalino ;

> Determinar a atividade citotdxica e mutagénica do veneno de R. marina na

linhagem XV185-14c de S. cerevisiae.

3. Resultados e Discussao

O uso de cultura de células € de grande valia na investigacdo das caracteristicas
toxicoldgicas no que tange aos estudos farmacol6gicos e ambientais, propiciando uma
ferramenta fundamental na avaliacdo dos parametros bioldgicos e/ou terapéuticos versus
os efeitos toxicoldgicos. Dentre as numerosas possibilidades de linhagens celulares
disponiveis, a linhagem de mamifero V79, de fibroblastos de Hamster Chinés, tem sido
largamente utilizada em ensaios de citotoxicidade e mutagenicidade de curta duracgéo.

A utilizacdo destas linhagens iniciou em 1968 (Bradley et al., 1981). Algumas
caracteristicas desta linhagem sdo: alta velocidade de proliferagdo (12-16 horas, a 37°C
com 5% de CO,), alta eficiéncia de clonagem, estabilidade do cari6tipo (22 + 1
cromossomos, de facil identificacdo através de microscopio optico), baixa frequéncia de
mutacdes e a manutencdo das caracteristicas apds a crio-preservacdo (Bradley et al.,
1981).
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Os elementos bésicos de estrutura e reparagdo de DNA nas células V79 sdo
similares, mas nao idénticos, aos de células humanas. De tal maneira, as consequéncias
da interacdo quimica de xenobioticos com 0 DNA sejam de células humanas, sejam de
célula V79, sdo similares. Portanto, os resultados obtidos nessa linhagem séo
extremamente relevantes para humanos, sendo inclusive mais importantes que a
extrapolacdo dos dados obtidos em procariotos (Bradley et al., 1981).

Para avaliar o efeito citotoxico do veneno de Rhinella marina foi realizado o
ensaio com MTT (sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium).
O teste de MTT, outro ensaio de curta duragdo, tem a capacidade de analisar a
viabilidade e o estado metabdlico da célula. Descrito originalmente por Mosmann
(1983) e modificado por Alley et al. (1988) é uma analise colorimétrica baseada na
conversdo do sal (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamente ativas. O teste permite definir a
citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acgéo.

Como demonstrado na Figura 1, o veneno de Rhinella marina induz uma leve

citotoxicidade dose-dependente.
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Figura 1. Ensaio de MTT para avaliacdo da citotoxicidade apos tratamento de 24 horas
com o veneno Rhinella marina em células de fibroblasto de pulméo de hadmster chinés
(células V79).

Para avaliacdo da genotoxicidade do veneno de Rhinella marina foi utilizado o

ensaio cometa. O ensaio cometa é atualmente um dos principais métodos no estudo de
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lesbes no DNA. Utilizando-se a versao alcalina é possivel mensurar quebras simples no
DNA, quebras duplas no DNA, quebras em sitios alcali-labeis e detectar sitios
susceptiveis a ataques alcalinos. Como mostrado na Figura 2, o veneno de Rhinella

marina induziu quebras significativas no DNA nas concentracdes de 40 e 80 pg/mL.
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Figura 2. Ensaio cometa para avaliacdo da formacdo de quebras no DNA apos

tratamento com o veneno de Rhinella marina utilizando células VV79.

Para os ensaios de mutagénese foi utilizada a linhagem hapldide de S. cerevisiae
XV185-14C. A linhagem XV185-14C de S. cerevisiae permite a deteccdo de dois tipos
de mutacbes locus especificas (reversdo de lysl-1 ocre ou hisl-7 missense) e uma
mutacdo para frente ou frameshift (hom3-10). Suspensdes celulares de 2x10® células
mL™* em fase exponencial crescimento foram incubadas em presenca do veneno de
Rhinella marina, durante 18 h em meio sintético completo. A sobrevivéncia foi
determinada no meio completo SC e a inducdo de mutagdes (revertentes LYS, HIS ou
HOM) nos meios de omiss&o.

Os ensaios de sobrevivéncia na linhagem XV185-14C demonstram que 0 veneno

de Rhinella marina induziu uma citotoxicidade nas doses de 160 png/mL e 320 ug/mL,
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sendo essa citotoxicidade ndo significativa. Nas avalia¢cbes de mutagenicidade o veneno
ndo apresentou efeito mutagénico nas doses testadas (Tabelal).

Desta forma, os resultados preliminares deste trabalho indicam que o composto
ndo € citotoxico, nem mutagénico, mas induz genotoxicidade em células V79.
Entretanto, outros ensaios sdo necessarios para a comprovacao destes resultados, como
a realizacdo de ensaios de citotoxicidade em outras linhagens celulares (tumorais, por
exemplo), bem como teste de micronicleo, para complementacdo dos dados de

mutagenicidade.
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Tabela 1. Inducdo de mutagdes pontuais (hisl-7e lysl-1) e mutagdo frameshift (hom3-10) na linhagem haploide XV185-14c de S. cerevisiae
depois do tratamento com veneno de Rhinella marina por 18 horas com células em fase exponencial durante crescimento em meio sintético

completo (SC).

Substancia | Tratamento | Sobrevivéncia (%) | LYS1/10’sobreviventes” HIS1/10"sobreviventes® HOM3/10"sobreviventes®
NC? 0 100,00 0,87 +£0,69° 0,62+0,35° 0,11 +0,08°
4-NQO° 0.5 pg/mL 15,33*** 125,92 + 9,19*** 151,88 + 6,3 *** 41,22 + 8,50***

10 pg/mL 97,04 0,45+0,32 0,627 + 0,36 0,08 + 0,02
20ug/mL 92,12 0,72+0,86 0,58 +0,43 0,14+ 0,14
Veneno de

40ug/mL 88,81 0,93+0,69 0,56 + 0,32 0,11 +0,10

Rhinella
. 80ug/mL 85,24 1,54 +0,84 0,56 + 0,50 0,18 + 0,07

marina
160 ug/mL 81,60 2,06 +£0,94 0,50 +0,44 0,09+0,11
320 pg/mL 74,96 2,06 +£0,61 0,82 +£0,35 0,02 + 0,03

2 revertentes locus especifico; ” revertentes locus ndo-especifico (forward mutation); © média e desvio padréo de trés experimentos independentes;
¢ controle negativo (solvente); ¢ controle positivo; * dados significantes em relacdo ao controle negativo quando P<0.05; ** P<0.01; ***
P<0.001/ One-way ANOVA-Dunnett's Multiple Comparison Test.
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