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Abstract

On a daily basis our genome is constantly under attack by various endogenous and
exogenous agents. Among these agents are mutagens, which provoke DNA based mutations
which may alter the normal mechanisms of cells and therefore give rise to many diseases,
including cancer. Many of these agents are environmental, mainly found in tobacco, or
alcohol, or clinical and illicit drugs. One of the biggest challenges nowadays is uncovering
new compounds/drugs with the potential to treat degenerative diseases such as cancer or
improve the quality of life along ageing. Resistance to therapy is frequent in cancer therapy,
which drives the researchers to look for new molecules with new anticancer mechanisms and
with lesser side effects. The scientific community is now focusing on medicinal plants, used
by our ancestors in the past, due to their bioactive compounds such as alkaloids, terpenes and

phenols.

The main objective of this work was to assess the protecting effect of extracts from
Ginkgo biloba (GB), Dittrichia viscosa (IV) and Melissa officinalis (MO), against 2 genotoxic
agents, camptothecin (CPT) and sodium nitroprusside (SNP). All experiments to verify the
protective capabilities of the biological extracts obtained from these plants were performed on
two distinct yeast biological models Saccharomyces cerevisiae and Schizosaccharomyces
pombe. Viability assays were performed, by exposing the organisms to the genotoxins (CPT
and SNP) and a plant extract to study protection against cytotoxicity. The same approach was
used to investigate the anti-genotoxic effects using the comet assay, only on S. cerevisiae. In
addition, viability assays where performed on Sch. pombe mutant strains affected in DNA
repair mechanisms. Our results suggest that CPT and SNP are substances that lead to loss of
cellular viability and that cause DNA damage, as verified in viability assays and comet assay.
The extracts from GB and IV were efficient protectors against CPT. This protection may be
induced through improvement of homologous recombination, taking in consideration that
neither GB nor IV protected mutants affected in this repair pathway. Concerning SNP, the
increased loss of viability observed in the presence of extracts from GB and MO suggest that
these extracts have a synergistic effect. The IV extract on the other hand seemed to protect the
cells from cytotoxicity upon SNP exposure. Sch Pombe throughout the experiments proved to
be a better model than S. cerevisiae to study CPT and SNP cytotoxicity.



Resumo

No nosso dia-a-dia a estabilidade do nosso genoma esta constantemente a ser atacada por
varios agentes provenientes de fatores enddgenos e exdgenos, ao organismo. De entre estes
agentes encontram-se 0s mutagénios quimicos que causam mutacdes ao nivel do DNA, por
meio de reagdes quimicas, 0o que pode alterar os mecanismos normais das células e
consequentemente originar muitas doencas, nomeadamente cancro. Estes agentes estdo
presentes no ambiente, mas derivam essencialmente de drogas, como tabaco, alcool e
substancias ilicitas, e farmacos clinicos. Um dos grandes desafios, hoje em dia, é a exploracdo
de novos agentes, que possam tratar uma variedade de doencas degenerativas ou melhorar a
qualidade de vida em idades avancadas. A resisténcia a terapia é frequente na quimioterapia
do cancro, impulsionando grupos de investigacdo na procura de novos compostos com novos
mecanismos de acdo anti cancro e com menos efeitos secundarios. Assim, a comunidade
cientifica centrou-se na exploracdo de plantas medicinais, usadas ja pelos nossos
antepassados, para fins curativos, devido aos seus compostos biologicamente ativos. De entre
esses compostos, destacam-se os alcaldides, os terpenos e os fendis. Estes compostos podem
causar efeitos benéficos, pois estdo associados a diversas atividades, das quais a atividade
antioxidante, anticitotoxica e antigenotoxica sdo as mais frequentes, mas 0s mecanismos
responsaveis por estas e outras atividades reportadas estdo por aprofundar. Portanto, 0 nosso
objetivo focou-se no estudo da atividade protetora de extratos vegetais, como extrato de
Ginkgo biloba (GB), Dittrichia viscosa (IV) e Melissa officinalis (MO), contra stresse
genotdxico provocado por dois agentes quimicos, camptotecina (CPT) e nitroprussiato de
sodio (SNP). Os ensaios foram realizados em dois modelos biolégicos diferentes: na levedura
Saccharomyces cerevisiae e na levedura Schizosaccharomyces pombe. Para investigar 0s
efeitos protetores dos diferentes extratos, nos dois modelos bioldgicos, efetuaram-se ensaios
de viabilidade, juntamente com camptotecina e nitroprussiato de sodio. O efeito
antigenotdxico foi testado através do ensaio cometa, apenas na levedura S. cerevisiae e 0s
mecanismos de protecdo dos extratos envolveu a determinagdo da viabilidade celular, em
estirpes mutantes, da levedura Sch. pombe, afetadas em mecanismos de regulacdo e reparacao
da resposta a danos de DNA. Os nossos resultados sugerem que CPT e SNP sdo substancias

que levam a perda de viabilidade celular e provocam danos no DNA, como se verificou nos



ensaios de viabilidade e ensaio cometa. Os extrato de GB e IV mostraram protecdo contra
CPT, podendo essa protecdo ser por inducdo da recombinacdo homologa, como sugerem 0s
resultados de auséncia de protecdo em mutantes afetados nesta via de reparacdo de DNA.
Relativamente ao SNP, os extratos de GB e MO apresentam um efeito sinergistico, ou seja,
potenciam o efeito do SNP quando adicionados em conjunto, como se observou no aumento
da perda de viabilidade, enquanto que o extrato de IV parece proteger as células danificadas
pelo SNP. A levedura Sch. pombe mostrou ser um melhor modelo para este ensaio do que a

levedura S. cerevisiae.

Vi
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1 - Introducao
1.1 - Stresse genotdxico e integridade gendmica

Desde a descoberta da estrutura molecular do acido desoxirribonucleico (DNA), por
volta de 1953 [1] que a atencdo de muitos investigadores é perceber e dar a conhecer 0s
mecanismos por detrds desta molécula. O DNA contém a informacéo que é transmitida as
geracOes seguintes, sendo importante a estabilidade do genoma para a garantia da
sobrevivéncia das espécies. As células vivas estdo constantemente a ser sujeitas a agentes
provenientes de fatores exdgenos e enddgenos ao organismo [2]. Surgiram e foram
selecionados mecanismos de protecdo e reparacdo que permitem a preservacdo da
integridade do genoma, mas quando os danos s&o irreversiveis ocorre morte celular, por
apoptose [3]. Estes danos ao nivel do genoma sdo provocados por agentes genotdxicos,
quimicos, fisicos ou bioldgicos [4]. Assim, o stresse genotdxico € qualquer substancia ou
agente genotoxico com afinidade para interagir com o DNA e provocar danos na sua
integridade. Estas substancias e agentes genotoxicos podem ser enddgenos, ou seja,
resultantes do metabolismo celular, ou podem ser de fontes exdgenas, tais como radiacdes

ultravioleta (UV), stresse oxidativo e/ou stresse nitrosativo ou mutagénios quimicos [3].

A integridade gendmica pode, assim, ser constantemente desafiada por agentes
exdgenos, como o ambiente e/ou por produtos resultantes do metabolismo celular, que
podem gerar stresse genotoxico, logo uma resposta celular é selecionada para permitir a
detecdo, sinalizacdo e reparacdo dos danos gerados no DNA [5].

O stresse oxidativo € um processo bioldgico onde ha desequilibrio entre o excesso de
espécies reativas (RS) e o sistema de defesa do organismo. RS sdo estruturas muito
instaveis e muito reativas e advém de fontes internas, como metabolismo do organismo ou
de fontes externas, como poluicdo do ar, tabagismo, consumo de alcool, radiacdo e
exercicio fisico. E de salientar que RS sdo imprescindiveis ao organismo, s6 que em
concentracdes excessivas ao seu limite, ou seja, quando o nimero de RS produzido
excede a capacidade antioxidante da celula, podem ter efeitos prejudiciais. Assim, RS de
maior relevancia sdo as espécies reativas de oxigénio (ROS) e as espécies reativas de
azoto (RNS) [6].

ROS derivam do oxigénio molecular (O,), considerado, por muitos investigadores,

uma das genotoxinas mais fortes [7]. Uma das ROS mais abundantes € o anido superdxido
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('O27), mas a mais prejudicial sdo os radicais hidroxilo (‘OH) gerados pela reacao de
Fenton e de Haber-Weiss (Figura 1.1) [6]. Os principais problemas provocados por esta
categoria de RS sdo as interrupgdes de vias de sinalizacdo, danos de macromoléculas,
perturbacdo da homeostase [6] e ainda genotoxicidade. Os danos genotdxicos vao desde
oxidacgdo de bases de DNA, fragmentacdo/quebras do DNA, mas o efeito mais nocivo, do

dano oxidativo, ao nivel do DNA, é a formagao de quebras de cadeia dupla (DSB's) [7].

Figura 1.1 - Reagdo de Fenton e Waber — Weiss.

Das RNS, a mais comum € 6xido nitrico (‘NO) que reage com o ‘O2", dando origem ao
anido peroxinitrito (ONOO), que, por sua vez, é convertido em acido peroxinitroso e, por
fim, resulta em ‘OH e anido nitrito (-‘NO2"), resultando assim em stresse oxidativo [6].
Tanto ROS como RNS (Tabela 1.1) sdo essenciais e fisiologicamente produzidos, pelas
células do organismo, durante 0s processos metabdlicos e, essencialmente, durante o
processo de transporte de eletrdes. RNS em conjunto com ROS estdo na primeira linha de
defesa do organismo contra agentes invasores potencialmente patogénicos, dai RNS e

ROS serem considerados eficazes como agentes antimicrobianos [8].
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Tabela 1.1 - Diferentes espécies reativas de oxigénio e de azoto (adaptado de [76]).

Simbolo . Simbolo
Hidréxido OH- Oxido nitrosoe NO-
Superoxido [0 P Peroxinitrato O0ONO-
Oxido nitrico NO- Acido ONOOH
peroxinitroso
Perdxido RO,- Anido nitroxide NO
Peroxido lipidico LOO- Dioxido de NO,-
nitrogénio
Peroxinitrato ONOO- Trioxido de N,O0;
dinitrogénio
St H,0, Acido nitroso HNO,
hidrogénio
Oxigenio singleto 0y Cloreto de nitrilo NO.Cl
e HOCL Catido nitrosil NO*
hipocloridrico

Existem ainda os mutagénios quimicos que sdo substancias que causam mutagdes, ou
seja, alteracbes, ao nivel do DNA e informacdo genética, por meio de uma reacao
quimica, o que pode alterar os mecanismos normais das células e consequentemente
originar muitas doencas, principalmente células cancerigenas. A exposi¢éo a estes agentes
pode ocorrer através da alimentacdo, 4gua, ar, drogas (tabaco, alcool e substancias ilicitas)
e farmacos clinicos [9]. De entre as substancias mutagénicas, por exemplo, nas
alimentares destacam-se as aflatoxinas, N-nitrosaminas, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos e aminas heterociclicas, que causam diferentes tipos de danos no DNA, como
alteracbes de nucledtidos e aberragcBes cromossémicas [10], mas os principais agentes
guimicos mutagénicos encontram-se nos farmacos clinicos que tém sido desenvolvidos ao
longo dos anos. Estes farmacos tém como alvo o DNA e sdo um meio de tratamento de
inimeras doencas, nomeadamente o cancro, e apresentam na sua constituicdo agentes de
alquilacdo de bases do DNA, agentes de alquilagdo bifuncionais (compostos de platina,
mitomicina C e mostardas de azoto) que formam ligacdes cruzadas intra e intercadeia do
DNA, provocando danos. Existe ainda os farmacos usados na quimioterapia que levam

mesmo a quebras de cadeia de DNA, como o caso dos inibidores de topoisomerase | e II.
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Um exemplo deste tipo de quimioterapicos é a camptotecina (CPT) [11]. As espécies
reativas, também estdo envolvidas nos agentes mutagénios quimicos, porque estdo
implicadas na iniciacdo e progressdo de varias doencas e na toxicidade de varios produtos

quimicos [12], como é o caso, por exemplo, do nitroprussiato de sddio (SNP).

1.1.1- Camptotecina

A camptotecina (CPT) é uma substancia
quimica  isolada  originalmente da planta
Camptotheca  acuminata.  Quimicamente  é
considerada um alcal6ide pentaciclico insaturado,
com um sistema de anéis quinolonicos (A e B), um

anel piridona (D) e um o-hidroxilactona (E) [13].

CPT e os seus derivados sdo agentes importantes

Figura 1.2 - Estrutura quimica da
no tratamento e investigacdo de doencas malignas, Camptotecina (Autor: Edgar 181)

como tumores sélidos [14] e doencas hematopoiéticas [15]. Este agente quimioterdpico é de
relevancia para muitos investigadores, principalmente, porque um dos modos de atuacdo pode
ser através da ativacdo da apoptose, visto que sdo relatados varios estudos que indicam que
CPT induz apoptose em varias células cancerigenas [15]. CPT é uma droga que quando em
contacto com as células provoca stresse genotdxico, isto porque, inibe a topoisomerase | (topo
1), fazendo com que as células parem na fase S, do ciclo celular [16]. Topo | tem como
principal funcdo o relaxamento do DNA superenrolado, produzido pela tensdo de torséo
durante a replicacdo e transcri¢do. Assim, a topo | liga-se ao DNA formando um complexo de
clivagem que permite a continuacdo do processo de separacdo das cadeias de DNA [17].
Quando administrado CPT as ceélulas, esta liga-se ao complexo de clivagem (Fig. 4),
estabilizando-o, o que resulta numa rutura irreversivel do DNA, pois provoca a rutura da
dupla cadeia do DNA, ou seja, DSB’s. Nao ha replicacdo nem transcri¢do, havendo morte
celular [16, 17]. Este tipo de danos, causados por topo I, também necessita de ser reparado,

para conservar a integridade do genoma [14].
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Camptotecina
. +
5 ‘ . ) ‘ .
3 ) 3 &
DNA associado a Estabelizacio do complexo
topoisomerase I de clivagem

7
/ g / i
/ 7/
) , ) 1 ,
3 \ 3 \
\ \\
N N\
Interacao entre o compleco - Quebra de cadeia :
de clivagem e a forquilha de 0 dupla de DNA 5

replicacio do DNA

Figura 1. 3 - Mecanismo de acdo de Camptotecina (adaptado [78]).

Apesar do grande interesse, pela comunidade cientifica, nesta molécula, tem sido

dificil estuda-la, porque esta droga atua como um inibidor ndo competitivo e liga-se apenas a

um complexo covalente transiente [16]. Além de que, CPT é uma molécula com certos

inconvenientes como baixa solubilidade em solugdes aquosas, apresenta uma grande

toxicidade irreversivel, provocando, em alguns casos, efeitos secundarios como cistites

hemorragicas, apresenta instabilidade da lactona, presente na sua estrutura. [17].

1.1.2— Nitroprussiato de Sodio e éxido nitrico

descontinuacdo e referenciado num estudo como tratamento

. . . . . [ 0 1?3
O nitroprussiato de sodio (SNP) é um sal que liberta I
- ’ - Z ’ - ’ Y N
oxido nitrico (NO). E um composto quimico sensivel a luz INg® No, I:|e ....... o=N
solar e considerado um vasodilatador anti — hipertensivo de N=C (I: C=p
acdo rapida (tempo de meia vida de um a dois minutos) apds m

Figura 1.4 - Estrutura quimica

coadjuvante para esquizofrenia [18]. Apresenta toxicidade, ~ do Nitroprussiato de Sodio

(Autor: Bejah-bmm27).
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devido a producdo gradual de cianeto, que se agrega com o ferro (Fe) dos citocromos
mitocondriais inibindo a producdo de ATP nas células [19]. O seu mecanismo de acdo €

comum a todos 0s nitritos.

O NO é um radical livre altamente difusivel que se apresenta na forma de géas solUvel e
lipofilico, com funcBes reguladoras em varios eventos fisiologicos e patologicos [19].
Considera-se que NO é uma molécula de sinalizacdo intra e inter-celular importante no
sistema nervoso, imunoldgico e cardiovascular [20]. Varios estudos relatam que o NO
desencadeia uma sequéncia de acontecimentos como morte celular programada, que levam a
defesa do organismo, em resposta a indutores ou agentes patogénicos [21] e que uma grande
quantidade de NO ¢ libertada pelas células do sistema imunitario, quando o organismo sofre
infecdes por diversos organismos, desde bactérias e fungos patogénicos, parasitas e virus [8].
Outros estudos mostram que o0 NO é um mensageiro neuronal, que em excesso pode causar
eventos neurotdxicos, havendo mesmo morte neuronal [22]. No organismo, o NO, é
sintetizado a partir do aminoacido L-arginina e O, na reac¢do catalisada pela enzima sintase do
oxido nitrico (NOS) (Figural.5) [19,20,23].

MADPH NADPH
L-arginina —rN ~hidroxi-L-argining =L -citulina+
c 0O

oxido nitrico (NO)

Figura 1.5 - Sintese do NO, a partir de L-arginina e oxigénio,
através de NOS (adaptado de [77]).

Existem trés isoformas de NOS: a neuronal (nNOS), a endotelial (eNOS) e indutivel
(iNOS), que compartilham a mesma estrutura de dominio e mecanismo catalitico e diferem
nas propriedades reguladoras. Como tal torna-se necessario compreender a contribui¢do dos
diferentes tipos de NOS’s nos processos biol0gicos e patoldgicos, para se conseguir efeitos
promissores [19,20]. Como mecanismo de agdo, o0 NO atua por duas principais vias, ou seja,
tem capacidade de, em baixas concentracfes, ativar a guanil ciclase, levando a regulacdo da
guanosina monofosfato ciclica (cGMP) [8], que por sua vez atua como um segundo
mensageiro que regula inimeros processos celulares [24], e ainda pode interagir com a

citocromo C-oxidase (principal fonte do anido superoxido), na mitocondria, provocando
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stresse oxidativo, quando em concentragdes excessivas [23,25]. Assim, o NO pode reagir com
diferentes espécies, dentro do hospedeiro, originando RNS, podendo inibir a cadeia
respiratoria [8]. Estd também descrito que esta molécula também controla a cascata de
sinalizacdo da apoptose, pela disfuncdo da regulacdo da expressdo genética, disfuncéo
mitocondrial e ativacdo das caspases, sendo que este mecanismo ainda ndo estd muito bem
compreendido, apesar de que a S-nitrosacdo, conhecida por controlar importantes funcoes
celulares através da modificacéo de residuos tiois de cisteinas (Cys) pela ligagcdo covalente do
NO, é fundamental para manter as caspases na sua forma inativa [26]. Resumidamente, o
Oxido nitrico € uma molécula que apresenta uma ac¢do dupla no organismo, ou seja, quando
presente em baixas concentracdes pode apresentar-se como um mecanismo de defesa,

enguanto em concentracdes elevadas leva a morte celular [24].

1.2— Reparacédo do DNA

Como ja percebemos, 0 genoma de qualquer organismo, seja microrganismos, animais
ou até mesmo plantas esta constantemente a sofrer danos devido ao seu préprio metabolismo
ou por fatores externos ao organismo. As lesdes ao nivel do DNA podem gerar inUmeros
problemas desde distor¢cdes estruturais, que interferem com processos celulares, como
transcricdo e replicacdo, a mutacgdes, tudo que interfere com a estabilidade do genoma e
mesmo morte celular. Ao longo dos anos os organismos foram evoluindo e adaptando-se
consoante as necessidades, e por uma questdo de sobrevivéncia, desenvolveram varios
sistemas de reparacdo do DNA, para lidar com os danos, que todos os dias, pdem a prova a
estabilidade do genoma. Os muitos mecanismos de reparacdo de DNA que as células
apresentam sdo: reparagdo por excisdo de bases (BER), reparacdo por excisdo de nucle6tidos
(NER), mismatch (MMR) e ainda reparacdo por ligacdo cruzada (ICL) [27]. Outro dos
mecanismos de reparacdo, que as células apresentam, € a recombinagdo homologa (RH) por
meio da rutura da cadeia dupla do DNA (DSB) (Figura 1.6). AS DSB e RH dependem da
expressdao de um mesmo grupo de genes, indicacdo esta que permite diferir que tém uma
bioquimica comum. Mas ndo sdo s6 as DSB’s que levam a RH. Hé outro tipo de lesdes e
processos celulares que também podem resultar em recombinagdo homologa. E necessario
recombinacdo homologa, por exemplo, no processo de meiose, pois desempenha a importante

funcdo da correta segregacdo dos pares de cromossomas homoélogos, através da troca
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reciproca de material genético [28]. O processo de switching do mating type de leveduras &,
outro exemplo, que induz recombinagdo homdloga [29]. Apesar da recombinacdo homologa
ser um processo que difere de organismo para organismo, 0 mecanismo basico € 0 mesmo e é

um processo bastante conservado, em eucariotas.

ROS =L Raio -X
Raio-X Erros replicacdo 5 roc:gr pacs Radioacdo ionizante
Ag. Alquilantes A Antitumorais
Reacdes espontanéas pentaciclicos
- = - -
Oxi (8-0x0-G) A-Gmismatch . quebras cadeia
ura T-C mismatch - uctf) o un:losos dupla
sitio abasico insercao Pgagao dc ., ligacdo cruzada
quebra simples delecdo Intercancias intercadeias
v \ 4 A 4 v
Excisdo de bases  Mismatch Excisdo de Reparacdo quebras
(BER) (MMR) nucleotidos cadeia dupla
(NER) (NHEJ ou RH)

Figura 1.6 - Danos no DNA e mecanismos de reparacdo. O diagrama ilustra agentes prejudiciais ao DNA,
exemplos de lesdes causadas por esses agentes e 0 mecanismo de reparo responsavel pela sua remocao
[adaptado 11].

O mecanismo de recombinacdo homoéloga, em eucariotas, inicia-se com o
reconhecimento de DSB, que é processado por excisdo nucleofilica que origina cadeias
simples com caudas 3- OH. O inicio deste processo é mediado por um complexo
heterodimérico MRN (Mrell-Rad50-Nbs), juntamente com CtIP (RBBP8) e continua através
da acdo de BLM helicase e a exonuclease Exol. As caudas 3"estdo vinculadas por RPA, até a
remocao de estruturas secundarias disruptivas. De seguida RPA é substituido por Rad51,
proteinas mediadoras, Rad52 e BRCA2 e um grupo de proteinas paralogas a Rad51, para
executarem a pesquisa de homologia de sequéncias de DNA. Apds a identificacdo de DNA

homologo, Rad51 medeia a invasdo do modelo de DNA de cadeia dupla (cromatideos irmaos)
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pela cadeia de DNA danificada. Por fim, da-se a sintese de DNA, através de DNA polimerase
seguido da ligacdo sucessiva, através do DNA helicase | e obtém-se uma estrutura
intermediaria conhecida como juncdo de Holliday, que origina produtos crossover ou

noncrossover, sem erros (Figura 1.7) [11, 30].

Dano no DNA f}'z

Quebra cadeia dupla l

Fim ressecio , l

Invasdo da cadeia

Sintese DNA ——

|

Fim da 2" captura
DSBR  sintese de DNA
l Ligacio
I I EEEEEE L
=M= o &

Il A
l Juncdes Holliday

Moncrossover

ou
I

Crossover

Figura 1.7 - Via de reparacao de quebras de cadeia dupla de DNA por recombina¢do homologa. Apds a
formagao de DSB’s, as extremidades 3’ sdo removidas, para se obter cadeias simples de DNA, que se tornam
substrato para que a maquinaria de RH execute a invasdo de um cromossoma homologo. Ap6s a pesquisa de
homologia da-se a invasdo e forma-se um D-loop, seguido da sintese de DNA. A segunda extremidade pode ser
capturada de modo a formar um intermediario que abriga jungdes Holliday, acompanhada de sintese de DNA e
preenchimento das lacunas. HJ através de uma endonuclease pode resultar em produtos ndo crossover ou
produtos crossover, livres de erros (adaptado de [30]).

Assim, a RH tém um grande papel quando se trata da integridade do genoma. Como tudo, RH

também apresenta adversidades e neste caso a recombinacdo homoéloga pode gerar perda de

9
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heterozigosidade. O ponto positivo é que esta perda torna-se importante para a investigacdo
quando se trata de tumorigénese em eucariotas superiores, logo torna-se relevante

compreender os tipos de danos de DNA mais eficazes que originam RH [31].

A resposta aos danos de DNA envolvem certas vias como a via PKC juntamente com
ATM, que estdo mais envolvidas na reparacdo de DSB’s e a ATM, sozinha, apresenta-se mais
como via de reparacdo de lesGes associadas a replicacdo. Apesar de se tratar de vias de
reparacao, existem falhas que remetem novamente para a instabilidade do genoma e para as

doengas [27].

A ciéncia tem assim um grande caminho pela frente, de extrema importancia, porque
se conhecem muitos mecanismos celulares, mas de uma forma geral, sendo necessario
aprofundar para dar resposta as adversidades que sofre a molécula bioldgica, presente em

todas as células vivas, que nos confere identidade, 0 DNA.

Tabela 1.2 - Genes essenciais dos principais mecanismos de reparacéo de DNA (adaptado de [11]).

Reparacéo por excisdo de DNA glicosilase, APE1, XRCC1, PNKP. Tdpl, APTX, DNA
bases (BER) polimerase 3, FEN1, DNA polimerase 6 ou ¢, PCNA-RFC, PARP

MutSa (MSH2-MSH6), MutSp (MSH2-MSH3), MutLa (MLH2-
MLH2), Mutp (MLH1-PMS2), MutLY' (MLH1-MLH3), Exo1,
PCNA-RFC

Reparag¢do mismatch
(MMR)

Reparacdo por excisdo de XPC-Rad23B-CEN2, UV-DDB, (DDB1-XPE), CSA, CSB, THIIH,
nucledtidos (NER) XPB, XPD, XPA, RPA, XPG, ERCC1-XPF, DNA polimerase 6 ou &

Recombinagéo homé|oga Mrell-RadSO-Nbsl, C“P, RPA, Rad51, Rad52, BRCA]., BRCAZ,
(RH) Exol, BLM-TOPIIla, GEN1-Yenl, SIx1-SLx4, Mus81/Emel

Recombinagéo ndo

homéloga (NHEJ) Ku70-Ku80, DNA-PKc, XRCC4-DNA ligase IV, XLF

10
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1.3 - Acdo antigenotoxica através do uso de fitoquimicos

Com a descoberta dos factos e eventos exdgenos e enddgenos do DNA e das suas
consequéncias a industria farmacéutica teve um grande avanco. Hoje em dia, devido a
questes econdmicas, ambientais, resisténcias a medicamentos e entraves (alvos especificos,
principal causa da doenca, mutacdes, entre outros) relacionados a muitas doencas, tornou-se
necessario descobrir e caracterizar novos recursos, neste caso naturais. Estes produtos naturais
sdo produzidos por seres vivos dos varios reinos. Sdo todos compostos organicos e séo fruto
dos processos metabdlicos primarios como aminoacidos, proteinas e lipidos, que estdo
envolvidos em processos celulares [32, 33]. E ainda nos processos metabdlicos secundarios
que produzem compostos biologicamente ativos (compostos fendlicos, alcaldides, terpenos,
esteroides, saponinas, entre outros) como resposta a estimulos bioticos ou abidticos a que sdo
sujeitos [34]. Por tais razbes, o reino vegetal tomou outras propor¢des, no mundo da
investigacdo. O estudo da medicina tradicional renasceu em diferentes partes do mundo. Uma
das curiosidades é que 80% da populacdo, nos dias de hoje, depende da medicina tradicional
para os cuidados de saude primarios, sendo que a maioria envolve extratos vegetais [34]. Isto
ocorre principalmente nos paises em vias de desenvolvimento, porque as plantas sdo mais
econdémicas e mais acessiveis do que a medicina ortodoxa. As plantas ocupam agora uma
posicdo de extrema importancia em muitos ramos da medicina, desde medicina alopatica,
fitoterapica, homeopatica e aromoterapica, como no mundo da investigacdo [32, 33]. O uso
moderno da medicina tradicional que usa extratos vegetais € limitado, devido a falta de
conhecimento da bioquimica e efeitos secundarios e toxicoldgicos e para se promover
medicamentos a base de substancias naturais provenientes de plantas é necessario o estudo e
selecdo de plantas e dos seus metabolitos, principalmente secundarios, 0s conhecidos
produtos naturais ou compostos bioativos ou ainda fitoquimicos. Ha ainda outra questdo
relevante, relacionada com os extratos vegetais, que é o facto de que 0s que ja sdo
comercializados sdo extratos padronizados. Isto torna-se num problema, porque os extratos
sdo0 misturas complexas, sendo a padronizacdo referente apenas as concentragdes dos
compostos considerados mais ativos. Assim, estes extratos ndo deixam de ser quimicamente
indefinidos e em que as concentracdes de muitos dos seus componentes variam de lote para
lote e de fabricante para fabricante. Os compostos bioativos desempenham inumeras fungdes,
essencialmente de protecédo, eliminam radicais livres, sdo antioxidantes, absorvem radiacOes

UV, e defendem contra bactérias, fungos e virus. Apesar destes compostos combaterem o
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dano oxidativo se ndo forem administrados nas concentracGes e tempos certos pode haver
ainda mais danos, pois o0s antioxidantes atuam como pro-oxidantes [6]. Pro-oxidantes séo as
substancias que provocam stresse oxidativo tanto pela formacdo de espécies reativas como
através da inibicdo de sistemas antioxidantes [35]. H& substancias que atuam como
antioxidantes, mas consoante as circunstancias podem ter o papel contrario, ou seja, exercer
funcgdes pro-oxidantes [36]. Os fitoquimicos podem ser agrupados pela natureza quimica dos
seus componentes ativos, sendo que 0s grupos com mais interesse sdo: os alcaldides, os

terpenos e os compostos fenolicos.

Os alcaldides sdao um grupo heterogéneo
Han f o de compostos ciclicos derivados de bases
QN])\:\[ 3 organicas nitrogenadas. No reino vegetal séo
CH ’

Cafeina Nicotina

, produzidos por cerca de 20% das espécies [39].
Em relacdo as suas caracteristicas fazem parte
da maioria dos venenos, neurotoxinas,
Figura 1.8 - Estrutura dos alcaloides cafeinae  psicoticos tradicionais, analgésicos, anestésicos,
nicotina (adaptado de [39]).

consumidos pelos seres humanos e como

tratamento para inibir a colinesterase, para a desregulacdo colinérgica que leva a problemas
neuroldgicos, como por exemplo a doenca de Alzheimer. Por natureza, os alcaloides,
principalmente os pirrolizidinicos, sdo tdxicos para mamiferos, porque derivam de mono ou
diésteres de acidos necina com uma base de necina que quando sdo insaturadas e ativam o seu
metabolismo, através de citocromos, geram intermediarios reativos que formam aductos que
se ligam ao DNA, que provocam mutacGes e levam a genotoxicidade [37, 38]. Alguns
exemplos de alcaldides presentes em extratos vegetais sdo a cocaina (estupefaciente),

nicotina, morfina (analgésico potente), quinino (anti malarico), entre muitos outros [39].

Os terpenos sdo compostos soltveis em lipidos e hidrocarbonados que derivam de uma
unidade basica simples, o isopreno. Assim, a sua classificacdo € dada consoante o numero de
unidades de isopreno que apresentam. Os terpenos s&o 0 grupo mais generalizado de produtos
naturais. Apresentam atividades significativas antivirais, antibacterianas, anti- malaricas, anti-
inflamatdrias e tém capacidade de inibir a sintese do colesterol e atividade cancerigena. O

mais conhecido dos terpenos é o limoneno (monoterpeno) e ainda os carotendides. Muitos
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estudos também mostram que os terpenos podem agir sinergicamente [34, 39]. Por exemplo,
um estudo mostra o efeito sinérgico de terpenos quando combinado com hinoquitiol, um
agente antibacteriano, porque os resultados mostram que o agente juntamente com terpenos,
utilizados no estudo, possui um efeito inibidor contra as bactérias maior do que quando
aplicado individualmente [40]. O efeito sinergistico € caracterizado por substancias com
pouca ou nenhuma atividade antioxidante, mas que se combinadas adequadamente podem
aumentar o efeito dos antioxidantes. Existem também antioxidantes que quando se combinam

produzem um efeito sinergistico, em vez de antioxidante.

CH, HO. 0
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Figura 1.9 - Estrutura de alguns terpenos, incluindo o monoterpeno 1,8 - cineol e geraniol, o sesquiterpeno &cido
valerénico, o diterpeno Ginkgolide A e o triterpeno Ginsenoside Rgl (adaptado de [39]).

Os fenois séo encontrados por todo o reino vegetal e estruturalmente partilham, pelo
menos, um anel de hidrocarboneto aromatico com um ou mais grupos hidroxilo. Apresentam
aplicagbes como precursores na sintese de aspirina e outros medicamentos, desinfetantes,
entre muitas outras, e apresentam toxicidade quando s&o fenois substituidos [41]. Os fenois
que sdo substituidos com grupos que libertam eletrdes tronam-se extremamente toxicos,

porgue podem formar radicais livres de fenoxilo e os que sdo substituidos com grupos capazes
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de retirar eletrdes torna-se toxicos, através de lipofilicidade, ou seja, sdo rapidamente
absorvidos pela pele, pulmdes e trato gastrointestinal [42]. Os compostos fendlicos tém
elevada afinidade para quelar metais e eliminar radicais livres. Podem ainda dividir-se em
compostos de baixo peso molecular, como o caso das cumarinas e derivados do acido
benzoico e compostos mais complexos, mais importantes, os flavonodides e taninos. Os
flavonoides sdo encontrados em frutas, legumes, cereais, cascas de troncos e ramos, raizes,
caules, flores, chas e vinho. Estes podem ainda ser subdivididos em flavonas, flavondis,
isoflavonas, antocianinas, entre outros, consoante as modificacbes da sua estrutura. Tém
capacidade de produzir fitoestrogénios que estdo associados com o alivio dos sintomas da
menopausa, osteoporose, colesterol e propriedades anticancerigenas. Conferem protecdo ao
sistema hormonal e neuronal, mas a sua principal caracteristica € o poder antioxidante. Os
taninos sdo sollveis em agua e em alcool. Apresentam atividade analgésica, anti-inflamatoria
e promovem a cicatrizacdo. Além de que ainda sdo bons sequestradores de radicais livres [34,
39].

e __,DH OH OH
o HO._ o
H.o_ S o #CHy T = O™
o o [ . OH
O, -'H‘H ~ HO = A\“l e | -
O, .--'j = Gl"ﬂ"ﬂ._.-""'?%]_.-
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Ho o= = b i i
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Figura 1.10 - Estrutura de alguns compostos fenélicos (adaptado de [39]).

O uso de extratos vegetais é assim uma boa estratégia natural para tentar combater os
danos do DNA, principalmente pela maioria das espécies vegetais apresentar fitoquimicos
com propriedades antioxidantes naturais que possam ajudar a capacidade antioxidante do

organismo ou retardar a progressdo de doencas associadas com ROS e outros agentes que
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causam danos oxidativos, como mutacbes no DNA, que pode causar ou propagar O
desenvolvimento de varios tipos de doencgas, como por exemplo diabetes, cancro, doencas

neurodegenerativas, entre outras.

1.3.1- Extrato vegetal de Ginkgo biloba

A planta Ginkgo biloba L. (GB) é originéria da
China e pertence ao filo Ginkgophyta. Foi relatada pela
primeira vez, em 1690 por um medico aleméo, Engelbert
Kaempfer, mas s6 teve interesse por volta de 1939-1945,
por ter sobrevivido a bomba atdmica em Hiroshima, na
segunda Guerra Mundial. O extrato de GB tem sido usado
na medicina chinesa ha milhares de anos para melhorar a
inteligéncia, como para tratamento de disturbios
neuroldgicos, doencas inflamatdrias, problemas

cardiovasculares e distarbios pulmonares [43]. A

importancia do extrato de G. biloba deve-se aos seus

Figura 1.11 - Planta Ginkgo biloba
(Autor: James Field) componentes ativos, destacando-se: os flavondides,

principalmente antocianidinas e os terpendides [44]. Estes principais componentes presentes
no extrato conferem-lhe uma eficaz atividade antioxidante, propriedades anti tumorais, devido
ao aumento da toxicidade em células de carcinoma, e ainda efeito de protecdo, contra toxinas,
do sistema nervoso, cerebral e vascular [45]. Outro dos efeitos benéficos do extrato de GB ¢
que eliminam os radicais livres, inibem enzimas ou aumentam a atividade de outras enzimas
antioxidantes (dismutase dismutase — SOD) e ainda séo agentes quelantes de catides. A sua
composicdo permite eliminar espécies reativas de oxigénio (ROS), desde radicais hidroxilo
(‘OH), radicais perdxido, anides superoxido, oxido nitrico (NO) e ainda perdxido de
hidrogénio ou inibir a sua formacéo [44, 45]. Apresenta também interesse econémico, porque
ja é comercializado em produtos de cosmetica e medicamentos naturais, que muitas vezes sao
tomados sem aconselhamento médico. O extrato GB, tal como muitos outros produtos
naturais, também pode agir como pro-oxidante, por conter quercetina e procianidinas. Estes
compostos quando atuam como pro-oxidantes provocam a geragdo de ROS e radicais fenoxilo
que atacam proteinas, cadeias de DNA e lipidos de membrana celular [46]. Todas estas

consequéncias desencadeiam uma cascata de eventos que levam a citotoxicidade e morte
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celular [47]. O extrato de G. biloba é sem duvida promissor devido as suas caracteristicas,

mas é necessario aprofundar o seu mecanismo de atuacéo, nas células, a longo prazo.

1.3.2- Extrato vegetal de Dittrichia viscosa

‘A planta Dittrichia viscosa L., também
conhecida como Inula viscosa (IV), pertence a
familia Asteraceae, é uma erva daninha perene,
encontrada na bacia do Mediterrdneo e no nosso
territério portugués [48]. O extrato de IV tem sido
usado na medicina tradicional, ao longo dos anos,
pelos seus efeitos farmacol6gicos como atividade

anti-inflamatoria, antipirética, antisséptica, e no

Flgura 1.12 - Planta Ditrichia viscosa (AU tratamento de diabetes e distlrbios gastrointestinais.
Javier Martin) Ainda pode atuar como antiflngico e antibacteriano,

consoante o tipo de extrato e da parte da planta

utilizada. Estudos mostram que o extrato de IV impede a implantacdo do zigoto em
mamiferos, causando o aborto e apresenta uma forte atividade antioxidante [49, 50]. As
propriedades correspondentes ao extrato de 1V devem-se a alguns dos compostos bioativos
presentes em diversas partes da planta. Esses compostos sdo maioritariamente flavonoides e
terpendides, desde sesquiterpenos, acidos sesquiterpenos, azulenos e lactonas, entre outros
[48, 49]. Esta demonstrado que existem certas substancias presentes no extrato de IV que em
concentracOes elevadas provocam danos no nucleo e que, especificamente, o extrato de folhas
de IV, em alguns estudos, mostrou provocar danos no DNA e morte celular e/ou apoptose

[50].

Assim, 0 uso Dittrichia viscosa, como produto natural, tal como outros incluindo GB,
deve ser tomado em atencdo e estudado, porque conclui-se que apresenta efeitos benéficos
como erva medicinal, mas quando utilizado de forma inadequada apresenta atividade

citotdxica e genotdxica.
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1.3.3— Extrato vegetal de Melissa officinalis

Melissa officinalis L. (MO), mais conhecida
como erva-cidreira, pertence a familia Lamiaceae. As
folhas secas sdo usadas tanto para fins culinérios,
como em forma de chas e infusdes. E considerada
uma das plantas mais antigas a ser usada na medicina
tradicional como calmante e sedativo, digestivo e anti

espasmolitico. O extrato de M. officinalis,

Figura 1.13 - Planta Melissa officinalis principalmente da parte aérea, € usado no tratamento

(Autor: Betty Cai) de febres e constipacgdes, indigestdo, tenséo nervosa,
hipertiroidismo, depresséao, insénias leves, epilepsia, como em dores de cabeca e de dentes
[51]. Encontra-se na descricdo de alguns produtos farmacologicos devido ao seu grande
potencial antioxidante, demonstrado por muitos autores, que mostram que 0S estudos
fitoquimicos revelam numerosos compostos fendlicos como: &cido rosmarinico, acido cafeico
e acido protocatecuico, flavondides como luteolina e taninos, e ainda terpenos, desde citral

(6leo essencial) e monoterpenos [52].

O acido rosmarinico é considerado um éster e é este composto que confere 0s maiores
beneficios da utilizagdo de MO, no ramo da saude. E um acido que confere atividade anti-
inflamatdria, anti mutagénica, antibacteriana, antiviral e antioxidante. Esta presente em muitas

ervas, da familia das Lamiaceae, e uma delas é a cidreira [53].

O extrato de MO é outro extrato vegetal promissor, mas que precisa de ser
aprofundado, porque ja vimos que muitas investigacdes revelam que em certas condi¢cbes
muitos produtos naturais atuam como citotoxicos e genotdxicos e estudos recentes apenas tém

demostrado que MO exibe propriedades antigenotoxica e anti mutagenicas [54].
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2— Modelos Biolégicos

O uso de organismos modelo é importante para a investigacao, porque sdo organismos
com semelhancas a organismos filogeneticamente mais evoluidos, tanto a nivel fisioldgico,
metabdlico, bioquimico e bioldgico, no qual a comunidade cientifica esta interessada. Assim,
denomina-se organismo modelo aquele que tem sido arduamente estudado e que é facil de
manter e reproduzir em laboratério e apresenta inumeras vantagens experimentais, desde
facilidade de manipulagédo, rapidez de obtencdo de resultados, menos dispendioso, entre
outras, sendo que a principal é descobrir informac6es sobre outras espécies. Ha trés tipos de
organismos modelo: 1) organismos modelo genéticos; 2) organismo modelo experimentais; e

3) organismos modelo gendmicos.

Os organismos modelo genéticos sdo, normalmente aqueles, que tém um tempo de
vida curta e se reproduzem rapidamente e em grande numero. Sdo organismos de facil
manipulacdo genética, sendo que tém 0s seus genomas totalmente sequenciados, muitos
mutantes e mapas genéticos disponiveis aos investigadores. A levedura Saccharomyces
cerevisiae, Drosophila melanogaster (mosca da fruta) e Caenorhabditis elegans (nemétodo),

sdo exemplos destes organismos.

Os organismos modelo experimentais sdo 0s organismos que em termos de genética
ndo apresentam caracteristicas favoraveis ao estudo, mas em termos de desenvolvimento
apresentam as melhores vantagens, por exemplo pelo seu embrido. Sdo muito utilizados em
biologia do desenvolvimento. Exemplos destes organismos sdo galinha (Gallus) e o sapo

(Xenopus).

Os organismos modelo gendmicos sdo seres que ocupam uma posicdo central na
arvore evolutiva ou apresentam alguma caracteristica ideal, no seu genoma, para se estudar,
independentemente das suas vantagens ou desvantagens tanto geneticas como experimentais.

E exemplo deste modelo o Takifugu rubripes.

De um modo geral, ja existem modelos biol6gicos mamiferos como rato e o ratinho e
0s ndo mamiferos: Saccharomyces cerevisiae (levedura de gemulagédo), Schizosaccharomyces
pombe (levedura de fissdo), Neurospora grassa (fungo filamentoso), C. elegans (hnematodo),
D. melanogaster (mosca da fruta), Danio rerio (peixe-zebra), Xenopus leavis (sapo) e Gallus

gallus (galinha), incluindo ainda um modelo vegetal, Arabidopsis thaliana [44, 55, 64].
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2.1- Leveduras como modelo biologico

Hoje em dia, as leveduras séo consideradas um dos melhores organismos modelo para
andlise preliminar dos efeitos biol6gicos de compostos e dos seus mecanismos de agdo, como
a sensibilidade as drogas. As leveduras sdo organismos bastante simples, mas que apresentam
um sistema tipicamente eucariotico, partilhando muitas das caracteristicas estruturais e
funcionais com eucariotas superiores, 0 que permite estudar in vivo, os diferentes efeitos
celulares de um composto quimico. Encaixa perfeitamente em trabalhos experimentais de alto
rendimento, devido a apresentar um ciclo de vida curto e um crescimento rapido em meios
solidos e liquidos. N&o apresentam problemas de restricdo de técnicas demasiado elaboradas
ou meios muito dispendiosos. Assim, as leveduras como modelo experimental, para além de
facil manipulacdo, crescimento répido, facil manipulacdo genética, ainda apresentam
vantagens como: controlo dos parametros fisicos e quimicos, pela possibilidade se serem
cultivadas em meios definidos, disponibilidade de informacdo em bases de dados e elevado
grau de conservacao de muitos processos bioldgicos fundamentais. Por exemplo, um dos
recursos mais vantajosos das leveduras, no estudo de sensibilidade a drogas, € a possibilidade
de expressar homologos de proteinas humanas, ou seja, existe proteinas humanas que derivam
do mesmo ancestral comum que certas proteinas em leveduras, o que contribui para a
descoberta de medicamentos. Esta descoberta torna-se possivel pela existéncia de mutantes de
leveduras com sensibilidade elevada ou reduzida a determinadas drogas. Outro exemplo é o
facto do metabolismo de lipidos ser conservado entre eucariotas, outra prova que torna a
levedura um organismo modelo para estudos de funcionalidade e homeostase lipidica [56],
mas mais importante ainda, € o facto de as celulas de levedura terem muitos mecanismos de
defesa contra stresse oxidativo (enzimas antioxidantes, captadores de ROS e fatores de
transcricdo (TFs) [25]. Outro aspeto igualmente importante, é o facto de as vias de sinalizacdo
de stresse genotdxico, reparagdo de DNA e regulacdo do ciclo celular, serem vias altamente

conservadas entre todos os eucariotas, incluindo as leveduras [56].

2.1.1- Saccharomyces cerevisiae
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Esta espécie de levedura, taxonomicamente,
pertence ao dominio Eucariota, ao reino dos fungos e a
familia das Sacaromicetoides. E um organismo
unicelular, de forma elipsoide, e muito utilizado na
indUstria  (por exemplo, industria panificadora e
cervejeira), porque tem capacidade de resistir a
condicdes de stresse, tem alta eficiéncia fermentativa,

capacidade de produzir e consumir etanol, sendo um

organismo osmotolerante e termotolerante [57]. Figura 2.1 - Levedura S. cerevisiae
(Autor: Masur)

Saccharomyces cerevisiae é considerada um
modelo bioldgico devido a apresentar um rapido e curto ciclo celular (duplicam a cada 90-120
minutos), é de facil manipulacdo genética, tendo ja o seu genoma totalmente sequenciado e
disponivel livremente para utilizagdo na investigagdo. E um organismo unicelular,
morfologicamente simples, ou seja o citoesqueleto é semelhante ao encontrado em células
eucaridticas superiores [58]. Também ja € claro, devido a sequenciacdo dos genomas, que
existem muitos genes que codificam proteinas, em levedura, muito semelhantes a outros
seres, nomeadamente mamiferos. Assim, j& foram descobertos muitos genes homélogos de
humanos em leveduras [59]. Este organismo é entdo considerado um modelo para estudos
experimentais, nas areas de Bioquimica, Genética e Biologia Celular, relacionados com
animais e plantas. E, também, usado para estudos relacionado com humanos, porque existem
muitos processos fundamentais conservados (ciclo celular, certas vias metabdlicas e de
sinalizacdo), em S. cerevisiae. Como tal, tem sido usada como modelo para estudos de
envelhecimento celular, ciclo celular, metabolismo, apoptose, regulacdo da expressao
genética, transducdo de sinal, certas doencas (doencas genéticas e doengas com origem em
disfuncbes celulares), como muitos outros processos bioldgicos [60]. Podem ser desenhadas
comparacOes (protocolos e projetos experimentais) entre leveduras e humanos desde
processos como metabolismo de lipidos, metabolismo mitocondrial, reparacdo de DNA, entre
outros [61]. Existem, por exemplo, estudos que mostram que danos e defeitos na replicacédo
do DNA, e pontos de verificacdo no ciclo celular de S. cerevisiae levam a morte celular
semelhante ao processo de apoptose que ocorre em metazoarios [62]. Outro estudo indica que
S. cerevisiae apresenta um mecanismo antioxidante mediado por NO. Quando as células sdo
expostas a stresse oxidativo com formacao de ROS, o nivel de arginina intracelular aumenta

e, em seguida, esta arginina é convertida em NO e citrulina e diversas funcgdes celulares
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podem ser afetadas, pelo NO, por modificacdes pés-traducionais, como é o caso da S-
nitrosacdo de DAPDH (enzima glicolitica), que faz com que seja translocada para o nucleo,
desencadeando apoptose [25]. No entanto, a origem de NO em células de levedura ainda ndo é
totalmente compreendido, devido a falta de ortélogos de eucariotas superiores, no genoma de
levedura, embora outro estudo verificou que as células de levedura sdo capazes de sintetizar
NO, através das mitocondrias [63].

2.1.2 — Schizosaccharomyces pombe

Esta espécie de levedura,
taxonomicamente, pertence ao dominio Eucariota,
ao reino dos fungos e a familia da
Schizosaccharomycetaceae. E uma levedura
unicelular, com uma forma de vida livre e as suas
células tém forma de bastdes [64]. Em estado
selvagem as células desta levedura, ocorrem em

populacbes pequenas e isoladas [65]. O seu

genoma é sexto a ser totalmente sequenciado e Figura 2.2 — Levedura Sch. pombe (Autor: David

disponivel. 0. Morgan)

Schizosaccharomyces pombe é um organismo modelo usado para estudos funcionais e
comparativos de processos celulares de eucariotas. Tem sido usado para estudar processos
bioldgicos celulares, incluindo crescimento celular, divisdo de ciclo celular e diferenciacéo
mitdtica, morfologia celular e citocinese, organizagdo e manutencdo do genoma, sinalizacéo e
regulagio genética e ainda resposta ao stresse. E ainda outra ferramenta principal no estudo e

caracterizacéo de processos relevantes em doencgas humanas [66].

Apresenta caracteristicas comuns a todas as leveduras, como ciclo de vida répido e de
facil crescimento, permite o controlo dos parametros fisico-quimicos, porque cresce em meios
de cultivo definidos, tanto sélidos como liquidos. Apresenta processos bioldgicos conservados
de eucariotas superiores, tais como mecanismos de danos e de reparacdo de DNA, processos
bioquimicos, vias metabdlicas, genes homologos, entre outros processos, que fazem de Sch.

pombe um organismo modelo [64].
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Schizosaccharomyces pombe é considerada uma levedura de fissdo devido ao tipo de
reproducéo, divergiu de S. cerevisiae, uma levedura que se reproduz por gemulacéo, e 0s seus
genomas ndo mostram sintenia genética. Este aspeto apoia-se no facto de bidlogos do
desenvolvimento terem encontrado genes ortdlogos que manifestam relagdes genéticas
divergentes entre estes dois organismos [67]. Outra grande diferenca entre estas duas
leveduras, ap6s comparacOes de sequéncias cromossdmicas e pesquisa de genes conservados,
é que S. cerevisiae revela muitos sinais de duplicacdes de genoma em grande escala, o que

ndo se verifica em Sch. pombe [66].

Investigadores de vérias areas provaram que muitas caracteristicas de Sch. pombe a
tornam um melhor modelo de biologia de metazoarios, porque possuem, por exemplo, uma
via de RNA de interferéncia (iRNA), controlo da fase G2/M do ciclo celular, anel contrétil de
citocinese e complexo de heterocromatina e ainda regulacdo de splicing, e tais caracteristicas

ndo se verificam na levedura de brotamento [67].

Para além destas caracteristicas, existem bancos de dados que apresentam as diferentes
estirpes mutantes de leveduras que nos permite avaliar, neste caso, mecanismos de protecéo
dos extratos vegetais, porque ha estirpes mutantes de leveduras afetadas em mecanismos de

regulacao da resposta a danos de DNA, de reparacdo de DNA e resposta a stresse oxidativo.

Ambas as leveduras, no geral, sdo igualmente vantajosas como organismo modelo para
estudos experimentais, apenas apresentam uma biologia diferente que pode favorecer um
organismo para determinados estudos, principalmente que envolvem certos genes, e outro
organismo para outros estudos, com referencia a diferentes genes [66]. Ndo descorando da
levedura S. cerevisiae é importante salientar que a Sch. pombe é mais semelhante a células
humanas, relativamente ao genoma, por exemplo, pelos intrdes, e a sua divisao celular é
simétrica, como em mamiferos (em S. cerevisiae é assimétrica), dai ser usada por um nimero

consideravel de grupos de investigacéo [68].

3— Objetivos deste trabalho

22



Estudo da Atividade Protetora de Extratos VVegetais Contra Stresse Genotdxico

O consumo de farmacos de origem quimica, ao longo do tempo, tem aumentado
drasticamente, criando uma constante exploracdo de novos agentes, que possam tratar
uma variedade de doencas, ou pelo menos, melhorar a qualidade de vida. No topo destas
exploracGes encontram-se as doencas infeciosas e as doencas cancerigenas, como alvos
para a concecdo de medicamentos eficazes, devido a sua alta taxa de mortalidade (62).
Estas abordagens, como a quimioterapia, por exemplo, apresentam limitacGes por serem
dispendiosas e por se associarem problemas de eficiéncia, devido a instabilidade e efeitos
secundarios graves. Outro, grande, problema é a utilizacdo descontrolada de antibioticos,
que levaram a que bactérias e fungos evoluissem varios mecanismos que 0s tornaram
resistentes a agentes antimicrobianos antigos e novos [48]. Como tal, o grande interesse,
destas exploracGes, foca-se em desenvolver novas estratégias que envolvem a modulacédo
de moléculas especificas, que sejam capazes de controlar a vida ou morte celular [62].
Com a necessidade crescente de se encontrar novas terapéuticas, a comunidade cientifica,
centrou-se na exploracdo de plantas medicinais, porque apresentam-se como uma das
principais fontes de compostos biologicamente ativos [52]. O problema do uso destas
plantas medicinais, normalmente, é devido ao desconhecimento dos seus efeitos no
material genético e na salde humana, pois existem muitos constituintes quimicos isolados
dos extratos vegetais que podem causar efeitos benéficos, como efeitos adversos ou tém,
ainda, potencial para interagir com outros medicamentos, sem se conhecer 0S riscos
associados [50]. Assim, a identificacdo de agentes antioxidantes, antimutagénicos,
anticitotoxicos e antigenotoxicos presentes na natureza, nomeadamente no reino das
plantas, sdo importantes, porque representam uma estratégia para inibir ou influenciar
processos patolégicos, que resultam de uma exposicao a agentes prejudiciais, presentes no
ambiente. Ainda, podem ser uteis como medicamentos ou como compostos a incorporar

em formulag6es nutracéuticas e produtos de cosmeética.

As atividades antioxidante, anticitotoxica e antigenotoxica tém sido atribuidas a
extratos vegetais, mas 0S mecanismos responsaveis por estas e outras atividades
reportadas estdo ainda por aprofundar. Neste trabalho foi analisado o efeito de um extrato
de folhas de G. biloba na viabilidade de células de S. cerevisiae e Sch. pombe expostas a
stresse genotdxico, induzido por camptotecina e nitroprussiato de sédio. Foram utilizadas
estas duas drogas, porque sdo substdncias quimicas, usadas atualmente, como
vasodilatador (nitroprussiato de sédio) e como agente anti cancro (camptotecina), que

causam danos ao nivel do DNA, logo torna-se importante perceber o seu mecanismo de
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acao, no sentido de melhorar a sua aplicagéo ou substitui-las, por produtos naturais, que
aumentam o seu potencial ou que proteja contra os danos que elas provocam. Pretendeu-se
identificar e estudar os mecanismos de protecdo de novos extratos, como Dittrichia
viscosa e Melissa officinalis, com potencial atividade antigenotoxica, comparativamente
ao de Ginkgo biloba. Além disso, a atividade antigenotoxica descrita para o extrato de G.
biloba foi analisada em estirpes mutantes de Sch. pombe afetadas na resposta a reparacao
de danos no DNA, para tentar prever o mecanismo de acdo responsavel por esta atividade
do extrato. Ainda se recorreu ao ensaio cometa para avaliar os danos de DNA, nos casos

que se verificou atividade protetora do extrato na levedura S. cerevisiae.

4— Materiais e métodos
4.1- Modelos bioldgicos, meios e condigdes de crescimento

Nos ensaios realizados, durante o trabalho experimental, foi usado como modelo
bioldgico S. cerevisiae, a estirpe laboratorial BY4741 e o modelo biolégico Sch. pombe, a

estirpe 972h~, como o0s seus respetivos mutantes, rhp51, rad51 e chkl. As celulas
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correspondentes a Sch. pombe e os respetivos mutantes, foram fornecidos pelos
investigadores Stefania Francesconi e o Benoit Arcangioli do Institut Pasteur, Paris.

Tabela 4.1 - Resumo dos gendtipos, das estirpes, dos modelos biologicos S. cerevisiae e Sch. pombe

Wt* = estirpe selvagem

As células, de BY4741, foram cultivadas em meio YPD (meio rico para leveduras)
liquido (1% p/v de extrato de levedura BD Bacto™, 2 % p/v de peptona BD Bacto™, 2% p/v

Modelo Biol6gico Estirpe Gendtipo
S. cerevisiae BY4741 Mata his3-1 leu2-0 met15-0 ura3-0
972h~ Wt*
rhp51 h + rhp51 :: ura4 ura4-D18 leul-32
Sch. pombe
rad51 Msmt0 rad51 A:: KanR
chkl h + chkl :: ura4 leul-32 ade6 ura4-D18

de glucose), num agitador orbital a 30 °C e 200 rotagdes por minuto (rpm). As células de
972h- foram cultivadas em meio YD liquido (1% p/v de extrato de levedura BD Bacto ™ e
2% p/v de glucose), num agitador orbital a 30 °C e 200 rpm. O crescimento das culturas foi
monitorizado por medicéo da densidade 6tica a 600 nm (DOgoo).

4.2— Extratos vegetais

4.2.1- Extrato etanolico de Ginkgo biloba

As folhas de G. biloba foram recolhidas, em Setembro de 2014, de um espécime
existente no Campus de Gualtar, da Universidade do Minho, em Braga, Portugal. As folhas
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foram secas a temperatura ambiente e, posteriormente, 6.87 g de material vegetal, foi
triturado, num almofariz, e colocado em um dedal de extracdo de celulose (Whatman — 33mm
X 100mm), dentro de um frasco, com 90 ml de etanol absoluto. O frasco foi mantido a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante uma semana. Ap0s uma semana, evaporou-se
0 alcool, a pressao reduzida, através de um rotavapor (temperatura 50 °C — 70 °C e 40 - 50
rotagcdes por minuto). Depois de todo o alcool evaporado o residuo resultante foi congelado a
- 80 °C e posteriormente foi liofilizado. Apos a liofilizacdo, o extrato de GB obtido foi
dissolvido em etanol absoluto, para uma solucéo stock de 50 mg/ml. A solucgéo foi mantida a -

20 °C e pronta para utilizacao.

4.2.2— Extrato aquoso de Dittrichia viscosa

O extrato de Dittrichia viscosa, em forma de p6 fino, foi fornecido pelo Dr. Tulay
Celik do Departamento de Biologia da Universidade Adnan Menderes, Turquia. O material
vegetal foi coletado nas vizinhancas de Soke-Kusadasi/Aydin (Turquia), em Novembro de
2007. As folhas de IV foram enxaguadas com agua (H,0O) e secas a uma temperatura de 55
°C, em uma estufa ventilada, durante 24 horas. De seguida, as folhas foram moidas até se
obter um po6 fino, que foi armazenado a 4 °C [50]. O extrato, j& seco, e reduzido a um pé
opaco, cor de terra, foi dissolvido em agua destilada, para uma solugdo stock de 50 mg/ml e
posteriormente filtrado, com um filtro Whatman (nr. 4), para remover os detritos que ndo se

dissolviam e por fim, guardou-se a -20 °C, para utilizacdo.

4.2.3— Extrato etanolico de Melissa officinalis

As folhas de Melissa officinalis foram recolhidas de espécimes cultivados em um
jardim, em Santo Tirso, Portugal, em Junho de 2015. As folhas foram secas a temperatura

ambiente e depois de secas, 2,172g, foram trituradas, num almofariz e colocadas em um dedal
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de extracdo de celulose (Whatman — 25 mm x 100 mm), dentro de um frasco. Adicionou-se
um volume de 75 ml de etanol absoluto, ao frasco, e foi mantido a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Apés uma semana, submeteu-se 0 extrato a uma pressao reduzida, num
rotavapor (temperatura de 50 °C — 60 °C e de 40 — 50 rota¢des por minuto), para evaporar 0
etanol totalmente. De seguida, guardou-se a - 80 °C, para, posteriormente, liofilizar. Apos
liofilizac&o, o produto obtido foi dissolvido no mesmo solvente de extracdo, para uma solucao

stock de 50 mg/ml e guardada a -20 °C.

4.3- Ensaios de viabilidade/suscetibilidade celular, com a estirpe BY4741

4.3.1- Suscetibilidade e viabilidade celular com tratamento de CPT e
extrato de GB, IV e MO.

Num tubo de polipropileno, inoculou-se 10 ml de meio YPD liquido, com células de
BY4741, e incubou-se a 30°C, 200 rpm, durante a noite, no sentido de se obter uma cultura de
células, na manhd seguinte, em fase exponencial (DO= 0.4), medida a uma densidade Otica
(DO) de 600 nm. Apds recolher as células, em fase exponencial, realizou-se uma dilui¢éo
seriada até 10~* e espalhou-se, em placas com meio YPD sélido (1% p/v de extrato de
levedura BD Bacto™, 2 % p/v de peptona BD Bacto™, 2% p/v de glucose e 2% p/v de agar),
contendo 20 uM de CPT (dissolvido em NaOH a 0.1M), e 2 mg/ml de extrato de GB, IV e
MO, respetivamente, com gotas de 5 pl. Por fim, colocou-se na estufa a 30 °C, durante 48h.
Posteriormente as placas foram observadas e fotografadas.

Um outro ensaio foi realizado, em que se inoculou meio YPD liquido, com BY4741 e
incubou-se a 30 °C, 200 rpm, durante a noite, para de manha se obter uma cultura DOg.= 0.4
(fase exponencial). Recolheu-se 20 pl de cultura e fez-se uma contagem de células, com
recurso a uma camara de Neubauer, para se obter uma suspensio com 10° células/ml.
Adicionou-se a suspensao celular a 3 ml de uma solugéo de agar (2% p/v), a uma temperatura
entre os 50 °C-55 °C, e espalhou-se em placas de meio YPD com GB (5% e 10%)
incorporado. Deixou-se solidificar e de seguida colocou-se discos de papel de filtro, onde,
posteriormente se colocou os respetivos tratamentos (15 pl de CPT). Colocou-se na estufa a
30 °C, durante dois dias. Posteriormente as placas foram observadas e fotografadas.
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4.3.2 — Viabilidade celular com tratamento de SNP e extrato de GB, IV e
MO

O ensaio de viabilidade realizado foi igual ao ensaio descrito, primeiramente, para
CPT, s6 que neste caso, usou-se 300 mM de SNP (dissolvido em &gua desionizada) e
diferentes concentragdes de extrato de GB, 1V e MO, a 100 pg/ml, 200 pg/ml, 500 pg/ml e
750 pg/ml. Todo a manuseamento com SNP é feito ao abrigo da luz, porque é muito instavel

e quebra-se facilmente, originando cianeto, que € bastante toxico para as células.

Em outro ensaio, preparou-se um inoculo em meio YPD liquido, que se colocou a
incubar a 30 °C com uma agitacdo de 200 rpm, durante a noite para obter as células a uma
D060=0.05 — 0.08, de manha. Recolheu-se a cultura de células e distribui-se, por tubos de
polipropileno, um volume de 7 ml e adicionou-se os respetivos tratamentos, ou seja, SNP a 50
mM, 100 mM e 200 mM e extrato de GB a 5%. Colocou-se as células a incubar a 30 °C, 200
rpm, durante 6 horas, em que a cada hora e meia se recolhia uma amostra, diluia-se
seriadamente até 10~* e espalhava-se, 100 pl de suspenséo celular, em placas de meio YPD
solido. Por fim, deixava-se as placas a incubar, a uma temperatura de 30 °C, para posterior

contagem de unidades formadoras de coldnias (CFU’s).

4.4— Ensaio de viabilidade celular, com a estirpe 972h~

4.4.1— Viabilidade celular com tratamento de CPT e extrato de GB, IV e
MO

Cerca de 10 ml de meio YP liquido, foi inoculado com células de 972h~, e incubou-se
a 30 °C, 200 rpm, durante a noite, no sentido de se obter uma cultura de células, na manha
seguinte, em fase exponencial (DO= 0.4), medida a uma densidade 6tica (DO) de 600 nm.
Recolheu-se a cultura, em fase exponencial, e realizou-se uma diluicdo seriada até 10™*. De
seguida, espalhou-se, por gotas de 5 pl, as suspensdes celulares tratadas, em placas de meio
YD solido, com incorporacao de 20 uM de CPT e de 2 mg/ml de extrato vegetal de GB, IV e
MO, respetivamente. Incubou-se, numa estufa a 30 °C, durante trés dias. Posteriormente, as

placas foram observadas e fotografadas.
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Em outro ensaio foi testada a viabilidade celular, descrita previamente, com células da
estirpe selvagem 972h~ e os respetivos mutantes, afetados em processos de reparacdo do
DNA, rhp51, rad51 e chkl. Utilizou-se CPT a 20 uM e os extratos GB, IV e MO a uma
concentracdo de 1 mg/ml. Os mutantes rad51 e rhp51 sdo afetados num mesmo gene que
codifica uma proteina que tem funcdes importantes, principalmente, na reparacdo de quebras
de cadeia dupla do DNA, através de recombinacdo homologa, porque desempenha o ponto
fulcral do processo, ou seja, Rad51 é importante na pesquisa de homologa e emparelhamento
de falhas no DNA [69]. O mutante rhp51 é proto-autotrofico, isto é, ndo tem nenhuma
incapacidade de sintetizar moléculas essenciais para a construcdo de biomoléculas, enquanto
que rad51 é auxotréfico, ou seja, € incapaz de sintetizar uracilo e leucina [70]. As duas
marcas genéticas que rhp51 apresenta no ura4 e leul (Tabela 4.1), ndo afeta a sua funcéo, por
isso estes dois mutantes devem comportar-se de igual modo. Entram em outros processos
bioldgicos, desde replicacdo e recombinacdo de DNA, divisdo nuclear meiotica e organizacéo
dos telémeros [69]. O mutante chkl est4 afetado no gene que codifica para proteina Chkl,
uma cinase de ponto de verificacdo, envolvidas no controlo de ciclo celular e que séo
maioritariamente ativadas em resposta a lesdes genotoxicas [71], sendo restritas a fase S, onde
controlam o progresso de replicacdo, e na fase G2/M, do ciclo celular. Chkl é regulada por
fosforilacdo, pela via ATM [72]. A ativacdo de chkl resulta na iniciacdo do ponto de
verificacdo do ciclo celular, reparacdo do DNA e morte celular para prevenir que as células
danificadas progridam no ciclo celular. Especificamente, em Sch. pombe, danos no DNA

induzem a paragem das células na fase G2, através de Chkl [73].

4.4.2— Viabilidade celular com tratamento de SNP e extratos de GB, IV e
MO

Um ensaio de viabilidade, previamente descrito, foi realizado com SNP a uma
concentragdo de 300 mM e diferentes concentragdes de extrato: GB a 100 pg/ml, 200 pg/ml,
500 pg/ml e 750 pg/ml; 1V a 50 pg/ml, 100 pg/ml, 500 pg/ml e 750 pg/ml; MO a 25 pg/ml,
50 pg/ml, 100 pg/ml e 200 pg/ml.

Em outro ensaio aplicou-se 0 mesmo método de viabilidade, mas com células da
estirpe selvagem 972h™ e os respetivos mutantes de reparacdo de danos no DNA, rhp51,

rad51 e chkl. Utilizou-se SNP a uma concentragdo de 300 mM e extrato de GB 5%.

29



Estudo da Atividade Protetora de Extratos VVegetais Contra Stresse Genotdxico

4.5- Ensaio cometa, com BY4741

De 1 ml de células, colheu-se para um microtubo, de uma cultura, em fase exponencial
(DOg0=0.4), em meio YPD liquido, de BY4741. Centrifugou-se durante 2 min, a 14100 rpm,
numa microcentrifuga. De seguida, rejeitou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento
em 1 ml de agua desionizada (dH,0), para lavar as células e repetiu-se o procedimento de
lavagem, mais uma vez. Posteriormente, adicionou-se 1ml de tampdo de liticase (200 U/ml de
liticase, 400 ul de agua ultra pura (upH,0), 500 pl de tampéo S2X (sorbitol 2 M e KH,PO,
0.05 M, a pH=6.5) e 50 mM de R-mercaptoetanol) e incubou-se durante 40 min, 30 °C, 200
rpm. Apo6s os 40 min em tampdo de liticase, centrifugou-se mais 2 min, nas mesmas
condicdes e fez-se duas lavagens com tampdo S e ressuspendeu-se o pellet em 1 ml do mesmo
tampdo. Da suspensdo de células, distribuiu-se por diferentes microtubos para se realizar os
respetivos tratamentos, para um volume final de 100 pl. Nos tratamentos, usou-se extrato de
GB a uma concentracdo de 0.5%, 2% e 5%, CPT a 50 uM e SNP a 200 mM. Depois de se
aplicar os tratamentos respetivos as células, incubou-se a uma temperatura de 30 °C, 200 rpm.
Apo6s 20 minutos de incubacdo, fez-se mais uma lavagem com tampdo S e guardou-se 0
pellet, no gelo até nova utilizacdo. No passo seguinte, ressuspendeu-se o pellet em 20 pl de
low melting agarose (LMA; 1,5 % em tampédo S) e espalhou-se em laminas, previamente
revestidas com normal melting agarose (NMA; 1 % p/v em agua desionizada) e colocou-se no
gelo, cerca de 5 minutos, até se remover as lamelas. As laminas foram submersas, durante 20
min., em tamp&o de lise (NaOH 30 mM, NaCl 1 M, EDTA 50 mM, Tris HCI 10 mM e
laurisarcosina 0.05% w/v, a um pH=10. Depois do tampé&o de lise, as laminas passaram para
tampdo de eletroforese (NaOH a 30 mM, EDTA a 10 mM e Tris HCIl a 10 mM) a um pH=10,
durante 20 min. Logo apds os 20 min. em tampao de eletroforese, correu-se a eletroforese (0,7
V/cm), durante 10 minutos. De seguida, transferiu-se as laminas para tampdao de neutralizacdo
(Tris HCI 0.1 M; pH=7.4), durante 10 min e mais 10 min em etanol a 96% e colocou-se as
laminas a secar. Apos estarem totalmente secas, as células eram coradas com um marcador de
DNA fluorescente, GelRed e observadas ao microscopio de fluorescéncia (ampliacdo de
400x).

No sentido de mostrar que estavamos a trabalhar, no ensaio cometa, com células
viaveis, ou seja, que as concentracdes de substancias quimicas usadas nos tratamentos nédo

matava as células, visto que queriamos ver os danos no DNA, realizou-se um outro ensaio de
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viabilidade, nas mesmas condi¢Oes utilizadas no ensaio cometa. Assim, aplicou-se as células
CPT a diferentes concentragdes, 5 UM, 15 uM e 50 uM, e SNP a 50 mM, 100 mM e 200 mM.

4.6 - Analise estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicado e os resultados sdo apresentados como
média xdesvio padrdo (DP). Foi utilizada uma andlise de variancia (ANOVA) e o teste de
Turkey para as comparacdes, através do software Graph Pad Prism v5 (Graph Pad software,
Inc, La Jolla, CA, USA). Todos os * representam diferencas estatisticamente significativas,
quando comparado ao respetivo controlo, ou seja, * significa p < 0.05, ** significap <0.01 e
*** significa p < 0.001.

5 — Resultados, com 0 modelo biologico S. cerevisiae

5.1- Efeitos de extratos vegetais, GB, IV e MO sobre a viabilidade celular

sob condicdes de stresse genotoxico, provocado pelo CPT
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Para se estudar a reacdo de células da levedura S. cerevisiae, da estirpe selvagem
BY4741, sob condi¢cbes de stresse provocado pela substancia quimica CPT e o
comportamento juntamente com substancias naturais, como os extratos de GB, IV e MO,

realizaram-se dois ensaios diferentes.

Num dos ensaios as células foram espalhadas em placas de meio YPD so6lido, onde se
encontravam incorporados, no meio, o extrato de GB a 5% ou 10% (p/v). O CPT era aplicado,
diretamente, nos discos de papel de filtro, onde as células se encontravam, permanentemente,
em contacto com as diferentes substancias. Da anélise dos resultados, verificou-se que CPT
exerce um efeito inibitorio de crescimento celular, devido aos halos de inibicdo observados
nas placas de controlo, onde ha auséncia de extrato de GB, ou seja, 0s halos de inibicéo
indicam-nos auséncia de crescimento celular e que as células, de BY4741, sdo suscetiveis ao
CPT (Figura 5.1 A e 5.1C). Em relacdo ao extrato de GB, tanto a 5% como a 10%, nédo se
verificou qualquer tipo de efeito sobre as células (expostas a CPT), porque os halos de
inibicdo, observados nas placas que continham GB incorporado, sdo semelhantes aos

respetivos controlo (Figura 5.1 B e 5.1D).
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Figura 5.1- As células de S. cerevisiae, da estirpe BY4741, sdo suscetiveis ao CPT. As células foram
espalhadas, em placas com meio YPD s6lido (A e C), e em placas de meio YPD sdlido, com incorporacéo de
extrato de GB a 5% e a 10% (B e D, respetivamente). Foram colocados discos de papel de filtro onde se
adicionou 20pl CPT. As placas foram incubadas a 30°C durante 48 h, ao fim das quais os halos de inibicéo
foram observados e fotografados com o software ChemiDoc™XRS. Os resultados da figura correspondem a
uma experiéncia representativa de trés experiéncias independentes.

Outro dos ensaios realizados, consistiu no mesmo proposito do anterior, mas com mais
dois extratos vegetais diferentes, extrato de Dittrichia viscosa e extrato de Melissa officinalis,
mas que pela literatura apresentam o mesmo potencial de bioactividades que o extrato de GB.
Neste ensaio, as células foram colocadas, apés uma diluicdo seriada até 107*, em placas de
meio YPD sélido, que continham 20 uM CPT e 2 mg/ml de extrato vegetal de GB, IV e MO,

cada um, a fim de se observar protecdo, ap6s 48 horas de incubacéo, a 30 °C (Figura 5.2).
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Figura 5.2 - Viabilidade celular na presenca de CPT e de CPT com extratos de GB, IV ou MO, de S.
cerevisiae, da estirpe selvagem BY4741. As células foram diluidas seriadamente até 10™* e 5 pl de cada
diluicdo foi colocado em placas com meio YPD so6lido, com incorporacdo de 20uM CPT e 2 mg/ml de extratos,
GB, IV e MO, respetivamente. As placas foram incubadas a 30°C, durante 48 h, ao fim das quais as col6nias
foram observadas e fotografadas com o software ChemiDoc™XRS. Os resultados da figura correspondem a
uma experiéncia representativa de trés experiéncias independentes.

Os resultados obtidos indicam-nos que as células de S. cerevisiae quando em contacto
com CPT e os extratos de GB, IV e MO tém a mesma viabilidade celular, como é possivel
verificar na figura 5.2. No entanto, os resultados anteriores, respetivos ao ensaio dos discos,
mostraram que CPT inibe a proliferacdo celular, porque a concentracdo de CPT junto aos
discos € mais elevada que no caso da incorporacdo de CPT no meio de cultura (Figura 5.1 e
5.2), apesar de nos dois ensaios as celulas estarem permanentemente em contacto com a
droga. Relativamente aos trés extratos, ndo se verificou qualquer efeito sobre a viabilidade
celular, quando comparadas as placas que que continham CPT mais o respetivo extrato e as

placas controlo (Figura 5.2).
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5.2- Efeitos de extratos vegetais, GB, IV e MO sobre a viabilidade das

celulas sob condigdes de stresse genotoxico, provocado pelo SNP

Outra substancia quimica, o SNP, foi estudada. SNP esta descrito como uma fonte de
NO, que apresenta fungfes importantes no organismo, desde protecdo contra infecdes, atua
como neurotransmissor, € considerado um sinalizador intra e intercelular, entre muitas outras
funcBes, mas quando as suas concentracdes excedem a capacidade que as células tém de o
processar, pode provocar efeitos nefastos, porque o NO pode reagir rapidamente com o0 O, e
interagir com outros radicais e formar produtos prejudiciais as células, como produtos
nitrogenados que provocam efeitos como stresse genotoxico e possivel morte celular. Ao
estudo, adicionou-se substancias naturais, como extrato de GB, IV e MO para se investigar o
efeito protecdo das células, expostas ao efeito nocivo, causado pelo SNP. Para tal, realizou-se

uma experiéncia de viabilidade celular.

Em todos os casos, as células foram tratadas previamente com 300 mM SNP e
diferentes concentragdes de extrato de GB, IV e MO (100 pg/ml, 200 pg/ml, 500 pg/ml e 750
pg/ml). As culturas foram incubadas a 30 °C, 200 rpm, durante 90 min. Ao longo dos 90 min,
foram colhidas aliquotas, em diferentes pontos de tempo (de 30 em 30 minutos), diluiu-se
(10~* diluicdo) e espalhou-se, em meio YPD sdlido a fim de observar a viabilidade celular,
dada pelo crescimento ou auséncia de crescimento de coldnias, ao longo do tempo, quando
comparadas com as placas de referéncia. Foram consideradas placas de referéncias aquelas
gue ndo levavam qualquer substancia toxica, como controlo negativo e controlo com o extrato
vegetal, em questdo. A que levava apenas a substancia tdxica, SNP, foi considerada como

controlo positivo.

Da andlise dos resultados, verificou-se que o SNP, ao longo de 90 min, a uma
concentracdo elevada ndo provoca perda de viabilidade celular, em cultura de células de S.
cerevisiae, como se pode observar nas placas de controlo positivo (Figura 5.3). Em relacdo ao
efeito dos extratos vegetais, verifica-se que os trés extratos também ndo provocam perda de
viabilidade celular, como se observa nas placas que apenas contém GB, IV e MO. Um dos
objetivos era observar o comportamento dos extratos quando adicionados a suspensdes
celulares em contacto com o SNP e da analise dos resultados verificou-se que GB e IV néo
provocam nenhum efeito (Figura 5.3A e 5.3B). Apesar que, no ensaio onde se testou o efeito
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do extrato vegetal MO, observa-se que 0 SNP ndo provoca perda de viabilidade celular, nem
0 extrato vegetal, mas o SNP juntamente com o0 extrato mostra uma ligeira perda de
viabilidade celular, pois apresenta menos crescimento de colonias, em todas as concentragdes
testadas (Figura 5.3C), o0 que sugere que o extrato de MO tem um efeito conjunto com o SNP

ao afetar a viabilidade celular.
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Figura 5.3 - Viabilidade celular na presenca de SNP e de SNP com extratos de GB, IV ou MO, de S.
cerevisiae, da estirpe selvagem BY4741. As células foram incubadas com 300 mM de SNP e com extrato de
GB, IV e MO a diferentes concentracdes: 100 pg/ml, 200 pg/ml, 500 pg/ml e 750 pg/ml (A, B e C,
respectivamente). A cada tempo de colheita (Omin, 30min, 60min e 90min) uma aliquota de 100uL foi colhida,
diluida serialmente até 10™* e 5uL de cada dilui¢do colocados em meio YPD sélido. As placas foram incubadas a
30°C durante 48 h, ao fim das quais as colonias foram observadas e fotografadas com o software
ChemiDoc™XRS. Os resultados da figura correspondem a uma experiéncia representativa de trés experiéncias
independentes.
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Apos se prolongar o tempo de exposicdo das células aos tratamentos (cerca de 7,5
horas, no total), neste caso SNP a diferentes concentra¢es: 50 mM, 100 mM e 200 mM e
extrato de GB5%, verificou-se que 0 SNP ha medida que aumenta a concentracdo e por volta
das trés horas (T2) verifica-se um decréscimo no numero de CFU’s, relativamente ao
controlo, o que nos indica perda de viabilidade celular. Relativamente ao extrato de GB,
observou-se que ndo provoca efeito nas células, como se confirma pelo controlo GB, mas GB
quando adicionado com SNP, hd medida que aumenta a concentracdo, principalmente na
maior concentracdo de SNP (200 mM de SNP + GB5%), por volta de T1-T2, verifica-se
decréscimo do numero de CFU’s, relativamente aos controlos e aos que apenas sdo tratados
com SNP, o que nos indica perda de viabilidade celular. Assim, podemos concluir que o SNP,
em contacto com as células, por um periodo de tempo mais prolongado, afeta a sua
viabilidade celular e que o GB parece apresentar um efeito sinergistico, porque parece
potenciar o efeito do SNP na viabilidade celular, dependente da dose, mas nao € significativo.
(Figura 5.4).

1000~
mE T0-0h
BE T1-15h
800 mm T2-3h
< T3 - 4.5h
%; 600- Bl T4-6h
) BB T5-7.5h
LL
O 400-
[e]
pd
200-
O_
PR N S
& e & & & P
(O A L S
o @ > o & & &
<§ S oS
& T L
R
Tratamentos

Figura 5.4 - Viabilidade celular na presenca de SNP e de SNP com extrato de GB, de S. cerevisiae, da
estirpe selvagem BY4741. As células foram incubadas com diferentes concentracdes de SNP: 50 mM, 100 mM
e 200 mM e com extrato de GB5%. A cada tempo de colheita (TO= Oh, T1= 1.5h, T2= 3h, T4= 4.5h e T5= 6h)
uma aliquota de 100 pl foi colhida, diluida serialmente até 10™* e 100uL da ultima dilui¢io foram espalhados em
meio YPD solido. As placas foram incubadas a 30°C durante 48 h, ao fim das quais as colénias foram contadas.
Os resultados da figura correspondem a uma experiéncia representativa de trés experiéncias independentes.
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5.3 — Extrato de GB protege as células de danos do DNA, provocados por
CPT e SNP

Pelas propriedades e caracteristicas que 0s extratos vegetais apresentam decidimos
testar o efeito antigenotdxico, do extrato de GB, que pela literatura possui inUmeras
atividades, como atividade antioxidante, capacidade de eliminar radicais livres e prevenir
apoptose, atividade contra o envelhecimento e atividade antigenotdxica [75]. A atividade
antigenotodxica foi realizada através do ensaio cometa, em células de levedura de S. cerevisiae,
da estirpe laboratorial BY4741.

Neste ensaio, ap6s digerir a parede celular e obter-se os esferoplastos, tratou-se as
células com uma concentracdo de 50 UM de CPT e 200 mM de SNP, e diferentes
concentracdes de extrato de GB, 0.5%, 2% e 10%. Todo 0 manuseamento, do ensaio, com 0S
esferoplastos, foi em tampédo S para manter a isotonicidade, visto que estdo mais suscetiveis
por ndo apresentarem parede celular. Na experiéncia, incluiu-se diferentes controlos: um
controlo com células sem tratamento absolutamente nenhum, controlo negativo, com o0s
solventes das substancias que usamos, ou seja, o controlo negativo de CPT que continha
etanol e NaOH 0,1 M (solventes do extrato e CPT, respetivamente) e o controlo negativo de
SNP que continha etanol e agua desionizada. Estes controlos sdo referentes as substancias que
ndo causam danos no DNA. Introduziu-se, ainda, controlos positivos, em que as culturas eram
expostas apenas ao CPT ou ao SNP. Tudo para observarmos e compararmos como as células

se comportam, consoante as substancias a que estdo expostas, nas mesmas condigdes.

Da analise dos resultados obtidos, apos a realizacdo do ensaio cometa, verifica-se que
tanto CPT como SNP sdo drogas que causam bastantes danos ao nivel do DNA, onde se
observa pelo comprimento das caudas dos cometas, correspondentes aos controlos positivos,
quando comparados com o0s controlos que ndo tém substancias genotdxicas. (Figura 5.5A e
5.5C)

Quando as células séo tratadas com o extrato de GB verifica-se uma diminuicdo das
caudas dos cometas, ou seja, 0s danos no DNA, causados pelo CPT e pelo SNP, ndo séo tdo
grandes. A medida que aumenta a concentracio de extrato de GB, nos dois casos, verifica-se
uma diminuicdo das caudas dos cometas significativa, quando comparada com o controlo
positivo. Assim, denota-se que o0 extrato de GB apresenta atividade antigenotoxica, isto €,
protege o DNA de danos provocados pelas substancias toxicas (CPT e SNP). No ensaio com o
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CPT verifica-se uma acdo antigenotoxica, estatisticamente significativa, a partir da
concertacdo de 2% de extrato de GB (Figura 5.5A), enquanto no ensaio com o SNP observa-

se ja na menor concentracdo de extrato (GB 0.5%) (Figura 5.5C).
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Figura 5.5 - O tratamento de células S. cerevisiae, BY4741, com GB protege o0 DNA contra danos
genotoxicos causados por CPT e SNP. Os esferoplastos foram incubados com 50 uM de CPT e extrato de GB
(0.5%, 2% e 10%) (figura A) e com 200 mM de SNP e extrato de GB (0.5%, 2% e 10%) (figura A) e com 200
mM de SNP e extrato de GB (0.5%, 2% e 10%) (figura C), durante 20 min. Os danos no DNA foram analisados
através do ensaio cometa (ver Materiais e Métodos). As células sem qualquer tratamento foram incluidas na
experiéncia (células ndo tratadas - Cells), bem como as células tratadas com etanol e NaOH (solventes de GB e
CPT), que correspondem ao C~ e tratadas apenas com CPT (C*). Os valores sdo a média + DP de trés
experiéncias independentes (* representa p <0,05 e *** p <0,001). As células de BY4741 foram incubadas com
CPT (5 UM, 15 uM e 50 uM) (figura B) e com SNP (50 mM, 100 mM e 200 mM), e foram incubadas nas
mesmas condigdes usadas no ensaio cometa (T°=30°C, 200 rpm, durante 20min). Uma aliquota de 100 pl foi
colhida, de cada tratamento e diluida serialmente até 10~*. 100 pl da Gltima diluigéo foi espalhada em meio YPD
solido. As placas foram incubadas a 30°C durante 48 h, ao fim das quais as col6nias foram observadas e
contadas. Os resultados sdo média + DP e correspondem a uma experiéncia representativa de trés experiéncias
independentes.
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Como o CPT e SNP sdo substancias que apresentam atividade genotoxica e
subsequentemente podem levar a morte celular, realizou-se um ensaio de viabilidade celular
com diferentes concentragdes de CPT (5 uM, 15 uM e 50 pM) e de SNP (50 mM, 100 mM e
200 mM) para mostrar que estavamos a trabalhar com concentra¢Ges em que as células eram
viaveis. Incluiu-se um controlo negativo, apenas com os solventes das diferentes drogas, para
termos um termo de comparacgédo. A morte celular foi considerada como perda de viabilidade
celular expressa como percentagem de unidades formadoras de coldnias, quando comparada

com a placa de referéncia, sem qualquer tratamento toxico (controlo negativo).

Dos resultados obtidos, verificou-se que, embora, CPT e SNP tenham provocado
diminuicdo de viabilidade celular, as diferengas ndo foram estatisticamente significativas, em
relacdo ao controlo, sem tratamento (Figura 5.5B e 5.5D). Assim, concluiu-se que nas

condicdes do ensaio cometa as células eram viaveis.

6 — Resultados, com o0 modelo biolégico Sch. pombe

6.1- Efeitos de extratos vegetais, GB, IV e MO sobre a viabilidade das

celulas sob condicdes de stresse genotoxico, provocado pelo CPT

Foi utilizado outro modelo biol6gico, a estirpe selvagem 972h~, da levedura Sch.
pombe sob condicBes de stresse provocado pela substancia quimica CPT e o comportamento

juntamente com substancias naturais, como os extratos de GB, IV e MO.

A utilizacdo de Sch. pombe deveu-se ao facto de em observagdes pessoais,
experiencias preliminares apontaram para que este modelo fosse mais suscetivel aos efeitos
provocados pelas drogas estudadas, CPT e SNP, como para os efeitos provocados pelos

extratos vegetais, o que nos permitiu complementar os nossos objetivos.

Assim, realizou-se um ensaio em que as celulas foram colocadas, ap6s uma dilui¢do
seriada até 10~*, em placas de meio YP sélido, que continham CPT a uma concentracéo de 20
MM e extrato vegetal de GB, IV ou MO a uma concentragdo elevada de 2000 pg/ml,
respetivamente, a fim de se observar a perda de viabilidade celular ou protecdo, apds 72 horas
de incubacéo, a 30 °C (temperatura ideal de crescimento). Considerou-se perda de viabilidade

celular, quando ndo se observava crescimento de colénias, na placa, quando comparado com
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as placas de referéncia, ou seja, as placas sem qualquer tratamento toxico (controlo negativo)

e com a placa que continha apenas CPT (controlo positivo).

Dos resultados obtidos, verificou-se que ha perda de viabilidade celular, das células de
Sch. pombe, em contacto com o CPT. Observou-se também, que quando as células sdo
tratadas com o extrato vegetal GB e IV juntamente com o agente toxico, ha diminuicdo de
viabilidade celular, mas essa diminui¢do é muito menor do que quando as células sdo tratadas
apenas com CPT. Assim, verifica-se que GB e IV tém um poder de protecdo. Ja o extrato de
MO néo apresenta a mesma protecdo, porque da observacao dos resultados houve auséncia de
crescimento celular tanto no tratamento com a droga como quando as células séo tratadas com

o0 extrato (Figura 6.1).

10”" 107 10°* 10™* 10" 107210 10°* 10" 10* 30 10°* 10" 10 10 10™
Controlo Controlo GB CPT 20uM CPT 20uM + 2000ug/mi GB
7 RS T
Controlo Controlo IV CPT 20uM CPT 20uM + 2000uG/ml IV
Controlo Controlo MO CPT 20uM CPT 20uM + 2000uG/mi MO

Figura 6.1 - Viabilidade celular na presenca de CPT e de CPT com extratos de GB, 1V ou MO, de Sch.
pombe, da estirpe 972h". As células foram diluidas seriadamente até 10™* e 5 pl de cada diluicéo foi colocado
em placas com meio YP so6lido, com incorporacdo de 20 UM CPT e os diferentes extratos, GB, IV e MO a uma
concentragdo de 2000 pg/ml, respetivamente, e os diferentes extratos, GB, IV e MO a uma concentragdo de 2
mg/ml, respetivamente. As placas foram incubadas a 30°C durante 72 h, ao fim das quais as coldnias foram
observadas e fotografadas com o software ChemiDoc™XRS. Os resultados da figura correspondem a uma
experiéncia representativa de trés experiéncias independentes.

Pelos resultados que se obtiveram no ensaio anterior e pelas caracteristicas do CPT,
gue € uma substancia que causa quebras de cadeia dupla no DNA, que sdo reparadas
essencialmente por recombinacdo homdloga, decidiu-se testar o efeito protetor de GB e 1V,
que mostraram ter potencial como agentes naturais protetores contra CPT, por indugdo da
capacidade de reparacdo de DSB’s. Assim, realizou-se outro ensaio em que incluimos, para
além da estirpe selvagem 972h~ (como um termo de comparacdo), os mutantes afetados na
recombinacdo homologa, desta mesma estirpe. Os mutantes utilizados foram o rhp51, rad51 e
chkl.
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O mesmo procedimento foi realizado, onde as células, das diferentes culturas, foram
colocadas, ap6s uma diluicdo seriada até 10~*, em placas de meio YD sélido, que continham
CPT a uma concentracdo de 20 uM e extrato vegetal de GB ou IV a uma concentracdo de
1000 pg/ml, respetivamente, a fim de se observar a perda de viabilidade celular ou protecéo,
apos 72 horas de incubacéo, a 30°C. Considerou-se perda de viabilidade celular, quando nédo
se observava crescimento de coldnias, na placa, quando comparado com as placas de
referéncia, ou seja, as placas sem qualquer tratamento toxico (controlo negativo) e com a
placa que continha apenas CPT (controlo positivo). Néo foi testado o extrato de MO por nao

ter apresentado resultados promissores.

Dos resultados obtidos, verificou-se que tanto a estirpe 972h™ como 0s respetivos mutantes
guando em contacto com o CPT perdem viabilidade celular (Figura 6.2). Mas tanto o extrato
de GB como o extrato de 1V, quando adicionados as células, apresentam menor diminuicéo de
viabilidade celular na estirpe selvagem 972h~, como tinhamos observado, e do mutante chkl,
guando comparados com as placas de referéncia (Figura 6.2 A e 6.2B). Concluimos que GB
podera estar a proteger as células por inducdo de RH, porgque os extratos nao protegeram 0s

mutantes rhp51 e rad51 que sdo afetados na RH.

A-GB 10" 10" 10°* 10 107 107 107 10™* 10" 107 10" 10 107" 107 107 10°*
927h"
rhp51
radS1
chkl
Controlo Controlo GB CPT 20uM CPT 20puM + 1000ug/ml
GB
B-IV
10" 107 107 107 107 107 107* 10™* 10" 10" 10" 10 10" 107 10°* 107
927h"
rhp51
rad51
chkl
Controlo Controlo IV CPT 20pM CPT 20uM + 1000pug/ML
v

Figura 6.2 - Extratos de GB e IV protegem as células, de Sch. pombe da estirpe 972h~e do mutante chkl, de
stresse genotoxico induzido por CPT. As células de 972h™, e os mutantes rhp51, rad51 e chkl foram diluidas
seriadamente até 10~* e 5 pl de cada diluicdo foi colocado em placas com meio YD sélido, com incorporagdo de
20 uM de CPT e extrato de GB a uma concentracdo de 1000 pg/ml (figura A) e com 20 uM de CPT e extrato de
IV a uma concentragdo de 1000 pg/ml (figura B). As placas foram incubadas a 30°C durante 72 h, ao fim das
quais as colonias foram observadas e fotografadas com o software ChemiDoc™XRS. Os resultados da figura
correspondem a uma experiéncia representativa de trés experiéncias independentes.
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6.2— Efeito de extratos vegetais, GB, IV e MO sobre a viabilidade das

células sob condicdes de stresse genotoxico, provocado pelo SNP

Para se estudar o efeito de outra substancia quimica, o SNP, que ja foi referido acima,
que é uma sustancia que libera NO. O NO é uma molécula importante em sistemas
bioldgicos, porque age como uma molécula sinalizadora e é um efetor importante no sistema
nervoso, imunoldgico e cardiovascular. Os seus efeitos no organismo variam consoante as
concentracdes e a capacidade celular, porque a baixas concentracfes apresenta efeitos de
protecdo do organismo, enquanto que a concentracfes que excedem a capacidade antioxidante
das células pode levar a morte celular, particularmente por formar, por exemplo, peroxinitrito
e H,0, [19,22]. Para este estudo foi utilizado outro modelo bioldgico a levedura Sch. pombe,

estirpe selvagem 972h~.

Uns ensaios foram realizados, em que, em todos os casos, as células foram tratadas
previamente com o0s respetivos tratamentos, ou seja, SNP a 300mM e diferentes
concentracgdes de extrato de GB (50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml e 750 pg/ml), 1V (50 pg/ml,
200 pg/ml, 500 pg/ml e 750 pg/ml) e MO (25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml e 200 pg/ml). As
culturas foram incubadas a 30 °C, 200rpm, durante 90 minutos. Ao longo dos 90 minutos,
foram colhidas aliquotas de 30 em 30 min, diluiu-se seriadamente (10™*) e espalhou-se, em
meio YD solido a fim de se observar a viabilidade celular, dada pelo crescimento ou auséncia
de crescimento de colénias, ao longo do tempo, quando comparadas com as placas de
referéncia. Foram consideradas placas de referéncias aquelas que ndo levavam qualquer
substancia toxica, como controlo negativo e controlo com o extrato vegetal, em questdo. A

que levava apenas a substancia toxica, SNP, foi considerado controlo positivo.

Os resultados que obtivemos indicam-nos que o SNP quando em contacto com as
células de Sch. pombe levam a uma perda de viabilidade celular, como se verifica pela falta de
proliferacdo celular, nas placas de controlo positivo quando comparadas aos controlos
negativos, onde as células ndo levam tratamento com substancias toxicas (Figura 6.3). Da
analise dos resultados, verificamos, relativamente ao comportamento das células, na presenga
dos extratos, que as células quando expostas apenas ao extrato de GB e MO néo sofrem perda
de viabilidade celular, mas estes quando adicionados as culturas de células tratadas com SNP
aumentam a perda de viabilidade celular, drasticamente, & medida que aumenta a
concentracdo de extrato (Figura 6.3A e 6.3B). Verifica-se um efeito sinergistico por parte do
extrato de GB e de MO. J4 o extrato de IV mostra um efeito contrario, aos outros extratos, ou
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seja, a diminuicdo da viabilidade celular € menor, quando adicionado a células que sdo
tratadas com SNP, comparativamente aos controlos (Figura 6.3C). Conclui-se que o extrato
de GB e de MO potenciam o efeito provocado pelo SNP, apesar dos extratos GB e MO
guando atuam sozinhos ndo provocam perda de viabilidade celular, como se visualiza nas
placas tratadas apenas com os extratos. Ja o extrato de IV protege contra os danos provocados
pela mesma droga, SNP.
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Figura 6.3 - Viabilidade celular na presenca de SNP e de SNP com extratos de GB, 1V ou MO, de Sch.
pombe, da estirpe 972h~. As células foram incubadas com 300 mM de SNP e com extrato de GB a diferentes
concentragdes: 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml e 750 pg/ml (figura A), com 300 mM de SNP e com extrato de
MO a diferentes concentrac@es: 25 pg/ml, 50 pug/ml, 100 pg/ml e 200 pg/ml (figura B) e com 300 mM de SNP e
com extrato de 1V a diferentes concentragdes: 50 pg/ml, 100 pug/ml, 200 pg/ml e 750 pg/ml (figura C). A cada
tempo de colheita (Omin, 30min, 60min e 90min) uma aliquota de 100uL foi colhida, diluida serialmente até
107* e 5 pl de cada dilui¢io colocados em meio YD sélido. As placas foram incubadas a 30°C durante 72 h, ao
fim das quais as coldnias foram observadas e fotografadas com o software ChemiDoc™XRS. Os resultados da
figura correspondem a uma experiéncia representativa de trés experiéncias independentes.
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Outro ensaio foi realizado e incluimos, para além da estirpe selvagem 972h~ (como um
termo de comparacdo), os mutantes afetados na recombinacdo homologa, desta mesma
estirpe. Os mutantes utilizados foram o rhp51, rad51 e chkl.

Em todos os casos, as células foram tratadas previamente com 300 mM SNP e extrato
de GB a 5%. As culturas foram incubadas a 30 °C, 200 rpm, durante 120 min. Ao longo dos
120 min, foram colhidas aliquotas, em diferentes pontos de tempo (de 30 em 30 min), diluiu-
se (107* diluicdo) e espalhou-se, em meio YD sdlido a fim de observar a viabilidade celular,
dada pelas colonias ou auséncia de coldnias, ao longo do tempo, quando comparadas com as
placas de referéncia. Foram consideradas placas de referéncias aquelas que ndo levavam
qualquer substancia téxica, como controlo negativo e controlo com o extrato vegetal, em
questdo. A que continha apenas a substancia toxica, SNP, foi considerada como controlo

positivo.

Da andlise, verificou-se que o SNP, ao longo de 120 min, a uma concentracao elevada
provoca perda de viabilidade celular, em cultura de células de Sch. pombe, como se pode
observar nas placas de controlo positivo (Figura 6.4). Em relacdo ao efeito do extrato vegetal,
GB, verifica-se que ndo provocam perda de viabilidade celular, como se observa nas placas
que apenas contém apenas GB. Um dos objetivos era observar o0 comportamento do extrato de
GB quando adicionados a suspensdes celulares, afetadas em processos de reparacdo de DNA,
em contacto com o SNP e da analise dos resultados verificou-se que GB juntamente com o
SNP provoca uma dréstica perda de viabilidade celular nas células de 972h~ e do mutante
chkl, quando comparados com os respetivos controlos (Figura 6.4A e 6.4D). Nos mutantes
rhp51 e rad51, que estdo afetados na RH, verifica-se perda de viabilidade celular, quando é
administrado GB juntamente com SNP as células, mas comparado com 972h~ e chkl, essa
perda de viabilidade é muito menor (Figura 6.4B e 6.4C), apesar de rhp51 apresentar uma

viabilidade mais semelhante a 972h~ e chkl.
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Figura 6.4 - Viabilidade celular na presenca de SNP e de SNP com extratos de GB, 1V ou MO, de
Sch. pombe, da estirpe 972h™ e as estirpes mutantes, rhp51, rad51 e chkl. As células foram
incubadas com 300 mM de SNP e com extrato de GB a 5%. A cada tempo de colheita, diluida
serialmente até 10™* e 5 ul de cada diluigdo colocados em meio YD sélido. As placas foram incubadas
a 30°C durante 48 h, ao fim das quais as col6nias foram observadas e fotografadas com o software
ChemiDoc™XRS. Os resultados da figura correspondem a uma experiéncia representativa de trés
experiéncias independentes.
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7 — Discussao

Atraves deste trabalho, pretendeu-se caracterizar a atividade antigenotdxica, de
extratos vegetais, como o de folhas de Ginkgo biloba, contra stresse genotdxico, induzido por
CPT e SNP. Neste trabalho também se investigou os efeitos de outros extratos vegetais, como
Dittrichia viscosa e Melissa officinalis, com potencial atividade antigenotoxica,
comparativamente ao extrato de Ginkgo biloba. Para este trabalho foram usados dois modelos
bioldgicos, S. cerevisiae e Sch. pombe, porque sdo organismos que oferecem vantagens de
simples manipulacédo laboratorial, estirpes genéticas mutantes e uso de ferramentas genéticas

disponiveis, simples e menos dispendiosas.

A camptotecina, pela literatura, € uma substancia usada em quimioterapia, porque tem
como alvo molecular a topoisomerase | e os seus efeitos citotoxicos sdo especificos da fase S,
resultando em quebras de cadeia dupla e morte celular, logo é uma substancia que provoca
stresse genotoxico [15]. Trabalhos anteriores, indicam-nos que GB apresenta diversas
atividades bioldgicas, como eliminagdo de radicais livres, propriedades antitumorais, efeitos
protetores do sistema nervoso, vascular e cerebral [44] e atividade antigenotdxica [74]. Apos
explorarmos a literatura para compostos naturais com atividade antigenotdxica, escolhemos
duas plantas utilizadas em medicina tradicional, Dittrichia viscosa e Melissa officinalis, onde
a sua atividade antigenotdxica, ainda, ndo foi amplamente estudada. O extrato de IV esta
descrito como um extrato que apresenta propriedades anticancerigenas, antibacterianas, anti-
inflamatdria, hepatoprotetora e uma forte atividade antioxidante [49], mas elevadas
concentracbes de IV (10 mg/ml) foram analisadas e apresentaram atividade citotoxica e
genotdxica, sendo necessario salientar que o modelo biolégico usado foi diferente [50]. O
extrato de MO é relatado por apresentar efeitos sedativos, anti-espasmoliticos,
antibacterianos, anti-inflamatorio, antioxidantes e neuroprotetores, e estudos revelam que MO
tem propriedades antigenotoxica e antimutagénicas [54]. Os nossos resultados, com S.
cerevisiae, mostraram que as celulas s&o suscetiveis ao CPT, quando as células estdo expostas
a concentragdes mais elevadas e em contacto permanente com CPT (Figura 5.1), mas o
extrato de GB, IV e MO juntamente com CPT ndo apresentaram qualquer efeito sobre a
viabilidade celular (Figura 5.1 e 5.2). Como CPT é uma droga que causa stresse genotoxico,
por meio de quebras de cadeia dupla de DNA e, como ja foi descrito, as DSB’s séo reparadas,

maioritariamente, através de processos de recombinagdo homdloga, 0s nossos resultados
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podem ser indicadores de que os extratos utilizados podem inibir os processos de reparagédo de
danos de DNA ou componentes essenciais para esses processos ou ainda que a exposi¢do a
elevadas concentracGes de CPT levem a danos celulares irreversiveis (Figura 5.1 e 5.2). Neste
trabalho, utilizamos outra substancia, o0 SNP, que provoca stresse genotdxico. Os danos
provocados, ao nivel do DNA, por esta substancia, derivam da libertagdo de NO. O NO é um
sinalizador intra e intercelular que pode atuar por diferentes vias: como ativador da guanil
ciclase, que produz guanosina monofosfato ciclico, que atua, no organismo, como segundo
mensageiro, que regula numerosos eventos celulares, como a participacao direta na ativacdo
de proteinas que desempenham papéis importantes na apoptose [19, 22, 25]. Pode, ainda,
interagir com o citocromo C-oxidase (principal fonte do anido superéxido), na mitocondria,
provocando stresse oxidativo, quando em concentracGes excessivas [23,25]. Assim, 0 NO
pode reagir com diferentes espécies, dentro do hospedeiro, originando RNS, que provocam
danos no DNA [8]. Os nossos resultados, com S. cerevisiae, indicaram que o SNP, quando
adicionado as células por um longo periodo de tempo provoca perda de viabilidade celular
(Figura 5.4). Relativamente aos extratos vegetais estudados, GB, IV e MO, ndo apresentam
qualquer efeito sobre a viabilidade celular, mas quando GB ¢ adicionado juntamente com
SNP parece potenciar o efeito da droga, apesar de ndo ser estatisticamente significativo,
quando comparado ao respetivo controlo (Figura 5.4). O extrato de MO juntamente com SNP
tem o mesmo comportamento que GB juntamente com o SNP, s6 que a perda de viabilidade
celular por parte de MO com SNP ndo € tdo acentuada (Figura 5.3C). Este comportamento de
GB ou MO com SNP pode ser um indicador de que estes dois extratos apresentem uma acgao
sinergistica, ou seja, a acdo simultanea e cooperacdo entre SNP e GB ou MO apresentam um
efeito maior de perda de viabilidade celular, do que quando sdo aplicados isoladamente, o que
pode permitir o desenvolvimento de terapéuticas mais eficientes e diminuir os efeitos
secundarios indesejados, associados a essas terapéuticas. Com os resultados obtidos na
viabilidade celular e para uma melhor compreensdo dos danos que 0s agentes provocam ao
nivel do DNA, recorremos ao ensaio cometa, que nos permite quantificar as lesdes,
provocadas pelos agentes genotdxicos CPT e SNP e detetar a existéncia de efeitos de
reparacdo do DNA, por parte do extrato vegetal GB, em células individualizadas. A analise
dos nossos resultados indicou-nos que CPT e SNP séo drogas que provocam danos no DNA,
mas que o extrato de GB juntamente com 0s agentes genotoxicos provocava uma diminuicao,
estatisticamente significativa, das caudas dos cometas, ou seja, diminui os danos no DNA, a
medida que aumenta a concentracdo de extrato, quando comparados com o respetivo controlo

(Figura 5.5A e 5.5C). Estes resultados levam-nos a crer que GB apresenta protecdo contra o
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stresse genotdxico, provocado por CPT e SNP. Estes resultados ndo se correlacionam
diretamente com os resultados observados, na viabilidade e podem ser explicados pelo facto
de na experiencia da viabilidade (Figura 5.4) as células estdo expostas ao SNP por um longo
periodo de tempo e a perda de viabilidade pode resultar de outras substancia toxicas, como
cianeto, porque como é uma molécula muito instavel e pode quebrar-se e produzir cianeto que
é bastante tdxico [19] e os resultados do ensaio cometa apresentam significancia estatistica
relevante. O facto de nos ensaios de viabilidade com CPT e SNP néo se verificar correlacéo
com a genotoxicidade pode ter a ver com a parede celular da levedura S. cerevisiae que
dificulta a entrada das moléculas do extrato de GB, isto porque no ensaio cometa quando

adicionamos os tratamentos a parede celular é previamente removida.

Neste trabalho, utilizou-se outro modelo biologico, Sch. pombe, com o mesmo
objetivo de avaliar o efeito de extratos vegetais, com propriedades antigenotdxicas contra
drogas que provocam stresse genotdxico, 0 CPT e o SNP. Da analise dos nossos resultados,
foi possivel observar-se o efeito marcado da perda de viabilidade celular, quando as células
estavam expostas permanentemente ao CPT (Figura 6.1). Relativamente aos extratos,
verificou-se que GB e IV apresentaram protecdo, quando administrados juntamente com CPT
e comparados aos respetivos controlos (Figura 6.1). Como CPT causa quebras de cadeia dupla
de DNA, que sdo reparadas essencialmente pelo processo de reparacdo de recombinacao
homologa, testou-se o efeito protetor de GB e 1V, por inducdo da capacidade de reparacdo de
DSB’s. Para tal, utilizou-se mutantes afetados em processos de reparacdo de DNA, sendo que
rhp51 e rad51 s&o mutantes afetados na RH. Os resultados obtidos revelaram-nos que GB
pode estar a proteger as células danificadas por inducdo de RH, porque o extrato nao protegeu
os mutantes rhp51 e rad51 (Figura 6.2). Este resultado € bastante promissor, porque existem
muitas formas de se originarem quebras de cadeia dupla no DNA, desde radiagdo ionizante,
como outras drogas para além de CPT (bleomicina, por exemplo), que causam instabilidade
gendmica e possivel morte celular [75]. A terapia do cancro é a que mais interesse tem em
compreender o processo RH, para fragmentar o DNA em células cancerigenas, como tal a
terapia mais usada é as altas radiacGes e as drogas quimioterapéuticas que causam DSB’s,
para que as células cancerigenas morram. O grande problema € que estas terapéuticas ndo sao
totalmente especificas para células tumorais e afetam todas as células. Assim estes resultados
podem ser interessantes para que a terapia do cancro se torne mais eficaz e com menos efeitos
indesejados. O SNP, também foi testado, através deste modelo bioldgico e os resultados
obtidos indicaram-nos que o SNP leva a perda de viabilidade celular (Figura 6.3), num menor
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periodo de tempo, que em S. cerevisiae (Figura 5.4). Relativamente a anélise dos resultados
obtidos da administragdo dos extratos vegetais, verificou-se que GB e MO juntamente com o
agente genotoxico leva a uma perda de viabilidade celular drastica, maior que a perda de
viabilidade observada nas células que apenas estdo em contacto com SNP (Figura 6.3A e
6.3B). Assim, GB e MO apresentam um efeito sinergistico juntamente com SNP, dependente
da dose. Este € um resultado interessante, porque pode levar a terapéuticas mais eficientes.
Em relacdo ao extrato de 1V, observou-se o efeito contrario ao extrato de GB e MO, ou seja,
IV mostrou proteger as células contra os danos provocados pelo SNP (Figura 6.3C). O
mecanismo de ac&o antigenotoxico de IV pode ser um efeito direto sobre a inativacdo de SNP
ou pelas suas propriedades antioxidantes pode eliminar espécies reativas, que leva ao aumento
da viabilidade celular e diminui o dano de DNA sob stresse genotdxico. Como GB juntamente
com o SNP, na viabilidade apresenta um efeito sinergistico, mas no ensaio cometa
apresentava protecdo contra as células danificavas, testou-se o efeito de GB com mutantes
afetados em mecanismos de reparagdo de danos de DNA, como rhp51, rad51 e chkl (Figura
6.4). Dos resultados obtidos, observou-se que rhp51 apresentou menos viabilidade celular,
comparativamente ao rad51 e deveriam comportar-se de igual modo (Figura 6.4B e 6.4C).
Estes resultados podem ser explicados pelo facto de rhp51 ser um mutante em que o0 gene
RHP51 foi apenas silenciado e pode reverter tornando-se funcional, enquanto que rad51 é um
mutante em que o gene RAD51 (com a mesma funcdo de RHP51) foi totalmente removido.
Assim, como GB juntamente com SNP apresenta um efeito sinergistico, os resultados
sugerem que o efeito sinergistico esta relacionado com o gene RAD51, dai rad51 apresentar
mais viabilidade celular e rhp51 ser mais semelhante a 972h™ e chkl (Figura 6.4 A e 6.4 D).
Como tal, o extrato de GB pode estar a induzir a RH (rhp51 e rad51 sdo mutantes afetados na
RH) e isso pode levar a uma menor viabilidade, porque pode estar a conduzir recombinagdes
ilegitimas, visto que RAD51/RHP51 sdo importantes na pesquisa de homologia, para o

processo de RH reparar os danos no DNA.
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8 — Conclusao

Com este trabalho experimental, podemos concluir que CPT quando administrada as
células causa perda de viabilidade celular significativa. O extrato de Ginkgo biloba e de
Dittrichia viscosa apresentam protecdo contra os danos causados por CPT, enquanto que
Melissa officinalis ndo apresenta qualquer efeito. A protecao das células observada, pelo GB

parece ser através da indugéo do processo de recombinacdo homologa.

Concluimos, também, que SNP também afeta, significativamente, a viabilidade celular das
células, em concentracdes mais elevadas. O extrato de GB e de MO apresentam um efeito
sinérgico, ou seja, potenciam o efeito de perda de viabilidade celular do SNP, quando
administrados em conjunto. Ja pelo contrério, IV apresenta um efeito de prote¢do, nas células
danificadas por SNP. O GB juntamente com SNP parece induzir a RH pela inducéo de

recombinac6es ilegitimas, aumentando assim mais os danos do DNA.

Dos modelos bioldgicos utilizados, Sch. pombe mostrou ser um melhor modelo para
este estudo, apresentando resultados mais significativos e claros do que os resultados obtidos
através do modelo S. cerevisiae. Verifica-se que Sch. pombe é um organismo mais sensivel as

drogas genotoxicas e extratos vegetais avaliados.

9 — Perspetivas Futuras

Para se compreender melhor a atividade bioldgica do extratos vegetais, GB, IV e MO,
seria importante fazer a sua analise quimica e testar os compostos quimicos, que pela
literatura, parecam ser responsaveis pelos efeitos que os extratos vegetais produziram, ou seja,
realizar os mesmos ensaios, deste trabalho, com o0s compostos puros e compara-los a

atividade do extrato.

Também seria importante avaliar os mecanismos de acdo das drogas utilizadas, CPT e
SNP, e 0s mecanismos de protecdo ou sinergicos, obtidos pelos extratos vegetais, neste
trabalho, recorrendo, para tal, a citometria de fluxo, que nos permite avaliar e quantificar a
resposta de células individuais ao stresse provocado pelas drogas genotoxicas, bem como a
resposta das células em contacto com s extratos vegetais. O recurso a esta ferramenta seria
importante, especificamente, no estudo de ciclo celular, no potencial da membrana interna da

mitocondria e do potencial da parede celular, como também no estudo das espécies reativas.
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Quando o estudo dos efeitos destes extratos vegetais, contra as drogas genotdxicas
obtivesse resultados significativos, claros e sem deixar qualquer davida, seria interessante
passar para estudos com linhas celulares e posteriormente para mamifero, para no final se
obter produtos que possam ser consumidos pelos humanos, no sentido de melhorar o estilo de

vida, em termos de saude.

O estudo de novas drogas genotdxicas com os extratos de GB, IV ou MO, ou a
pesquisa de outros extratos vegetais com atividade antigenotdxica sdo importantes para a
descoberta de novas terapéuticas e minimizar os efeitos secundarios que muitos produtos

farmacoldgicos causam.
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