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Resumo
Apoptose induzida por extrato aquoso de Pteridium aquilinum em células de glindula

submandibular humana (HSG) e de epitélio bucal (OSCC-3)

A samambaia Pteridium aquilinum ¢ considerada uma das plantas toxicas mais
importantes, ndo s6 por sua extensa distribuicdo geografica, mas também por provocar, nas
diferentes espécies animais que a utilizam como alimento, severos quadros de intoxicacao e
o desenvolvimento de tumores nos tratos digestério e urindrio. Além disso, estudos
epidemioldgicos tém relacionado a alta incidéncia de cancer de esdfago e estdbmago em
populacdes humanas a utilizagdo da samambaia na alimentagdo ¢ a exposicao indireta aos
seus carcindgenos, como pela aspiracdo de seus esporos € pela ingestao de leite de vacas que
se alimentaram da planta ou de 4gua contaminada por tais compostos. Para melhor entender
dos mecanismos de toxicidade induzida por essa samambaia, este estudo avaliou os efeitos
genotdxicos e citotoxicos do extrato aquoso da planta, em trés diferentes concentragdes
(0,20; 0,40 e 0,67 mg/mL), sobre células de glandula submandibular humana (HSG) e de
epitélio bucal (OSCC-3). O ensaio de cometa mostrou que o extrato foi genotoxico para
ambas linhagens celulares, nas diferentes concentragdes estudadas, mas ndo de forma dose-
dependente. O experimento de DNA ladder, por outro lado, ndo demonstrou fragmentagao
incomum da cromatina, provavelmente em fun¢ao de uma baixa percentagem de células com
material genético severamente alterado, em comparacao aquelas pouco afetadas. As analises
morfolégica, por microscopia de luz, e ultraestrutural, por microscopia eletronica de
transmissdo, permitiram observar que o extrato de P. aquilinum provocou alteragdes
evidentes em ambos tipos celulares, como condensagdes atipicas na cromatina, picnose
nuclear, diminui¢do no volume das células, ruptura do envoltério nuclear, presengca de
numerosos vacuolos de tamanhos variados e a formacgdo de corpos apoptoticos. Esses
resultados, em conjunto com os obtidos com os ensaios de coloracdo com alaranjado de
acridina/brometo de etideo e de TUNEL, evidenciaram que extrato foi citotéxico para as
células HSG e OSCC-3, em todas as concentragdes estudadas, e que a principal via de

degeneragdo celular induzida foi a apoptose.
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Abstract

Apoptosis induced by aqueous extract of Pteridium aquilinum in human submandibular

gland cells (HSG) and human buccal epithelium cells (OSCC-3)

The bracken Pteridium aquilinum is considered one of the most important toxic
plants, not only for its extensive geographic distribution, but also for provoking, in different
animal species that use it as food, severe poisoning and the development of tumors in the
digestory and urinary tracts. Moreover, epidemiologic studies have related the high
incidence of esophagus and stomach cancers in human populations to the use of the bracken
as food. This incidence may also be related to the indirect exposition to bracken carcinogens,
as by the aspiration of its spores, the ingestion of milk from cows feeding on the plant, or by
the consumption of water contaminated by such composites. Aiming to better understand the
toxicity mechanisms induced by braken fern, this study evaluated the genotoxic and
cytotoxic effects of the plant aqueous extract, at three different concentrations (0.20, 0.40
and 0.67 mg/mL), over human submandibular gland (HSG) and buccal epitelium (OSCC-3)
cells. The comet assay showed that the extract was genotoxic for both cell lines, at the
different studied concentrations, but the results were not dose-dependent. DNA ladder assay,
on the other hand, did not show an unusual DNA fragmentation pattern, possibly due to the
low percentage of severely damaged cells. The morphological (light microscopy) and
ultrastructural (transmission electron microscopy) analyses showed that the extract provoked
conspicuous alterations in both cell types, such as cromatin uncommon condensation,
nuclear picnosis, cellular volume decrease, nuclear envelope rupture, the presence of
numerous vacuoles of different sizes and the formation of apoptotic bodies. This results,
added to those obtained with the acridine orange/ethidium bromide fluorescent dyeing test
and in the TUNEL assay, clearly demonstrated that the bracken extract was cytotoxic to
HSG and OSCC-3 cells, at all the studied concentrations, and that cellular degeneration

occurred mainly by apoptosis.
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Introducdo
1.1 - Plantas toxicas

Estima-se que mais de 99% de todas as substancias toxicas a que o homem estd
exposto sdo de origem natural (Ames & Gold, 1990). Entre 1966 e 1994, de todas as
intoxicacdes sofridas por homens ou animais registradas no Centro Sui¢o de Informacgao
Toxicolégica, 7,2% foram causadas por plantas, o que corresponde a 24950 casos de contato
com plantas toxicas ou sua ingestdo (Jaspersen-Schib et al., 1996 citados em Kawohl &
Habermeyer, 2005).

No Brasil, o envenenamento por plantas, juntamente com a raiva e o botulismo, sdo as
principais causas de morte do gado adulto. Estimativas indicam que, anualmente em nosso
pais, aproximadamente um milhdo de cabecas de gado morrem por envenenamento por
plantas (Tokarnia et al., 2002).

Pesquisas realizadas no estado do Rio Grande do Sul no periodo entre 1978 e 1998,
verificaram que 10,6 a 14% dos bovinos cuja causa da morte foi investigada morreram por
envenenamento por plantas. Considerando que nesse estado hd 13 milhdes de cabecas de
gado, e que a taxa anual de mortalidade ¢ de 5 %, o envenenamento por plantas corresponde a
um numero de mortes entre 65000 a 90000. No estado de Santa Catarina, estudos mostraram
que as mortes de bovinos por plantas toxicas, em um periodo de 12 anos, representam 13,9%
do total de mortes, com variagdo anual de 8,5% a 24,3%. Por ano, a média de mortes de
bovinos por intoxicacao por plantas ¢ estimada em 20574 cabegas (revisto por Tokarnia et al.,
2002). Outro estudo epidemioldgico realizado no estado de Santa Catarina revisou
diagnosticos de necropsia de gado bovino no periodo entre 1987 e 2001. De 3407 necropsias
realizadas, 572 (17%) indicaram que a causa da morte foi a intoxicagdo por plantas toxicas
(Gava et al., 2002). A projegao desses dados para toda a populacao de bovinos do Brasil (160
milhdes de cabecas de gado) indica que, anualmente, morrem entre 800000 e 1120000
animais por ingestdo de plantas toxicas. Os valores reais sdo provavelmente mais elevados
que esses, porque as regides Sul e Sudeste apresentam as menores taxas de mortalidade de
gado do Pais. Taxas mais elevadas ocorrem nas regides Norte, seguida pelas regioes Nordeste
e Centro-Oeste (revisto por Tokarnia ef al., 2002).

Rebanhos de ovinos também sofrem significativas perdas por ingestdo de plantas
toxicas. No Rio Grande do Sul, a taxa de mortalidade anual de ovinos € de 15 a 20%, sendo
que, destes, 7,2% ocorrem por intoxicagdo por plantas, correspondendo a 54000 a 72000
animais (Riet-Correa & Medeiros, 2001).

No Brasil, o nimero de plantas conhecidas como toxicas aumenta constantemente,
sendo atualmente descritas pelo menos 88 espécies pertencentes a 50 géneros (Riet-Correa &

Medeiros, 2001). Tokarnia et al. (2002) classificaram as espécies de plantas toxicas



Introducdo
encontradas no Brasil de acordo com o quadro clinico-patologico de intoxicacdo que
induzem: plantas hepatotoxicas, nefrotdxicas, cianogénicas, cardiotoxicas, gastrotoxicas,
neurotoxicas, que afetam a reprodugdo, que afetam a pele e anexos, que causam degeneragao
e necrose muscular, que causam fotossensibilidade, que causam calcinose, que causam
envenenamento por ou por nitrato / nitrito, que causam anemia hemolitica e que apresentam
a¢ao radiomimética.

Apesar do grande nimero de espécies de plantas toxicas descritas, as identificadas
como causadoras de perdas econdmicas importantes sao relativamente poucas (Riet-Correa &

Medeiros, 2001).

1.2 - A samambaia Pteridium aquilinum
Entre as intimeras espécies de plantas toxicas descritas, Pteridium aquilinum (Figura
01) ¢ uma das mais importantes ¢ vem sendo muito estudada por sua elevada toxicidade e seu

potencial carcinogénico (Tokarnia ef al., 2002).

2

Figura 01. Samambaia Pteridium aquilinum (A). (B) Broto da planta em destaque.
Fonte: www.chipr.sunysb.edu e www.swcoloradowildflowers.com

Também chamada Pteris aquilina, essa planta ¢ vulgarmente conhecida como
“samambaia das taperas”, “samambaia brava” e “samambaia dos campos”. Pertence a familia
das Polypodiaceae, na qual se reconhecem 200 géneros e 5000 espécies (Gerenutti et al.,
1992a). E uma planta cosmopolita, presente em todas as regides do planeta, exceto em areas
polares e desérticas, predominando em regides tropicais e subtropicais (Ribeiro et al., 1995).
Foi descrita como uma das cinco plantas mais comuns no planeta, sendo a mais localmente
intensiva e globalmente extensiva de todas as plantas vasculares (Shahin et al., 1999). No

Brasil, ocorre principalmente em 4reas montanhosas do nordeste, sudeste e sul, mas também

3
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em areas restritas das demais regides (Tokarnia et al., 2002). Como ¢ muito pouco exigente
quanto a qualidade do solo, sobrevive bem em solos acidos, arenosos e pobres em nutrientes.
E considerada uma planta invasora, surgindo com muito vigor em terrenos queimados e
devastados, pastagens, campos e matas ciliares. A constante destruicdo de florestas e o
abandono de regides propicias a agricultura sdo os principais fatores de propaga¢ao da planta
(Ribeiro et al., 1995). A propagacao e a multiplicagdo vegetativa ocorrem durante o ano todo,
porém com maior intensidade nas estagdes chuvosas (Gerenutti et al., 1992a).

Segundo Rasmussen (2003), existem relatos da utiliza¢do da P. aquilinum para forrar
leito de animais, cobertura de cabanas, confeccdo de cestas e¢ embrulhos para frutas e
materiais quebraveis, agente alvejante para 13, fonte de carbonato de potédssio para industria
de vidro e de sabdo, agente acidificante do solo, além de ser uma planta ornamental e
utilizada em rituais religiosos. No entanto, sua forma de utilizagdo mais preocupante ¢ como
alimento.

A samambaia ¢ freqiientemente utilizada como alimento por diversos animais
(bovinos, suinos, eqiiinos, ovinos, etc.), em épocas de escassez de alimento, especialmente
quando as pastagens sdo desmatadas ou queimadas. Comumente também ¢ ingerida como
contaminante de forragens. Ha relatos de que muitos animais tornam-se dependentes da
planta, procurando-a mesmo depois de cessada a fome. Acredita-se também que o gado que
ndo recebe suficiente material fibroso acostuma-se a ingerir a samambaia para suprir essa
deficiéncia (Gerenutti et al., 1992a; Tokarnia et al., 2002).

Muitos povos utilizam o rizoma, as folhas jovens e os brotos de P. aquilinum como
alimento, preparados na forma de cozidos, como salada verde ou cha. Entre os paises cujos
povos utilizam a planta como alimento, destacam-se os Estados Unidos, o Brasil, o Canada, a
China, a Russia, a Nova Zelandia, a Coréia e, principalmente, o Japao (Gerenutti ef al., 1992a;
Franca et al., 2002). Estimou-se que, s6 em Toquio, sdo consumidos anualmente 300
toneladas de broto de samambaia (Ribeiro et al., 1995). Na primavera ¢ um dos pratos
favoritos dos japoneses, que acreditam que a planta seja muito benéfica para a saiude
(Sugimura, 2000). No Brasil, Santos (1990) relatou o consumo dos brotos da samambaia nos
estados de Minas Gerais e Sdo Paulo, sendo neste ultimo o consumo atribuido ao grande
numero de habitantes descendentes de orientais. Relata-se ainda sua aplicacdo medicinal, que
inclui o emprego na preparacao de vermifugo, abortivo e regulador para o sistema digestorio,

além de ser utilizada na industria de cerveja. (Rasmussen, 2003).
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1.2.1 - A toxicidade de P. aquilinum

Os registros do reconhecimento da toxidez da samambaia P. aquilinum datam desde
o final do século XIX, mas publicagdes mais embasadas sobre a toxicidade dessa planta para
animais de fazenda s6 comegaram a surgir em meados da década de 40, do século XX
(revisto por Franca et al., 2002).

Nos primeiros relatos, s6 se reconhecia o principio tiaminolitico. Em 1946, Weswig
et al. (citados em Franca et al, 2002) induziram polineurite em ratos por meio da
administracdo de dietas contendo 40% de P. aquilinum. Sabe-se que a samambaia contém
tiaminase, presente principalmente nos rizomas e nos brotos. Essa enzima cliva a molécula
de tiamina, inativando-a (Hirono, 1985). O consumo da planta pode levar, por conseguinte, a
deficiéncia de tiamina (vitamina B1), também conhecida com beribéri (Rasmussen, 2003).
Essa deficiéncia provoca um quadro de toxicidade principalmente em animais nao
ruminantes, que sdo incapazes de sintetizar a vitamina. Essa caréncia vitaminica, quando
apresentada por eqiiinos e asininos, causa anorexia e sintomas de ordem neuromuscular,
como falta de coordenacdo motora, posturas anormais dos membros, tremores musculares,
convulsdo e sonoléncia (revisto por Gerenutti et al., 1992a). A inducdo da deficiéncia de
vitamina Bl por P. aquilinum foi também demonstrada experimentalmente, sendo
responsavel pelo aparecimento de lesdes nervosas tipicas em ratos, como descreve Hirono
(1985).

Em 1967, Dobereiner ef al. relataram a ocorréncia de trés quadros clinicos freqilientes
em bovinos de regides brasileiras onde a samambaia infestava as pastagens: a) hematuria
enzootica cronica (perda intermitente de sangue pela urina), em animais a partir de dois anos
de idade; b) ronqueira e a dificuldade de degluti¢do; c) regurgitacdo dos alimentos e
timpanismo cronico (acimulo de gés no rimen, também chamado de meteorismo), observado
em animais de cinco anos em diante. Esses quadros clinicos levavam a um progressivo
emagrecimento e 0bito dos animais.

Ddobereiner et al. (1967) citam outros autores que também relatam a intoxica¢ao por
samambaia no Brasil, como, por exemplo, um estudo realizado em Sao Paulo, em 1966, em
que bovinos apresentavam hematuria, aspecto fisico geral precario e acentuada baixa de
granuldcitos e plaquetas. Jarrett ef al. (1978) também observaram esses fenomenos em gado
britanico, como conseqiiéncias de uma ingestao de grande quantidade de samambaia. Apesar
de os sintomas se desenvolverem lentamente, com os primeiros sinais aparecendo varias
semanas depois do comego da ingestdo, a evolugdo do quadro de intoxicagdo por samambaia
¢ dramatico e quase sempre fatal, com a morte ocorrendo poucas semanas apos o

aparecimento dos sintomas (Hirono, 1985).
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P. aquilinum tem sido reconhecida como a tinica planta com atividade radiomimética,
por conter toxinas cujas alteragdes induzidas reproduzem muitos dos efeitos produzidos pela
radia¢do X (Tokarnia et al., 2002). Seu radiomimetismo esta associado a hematuria enzodtica,
j& que essa doenga estd relacionada a uma depressdo da medula 6ssea (Dawra et al., 1988).
Analogamente aos efeitos da radiagdo, o quadro clinico apresentado pelos animais intoxicados
pela samambaia inclui aplasia da medula 6ssea, leucopenia, agranulocitose, trombocitopenia,
fragilidade capilar, alteragdo da coagulacdo sangiiinea, inducdo de mutagdes e esterilidade
(Evans, 1968; Shahin et al., 1999). Devido a leucopenia, os animais tomam-se mais
suscetiveis a infec¢des bacterianas e a septicemia (Franca et al., 2002).

Dawra et al. (1988), ao estudarem alteracdes na membrana de eritrocitos de bovinos
com hematuria enzodtica, cuja causa foi atribuida ao consumo de P. aquilinum, mostraram,
nos animais afetados, uma significativa diminui¢do da atividade de ATPases de membrana.

Outra enfermidade causada pelo consumo da samambaia e que também ja foi
reproduzida experimentalmente ¢ a cegueira brilhante, que acomete ambos olhos e ¢
permanente. Sua denominacdo provém do aumento da reflexdo do olho. A doenga, que
acomete principalmente ovinos, mas ¢ também detectada em bovinos, caracteriza-se por
uma degeneragdo progressiva do neuroepitélio da retina, provocando uma cegueira bilateral
permanente (Franca et al., 2002; Rasmussen, 2003;).

Outros efeitos da ingestao de P. aquilinum foram verificados em relagdo a fertilidade
de ratas e ao desenvolvimento de sua prole. Gerenutti ef al. (1992b) alimentaram ratas com
uma dieta contendo 30% da planta e observaram diminui¢do na fertilidade e reducdo do
ganho de peso durante a gestacdo. Verificaram também alguns efeitos adversos no
desenvolvimento fisico e neurocomportamental dos filhotes.

Alguns trabalhos demonstraram que os sintomas clinicos da intoxicagdo por P.
aquilinum também eram acompanhados por danos genéticos. Walter-Moura et al. (1988),
estudando bovinos que se alimentaram de pastagens que continham essa samambaia,
observaram que os animais apresentavam uma freqiiéncia aumentada de aberracdes
cromossOmicas em linfocitos de sangue periférico, quando comparados a animais que
permaneceram em pastos nos quais ndo se detectou a presenca da planta. Verificaram
também que a freqiiéncia de alteracdes genéticas estava relacionada ao tempo de exposi¢ao

a samambaia.

1.2.2 - A carcinogenicidade de P. aquilinum

P. aquilinum tem sido relatada como a unica planta vascular conhecida que causa

cancer naturalmente em animais (Shahin er al., 1999). As primeiras evidéncias da
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carcinogenicidade da samambaia foram reportadas por Rosemberger e Heeschen (1960,
citados em Gerenutti et al., 1992a), que descreveram alteragdes na forma de polipos na
mucosa da bexiga urinaria, acompanhados de hematuria em bovinos que ingeriram essa planta
por longos periodos.

Muitos trabalhos subseqiientes também descreveram a ocorréncia de carcinomas
associados ao consumo da samambaia. Dobereiner ef al. (1967) associaram a ocorréncia de
hematuria intermitente cronica em bovinos a presenca de lesdes neopldsicas malignas no
sistema urindrio. A ronqueira e a dificuldade de degluticdo foram associadas a presenga de
carcinomas na faringe e o regurgitamento de alimentos e o timpanismo foram relacionados a
presenca de carcinomas no esofago.

Em 1978, Jarrett et al. observaram que, em areas de topografia elevada na Escocia e
no norte da Inglaterra, onde a samambaia P. aquilinum era mais freqiiente, havia uma alta
incidéncia de canceres do trato digestorio em bovinos de corte, enquanto que nas regioes
vizinhas mais baixas, a doenca era praticamente inexistente. Os autores sugeriram uma
relacdo entre a ocorréncia das neoplasias e algum carcindgeno presente na samambaia.

Conforme revisto por Franca et al. (2002), o efeito carcinogénico de P. aquilinum
pode variar em fungdo da espécie animal que a consome. Enquanto bovinos desenvolvem
cancer no trato digestorio superior e na bexiga, ovinos costumam apresentar tumores malignos
intestinais.

As crescentes evidéncias da relagcdo entre a ingestdo de samambaia e o aparecimento
de neoplasias motivaram uma série de experimentos com a finalidade de reproduzir, em varias
espécies animais de laboratorio, os mesmos efeitos quando em condigdes naturais de
exposicao. Evans e Mason (1965) foram os primeiros a demonstrar experimentalmente a
carcinogenicidade de P. aquilinum, mostrando que ratos alimentados com dieta contendo o
broto da samambaia desenvolveram multiplos adenocarcinomas no intestino delgado.
Mostraram também que a idade ¢ um fator que contribui para a suscetibilidade a esse cancer,
ja& que somente ratos com idade de sete semanas desenvolveram os tumores, 0 que nao se
observou naqueles de 13 a 18 meses.

Posteriormente, Pamukcu e Price (1969) induziram carcinomas em bexigas de
camundongos nas quais foram implantados comprimidos de colesterol contendo a fragao
acida da urina de bovinos alimentados com a samambaia. Sumi et al. (1981) demonstraram
que ndo havia diferenca significativa entre a incidéncia de tumores intestinais entre ratos
livres de germes e ratos convencionais alimentados com dieta contendo samambaia, sugerindo
que a microbiota intestinal ndo influencia significativamente a tumorigénese induzida pela

planta. Hirono et al. (1970) reportaram que a samambaia de forma natural ou cozida,
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conforme ¢ usualmente consumida por humanos no Japdo, induz a formagdo neoplasias
malignas no ileo e na bexiga de ratos.

No Brasil, o potencial carcinogénico de espécimes de samambaia coletadas em Ouro
Preto também foi demonstrado por Santos et al, em 1987, quando todos os ratos
alimentados por mais de 70 semanas com uma dieta contendo 5% dessa planta
desenvolveram tumores no trato gastrointestinal, sendo a maioria desses de natureza
maligna. A carcinogenicidade de P. aquilinum foi ainda demonstrada experimentalmente
em outras espécies além de ratos, como camundongos, cobaias, hamsters, bovinos e ovinos.
(revisto por Hirono,1985; Franca et al., 2002),

Muitos trabalhos t€ém sugerido que o virus do papiloma bovino tipo 4 (BPV-4) ¢
responsdvel, em associagdo com o consumo de P. aquilinum, pelo aparecimento de
carcinomas no trato digestdrio superior em bovinos (Campo et al., 1980; Jarrett, 1987). Por
outro lado, o virus do papiloma bovino tipo 2 (BPV-2) tem sido associado aos carcinomas
de bexiga (Campo et al., 1990). Estudos mais recentes mostraram, em bovinos tratados
com carcindgenos da samambaia, a ativagdo do gene H-ras em carcinomas do trato
digestorio superior associados ao virus do papiloma (Shahin ez al., 1998).

Estudos epidemioldgicos relacionam a exposicdo a samambaia ao risco de
desenvolvimento de cancer no trato digestorio superior em humanos, principalmente no
Japdo e no Brasil (Alonso-Amelot & Avedafio, 2002; Freitas et al., 2002). H4 também
indicagdes de uma possivel associagdo entre a exposicdo a planta e a alta incidéncia de
cancer de bexiga em humanos na Irlanda (revisto por Franga et al., 2002). Rasmussen (2003)
ressalta que uma alta incidéncia dessas neoplasias (entre 2,1 e 8,1 vezes mais freqiiente)
ocorre nao apenas em populacdes que se alimentam da samambaia, mas também naquelas
que, apesar de ndo consumirem a planta, sdo expostas a ela de alguma forma, por um
periodo consideravel de tempo. Em regides rurais do Pais de Gales, por exemplo, Galpin et
al., (1990) verificaram que pessoas que viveram em fazendas durante a infincia e tiveram
contato com a planta, embora ndo a ingerissem, tinham maior risco de desenvolvimento de
cancer gastrico.

Siman et al. (2000) afirmam que o risco de desenvolver cancer causado pela
samambaia pode ser diminuido evitando-se a ingestdo da planta, mas ndo pode ser
eliminado, porque ha outras formas de contato com seus carcindogenos que podem ocorrer
de maneira involuntaria. Outros autores propuseram diferentes vias por meio das quais
poderia estar acontecendo a exposi¢cdo de populagdes humanas aos carcindgenos de P.
aquilinum, como, por exemplo, o consumo do leite de vacas alimentadas com a planta.

Nesse sentido, estudos epidemiologicos foram realizados e mostraram que, onde a
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samambaia ¢ endémica, como em regides de altitude elevada da Costa Rica e da Venezuela,
a populacdo, mesmo sem ingerir a planta, apresenta maior incidéncia de cancer de esofago e
de estdmago, respectivamente, quando comparada a populagdo das regides baixas, onde a
samambaia ¢ mais rara (Villalobos-Salazar et al., 1989; Alonso-Amelot & Avedafio, 2001).
Os autores sugerem que isso ocorre devido ao consumo do leite proveniente de animais que
ingeriram samambaia. Villalobos-Salazar et al. (1989) verificaram, de fato, que
camundongos alimentados com o leite de vacas que consumiam a planta apresentaram
maior freqiiéncia de lesdes benignas e malignas. Assim, Alonso-Amelot et al. (1996),
quando realizaram um estudo na Venezuela, detectaram, no leite de vacas que ingeriram a
planta, a presenca de um composto mutagénico da samambaia em uma concentragao
correspondente a aproximadamente 8,6% da quantidade da planta ingerida pelas vacas.
Recentemente, também foi detectada a presenca de dois compostos da samambaia
considerados genotdxicos no soro, na urina € no leite de vacas com hematuria enzooética
cronica (Lioi et al., 2004).

Rasmussen et al. (2003a) estudando a composi¢do de solos e subsolos
dinamarqueses, constataram que, em regides infestadas pela samambaia, havia uma alta
concentragdo de um carcinégeno da planta. Tal composto pode ser transferido para o solo a
partir de material da planta em decomposi¢do ou pela urina de animais que estiverem
pastando no local. Entretanto, conforme resultados obtidos por Rasmussen et al. (2003b), a
principal forma de contaminag¢do do solo com esse carcindgeno ocorre por processos de
lixiviacdo. Pode-se supor, por conseguinte, que tais contaminantes do solo atinjam aqiiiferos
e reservatorios hidricos de superficie, criando uma nova fonte de exposi¢do: a agua.

Além dos relatos de exposi¢ao involuntaria aos carcindégenos de P. aquilinum por
meio da ingestdo de leite ou 4gua contaminados, um estudo realizado por Siman et al.
(2000) mostrou que células em cultura tratadas com esporos da planta apresentaram quebra
no DNA. Esses resultados sugerem que substancias carcinogénicas da planta podem ser

transmitidas também por meio da inalacao de seus esporos.

1.2.3 - Compostos toxicos, mutagénicos e/ou carcinogénicos encontrados em P. aquilinum

Sabe-se que todas as partes da samambaia P. aquilinum sao toxicas, especialmente os
rizomas. Dentre as partes aéreas, o broto tem se mostrado o mais toxico. Além disso, mesmo
dessecada, a planta guarda sua toxidez (Gerenutti ef al., 1992a). Tem-se relatado também que
o processamento da samambaia, da forma como ¢ preparada para ser usada na alimentagao

humana, diminui mas nao elimina seu potencial toxico (Sugimura, 2000).
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Desde que se comprovou a relagdo entre a ingestdo da planta e seus efeitos nocivos a
saude, muitos estudos tém sido feitos para identificar, entre as substancias naturalmente
presentes na planta, qual ou quais seriam seus principios ativos, responsaveis por sua
toxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade. Extratos da planta preparados com diferentes
solventes e processados em diferentes condi¢des experimentais foram testados em ensaios
com animais. A partir desses experimentos, conseguiu-se identificar e isolar um composto
presente nos extratos que se mostraram toxicos e/ou carcinogénicos: a ptaquilosida (Niwa et
al., 1983; Hirono et al., 1984a).

A ptaquilosida (PTA), também conhecida como aquilideo A, é um norsesquiterpeno,
glicosideo intermediario da biossintese de pterosideos. Foi considerada por diversos autores
como a principal responsdvel pelos efeitos toxicos e carcinogénicos induzidos pela
samambaia. Observou-se também que as diferengas de toxidez encontradas entre as diferentes
partes da planta deviam-se a diferentes concentragdes deste composto em cada uma delas
Rasmussen (2003).

O potencial carcinogénico da ptaquilosida foi comprovado por muitos trabalhos.
Hirono et al. (1984b) realizaram um estudo em ratos no qual administraram doses de
ptaquilosida por via intragastrica, uma ou duas vezes por semana. Alguns animais, porém,
receberam uma dose aguda bem maior no inicio do tratamento. Observou-se que os animais
que receberam a dose mais alta apresentaram hematuria severa, incontinéncia urinaria, perda
de peso, cancer de mama e, em alguns casos, de intestino. Também apresentaram cancer de
mama e de intestino 91% dos demais ratos, que receberam doses mais baixas do composto,
embora ndao tenham apresentado os outros sinais verificados no primeiro grupo.
Posteriormente, Hirono et al. (1987) demonstraram que todos os ratos alimentados com uma
dieta contendo esse composto desenvolveram tumores malignos na bexiga e no ileo.

Além de carcinogénica, a ptaquilosida também tem sido descrita como um agente
mutagénico (Matoba et al., 1987; Nagao et al., 1989; Prakash et al., 1996; Potter & Baird,
2000). A PTA, administrada intravenosamente, se liga ao DNA em células do ileo de ratos
e leva a formacdo de carcinomas de mama (Shahin et al., 1998). Da mesma forma, o DNA
extraido de ratos e tratado, in vitro, com PTA também apresentou essas associagdes. Essas,
entretanto, sdo diferentes das causadas pelo extrato ou pelos esporos de samambaia em
ratos tratados in vivo (Freitas, 2001). Esse fato sugere que o metabolismo da planta produz
outras genotoxinas além da ptaquilosida, ou corrobora a idéia de que a samambaia
apresente outros agentes genotoxicos como, por exemplo, a quercetina (Walter-Moura et

al,, 1988).
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Outro carcindgeno importante composto genotdxico encontrado na samambaia € o
flavonoide quercetina. Seu potencial mutagénico tem sido relatado por diversos autores (Fazal
et al., 1990, Suzuki et al., 1991, Connolly et al., 1998; Beniston & Saveria Campo, 2003). Ela
liga-se ao DNA, causando quebras de fita simples, rearranjos, troca de cromatides irmas,
aberragdes cromossomicas e parada na fase G1 do ciclo celular em células com proliferagao
normal. Além disso, tem-se relatado que ela interfere nos processos de sinalizagao intracelular
de numerosas quinases. Pamukcu et al. (1980) sugeriram que ela teria efeito carcinogénico em
ratos, mas esse potencial ndo foi confirmado por outros autores (Hirono et al., 1981; Morino
et al.,1982; Hirose et al. ,1983; Stoewsand et al.,1984; Ito et al., 1989). O que se tem
comprovado € o sinergismo existente entre o virus do papiloma bovino tipo 4 (BPV-4) ¢ a
quercetina na transformacdo oncogénica de células in vitro. A quercetina provavelmente atua
como um iniciador na conversdo de fibroblastos bovinos infectados pelo BPV-4 para um
fenotipo maligno, quando o gene ras estd ativado (Pennie & Saveria Campo, 1992). Esses
autores mostraram que os fibroblastos bovinos infectados pelo BPV-4, quando injetados em
camundongos da linhagem nude, induziram, em quatro semanas, o desenvolvimento de
cancer. Contudo Rietjens et al. (2005) questionam o involvimento direto da quercetina na
inducdo de cancer uma vez que os complexos formados entre ela e 0 DNA sdo transientes.
Nesse sentido, os efeitos da quercetina tém-se mostrado antagénicos. Se por um lado
alguns trabalhos demonstram seu potencial genotdxico e sinergista na carcinogénese, outros
demonstram suas propriedades antioxidantes (Saryanarayana et al., 2001), sua agdo protetora
contra danos no DNA produzidos pelo benzopireno (Wargovich et al., 1985) e seu papel na
prevencdo de mutagdes oxidativas (Grey & Adlercreutz, 2003). Balasubramanian e
Govindasamy (1996) investigaram o efeito da quercetina adicionada a dieta de hamsters que
receberam tratamento com o carcindgeno DMBA (dimetil 1,2-benzantraceno) e observaram
que o flavonodide foi responsavel pela diminuicdo na incidéncia de papilomas e tumores

malignos de boca.

1.2.4 - Mecanismo de acdo da ptaquilosida

Considerando as evidéncias que comprovam o potencial mutagénico, clastogénico e
carcinogénico da ptaquilosida, muitos estudos tém sido feitos com esse composto no sentido
de elucidar o mecanismo de toxicidade e indugdo de cancer pela samambaia P. aquilinum.

Em condic¢des de pH neutro, a ptaquilosida ndo se mostra toxica. Sua ativacdo ocorre
sob condi¢des alcalinas, quando ¢ transformado em uma dienona instavel e muito reativa.

Segundo Rasmussen (2003), o pH alcalino no qual ocorre a ativagdo da ptaquilosida pode
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explicar a localizagdo dos tumores em bovinos, ja que os intervalos de pH normalmente
encontrados na saliva e na urina sdo, respectivamente, 8,1-8,2 ¢ 7,5-8,5.

Shahin et al. (1999) propuseram um modelo de carcinogénese induzida pela
samambaia (Figura 02). A PTA ativada cliva o DNA ligando-se a ele no nitrogénio 3 da
adenina e no nitrogénio 7 da guanina. Esse potencial alquilante, associado a sua alta absor¢ao
biologica e mobilidade (por causa de sua parte glicosidica), sdo determinantes de sua
toxicidade e carcinogenicidade (Prakash et al., 1996).

Segundo o processo descrito no modelo, as células afetadas tém a capacidade de
reparar o dano causado em um curto periodo de tempo. Alguns casos sofrem um erro no
reparo, o que resulta em mutagdes em genes que regulam o ciclo celular, podendo iniciar-se a
carcinogénese (Shahin ef al., 1999). Em conformidade com o modelo descrito, muito antes de
que se pudessem identificar sinais de uma neoplasia, foram observadas mutacdes no oncogene

H-ras de 60% dos ratos tratados com PTA por 10 semanas (Shahin ef al., 1998).

EVENTOS PTA Dano ao _
MOLECULARES | PTA | => |ativada| = DNA —> |Mutacio

Ativagao
Mutacao de H-ras

de p53?
EVENTOS R . : : . Epitélio
CELULARES | Cancer |¢— | Displasia |¢—= | Hiperplasia | <= | |,0rmal

Figura 02. Modelo de carcinogénese induzida pela samambaia P. aquilinum. PTA =
ptaquilosida. Adaptado de Shahin et al. (1999).

Conforme revisto por Rich et al. (2000), a estratégia das células eucarioticas para lidar
com o dano ao DNA pode ser subdividida em trés componentes: i) o reconhecimento do DNA
lesado; ii) um periodo para avaliagdo do dano, facilitado pelos pontos de checagem do ciclo
celular e 1ii1) a implementacao de uma resposta apropriada: reparo do DNA ou morte celular.
Esses procedimentos ndo sdo ativados de maneira simples e linear, porque o reconhecimento
do dano gera multiplos sinais sincronicos que podem disparar tanto o reparo como a morte.
Nesse contexto, os pontos de checagem exercem um papel fundamental no sistema de
resposta ao dano, por proporcionarem a oportunidade de avaliar a conveniéncia de cada um

dos caminhos. Quando o dano ao DNA ¢ excessivo, superando a capacidade de reparo da
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célula, inicia-se um processo de degeneragdo. A morte da célula ¢ induzida de forma a
prevenir a expansdo clonal que perpetuaria mutagdes ou poderia conduzir a carcinogénese

(revisto por Bernstein et al., 2002).

1.3 - Morte celular

Muitos termos ja foram empregados para definir morte celular. Entre eles, destacam-se
dois: necrose e apoptose. A palavra necrose vem do grego “nekrodsis” (morte) e surgiu na
Grécia antiga para significar um estdgio avancado de degeneracdo em nivel macroscopico.
Desde entdo, vem sendo empregada como um termo geral para o estdgio terminal da morte
celular, sem que se definisse morfologicamente. A necrose tem sido relatada como uma forma
passiva e traumatica de morte celular, geralmente iniciada pela destrui¢do da membrana
plasmatica ou pela perda de sua integridade bioquimica, levando ao intumescimento da célula
e liberagdo das organelas em degradagdo para o meio extracelular. Quando o processo ocorre
in vivo, desencadeia-se um processo inflamatorio (revisto por Renvoisé et al., 1998 e por
Willingham, 1999).

Em 1972, Kerr propds o conceito de apoptose com base em uma série de alteragdes
ultraestruturais. O termo apoptose € uma combinagdo dos termos gregos “apo” (separacao) e
“ptosis” (queda), relacionando a imagem de “folhas caindo” a formagdo dos corpos
apoptoticos (revisto por Otsuki ef al., 2003). A apoptose ¢ definida como um processo ativo,
disparado por sinais extra ou intracelulares, sendo caracterizada por uma cascata de eventos
morfologicos e bioquimicos bem definidos. Em sua fase inicial, ocorre condensagdo da
cromatina, formando agregados localizados principalmente na periferia do nucleo. O DNA
fragmenta-se em regides internucleossomais e as células liberam ativamente o fluido
citoplasmadtico, provocando a reducdo no seu volume. A membrana plasmdtica adquire os
chamados corpos apoptdticos, que sdo projecdes da membrana plasmatica contendo organelas
e/ou cromatina. Com a elimina¢do do contetido celular por meio da libera¢do desses corpos,
haverd desintegracdo da célula (revisto por Wyllie, 1992). Embora sejam processos que
ocorrem por mecanismos moleculares a principio muito distintos, alguns trabalhos relatam
que a apoptose ou a necrose ocorrerdo segundo o balango energético da célula ou a
concentracio intracelular de trifosfato de adenosina (ATP). E ainda possivel que representem
a execucao completa (apoptose) ou parcial (necrose) de um programa interno de morte (Leist
& Nicotera, 1997). Outros autores discutem que a intensidade do dano provocado na célula ¢é
determinante na escolha da via de morte, sendo que danos mais intensos levariam a necrose

(Orrenius, 2004).
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A apoptose ocorre principalmente por meio de duas vias (Figura 03). A primeira,
chamada via extrinseca ou citoplasmatica, ¢ disparada por receptores de morte localizados na
superficie celular. A segunda ¢ conhecida como via intrinseca ou mitocondrial, que, quando
estimulada, leva a liberacdo do citocromo ¢ da mitocondria e ativagdo do sinal de morte.
Ambas vias convergem para um final em comum, que envolve a ativacdo da cascata de
proteases chamadas caspases, que clivam moléculas regulatérias e estruturais, culminando na
morte da célula.

A via extrinseca ¢ ativada com a ligagdo moléculas sinalizadoras de morte aos
receptores de membrana da familia de receptores de fator de necrose tumoral, como o Fas
(também conhecido como Apo-1 ou CD95), TNF R1, DR3 (Apo 2), DR4, DR5 ¢ DR6. A
interagdo dos ligantes (FasL) aos complexos inativos Fas leva a formac¢do do complexo
sinalizador de morte, que contém a proteina com dominio de morte (FADD) associada a Fas e
a caspase 8. A ativagdo da caspase 8 leva a ativagdo da seqiiéncia de caspases efetoras,
iniciando pela caspase 3. Ha varios fatores regulatérios dessa via, que incluem o NF«kB, a
proteina ativadora 1 (ativa a transcricdo do gene de FasL), os inibidores FAP-1 e outros
receptores que antagonizam a estimulacdo de Fas por competicdo na ligagdo do FasL

(Kaufmann & Hengartner, 2001; revisto por Ghobrial et al., 2005 e).

VIA EXTRINSECA VIA INTRINSECA

Outros

estimulos )

Nllembra;na Proteases \

plasmatica j Endo G
Bid L \
O —w[)— —_— AIF \

aTp - Citocromo ¢

Comazedfl o @ woers

Pro- <] 7 @8] Pro-caspase-9 Nucleo
caspase-3 &y [ >
Caspase-8 :
ativa
Caspase-3 Pro-caspase-6
ativa

Caspase-6

ativa

Figura 03. Vias de ativac¢ao da apoptose. (Adaptado de Kaufmann & Hengartner, 2001)

Por outro lado, os fatores reguladores mais importantes da via intrinseca sdao as

proteinas da familia Bcl-2 , como os pro-apoptoticos Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim, e
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Hrk e os antiapoptéticos Bcel-2, Bel-X;, Bel-W, Bfl-1, e Mcl-1. Os fatores pro-apoptoticos e
antiapoptoticos atuam, respectivamente, ativando ou bloqueando a liberagdo do citocromo c.
Em resposta ao sinal de morte, proteinas pro-apoptoticas sofrem modificagdes pos-
traducionais que incluem defosforilagdo e clivagem, resultando em sua ativagdo e
translocagdo para a mitocondria. Em resposta a esse estimulo apoptético, a membrana
mitocondrial externa torna-se permedvel, levando a liberagdo do citocromo c¢. Uma vez
liberado no citossol, o citocromo c interage com Apaf-1, levando a ativacao da pro-caspase 9.
A caspase 9 ativa leva a ativacdo da caspase 3, que conseqiientemente aciona o restante da
cascata de caspases que levam a apoptose. As caspases efetoras ativadas induzem a clivagem
de proteinas quinases, proteinas do citoesqueleto, proteinas de reparo do DNA, subunidades
inibidoras de endonucleases e a destruicdo dos fatores que regulam a manuten¢do normal da
célula. Outros estimulos, incluindo dano ao DNA, podem induzir a liberacdo do citocromo ¢
independentemente da clivagem de Bid. Além do citocromo c, outras proteinas mitocondriais,
o fator indutor de apoptose (AIF) e a endonuclease G (endo G) sdo liberados ¢ se dirigem ao
nucleo para conduzir os eventos nucleares do processo apoptdtico (revisto por Kaufmann &

Hengartner, 2001 e Ghobrial et al., 2005).

1.4 — Testes de genotoxicidade e citotoxicidade

Inicialmente a qualquer investigagdo toxicologica de uma droga, recomenda-se a
realizacdo de um teste de citotoxicidade (potencial de induzir morte celular), para determinar
a concentragdo a ser utilizada em ensaios refinados para avaliagdo da genotoxicidade, indugao
de mutagdes ¢ de morte celular programada. A partir do estabelecimento da dose na qual
aproximadamente 50% das células sdo afetadas, ¢ possivel comparar quantitativamente as
respostas de um composto em diferentes sistemas biologicos ou de varios compostos em um

mesmo sistema (revisto por Eisenbrand et al., 2002).

A genotoxicidade de uma substancia, definida como o potencial de causar dano ao
DNA da célula, pode ser avaliada por meio de diversos ensaios. O ensaio cometa ¢ uma das
técnicas que vém sendo mais amplamente usadas desde que foi desenvolvida, em 1988, por
Singh e colaboradores. Essa técnica consiste na lise e eletroforese de células embebidas em
agarose, tornando possivel a deteccao de quebras no DNA de nucleos interfasicos. Dessa
forma, o DNA com maior quantidade de danos migra mais rapidamente durante a
eletroforese, formando uma imagem semelhante a um cometa. A extensdo do dano pode ser
avaliado pelo percentual de DNA na cauda do cometa formado (Lee et al., 2003).

A realizacdo dessa técnica em condigdes alcalinas permite a deteccdo de quebras em

uma unica fita do DNA de nucleos interfasicos e apresenta varias vantagens em relagdo a
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outros testes de genotoxicidade, como o requerimento de pequena quantidade de células, que
ndo precisam estar em prolifera¢do, baixo custo, facilidade e rapidez, além de ser bastante
sensivel na deteccdo de baixos niveis de danos no DNA (Tice et al., 2000). Tais
caracteristicas validam o ensaio cometa como uma ferramenta eficiente em estudos de
toxicologia genética, como o monitoramento de lesdes e reparo de DNA de varios tipos

celulares.
A fragmentagdo do DNA, entretanto, pode também ocorrer durante os processos de

degeneracao celular (revisto por Nagata, 2005). Assim sendo, a interpretacao dos resultados
obtidos por meio do ensaio cometa pode ser mais precisa quando essa técnica for associada a
testes de viabilidade celular (Hartmann & Speit, 1997; Roser et al., 2001). Um desses testes,
que permite a distingdo entre células viaveis, apoptéticas e necrdticas com base na coloragdo e
morfologia nuclear, consiste na coloracdo das células com alaranjado de acridina e brometo
de etideo. Esses corantes emitem diferentes fluorescéncias ao intercalarem no DNA, sendo
que o brometo sO penetra nas células que j& perderam a integridade da membrana
citoplasmatica, ou seja, que estdo em necrose ou apoptose tardia (Kosmider ez al., 2004).

Vale ressaltar que, quando se verifica uma provavel indugdo de apoptose, um maior
refinamento técnico € exigido para sua comprovacao e quantificacdo. Para tanto, recomenda-
se a realizacdo de testes como os ensaios de fragmentacdo do DNA, de TUNEL e analise
ultraestrutural em microscopia eletronica de transmissao.

O ensaio de fragmentagdo do DNA, também conhecido como DNA ladder, baseia-se
na clivagem internucleossomal do DNA caracteristica da apoptose (Wyllie, 1980). Esse teste
consiste em observar a formagao de discretas bandas de multiplos de 180 a 200 pares de base
em um gel de agarose, sendo uma metodologia de facil aplicagdo (Higushi, 2003). J& o ensaio
de TUNEL (Marcagao de Terminagdes dUTP pela Deoxinucleotidil Transferase Terminal) ¢
uma técnica imunohistoquimica que detecta terminacdes 3’-hidroxila caracteristicas da
apoptose. Esse método ¢ considerado mais sensivel que o anterior e permite a quantificagdo
do processo. Contudo recomenda-se que seus resultados sejam confirmados por analise

ultraestrutural em microscopia eletronica de transmissao (revisto por Otsuki et al. 2003).

1.5 — Linhagens celulares de cabeca e pescoco

No campo da investigagcdo toxicologica, diversos modelos de estudo in vitro sdo
amplamente empregados por possibilitarem a utilizagdo de inimeras técnicas e viabilizarem a
investigacdo mais refinada dos mecanismos de toxicidade. Entre esses modelos, diferentes
linhagens celulares podem ser utilizadas, incluindo as linhagens celulares derivadas de cabeca

e pesco¢o HSG (células de glandula submandibular humana) e OSCC-3 (células de epitélio
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bucal humano).

Embora haja estudos que relacionem a exposicdo aos carcindgenos da planta a alta
incidéncia de cancer no trato digestorio superior, ndo se tem relatado a ocorréncia de tumores
de boca. Considerando que a cavidade bucal € o primeiro local de contato com tais compostos
toxicos e tendo em vista que os tumores malignos de cabeca ¢ pescoco estdo entre os mais
prevalentes na populacdo brasileira, ¢ importante o estudo em linhagens que possam
contribuir para a elucidacdo dos danos celulares, particularmente os genéticos, possivelmente
envolvidos na etiologia de tais neoplasias. A utilizacdo de uma linhagem de epitélio de
revestimento bucal (OSCC-3) e outra glandular (HSG) justifica-se por representarem tecidos
que sofrem exposicao aos carcindgenos da planta de maneira direta e indireta (sistémica),

respectivamente.

1.5.1 - HSG

A linhagem de células ductais tumorais de glandula submandibular humana (HSG) foi
estabelecida em 1981 a partir de uma glandula salivar humana irradiada (Shirasuna et al.,
1981). Desde entdo, as células HSG tém sido utilizadas em diversos estudos. Aframian et al.
(2000) realizaram testes preliminares no campo da engenharia de tecidos visando observar as
melhores condi¢des de cultivo para a obtencao futura de uma glandula salivar artificial para
pacientes que sofrem de hipofun¢do. Outros trabalhos estudaram a diferenciacdo celular
cultivando-se essas células sobre um extrato de lamina basal, resultando na formacdo de uma
organizagdo semelhante a de 4cinos glandulares (Wang et al., 1999; Daniels et al., 2000).
Atsumi et al. (2001a e b) e Hashitani et al. (2003) trataram essas células com substancias
terapéuticas em estudos de citotoxicidade. Essa linhagem celular também foi empregada em
testes da terapia fotodindmica (Kaneko et al, 2004) e para compreensdo do mecanismo da
Sindrome de Sjogren (Ohlsson et al., 2002). A indugdo de apoptose nessas células bem como
0os mecanismos desse processo também tém sido muito estudados (Kawase et al., 1999;

Kamachi et al., 2002; Aiko et al., 2002).

1.5.2 - OSCC-3

A linhagem celular OSCC-3 (oral squamous cells carcinoma — carcinoma de células
escamosas orais) ¢ derivada de carcinoma epidermoéide bucal, tipo mais freqiiente de cancer
de boca, abrangendo mais de 90% dos casos (Lee et al. 2002). Essas células tém sido
empregadas principalmente em estudos que visam compreender os mecanismos da
carcinogénese (Sartor et al., 1999) bem como os fatores que induzem a progressdo tumoral

(Hasina et al., 2003). Outros trabalhos tém utilizado essas células em modelos de estudo de
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crescimento tumoral e angiogénese em camundongos imunodeficientes, visando desenvolver
tratamentos antitumorais mais eficazes (Nor et al., 2001; Kumar et al., 2005). Além de
trabalhos direcionados ao estudo do cancer, as células OSCC-3 também tém sido empregadas
em ensaios de citotoxicidade, como os realizados por Gonzélez et al. (2005), que observaram

os efeitos do tratamento com extratos de erva mate sobre a proliferagao dessas células.

1.6 — Objeto de estudo

Considerando os importantes impactos da samambaia P. aquilinum na saude humana e
na pecudria e visando contribuir para o entendimento dos mecanismos por meio dos quais
essa planta causa efeitos toxicos, o presente trabalho visa investiga-los, estudando os efeitos
de diferentes concentracdes do extrato da planta sobre as linhagens celulares derivadas de

cabega e pescoco HSG e OSCC-3 por meio de testes de citotoxicidade e genotoxicidade.
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Objetivos

2.1 - Objetivo geral:

Considerando os relatos da literatura a respeito do impacto da exposi¢cdo a planta P.
aquilinum e seus compostos toxicos, este trabalho tem como objetivo estudar a citotoxicidade
e genotoxicidade do extrato aquoso nao fracionado dessa samambaia sobre linhagens

celulares de cabeca e pescocgo.

2.2 - Objetivos especificos:

Avaliar os mecanismos de toxicidade induzida pelo extrato aquoso nao fracionado de
P. aquilinum em trés diferentes concentragdes sobre as células HSG e OSCC-3 por meio de
ensaio de genotoxicidade, analise morfoldgica e ensaios de citotoxicidade e de detec¢ao de

apoptose.
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Material e métodos

3.1 - Preparo do extrato aquoso nao fracionado de P. aquilinum
A planta P. aquilinum utilizada neste estudo foi coletada na Fazenda Agua Limpa —
Universidade de Brasilia, regido do Distrito Federal. Depois de lavados e secos, os brotos
(Figura 04A) foram desidratados e triturados (Figura 04B) para obten¢do do extrato aquoso
ndo fracionado, colocando-se 3,084g de pd de samambaia em 50 mL de agua destilada, a
temperatura ambiente e protegida da luz, por duas horas, obtendo-se uma solucao cuja
concentragdo era, em média, 14,8 mg/mL. Essa solucdo foi filtrada duas vezes em papel de
filtro e esterilizada com filtro de acetato de celulose com poros de 0,22 um (Millipore). O
extrato foi mantido congelado em aliquotas de ImL a temperatura de —20°C. Tal preparagao

foi feita conforme descrito por Almeida Santos (1999).

Figura 04. Brotos de P. aquilinum utilizados neste estudo. (A) broto; (B) broto triturado.

3.2 - Manutencao da cultura de células HSG e OSCC-3

As células HSG e OSCC-3, generosamente cedidas pelo Professor Doutor B. J. Baum
(National Institute of Health, Bethesda, USA) foram mantidas em meio de cultura DMEM
(GIBCO-BRL), em pH 7,4, suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO-BRL) e
acrescido de 1% de antibiotico e antimicético (GIBCO-BRL - 10000 unidades de penicilina G
sodica, 10 mg de sulfato de estreptomicina, 25 pg de anfotericina B dissolvidos em 1mL de
solugdo salina a 0,85%)).

As culturas foram estabelecidas a partir de uma passagem inicial de 10° células em
frascos de cultura de poliestireno de 25 cm? ou 2 x 10° células em frascos de 75 cm’ e
mantidas a 37°C, em atmosfera de 5% de CO, ¢ 70% de umidade. Para estabelecimento de
subculturas, as células eram soltas do fundo do frasco por tratamento com solucao de tripsina-
EDTA contendo 2,5 g/LL de tripsina (1:250) e 0,38 g/L de EDTA em Hank’s Balanced Salt
Solution sem cloreto de célcio, cloreto de magnésio ou sulfato de magnésio (GIBCO-BRL) por

trés minutos a 37° C. A suspensdo de células era transferida para um tubo de centrifuga
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contendo meio de cultura com soro fetal bovino para inativagdo da tripsina e, em seguida,
centrifugada a 750 x g por 5 minutos. As células eram contadas em camara de Neubauer

(Boeco, Germany) e passadas para novo frasco de cultura.

3.3 — Determinag¢io do tempo de tratamento e das concentracées de extrato aquoso nao
fracionado de P. aquilinum a ser administrado as células HSG e OSCC-3

De modo a determinar o tempo de tratamento e a concentragdo do extrato de P.
aquilinum utilizados neste estudo, foram realizados, em triplicata, experimentos de
viabilidade celular. Para isso, as culturas foram mantidas em placas de poliestireno de 6
pocos contendo, cada um deles, inicialmente 10° células. Apés a adesdo das células a placa, o

meio de cultura foi trocado por novo meio contendo ou nao o extrato de P. aquilinum.

As concentragdes do extrato de P. aquilinum foram definidas diluindo-o em meio de
cultura, a partir da concentragao correspondente (0,67 mg/mL) a administrada por Almeida-
Santos (1999) a cultura de linfocitos humanos, de forma que se obtiveram as trés
concentragdes testadas, como mostra a Tabela 01. Os tempos de tratamento testados foram 4 ,
8, 12, 24 e 48 horas.

Tabela 01. Tratamentos administrados as células HSG e OSCC-3 para o teste de viabilidade
celular na presenca do extrato de P. aquilinum

Tratamento Concentracio do extrato (mg/mL)

Controle negativo -

Extrato de P. aquilinum 0,34
Extrato de P. aquilinum 0,67
Extrato de P. aquilinum 1,34

Apo6s cada intervalo de tempo de tratamento, os sobrenadantes de cada cultura foram
descartados, as células foram soltas do fundo do fraco utilizando-se solug¢do de tripsina-
EDTA, centrifugadas e ressuspensas em meio de cultura. Dessa amostra, foram retirados 10
pL que foram subseqiientemente adicionados a 190 pL de solucdo salina contendo 0,4% do
corante vital azul de tripano de modo a efetuar-se, em camara de Neubauer, a contagem de
células vidveis. O corante vital azul de tripano penetra apenas nas células que perderam a
integridade da membrana citoplasmatica. Assim, enquanto as células ndo viaveis se coram, as

células viaveis permanecem transparentes.

23



Material e métodos

3.3.1 — Analise estatistica

De modo a definir o par ‘“concentragdo do extrato de P. aquilinum / tempo de
tratamento” foi utilizado o teste ¢-student pareado e o nivel de significancia considerado foi de

5% (p<0,05).

3.4 - Tratamento experimental das células HSG e OSCC-3
A andlise estatistica dos dados obtidos no teste de viabilidade celular mostrou que,
diferentemente do observado nos demais pontos experimentais (concentragdo/tempo de
exposicao), tanto nas células HSG quanto nas OSCC-3, o tratamento por 48 horas com extrato
de P. aquilinum na concentragao de 0,67 mg/mL permitiu uma taxa de viabilidade proxima a
50% da observada no controle negativo correspondente, sendo essa diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05).
Nesse contexto, decidiu-se que seria feito o tratamento experimental das células HSG
e OSCC-3 por 48 horas, utilizando-se a concentragao de 0,67 mg/mL de extrato de P.
aquilinum. Adicionalmente, duas fragdes dessa concentragdo - 0,20 mg/mL e 0,40 mg/mL,
correspondentes a 30% e 60% de 0,67 mg/mL, respectivamente - foram utilizadas. De modo a
seguir os padrdes estabelecidos nos estudos de genotoxicidade e citotoxicidade de uma
substancia, foi incluido no experimento um grupo de células tratado com perdxido de
hidrogénio na concentragao final de 1mM (0,034 mg/mL), de acordo com Ceschini (2003).
Esse grupo constituiu o controle positivo. Os grupos experimentais utilizados neste estudo

encontram-se descritos na Tabela 02.

Tabela 02. Grupos experimentais utilizados para avaliagcdo dos efeitos do extrato aquoso ndo
fracionado de P. aquilinum sobre as células HSG e OSCC-3

Grupo experimental Tratamento (mg/mL)

HSG OSCC-3 Extrato de P. aquilinum H,0;
T1 T6 - -
T2 T7 0,20 -
T3 T8 0,40 -
T4 T9 0,67 -
TS T10 - 0,034
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3.5 - Avaliacdo dos danos no DNA por meio de eletroforese de células isoladas em

microgel — “Ensaio Cometa”

O ensaio cometa foi realizado, em duplicata, segundo o protocolo descrito por Singh et
al. (1988) e modificado por Olive ef al. (1990). Para esse ensaio, as culturas de células HSG e
OSCC-3 foram cultivadas e mantidas segundo os procedimentos descritos no item 3.2. Apds a
adesdo das células ao fundo do frasco, foi adicionado ao meio de cultura o respectivo

tratamento, conforme descrito na Tabela 02.

Ap6s 48 horas de tratamento, o meio de cultura foi retirado e colocado em frascos de
centrifuga aos quais foram adicionadas as células depois de soltas do fundo da placa. As
amostras foram, entao, centrifugadas a 750 x g e as células ressuspensas em 1mL de PBS. Esse
procedimento foi repetido por duas vezes. As amostras foram ressuspensas em 20uL de PBS.
Cada amostra foi misturada a 240 uL de agarose de baixo ponto de fusdo (low melting point
agarose — LMP - Sigma) a 0,5 % em PBS e aquecida a 37° C em banho-maria. Imediatamente
apos esse procedimento, 130 pul. dessa mistura foram gotejados em uma lamina de microscopia
de vidro de 26 x 76 mm previamente preparada. A preparagdao das laminas foi feita imergindo-
as em agarose tipo II diluida em PBS a 1,5% e depois mantendo-as a temperatura ambiente,
por periodo minimo de 12 horas. Apos o gotejamento das células em agarose LMP sobre as
laminas, uma laminula foi acoplada a cada 1amina e o conjunto foi levado a geladeira. A partir
dessa etapa, as laminas estiveram sempre protegidas da luz, a fim de prevenir novas quebras no

DNA.

Apobs 5 minutos na geladeira, as laminulas foram removidas e as laminas mergulhadas
em solugdo de lise gelada (2,2 M de NacCl, 89,0 mM de EDTA, 8,9 mM de Tris, 1% de Triton
X-100 e 10% de DMSO).

Depois de pelo menos uma hora no tampao de lise a 4° C, as laminas foram colocadas
em uma cuba horizontal de eletroforese contendo tampao de eletroforese fresco (300 mM
NaOH, 1 mM EDTA, pH 13,4). Ap6s 25 minutos em repouso, procedeu-se a eletroforese a 25
V (0,86 V / cm) e 300 mA por um periodo de 20 minutos a 4° C. Apos a eletroforese, as
laminas foram lavadas com tampao de neutraliza¢do (0,4 M Tris, pH 7,5). Esse procedimento

foi realizado por trés vezes em intervalos de 5 minutos.

As laminas foram guardadas a 4° C e os nucleos foram corados no momento da analise.
A coloragao foi feita gotejando-se sobre as laminas 50 uL de solugdo aquosa de brometo de

etideo (20 pg/mL).
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3.5.1 - Analise visual dos danos no DNA

Ap0s serem corados, os nucledides das células HSG e OSCC-3 foram analisados em

teste cego, utilizando-se um microscopio de fluorescéncia Zeiss-Axiophot filtro de 510-560
nm, barreira de filtro de 590 nm e aumento total de 400x.

De cada grupo experimental, aproximadamente 200 nucleoides (100 de cada amostra,
no minimo) foram analisados e classificados de acordo com a integridade do ntcleo e o
comprimento da cauda formada, conforme descrito por Jalonszynski et al. (1997). Desse
modo, os nucledides analisados foram classificadas de 0 a 4, segundo seu grau de lesdo,

conforme ilustra a Figura 05.

-
Figura 05. Fotomicrografia de fluorescéncia de nucledides de células HSG classificados

em padrdes preestabelecidos (A) Classe 0; (B) Classe 1; (C) Classe 2; (D)
Classe 3; (E) Classe 4. Barra de tamanho = 10 um.

Para a quantificagdo do dano no DNA, o escore total para os 100 nucledides
analisados variou de 0 (dano minimo = nenhuma célula danificada) a 400 (dano maximo =

todas as células com dano de classe 4), sendo estimada a partir da formula:

ID (ua) = N1+ 2N2 + 3N3 + 4N4
S/100

onde,

ID = indice de dano no DNA;
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ua= unidade arbitraria
N1, N2, N3 e N4 = cometas nas classes 1, 2, 3 e 4, respectivamente;
S = nimero de cometas analisados, incluindo os da classe 0.
Essa analise possibilitou, ainda, a quantificacdo da freqiiéncia de células com danos no

DNA.

3.5.1.1 — Analise estatistica

Para a analise estatistica do indice de dano no DNA, foi utilizada a transformagao “log
x”, adequada para nimeros absolutos, onde x ¢ o escore de dano no DNA (ID); em seguida,
foi aplicada a andlise de varidncia (ANOVA), utilizando-se o programa StatView. Nos casos
em que foram detectadas diferencas entre os tratamentos, foi aplicado o teste de Fisher em
nivel de significancia de 5% (p<0,05).

O mesmo procedimento foi realizado para a andlise estatistica da freqiiéncia de
cé¢lulas com dano no DNA, porém a transformacao dos dados foi feita utilizando-se a fungao
“arcsen \x”, adequada para numeros relativos, onde, dentre as células examinadas, x ¢ a

proporc¢ao de células com danos no DNA.

3.5.2 — Analise dos danos no DNA por meio do programa CASP

Dos mesmos 100 nucledides de cada amostra analisados visualmente, 50 foram
também analisados por meio do programa CASP (Konca et al., 2003). Para isso, as laminas
foram analisadas ao microscopio de fluorescéncia Zeiss-Axiophot equipado com uma cdmera
CCD (Digital Eyepiece Camera DEC-18 - WPI) acoplada a sua ocular. As imagens foram
digitalizadas utilizando-se o programa ScopePhoto.

O programa CASP (Figura 06) possibilita quantificar a extensao do dano ao DNA.
Seu algoritmo assume que os pontos mais intensos estdo localizados na cabega e que os
cometas estdo orientados no sentido da esquerda para a direita da imagem. A partir da
delimitagdo de cabega e cauda, podem-se encontrar valores para o raio e a area da cabecga,
para o comprimento ¢ a area da cauda, possibilitando estabelecer-se uma relagao entre eles.

Os resultados dessa analise foram expressos em termos de percentual médio de DNA

fragmentado na cauda dos cometas formados.

3.5.2.1 — Analise estatistica

Para a anélise estatistica do percentual médio de DNA fragmentado na cauda dos
cometas analisados, foi utilizada a transformagio “arcsen Vx”, adequada para numeros

relativos, onde x ¢ o percentual médio de DNA fragmentado encontrado na cauda dos 50
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cometas analisados em duplicata de cada um dos grupos experimentais. Em seguida, foi
aplicada a analise de variancia (ANOVA), utilizando-se o programa StatView. Nos casos em
que forem detectadas diferencas entre os tratamentos, foi aplicado o teste de Fisher em nivel

de significancia de 5% (p<0,05).
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Figura 06. Representacdo das janelas do programa CASP. Na janela da esquerda, uma
imagem de cometa ¢ visivel dentro da moldura para medi¢do, com cabega e
cauda marcados. Essa moldura apresenta uma subdivisdo superior, que delimita
parte area de fundo. Na janela da direita, estdo expressos os perfis de intensidade
e, abaixo, os resultados das medicdes gravados.

3.6 — Analise de danos ao DNA de células HSG e OSCC-3 tratadas com extrato de P.
aquilinum por meio do ensaio de fragmentaciao do DNA - “DNA ladder”

Para o ensaio de DNA ladder, realizado em triplicata, células HSG e OSCC-3 foram
cultivadas e mantidas segundo os procedimentos descritos no item 3.2. Desse modo, apods a
adesdo das células, foi adicionado aos meios de culturas o respectivo tratamento, conforme

representado na Tabela 02.

Apo6s 48 horas de tratamento, tanto as células em suspensdo quanto as aderidas foram
coletadas, centrifugadas, em conjunto, a 750 x g por 5 minutos e ressuspensas em ImL de

PBS. Esse procedimento foi repetido por duas vezes e as células foram ressuspensas em 200uL

de PBS.

A extragdo do DNA das células HSG e OSCC-3 para esse ensaio foi feita utilizando-se

0 Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega), segundo as orientagdes do fabricante. O
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DNA extraido teve sua concentragdo determinada em espectrofotometro (GeneQuan t-
Pharmacia Biotech) e foi mantido a 4° C até o momento da aplicacao no gel. De cada amostra,
2pg foram dissolvidos em tampdo de amostra 10X (0,42% de azul de bromofenol, 50% de
glicerol) e aplicados em gel de agarose a 1% contendo 5 pg/mL de brometo de etideo, de modo
a se efetuar a eletroforese. Esta foi realizada a 40V por um periodo de aproximadamente 3
horas. Para caracterizar a massa aproximada de possiveis fragmentos de DNA gerados, foi
utilizado um marcador de massa molecular de 100 pares de base (Invitrogen). Posteriormente,
o gel foi posicionado em um transiluminador UV para a visualizagdo do DNA e obtencdo da

imagem.

3.7 - Analise da morfologia das células HSG e OSCC-3 tratadas com extrato aquoso nio
fracionado de P. aquilinum

3.7.1 - Processamento das células HSG e OSCC-3 para analise da morfologia celular em

microscopia de luz

Para a andlise morfologica em microscopia de luz, as células foram preparadas
conforme realizado por Oliveira-Pereira (2002), com pequenas alteragdes. Desse modo,
primeiramente uma laminula de microscopia de vidro (18 x 18 mm) foi posicionada em cada
um dos seis pocos de uma placa de cultura e tratada por 30 minutos com poli-L-lisina (0,1
mg/mL). Cada um dos seis pogos recebeu 2 mL de meio de cultura e 10° células. Uma vez
aderidas as laminulas, as células receberam o tratamento, conforme a Tabela 02. Os testes
foram feitos em duplicata.

Apoés as 48 horas de tratamento, o meio de cultura foi retirado e as células foram
lavadas com PBS (NaCl 0,154 M; Na,HPO, 0,1 M; pH 7.,4). Esse procedimento foi repetido
por trés vezes. De cada grupo experimental, as células aderidas a uma das laminulas foram
fixadas com paraformaldeido 2% em tampao fosfato por 10 minutos. Depois de serem
lavadas com PBS, as células foram coradas com solu¢do de violeta de cresil 0,2% em etanol
20%, por cinco minutos.

As células aderidas a outra laminula, em cada um dos grupos experimentais, foram
coradas com solu¢do de Giemsa 4% em metanol, por 5 minutos, sem que passassem por
processo de fixagao.

Apos serem lavadas com PBS, as laminulas foram retiradas dos pogos e montadas
sobre laminas de vidro para microscopia (26 x 76 mm), com a face contendo as células
coradas em contato com a ladmina. As células foram imediatamente analisadas e fotografadas

em microscopio Zeiss Axiophot, com ocular de 10X e objetiva de 100X.
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3.7.2 - Processamento das células HSG e OSCC-3 para andlise da morfologia celular em

microscopia eletronica de transmissao

Para a andlise morfologica em microscopia eletronica de transmissdo, as culturas de
células foram mantidas segundo os procedimentos descritos no item 3.2. Apds a adesdo das
células ao fundo do frasco, foi adicionado o tratamento ao meio de cultura, conforme descrito
na Tabela 02. Apos 48 horas de tratamento, o meio de cultura foi retirado e colocado em
frascos de centrifuga aos quais foram adicionadas as células depois de soltas do fundo do
frasco. As amostras foram, entdo, centrifugadas a 750 x g e as células ressuspensas em 1mL de

PBS. Esse procedimento foi repetido por duas vezes.

Em seguida, as células foram processadas de acordo com o protocolo utilizado por
Silveira et al. (2003), com algumas modificagdes. Assim, as células foram ressuspensas em 1
mL de fixador constituido de 2% de glutaraldeido, 4% de paraformaldeido diluido em tampao
cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7.4, e 3% de sacarose. Apos uma hora, as amostras foram
centrifugadas a 750 x g e lavadas, por 10 minutos, com tampao cacodilato de sodio (0,1 M, pH
7,4) acrescido de 3% de sacarose. Esse procedimento foi repetido por duas vezes. Em seguida,
as amostras foram pos-fixadas por uma hora, protegidas da luz, na mistura composta por
tetroxido de 6smio 1%, ferricianeto de potassio 0,8% e cloreto de célcio SmM diluido em
tampao de sodio (0,1 M, pH 7,4). Apds serem lavadas duas vezes com tampao cacodilato de
sodio por 10 minutos, as células foram contrastadas in bloch com acetato de uranila aquoso
0,5% por uma hora, protegidas da luz. Em seguida, foram lavadas com tampao cacodilato de
sodio, por dez minutos e, posteriormente, com agua destilada. As células foram entdo
desidratadas em concentragdes crescentes de acetona: 30%, 50%, 70%, 90% e 100% (esta
ultima repetida trés vezes). O tempo de desidratacao foi de dez minutos para cada uma das

concentragoes de acetona.

Apo6s a desidratagdo, as amostras foram infiltradas na mistura resina : acetona em
concentragdes crescentes de resina Spurr e decrescentes de acetona, em movimento giratorio.
Cada infiltragdo teve duragdo de, aproximadamente, 12 horas. Uma ultima infiltragdo foi feita
somente com resina Spurr, por 7 a 8 horas, com o tubo aberto de modo a facilitar a evaporagdo
da acetona remanescente. Em seguida, as amostras foram incluidas em formas de
emblocamento contendo nova resina. O material foi mantido em estufa a 57 °C, por,

aproximadamente, 72 horas.

Os blocos contendo as células foram levados ao ultramicrotomo Reichert Supernova
com navalha de diamante para obten¢do de cortes ultrafinos, que foram colhidos em telas de

cobre de 400 Mesh. A contrastacdo das amostras foi feita protegida da luz, colocando-se
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primeiramente as telinhas em contato com solu¢do de acetato de uranila 3% durante 25
minutos. Depois de lavadas em agua destilada, as mesmas foram colocadas em contato com
citrato de chumbo por 5 minutos. Apos as telinhas serem lavadas em dgua destilada e deixadas
secar por pelo menos 12 horas, as células foram observadas e fotografadas em microscopio

eletronico de transmissdo JEOL 100C.

3.8 — Distincio entre as vias de degeneracdo apoptose e necrose das células HSG e
OSCC-3 tratadas com extrato aquoso niao fracionado de P. aquilinum por meio do
ensaio de coloracio com alaranjado de acridina e brometo de etideo

Para o ensaio de coloracdo com alaranjado de acridina e brometo de etideo, realizado
em duplicata, células HSG e OSCC-3 foram cultivadas e mantidas segundo os procedimentos
descritos no item 3.2. Deste modo, quando as células estavam aderidas ao fundo da placa, foi
adicionado aos meios de culturas o respectivo tratamento, conforme representado na Tabela
02. Apds as 48 horas de tratamento, as células em suspensdo e as aderidas ao frasco (depois
de descoladas com solucdo de tripsina-EDTA) foram coletadas, centrifugadas, em conjunto, a
750 x g por 5 minutos e ressuspensas em 100 uL de meio de cultura. De cada amostra, foram

retirados 20 L, aos quais foram subseqiientemente adicionados 2 pL de uma mistura recém-

preparada dos corantes alaranjado de acridina (100 pg/mL) e brometo de etideo (100 pug/mL),

na proporg¢ao de 1:1.

As células coradas foram entdo colocadas sobre laminas de microscopia de vidro de
26 x 76 mm e, apds montagem com laminulas de vidro de 24 x 50 mm, foram analisadas em
microscopio de fluorescéncia Zeiss-Axiophot com barreira de filtro de 530 nm. De cada
grupo experimental, foram analisadas cerca de 400 células, 200 em cada uma das duplicatas,

no minimo.

3.8.1 - Critérios para classificacdo das células em apoptoticas, necrdticas ou viaveis

O corante alaranjado de acridina penetra nas células vivas e mortas, emitindo
fluorescéncia verde ao intercalar com o DNA e laranja, com o RNA. O brometo de etideo, no
entanto, s6 penetra nas células que ja possuem alteracdes na membrana citoplasmatica
(apoptose tardia ou necrose), emitindo, assim, fluorescéncia laranja ao intercalar com o DNA.
A deteccao e a quantificagdo de células em apoptose e necrose foi realizada, portanto, por
meio da andlise de dois parametros — a cor e o aspecto morfologico da célula.

Dessa forma, segundo Takahashi et al. (2004) e Kosmider et al. (2004) diferentes

padroes celulares podem ser observados e classificados:
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a) células vivas possuem nucleo verde uniforme, citoplasma de tamanho normal
levemente alaranjado;
b) células em apoptose podem apresentar as seguintes caracteristicas:
apoptose inicial - como as células ainda possuem membrana celular continua,
o nucleo ¢ verde, porém irregular. A cromatina apresenta-se condensada e/ou
fragmentada;
apoptose tardia - como nessa etapa as células ja perderam a integridade da
membrana plasmatica, o brometo de etideo predomina sobre o alaranjado de
acridina, corando o nucleo de laranja. A cromatina apresenta-se condensada
e/ou fragmentada. Além disso, segundo Liu et al. (2004), as células podem
apresentar corpos apoptoticos;
c) células necrdticas apresentam-se intumescidas e com nucleo laranja uniforme por
terem pedido a integridade da membrana plasmatica. Algumas vezes pode-se

observar a liberacao do conteudo celular.

3.8.2 — Analise estatistica

Para analise dos dados, foi utilizada a transformacao ‘“‘arcsen \/x”, onde, dentre as
c¢lulas examinadas, x ¢ a propor¢ao de células com a caracteristica em estudo; em seguida,
foi aplicada a andlise de varidncia (ANOVA), utilizando-se o programa StatView. Nos casos
em que foram detectadas diferengas entre os tratamentos, foi aplicado o teste de Fisher com

nivel de significancia de 5% (p<0,05).

3.9 — Deteccio de apoptose nas células HSG e OSCC-3 tratadas com extrato de P.
aquilinum por meio do ensaio de TUNEL

Uma caracteristica tipica da destrui¢ao celular por apoptose ¢ a ativacao de nucleases
que eventualmente degradam o DNA nuclear em fragmentos de aproximadamente 200 pares
de base. A detecgdo desses fragmentos € relativamente simples por meio do ensaio de TUNEL
(Terminal Deoxynucleotide Transferase dUTP Nick End Labeling — Marcacdo de
Terminag¢des dUTP pela Deoxinucleotidil Transferase Terminal).

Esse teste baseia-se no fato de que a fragmentagdo do DNA em células apoptdticas
expde um grande numero de terminagdes 3’- hidroxila. Esses grupos hidroxila podem servir
de pontos de iniciacdo para a deoxinucleotidil transferase terminal (TdT), que adiciona
deoxirribonucleotideos de uma maneira dependente de molde. A adi¢do de um anélogo da
deoxitimidina, a 5-bromo-2’-deoxiuridina 5’-trifosfato (BrdUTP) a reacdo com a TdT serve

como uma marca identificadora dos locais de quebra. Uma vez incorporado ao DNA, o BrdU
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pode ser detectado por um anticorpo anti-BrdU conjugado a um fluorocromo, empregando-se
técnicas de imunohistoquimica.

Para esse experimento, realizado em duplicata, as células HSG e OSCC-3 foram
cultivadas em frascos de cultura de 25 cm” a partir de uma passagem inicial de 5 x 10° células.
Quando aderidas ao fundo do frasco, as células receberam os tratamentos conforme os grupos
experimentais descritos na Tabela 02. Apos 48 horas de tratamento, tanto as células em
suspensdo quanto as aderidas foram coletadas, centrifugadas em conjunto a 750 x g por 5
minutos e ressuspensas em lmL de PBS. Esse procedimento foi repetido mais uma vez, o
sedimento foi ressuspenso em 500 pL de PBS e o ensaio de TUNEL foi realizado utilizando-
se o kit APO-BrdU™ TUNEL Assay Kit *with Alexa Fluor® 488 anti-BrdU (Invitrogen),

segundo as orientagdes do fabricante.

3.9.1 - Analise visual do ensaio de TUNEL

De modo a realizar a analise visual desse ensaio, apds o processamento mencionado
acima, a suspensdo de células foi depositada em laminas de vidro para microscopia (26 x 76
mm) e coberta por uma laminula. As células HSG e OSCC-3 foram analisados em teste cego,
utilizando-se um microscopio de fluorescéncia Zeiss-Axiophot filtro de 510-560 nm, barreira

de filtro de 530 nm e aumento total de 400x.

Figura 07. Células HSG (A e¢ B) e OSCC-3 (C e D), apds o ensaio de TUNEL,
observadas ao microscopio de fluorescéncia. (A e C — barreira de filtro de
530 nm), (B e D — barreira de filtro de 590 nm). Células em apoptose
marcadas com fluorescéncia verde. Barra de tamanho = 10 pum
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De cada grupo experimental, aproximadamente de 200 células (100 de cada amostra,

no minimo) foram analisados e classificados em apoptoticas e nao apoptdticas, conforme
ilustrado na Figura 07. As células classificadas como ndo apoptoticas emitiam fluorescéncia
vermelha, devido a contracoloracdo com iodeto de propideo, que se intercala ao DNA

indistintamente; e as apoptodticas emitiam também a fluorescéncia verde, devido a marcagao

com o anticorpo anti-BrdU conjugado a fluoresceina.

3.9.1.1 — Andlise estatistica

Para analise dos dados, foi utilizada a transformag¢do ‘“‘arcsen \/x”, onde, dentre as
células examinadas, x ¢ a propor¢do de células com a caracteristica em estudo; em seguida,
foi aplicada a analise de varidncia (ANOVA), utilizando-se o programa StatView. Nos casos
em que foram detectadas diferencas entre os tratamentos, foi aplicado o teste de Fisher com

nivel de significancia de 5% (p<0,05).

3.9.2 — Analise do ensaio de TUNEL por citometria de fluxo

De modo a realizar a andalise desse ensaio por citometria de fluxo, as amostras de
células processadas conforme mencionado anteriormente foram transferidas para tubos para
citometria de 12 x 75 mm e levadas ao citometro FACSCalibur Cell Analyzer (Becton
Dickinson). Para cada um dos tubos contendo células marcadas, foram adquiridos 2 x 10*
eventos e foram registradas em um total de células analisadas de cada amostras, a freqiiéncia
de células marcadas com o anticorpo anticorpo anti-BrdU conjugado a fluoresceina . A

analise dos dados foi realizada com auxilio do programa Cell Quest (Becton Dickinson, EUA).

3.9.2.1 — Andlise estatistica

Para analise dos dados, foi utilizada a transformag¢do ‘“‘arcsen \/x”, onde, dentre as
células examinadas, x ¢ a propor¢do de células com a caracteristica em estudo; em seguida,
foi aplicada a analise de variancia (ANOVA), utilizando-se o programa StatView. Nos casos
em que foram detectadas diferencas entre os tratamentos, foi aplicado o teste de Fisher com

nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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Resultados
4.1 — Determinacio do tempo de tratamento e das concentracdes de extrato aquoso niao
fracionado de P. aquilinum a serem empregados nos testes com as células HSG e

OSCC-3

Para a determinagdo do tempo de tratamento e da concentragdo-base de extrato de
samambaia a serem utilizados neste estudo, foram realizados, em triplicata, testes de
viabilidade celular das linhagens HSG e OSCC-3.

As médias dos valores obtidos nas contagens estdo expressas nas Tabelas 03 e 04 e nas

Figuras 08 e 09.

Tabela 03: Numero médio de células HSG vidveis apoOs tratamento com diferentes
concentragdes do extrato de P. aquilinum, em diferentes intervalos de tempo

Concentracgoes de Tempo de tratamento (horas)
extrato de P. 4 8 12 24 48
aquilinum
Controle negativo  1,29x10°  0,62x10° 0,86x10° 1,16x10° 12,00x 10°
0,34 mg/mL 1,08x10°  0,68x10° 0,98x10° 0,95x10° 10,20x 10°
0,67 mg/mL 1,44x10° *0,90x10° 1,06x10° *0,85x10° *7,54x 10
1,34 mg/mL 1,06x10°  0,77x10° 0,95x10° *0,62x 10° *1,58x 10°

* médias significativamente diferentes da média do controle negativo correspondente (p<0,05)
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Figura 08. Numero médio de células HSG vidveis apos tratamento com
diferentes concentragdes do extrato de P. aquilinum (Pa) em
diferentes intervalos de tempo.
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Tabela 04: Numero médio de células OSCC-3 vidveis apds tratamento com diferentes
concentragdes do extrato de P. aquilinum em diferentes intervalos de tempo

Concentracoes de Tempo de tratamento (horas)
extrato de P. 4 8 12 24 48
aquilinum
Controle negativo 1,34x10°  083x10° 0,85x10° 1,40x10° 12,7x 10’
0,34 mg/mL 0,89x10° 081x10° *1,07x10° 1,35x10° 9,00 10’
0,67 mg/mL *2,15x10°  0.80x10° *1,15x10° *1,96x 10° *6,56 x 10
1,34 mg/mL 1,59x 10°  0,82x10° *125x10° 1,59x10° *2,56x 10°

* médias significativamente diferentes da média do controle negativo correspondente (p<0,05)
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Figura 09. Numero médio de células OSCC-3 viadveis apoOs tratamento
com diferentes concentragdes do extrato de P. aquilinum
(Pa) em diferentes intervalos de tempo.

Aos valores obtidos nas contagens, foi aplicado o teste f-student pareado, com
significancia de 5% (p<0,05). Assim, observou-se que o tratamento com 0,67 mg/mL por 48
horas foi o que levou a uma reducdo de aproximadamente 50% no nimero de células viaveis,
em relacdo ao controle negativo.

Além da concentragdo de 0,67 mg/mL de extrato de P. aquilinum, duas fracdes dessa
concentra¢cdo, 0,20 mg/mL e 0,40 mg/mL (30% e 60%, respectivamente) também foram
empregadas, visando verificar a partir de qual delas ja se observavam alteracdes e se essas

ocorriam de forma dependente da dose.
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4.2 — Avaliaciao dos danos no DNA em células HSG e OSCC-3 tratadas com extrato de P.
aquilinum por meio do ensaio de eletroforese de células isoladas em microgel — “Ensaio

Cometa”

Os resultados obtidos com esse ensaio estdo apresentados de trés formas: a) freqiiéncia
de células com dano no DNA (FD), que indica o percentual de células que, em cada grupo
experimental, foi classificado como cometa de classe 1, 2, 3 ou 4; b) indice de dano no DNA
(ID), que reflete a intensidade do dano no DNA dessas células, sendo calculado como descrito
no item 3.6.1 de Material ¢ Métodos; c) percentual médio de DNA na cauda do cometa, ou

seja, percentual de DNA fragmentado, calculado pelo programa CASP.

4.2.1- Células HSG

A freqiiéncia de células com dano no DNA, em cada grupo experimental, estd

representada na Figura 10.
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Figura 10. Freqiiéncia de células HSG com dano no DNA apo6s
tratamento com o extrato de P. aquilinum (Pa) em

diferentes concentra¢des durante 48 horas.
Letras diferentes denotam diferenca significativa (p<0,05)

Como se pode observar, a freqiiéncia de células com dano no DNA nos grupos
tratados com extrato de P.aquilinum nas concentragdes de 0,20 mg/mL; 0,40 mg/mL e 0,67
mg/mL (51,89%; 49,05% e 42,57%, respectivamente) e no grupo controle positivo, tratado
com peroxido de hidrogénio (51,50%), foi significativamente superior a do grupo controle

negativo (12,84%). Vale ressaltar, porém, que os grupos tratados, qualquer que fosse a
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concentragdo do extrato, ndo apresentam diferenca significativa entre si nem mesmo quando
comparados ao controle positivo.

As Figuras 11 e 12 ilustram a quantificacdo do dano no DNA por meio do indice de
dano e do percentual médio de DNA na cauda, respectivamente.

Os indices de dano no DNA verificados nas células HSG corroboram os resultados
observados quanto a freqiiéncia células com dano no DNA, uma vez que os valores
observados nos grupos tratados com extrato de P. aquilinum nas concentragdes de 0,20
mg/mL; 0,40 mg/mL e 0,67 mg/mL (86,95 ua; 105,71 ua e 101,98 ua; respectivamente) € no
grupo controle positivo (159,00 ua) foram significativamente superiores ao observado no
grupo controle negativo (25,15 ua). Entretanto, quando comparados entre si, 0s grupos
experimentais ndo mostraram diferenca significativa, mas, quando comparados ao grupo

controle positivo, mostraram indices de dano significativamente inferiores.
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Figura 11. Indice de dano no DNA em células HSG apos
tratamento com o extrato de P. aquilinum (Pa) em

diferentes concentra¢des durante 48 horas.
Letras diferentes denotam diferenga significativa (p<0,05)

Quando sv vulsuuiVu @ Yuauuuaue vl LiIvA uaguvauu ua vauua d0S cometas
(Figura 12), as células HSG tratadas com extrato de P. aquilinum nas concentragdes de 0,20
mg/mL; 0,40 mg/mL e 0,67 mg/mL apresentaram percentuais médios de DNA fragmentado
superiores (9,67%; 13,70% e 11,74%, respectivamente) ao verificado no controle negativo
(5,14%), embora a andlise estatistica ndo tenha evidenciado diferenga significativa entre os
eles. Contudo, quando comparadas ao controle positivo, as células tratados com o extrato nas
duas maiores concentragdes apresentaram percentuais médios de fragmentacdo do DNA na

cauda estatisticamente equivalentes ao do grupo controle positivo (28,73%).
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Figura 12. Percentual de DNA fragmentado de células HSG
apds tratamento com o extrato de P. aquilinum
(Pa) em diferentes concentragdes durante 48 horas
(dados obtidos com o programa CASP).

Letras diferentes denotam diferenga significativa (p<0,05)

4.2.2- Células OSCC-3

As Figuras 13, 14 e 15 ilustram os resultados obtidos com as células OSCC-3 quanto a,
respectivamente, freqiiéncia de células com dano no DNA, indice de dano no DNA e

percentual médio de DNA na cauda do cometa, calculado pelo programa CASP.

As freqiiéncias de células com dano no DNA foram significativamente superiores nos
grupos tratados com 0,20 mg/mL; 0,40 mg/mL e 0,67 mg/mL de extrato (20,09%; 20,91% e
58,20% respectivamente) e no controle positivo (26,29%) quando comparadas a verificada no
controle negativo (6,7%). Ressalta-se que o tratamento com o extrato na concentragao de 0,67
mg/mL induziu uma freqiiéncia de dano significativamente superior a induzida pelos demais

tratamentos, superior, inclusive que a verificada no grupo controle positivo.

Para as células OSCC-3, também, os indices de dano no DNA apresentados pelos
grupos experimentais nas concentracdes de 0,20 mg/mL; 0,40 mg/mL e 0,67 mg/mL (52,76
ua; 47,11 va e 142,28 ua; respectivamente) e pelo controle positivo (76,52 ua), foram
significativamente superiores ao observado no grupo controle negativo (12,94 ua). Entretanto,
ao contrario do verificado para as células HSG, em que todos os grupos experimentais se
comportaram de maneira similar, para as células OSCC-3, o tratamento com o extrato na
concentragdo de 0,67 mg/mL foi o que induziu o maior indice de dano ao DNA, maior,

inclusive, que o observado no controle positivo.
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Figura 13. Freqiiéncia de células OSCC-3 com dano no DNA
apo6s tratamento com o extrato de P. aquilinum (Pa)

em diferentes concentragdes durante 48 horas.
Letras diferentes denotam diferenca significativa (p<0,05)
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Figura 14. Indice de dano no DNA em células OSCC-3 apds
tratamento com o extrato de P. aquilinum (Pa) em

diferentes concentra¢des durante 48 horas.
Letras diferentes denotam diferenga significativa (p<0,05)
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Os valores percentuais médios de DNA fragmentado nas células OSCC-3 tratadas com

0,20 mg/mL; 0,40 mg/mL e 0,67 mg/mL de extrato (12,75%; 8,81% e 19,39%,
respectivamente) foram maiores do que no controle negativo (4,45%) (Figura 15). Entretanto,
estatisticamente, o grupo tratado com 0,40 mg/mL ndo se mostrou diferente do controle
negativo. Ainda, curiosamente, o controle positivo (11,34%) comportou-se como os demais

grupos.
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Figura 15. Percentual de DNA fragmentado de células OSCC-3
apos tratamento com o extrato de P. aquilinum (Pa)
em diferentes concentracdes durante 48 horas (dados
obtidos com o programa CASP).

Letras diferentes denotam diferenga significativa (p<0,05)

4.3 — Analise de danos ao DNA de células HSG e OSCC-3 tratadas com extrato de P.
aquilinum por meio do ensaio de fragmentacio do DNA - “DNA ladder”

De modo a avaliar se efeito do tratamento com o extrato de P. aquilinum sobre a
integridade do DNA total das células HSG e OSCC-3 esté relacionado a inducao de apoptose,
foi realizado o ensaio de DNA ladder. Entretanto, conforme mostrado na Figura 16, essa
técnica ndo demonstrou, nas células HSG nem nas OSCC-3, a fragmentacdo do DNA em

padrdo de escada, caracteristica tipica de apoptose.
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A B CDE F G H I J L

Figura 16. Analise em gel de agarose a 1%, corado
com brometo de etideo do DNA total
extraido de células HSG e OSCC-3 tratadas
com diferentes concentragoes do extrato de
P. aquilinum: (A) HSG controle negativo,
(B) HSG controle positivo (H,0,), (C)
HSG - 0,67 mg/mL, (D) HSG - 0,40
mg/mL, (E)HSG - 0,20 mg/mL, (F)
marcador de massa molecular de 100 pb,
(G) OSCC-3 controle negativo, (H) OSCC-
3 controle positivo (H,0;), (I) OSCC-3 -
0,67mg/mL, (J) OSCC-3 - 0,40 mg/mL e
(L) OSCC-3 - 0,20 mg/mL.

4.4 - Analise da morfologia das células HSG e OSCC-3 tratadas com extrato aquoso nao
fracionado de P. aquilinum
A andlise da morfologia das células HSG e OSCC-3 foi feita com base em alteragdes

observadas em relagdo aos grupos controle negativo.

4.4.1 - Microscopia de luz
As células HSG (Figura 17 A e B) e OSCC-3 (Figura 18 A e B), ao microscopio de

luz, normalmente apresentam morfologias semelhantes. Ambas apresentam forma poligonal,
que pode variar de um pouco alongada a mais arredonda de acordo com a confluéncia da

cultura. Apresentam projecdes citoplasmaticas, que ligam uma célula a outra. O nucleo dessas
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células ¢ esférico ou ovoide, com cromatina fina e ligeiramente granular. Um ou mais
nucléolos sdao evidentes. O citossol tem aspecto relativamente homogéneo, podendo
apresentar algumas densidades citoplasmaticas. As células HSG e OSCC-3 que receberam o
tratamento com 0,20 mg/mL de extrato ndo se mostraram diferentes das células dos grupos
controle negativo.

Entretanto, as células HSG e OSCC-3 tratadas com o extrato de P. aquilinum na
concentragdo de 0,67 mg/mL apresentaram alteragdes morfologicas e essas foram
semelhantes em ambos tipos celulares, conforme ilustrado nas Figuras 17 B-F e 18 B-F,
respectivamente. Observou-se a reducdo do volume celular, principalmente do citoplasma.
Algumas células adquiriram forma esférica e demonstraram picnose nuclear (Figuras 17D e
F). Outras permaneceram ligadas umas as outras criando o aspecto de corddes de células
retraidas (Figura 17D) ou evidenciando os espacos entre elas (Figura 17F e 18C). O formato
de muitas células tornou-se irregular e apareceram, no citoplasma, vacuolos de tamanho e
quantidade variados (Figuras 17C, 18D e 18F). Observaram-se também muitos restos
celulares espalhados pela lamina (Figuras 17E e 18E). As altera¢des descritas acima foram
encontradas em aproximadamente 25% das células analisadas.

O tratamento com a concentragdo de 0,40 mg/mL, provocou alteracdes semelhantes
as observadas no tratamento com 0,67 mg/mL de extrato, porém essas foram menos

freqiientes.

44



Resultados

Figura 17. Fotomicrografias de células HSG tratadas com o extrato de P. aquilinum. (A e
B) Grupo controle negativo. (C, D, E e F) Grupo tratado com o extrato de P.
aquilinum a 0,67 mg/mL. (G ¢ H) Grupo controle positivo, tratado com
perdxido de hidrogénio. (A, C, D e G) Coloragdo com Giemsa. (B, E, F ¢ H)
Coloragao com violeta de cresilo. Barra de tamanho = 10 um.
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Figura 18. Fotomicrografias de células OSCC-3 tratadas com o extrato de P. aquilinum.
(A e B) Grupo controle negativo. (C, D, E e F) Grupo tratado com o extrato de
P. aquilinum a 0,67 mg/mL. (G e H) Grupo controle positivo, tratado com
perdxido de hidrogénio. (A, C, D e G) Coloragdo com Giemsa. (B, E, F ¢ H)
Coloragdo com violeta de cresilo. Barra de tamanho = 10 um.
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4.3.2 - Microscopia eletronica de transmissio

Uma vez que as alteragdes morfologicas apresentadas pelas células HSG e OSCC-3
tratadas com extrato de P. aquilinum nas trés diferentes concentracdes tiveram variagdes
apenas quantitativas, a analise ultraestrutural que se segue limitou-se, ao grupo tratado com a
maior concentracao de extrato.

As células HSG e OSCC-3 apresentam ultraestrutura muito similar, que, portanto, foi
descrita conjuntamente (Figuras 19A e 20A). Essas células possuem forma irregular e
numerosas projecdes citoplasmaticas. Seus citoplasmas sdo ricos em organelas membranosas,
mantendo o padrao ultraestrutural caracteristico de células epiteliais. Comumente também sao
observados granulos eletrodensos no citoplasma. O ntcleo ¢ volumoso e ¢ alta a propor¢ao
nucleo/citoplasma.Uma diferenga marcante entre esses dois tipos celulares ¢ o fato de as
células HSG, que tém origem glandular, apresentarem freqiientemente vesiculas de secrecao.

Apbs o tratamento com o extrato aquoso ndo fracionado de P. aquilinum, as células
apresentaram varias alteragdes caracteristicas da degeneragao celular por apoptose (Figuras
19B-E e 20B-E). A cromatina passou a exibir freqlientemente condensagdes atipicas,
formando aglomerados irregulares (Figuras 19B e 20B). Em algumas células, constatou-se a
ruptura do envoltorio nuclear, evidenciada pela presenga de organelas citoplasmaticas dentro
dos limites nucleares (Figuras 19B e 20B). Comumente, também se verificou a reducao do
numero de projecdes citoplasmaticas, aumento do nimero de organelas membranosas e
presenca de numerosos vactolos no citoplasma, provavelmente formados pelo
intumescimento das mitocondrias (Figuras 19C e 20C-D). Os vactiolos formados nas células
OSCC-3 mostraram-se muito volumosos (Fig. 19D). Nas células em fase mais avangada de
degeneracao celular, foi observada a formagao de numerosos corpos apoptoticos (Figuras 19D
e 20E). Também se observaram, apds o tratamento, células com aspecto necrético, ou seja,
apresentando estruturas celulares em degradagdo entre por¢cdes de cromatina dispersas no
citoplasma (Figura 19E).

Algumas das alteragdes observadas nas células tratadas com o extrato, como perda
das projecdes citoplasmaticas, presenca de condensagdes atipicas da cromatina,
intumescimento das mitocondrias e presenga de vacuolos, foram semelhantes as observadas
nas células do grupo controle positivo, tratadas com peréxido de hidrogénio (Figuras 19F e

20F).
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aquilinum. (A) Grupo controle negativo. Na célula evidencia-se o nucleo (N),
um nucléolo (Nu) e organelas citoplasmaticas, destacando-se mitocondrias (m),
reticulo endoplasmatico (Re), vesicula de secre¢do (S) e projegdes
citoplasmaticas (setas). (B-E) Grupo tratado com o extrato de P. aquilinum.
Condensagdes atipicas da cromatina (*), aumento de organelas membranosas,
numerosos vacuolos (v), ruptura do envoltério nuclear evidenciada por
organelas nos limites do nticleo (») e formagéo de corpos apoptoticos (¥) sdo
observados. (E) Célula em necrose. (F) Célula do grupo controle positivo,
tratada com peroxido de hidrogénio. Observa-se perda de projegdes
citoplasmaticas, condensa¢des atipicas da cromatina (¥) e formagdo de
numerosos vacuolos (v). Barra de tamanho = 1ym
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Figura 20. Eletromicrografia de transmissao de células OSCC-3 tratadas com o extrato de P.
aquilinum. (A) Grupo controle negativo. Na célula evidencia-se o nucleo (N),
um nucléolo (Nu) e organelas citoplasmaticas, destacando-se mitocondrias (m),
reticulo endoplasmatico (Re) e projecdes citoplasmaticas (setas). (B-E) Grupo
tratado com o extrato de P. aquilinum. Condensagdes atipicas da cromatina (*),
aumento de organelas membranosas, numerosos vacuolos (v), sendo alguns
muito volumosos, ruptura do envoltdrio nuclear evidenciada por organelas nos
limites do ntcleo () e formagao de corpos apoptoticos (¥) sdo observados. (F)
Célula do grupo controle positivo, tratada com peroxido de hidrogénio.
Observa-se perda de proje¢des citoplasmaticas, condensagdes atipicas da
cromatina (*) e formagao de numerosos vactolos (v). Barra de tamanho = 1pym
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4.5 — Distincdo entre as vias de degeneracio das células HSG e OSCC-3 tratadas com
extrato aquoso nao fracionado de P. aquilinum por meio do ensaio de coloracio com
alaranjado de acridina e brometo de etideo

O ensaio de coloragdo com alaranjado de acridina e brometo de etideo permitiu a
distingdo entre células viaveis, necroticas e apoptoticas, em cada um dos grupos
experimentais.

As células HSG (Figura 21A-D) e OSCC-3 (Figura 21E-H) consideradas viaveis,
tratadas ou ndo, se apresentavam, em aumento total de 400X, de coloracdo verde, com forma
esférica ou ovoide regular e sem projegoes citoplasmaticas (Figuras 21A e 21E). As que eram
consideradas apoptdticas apresentavam alteragdes morfologicas como condensacdo e/ou
fragmentacdo da cromatina e libera¢do de corpos apoptdticos, podendo se mostrar coradas em
verde ou vermelho. Entretanto nos grupos de células HSG (Figura 21B e 21C) e OSCC-3
(Figura 21F e 21G) tratadas com extrato de P. aquilinum, havia também outras alteracdes,
como presenga de vactiolos no citoplasma e corpos apoptoticos que mais se assemelhavam a
grandes projegdes citoplasmaticas irregulares. Na Figura 21G, pode-se observar uma célula
OSCC-3 de cor vermelha, com condensacdo da cromatina e proje¢des citoplasmaticas tipicas
de uma célula em fase tardia da apoptose. As Figuras 21D e 21H mostram células HSG e
OSCC-3, respectivamente, do grupo controle positivo apresentando coloracdo verde e
liberando corpos apoptoticos.

Células em processo de necrose também foram visualizadas nesse experimento, como

ilustrado na Figura 21D.
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Figura 21. Fotomicrografias de fluorescéncia de células HSG (A - D) e OSCC-3 (E - H)
tratadas com o extrato de P. aquilinum e coradas com alaranjado de
acridina e brometo de etideo. (A e E) Grupo controle negativo. (B, C, F e G)
Grupo tratado com 0,67 mg/mL do extrato aquoso ndo fracionado de P.
aquilinum. (D e H) Grupo controle positivo, tratado com peroxido de
hidrogénio. Barra de tamanho = 10 um
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O ensaio de coloracdo com alaranjado de acridina e brometo de etideo permitiu
quantificar célula HSG e OSCC-3 viaveis, necroticas e apoptoticas, em cada um dos grupos

experimentais e os resultados estdo apresentados nas Figuras 22 e 23.

4.5.1- Células HSG

Como se pode observar na Figura 22, apenas o tratamento com extrato de P. aquilinum

na concentragdo de 0,40 mg/mL induziu as células HSG a um processo de degeneragao
(23,02%) significativamente maior que o valor apresentado no grupo controle negativo
(10,81%). Os tratamentos com extrato de P. aquilinum nas concentracdes 0,20 mg/mL ¢ 0,67
mg/mL induziram taxas de degeneragdo celular (12,48% e 16,04%, respectivamente)
superiores a observada no controle negativo, porém essa diferenca ndo se mostrou
estatisticamente significativa.

Além da avaliagdo da freqiiéncia de células em degeneracdo apds cada tratamento,
esse ensaio permitiu a identifica¢ao da via de degeneracao, distinguindo as células apoptoticas
das necroticas. Conforme mostra a Figura 22, em todos os tratamentos, a via de degeneragao

mais freqiliente foi a apoptose.
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Figura 22. Freqiiéncia de células HSG em degeneragdao apos
tratamento com o extrato de P. aquilinum (Pa) em

diferentes concentragdes durante 48 horas.
Letras diferentes denotam diferenga significativa (p<0,05)
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4.5.2- Células OSCC-3

Assim como as células HSG, as OSCC-3 também foram avaliadas em relacao a

degeneracdo celular. No entanto essas se mostraram mais suscetiveis aos tratamentos.

Como ilustra a Figura 23, as culturas de OSCC-3 tratadas com o extrato de P.
aquilinum nas concentragdes de 0,20 mg/mL; 0,40 mg/mL e 0,67 mg/mL apresentaram
freqliéncias de células em degeneragcdo (26,73%; 54,04% e 23,49%, respectivamente)
significativamente superiores a apresentada pelo grupo controle negativo (9,89%). Vale
ressaltar, porém, que, entre os grupos tratados com extrato, a concentragdo intermedidria foi a
que induziu uma maior freqiiéncia de células em degeneracao.

Pode-se observar também que, assim como verificado nas células HSG, a via de

degeneragdo mais freqiiente nas OSCC-3 foi a apoptose.
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Figura 23. Freqiiéncia de células OSCC-3 em degeneracdo apos
tratamento com o extrato de P. aquilinum (Pa) em

diferentes concentra¢des durante 48 horas.
Letras diferentes denotam diferenca significativa (p<0,05)
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4.6 — Deteccio de apoptose nas células HSG e OSCC-3 tratadas com extrato de P.
aquilinum por meio do ensaio de TUNEL

Visando a um refinamento na quantificacdo da ocorréncia da apoptose, realizou-se o

ensaio de TUNEL, cujos resultados foram avaliados por duas metodologias: 1) anélise visual e

i1) citometria de fluxo.

4.6.1- Células HSG

As Figuras 24 e 25 ilustram as freqiiéncias de células HSG em apoptose obtidas por

meio de andlise visual e citometria de fluxo, respectivamente.

Os resultados obtidos por meio da analise visual (Figura 24) mostram que os grupos
tratados com extrato de P. aquilinum nas concentracdes de 0,20 mg/mL; 0,40 mg/mL e
0,67mg/mL apresentaram freqiiéncias de células em apoptose (13,97%; 14,45% e 69,50%,
respectivamente) significativamente superiores a apresentada pelo grupo controle negativo
(1,66%). Entre os grupos tratados, as duas concentragdes mais baixas induziram freqiiéncias de

c¢lulas em apoptose estatisticamente equivalentes entre si.
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Figura 24. Freqiiéncia de células HSG em apoptose apds
tratamento com o extrato de P. aquilinum (Pa) em
diferentes concentragdes durante 48 horas (dados

obtidos por analise visual do ensaio de TUNEL).
Letras diferentes denotam diferenga significativa (p<0,05)

De acordo com a Figura 25, que ilustra os resultados obtidos por citometria de fluxo, os
grupos tratados com extrato de P. aquilinum nas concentragdes de 0,20 mg/mL; 0,40 mg/mL e

0,67mg/mL embora apresentassem freqiiéncias de células em apoptose (19,96%; 12,66% e
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58,20%, respectivamente) superiores a do grupo controle negativo (10,98%), somente a

concentragdo de 0,67mg/mL mostrou-se estatisticamente diferente do controle negativo.
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Figura 25. Freqiiéncia de cgimztl%mﬁgt@s em apoptose apos
tratamento com o extrato de P. aquilinum (Pa) em
diferentes concentragdes durante 48 horas (dados
obtidos, por citometria de fluxo, no ensaio de
TUNEL).

Letras diferentes denotam diferenga significativa (p<0,05)

4.6.2- Células OSCC-3

As Figuras 26 e 27 ilustram as freqliéncias de células OSCC-3 em apoptose obtidas por

meio de andlise visual e citometria de fluxo, respectivamente.

Considerando a freqiiéncia de células apoptoticas observadas por meio da andlise
visual, os resultados obtidos para os grupos tratados com extrato de P. aquilinum nas
concentragdes de 0,20 mg/mL; 0,40 mg/mL e 0,67mg/mL (46,28%; 36,48% ¢ 48,60%,
respectivamente) foram significativamente superiores a apresentada pelo grupo controle
negativo (21,13%). Entre os grupos experimentais, os submetidos ao tratamento com as
concentragdes de 0,20 mg/mL e 0,67mg/mL apresentaram freqiiéncias de células em apoptose
estatisticamente equivalentes entre si e superiores a apresentada pelo grupo tratado com o

extrato na concentragdo 0,40 mg/mL.
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Figura 26. Freqliéncia de células OSCC-3 em apoptose apos

tratamento com o extrato de P. aquilinum (Pa) em
diferentes concentragdes durante 48 horas (dados

obtidos por analise visual do ensaio de TUNEL).
Letras diferentes denotam diferenca significativa (p<0,05)

Resultados

A analise por meio da citometria de fluxo mostrou resultados semelhantes aos obtidos

com a analise visual. Desse modo, as freqiiéncias de células apoptoticas observadas nos grupos

tratados com extrato de P. aquilinum nas concentragdes de 0,20 mg/mL; 0,40 mg/mL e

0,67mg/mL (47,82%:; 33,36% e 58,53%, respectivamente) foram significativamente superiores

a apresentada pelo grupo controle negativo (18,64%). Além disso, entre os grupos tratados

com extrato de P. aquilinum , da mesma forma que o verificado por meio da andlise visual, as

concentragdes de 0,20 mg/mL e 0,67mg/mL induziram freqiiéncias de células em apoptose

estatisticamente equivalentes entre si e superiores a induzida pela concentragdo de 0,40

mg/mL.
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Discussdo

A samambaia Pteridium aquilinum ¢é considerada uma das plantas toxicas mais
importantes, ndo sé por sua extensa distribui¢do geografica, mas também por provocar, nas
diferentes espécies animais que a utilizam como alimento, severos quadros de intoxicacao e
o desenvolvimento de tumores nos tratos digestorio e urindrio. Além disso, estudos
epidemioldgicos tém relacionado a alta incidéncia de céncer de esdfago e estomago em
populagdes humanas a utilizagdo da samambaia na alimentagdo e a exposi¢ao indireta aos
seus carcinogenos, como pela aspiragdo de seus esporos e pela ingestao de leite de vacas que
se alimentaram da planta ou de 4gua contaminada por tais compostos.

Desde o reconhecimento da toxicidade e carcinogenicidade da samambaia, em
estudos que datam da década de sessenta do século XX, muitos estudos t€ém buscado
reproduzir experimentalmente seus efeitos de modo a elucidar os mecanismos moleculares
envolvidos na toxicidade e carcinogenicidade induzidas pela planta.

Nesse sentido, visando a um melhor entendimento dos mecanismos de toxicidade
induzida por essa samambaia, este estudo teve como objetivo avaliar seus possiveis efeitos
genotoxicos e citotoxicos sobre duas linhagens de células humanas: uma de glandula
submandibular (HSG) e outra de epitélio bucal (OSCC-3). Desse modo essas linhagens
celulares foram tratadas com um extrato aquoso ndo fracionado de P. aquilinum, cuja
concentragdo e tempo de tratamento foram definidos a partir do teste de viabilidade celular
realizado por exclusdao do corante vital azul de tripano. A utilizacdo do extrato aquoso nao
fracionado justifica-se pelo fato de Almeida Santos (1999) nao ter demonstrado, in vivo,
diferenca entre os efeitos genotoxicos desse extrato e de suas fracdes. Ademais, a
contaminagdo de aqiiiferos e do leite, € o consumo da planta como alimento ocorrem na forma
nao processada.

Neste estudo, a partir do teste de viabilidade, definiu-se que as células seriam
submetidas ao tratamento com o extrato na concentracao de 0,67 mg/mL por 48 horas, por ter
sido esse o que induziu, em ambos tipos celulares, uma reducdo de aproximadamente 50% na
viabilidade celular, sendo essa diferenca significativa em relagdo ao grupo controle negativo
(Tabelas 03 e 04). De acordo com a revisdo realizada por Eisenbrand et al. (2002), quando se
visa analisar in vitro os efeitos genotdxicos de um composto, a concentragdo a ser utilizada
em um tratamento deve ser definida em teste de citotoxicidade. Dessa forma, estabelecendo a
dose a ser utilizada como a que afeta 50% das células, é possivel comparar quantitativamente
as respostas de um unico composto em diferentes sistemas ou de varios compostos em um so
sistema. Contudo, em estudos de genotoxicidade, ¢ necessario avaliar os possiveis efeitos de
doses mais baixas do que a citotoxica, uma vez que podem ocorrer danos ao material

genético, sem necessariamente afetar a viabilidade celular, como discutido por Kirkland e
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Muller (2000). Assim sendo, neste estudo, optou-se também por realizar o tratamento com
outras duas concentragdes do extrato que correspondem a 30% e 60% da primeira (0,20 ¢ 0,40
mg/mL, respectivamente), com o objetivo de estudar também possiveis efeitos dependentes da
dose administrada.

Apesar de o teste de viabilidade ter evidenciado uma diminui¢do geral no niimero de
c€lulas vidveis apds tratamento como o extrato de P. aquilinum, verificou-se que, em certos
pontos experimentais, houve aumento do numero de células vidveis. Conforme o teste
estatistico realizado, os tratamentos que provocaram esse aumento nas células HSG foi o
realizado com extrato na concentracdo de 0,67 mg/mL por 8 horas e, nas células OSCC-3,
com as concentra¢des de 0,34 mg/mL por 12 horas, de 0,67 mg/mL por 4, 12 e 24 horas e de
1,34 mg/mL por 12 horas. Considerando que o ciclo celular dessas linhagens ¢ de,
aproximadamente, 12 horas, ¢ possivel que, em alguns tratamentos por intervalos iguais ou
superiores, o aumento na viabilidade celular reflita um efeito mitogénico do extrato.
Resultados similares a esse foram obtidos por Almeida Santos (1999), que, ao avaliar os
efeitos genotoxicos do extrato da samambaia, in vivo, demonstrou que ele induziu a
proliferagio de macrofagos peritoneais de camundongos. E importante ressaltar que
macrofagos, por serem células diferenciadas, s6 entram em mitose frente a um estimulo
imunogénico. Janz e Shacter (1991) obtiveram resultados semelhantes tratando linhagens de
queratinocitos murinos com doses de pristano, um isoalcano com potencial carcinogénico.
Eles observaram que, apesar de essa substancia ser citotoxica, em algumas linhagens, certas
doses induziram efeito mitogénico. Segundo esses autores, esse efeito pode estar relacionado
ao fato de essa substincia ser mutagénica e, por conseguinte, poder afetar genes do ciclo
celular.

As Figuras 08 e 09, que ilustram os dados das Tabelas 03 e 04 mostram, em todos os
grupos experimentais, aumento no niumero de células HSG e OSCC-3 viaveis entre 24 e 48
horas. Esse aumento nos grupos tratados pode refletir a selecdo clonal de células que ndo
sofreram os efeitos citotoxicos do extrato.

De acordo com Gallmeier et al. (2005), a ICH (The International Conference for
Harmonization) estabeleceu, para a avaliacdo da genotoxicidade de substancias, diretrizes que
determinam a realizacdo de trés testes: verificacdo da mutagenicidade em bactérias, ensaios de
detecgdo de aberragdes cromossdmicas em células hematopoiéticas de roedores in vivo € em
células de mamiferos in vitro. Entre os testes de detec¢ao de aberragdes cromossomicas, 0
estudo citogenético ¢ classicamente utilizado porque, pela observacdo direta dos
cromossomos, permite a quantificacdo das alteragdes e a distingdo entre os tipos de alteragdes

(estruturais ou numéricas). Entretanto caracteristicas intrinsecas do tipos celulares
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empregados no presente estudo inviabilizaram a realizagdo desse teste. Conforme verificado
por Campos da Paz (2005), as linhagens celulares HSG ¢ OSCC-3, provavelmente por serem
de origem tumoral, apresentam elevada instabilidade cromossdmica. Seus cromossomos tém
nimero, tamanho e morfologia muito diferentes do caridtipo humano normal, o que dificulta a
distingdo entre as alteragdes genéticas intrinsecas e as provocadas por um tratamento
experimental.

Assim sendo, neste estudo, a avaliagdo do dano genético provocado pelo extrato de P.
aquilinum foi realizada por meio do ensaio cometa. Esse ensaio tem sido considerado um dos
melhores métodos para quantificar o dano ao DNA, pois, apesar de simples, possui grande
sensibilidade, permitindo mensurar ndo somente quebras de fita dupla, mas também de fita
simples, além de sitios suscetiveis a ataques alcalinos, dano oxidativo ao DNA e ligacdes
cruzadas de DNA (Singh et al., 1988; Horoz et al., 2006).

A avaliagdo dos resultados obtidos no ensaio cometa pode ser feita de duas maneiras:
1) por meio da analise visual, conforme descrito por Jalonszynski et al. (1997), calculando-se
uma média ponderada para cinco classes distintas de cometas classificados segundo o grau de
fragmentacdo do DNA ou ii) por meio de programas de andlise de imagem, que quantificam o
DNA fragmentado. Neste trabalho, a analise foi feita de ambas formas.

Os resultados do ensaio cometa estdo representados nas Figuras 10 a 12 (células HSG)
e 13 a 15 (células OSCC-3). Nesse ensaio, os grupos controle negativo das células HSG e
OSCC-3 mostraram freqiiéncias basais de células com dano de 12,84% e 6,70%,
respectivamente, e indices de dano basais de 25,15 ua e 12,94 ua, respectivamente. O fato de
esses parametros serem maiores em HSG do que em OSCC-3, demonstra maior instabilidade
genética intrinseca daquele tipo celular, ao contrario do observado por Campos da Paz (2005),
que demonstrou maior instabilidade intrinseca nas células OSCC-3 quando comparadas com
HSG. Essas diferengas obtidas nesses dois estudos podem ser conseqiiéncias da instabilidade
genética de ambos tipos celulares, que tém origem tumoral (revisto por Michor et al., 2005 e
Sieber et al., 2005).

Nos grupos de células HSG e OSCC-3 tratados com extrato da samambaia, os valores
de FD e ID foram significativamente superiores aos observados nos controles negativos. Nas
células HSG, as trés concentracdes induziram valores de FD e ID estatisticamente
equivalentes, mostrando que o dano provocado ndo foi dependente da dose administrada
(Figuras 10 e 11). Diferentemente, o tratamento das células OSCC-3 com a concentragdo mais
elevada de extrato levou a FD e ID estatisticamente superiores aos verificados para as duas
doses mais baixas, que foram equivalentes entre si (Figuras 13 e 14). Essas diferencas

podem estar relacionadas a uma maior sensibilidade das células HSG ao tratamento.
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Os resultados obtidos quanto a FD e ID para as células HSG e OSCC-3 estdo de
acordo com os relatos que apontam a samambaia e seus compostos como mutagénicos (Nagao
et al., 1989; Shahin et al., 1998) e clastogénicos. Almeida-Santos (1999) demonstrou que as
fragdes hexanica, etanolica e aquosa do extrato de P. aquilinum induziram quebras no DNA
de células de medula 6ssea e de peritonio de camundongos, sendo que estas ultimas se
mostraram mais suscetiveis ao potencial clastogénico da planta. Moura et al. (1988) também
demonstraram a clastogenicidade da planta ao descreverem uma maior incidéncia de
aberracdes cromossOmicas estruturais em linfécitos de vacas que se alimentavam
habitualmente da samambaia, quando comparados aos de outras que pastavam em regides
onde a planta era rara. Da mesma forma, Lioi et al. (2004) também verificaram que vacas que
se alimentavam da planta apresentavam maior nimero de aberragdes cromossomicas,
principalmente quando se evidenciava a infec¢gdo com o BPV-2.

O efeito clastogénico de P. aquilinum também tem sido comprovado por meio de
ensaios in vitro. Conforme revisto por Rasmussen (2003), a ptaquilosida, considerado o
principal composto toxico da planta, induziu alteragcdes cromossomicas em linhagens de
células de pulmdo de hamster bem como no teste de Ames modificado em linhagens de
Salmonella typhymurium. Pessoas que consumiam habitualmente a planta também
apresentaram maior nimero de alteragdes cromossomicas em linfécitos de sangue periférico,
quando comparadas aquelas que nao a utilizavam na alimentacdo (Hirayama, 1979). No
entanto o Unico estudo que avaliou a genotoxicidade da samambaia por meio do ensaio
cometa foi o realizado por Siman et al. (2000), que avaliaram in vitro a genotoxicidade de
extratos de esporos de varias samambaias, incluindo P. aquilinum, sobre uma linhagem de
células de leucemia pré-mieldéide humana em cultura. Contudo, diferentemente do estudo de
Siman et al., este estudo avaliou o extrato total de brotos da planta.

Além da andlise visual, este estudo realizou também a andlise computacional das
imagens obtidas no ensaio cometa, o que permitiu quantificar o DNA fragmentado, ou seja,
aquele presente na cauda dos cometas (Figuras 12 e 15). Nao obstante as imagens capturadas
para a andlise por meio do programa CASP terem sido as mesmas analisadas visualmente,
seus resultados mostraram-se diferentes. De acordo com esse programa, nas células HSG, os
percentuais de DNA fragmentado induzidos pelos diferentes tratamentos ndo foram
estatisticamente diferentes em relagdo ao controle negativo. Ainda, o tratamento das células
OSCC-3 com as concentragdes de extrato de 0,20 e 0,67 mg/mL induziu percentuais de
fragmentacdo superiores ao observado no controle negativo. Curiosamente, porém, o
tratamento com a concentracdo intermedidria, de 0,40 mg/mL, ndo se mostrou

estatisticamente diferente do controle negativo.
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A divergéncia entre os resultados obtidos por meio das analises visual e computacional
pode estar relacionada a limitagcdes do programa na andlise de alguns tipos de dano, embora,
geralmente, programas como esse permitam quantificar os resultados de maneira mais
padronizada e imparcial. Uma das limitagdes do programa CASP consiste em que, para
delimitar os cometas a serem analisados, seu algoritmo assume que os pontos mais intensos
estdo localizados na cabega do cometa ¢ que estes estdo orientados no sentido da esquerda
para a direita da imagem. Desse modo, a partir da delimitagdo de cabeca e cauda, podem-se
encontrar valores para a 4rea da cabeca e para o comprimento e a 4area da cauda,
possibilitando que se estabelecesse uma relacdo entre eles. Contudo muitos dos cometas
formados quando ha dano intenso no DNA ndo costumam ter pontos mais intensos na cabega
e sim na cauda, o que pode conduzir a um erro de interpretagao pelo programa CASP. Nesse
casos, o programa pode desconsiderar, total ou parcialmente, o comprimento e a area reais da
cauda em certos cometas, registrando valores de fragmentagdo muito inferiores aos reais
(Konca et al., 2003). Como, neste estudo, os grupos tratados com extrato de P. aquilinum
apresentavam muitos nucledide classificados como cometas de classe 4, que indicam dano
intenso, a limitacdo do programa na andlise nesse tipo de dano pode explicar a divergéncia
entre os resultados obtidos por meio das analises visual e computacional. Mesmo sendo essa
uma limitagdo compartilhada por todos os programas empregados especificamente para a
analise do ensaio cometa, esses sdo utilizados freqiientemente na literatura cientifica, o que
justifica seu emprego em nosso trabalho.

Imagens de cometas com dano intenso no DNA, comumente chamadas de “células
fantasmas” ou “nuvens de DNA”, muitas vezes sdao desprezadas em analises de
genotoxicidade por serem consideradas por muito autores como indicativos de morte celular,
como por apoptose (revisto por Brink et al., 2006). Assim, a andlise do ensaio cometa sem a
exclusdo de tais imagens poderia conduzir a um resultado falso positivo (Hartmann & Speit,
1997). Choucroun et al. (2001), avaliando se a ocorréncia da apoptose poderia conduzir a
resultados falso-positivos no ensaio cometa, demonstraram que quando eram incluidos na
andlise os cometas de classe 4, havia um aumento nos valores encontrados para os parametros
de analise do experimento: percentual de DNA na cauda, comprimento ¢ momento da cauda.
Nao se demonstrou, porém, a coincidéncia entre o nimero de cometas de classe 4 e o numero
de células mortas observadas, que foi bem maior. Esses e outros autores recomendam realizar
0 ensaio cometa em associagdo a um teste de viabilidade celular para evitar artefatos na
analise (Hartmann & Speit, 1997; Roser ef al., 2001). Tendo em vista tal recomendacao,
realizou-se o ensaio de coloragdo com alaranjado de acridina e brometo de etideo, cujos

resultados serdao discutidos mais adiante.
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Como neste estudo foi observada uma grande quantidade de cometas com dano
intenso, provavelmente o extrato estaria induzindo também citotoxicidade. Assim sendo,
realizou-se inicialmente o ensaio de fragmentacdo de DNA para verificar se o efeito
citotdxico se manifestaria por meio da indugdo da apoptose.

Sabe-se que um dos fendmenos que mais caracterizam a apoptose ¢ a fragmentagao
do DNA nuclear em multiplos fragmentos de 180 a 200 pares de base, visualizados como
uma “escada de DNA” em um gel de agarose corado com brometo de etideo. Segundo
Otsuki ef al. (2003), essa técnica ¢ muito adequada para detectar apoptose induzida em
células em cultura, ja que, além de ser rapida e de baixo custo, ¢ favorecida pelo fato de que
células in vitro costumam responder a estimulos letais conjuntamente ¢ de maneira
semelhante.

No entanto os resultados obtidos por meio desse ensaio ndao evidenciaram
fragmentacdo do DNA em nenhum dos grupos experimentais (Figura 16). A literatura tem
relatado que esse método apresenta baixa sensibilidade quando a quantidade de células na
cultura ¢ inferior a 10°. Ainda, para que seja bem visualizada a formacio da “escada de DNA”
essa técnica requer uma taxa minima de 20% de células em apoptose (revisto por Otsuki et
al., 2003). Mesmo com o aumento do DNA fragmentado na amostra, o ensaio de DNA ladder
pode ndo apresentar grande sensibilidade, ja que a fragmentacdo do DNA em padrio de
“escada” sO ¢ observada quando a extensao da clivagem oligonucleossomal ¢ proeminente, o
que ocorre apenas na fase tardia do processo apoptotico (revisto por Yasuhara ef al., 2003 ).
E possivel que o dano observado no ensaio cometa nio reflita a ocorréncia da apoptose ou que
essa via de morte celular esteja sendo induzida em uma taxa inferior a 20%. Buscou-se, por
conseguinte, realizar analises mais refinadas para comprovar se o resultado negativo obtido
nesse experimento refletia os verdadeiros efeitos dos tratamentos realizados ou se meramente
representava uma limitagdo de sensibilidade da abordagem experimental. Desse modo,
realizou-se a andlise morfologica e ultraestrutural das células tratadas com extrato de P.
aquilinum.

Em microscopia de luz (Figuras 17 e 18), observou-se que aproximadamente 25% das
células apresentavam alteragdes tais como redugdo do volume celular, forma esférica, picnose
nuclear, forma¢ao de numerosos vactiolos de tamanhos variados no citoplasma e presenca de
muitos restos celulares espalhados pela lamina. Esses achados morfologicos foram
semelhantes aos encontrados por Zupanska et al. (2005), que demonstraram em células
humanas de glioma em cultura que o tratamento com ciclosporina induzia morte celular por
apoptose, associada a alteragdes na morfologia das células, vacuolizagdo do citoplasma e

condensagdo da cromatina. Os resultados obtidos na microscopia de luz sugerem que o
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tratamento com extrato da samambaia induziu um processo de apoptose nas células HSG e
OSCC-3.

De modo a confirmar o significado das alteracdes observadas em microscopia de luz,
prosseguiu-se a andlise ultraestrutural, cujos resultados estdo expressos nas Figuras 19 e 20.
Apds o tratamento com o extrato aquoso ndo fracionado de P. aquilinum, as células
apresentaram varias alteragdes ultraestruturais tipicas do processo apoptotico como
condensagOes atipicas na cromatina, formando aglomerados irregulares, ruptura do envoltorio
nuclear, presenga de numerosos vacuolos de tamanhos variados e formacdo de numerosos
corpos apoptoticos. Alteragdes semelhantes a essas, tais como condensagdo da cromatina,
presenga de vactolos no citoplasma, intumescimento de mitocondrias, ruptura do envelope
nuclear e formagao de corpos apoptoticos também foram observados por Carranza-Rosales et
al. (2005) ao tratarem uma linhagem de células de rim com cloreto de mercurio, por Lund ef
al.(2002) em monocitos humanos em degeneragdo sob condi¢des normais de cultura e por Li
et al. (2003) ao submeterem células de carcinoma de ovario a temperaturas elevadas e a droga
antitumoral Carmofur.

Corroborando os resultados deste trabalho, tem-se descrito que um dos primeiros
eventos morfologicos observados na apoptose ¢ a condensagdo da cromatina, embora esta seja
geralmente relatada como predominante na periferia nuclear, apresentando o aspecto de meia-
lua. Por definicao, durante esse processo de degeneragdo, as organelas se manteriam intactas
(revisto por Otsuki et al., 2003), mas trabalhos posteriores tém relatado alteracdes
mitocondriais durante a apoptose, com seu intumescimento e liberagdo do citocromo ¢
(Vander-Heiden et al. 1997, Trincavelli et al., 2003; Bota et al., 2005). Os numerosos
vacuolos observados apds o tratamento com o extrato da samambaia provavelmente siao
provocados pelo intumescimento das mitocondrias, evidenciado na Figura 20C. Segundo
Bendotti et al. (2001), o intumescimento da mitocondria sugere alteragdo na permeabilidade
de sua membrana. Esse aumento na permeabilidade ¢ considerado um importante passo na
cascata que conduz a degeneragdo celular e pode ser induzido por meio da ativagao do poro
de transicdo da permeabilidade mitocondrial, com conseqiientes alteragdes osmoticas
mitocondriais. Esses autores discutem ainda que esse evento pode desencadear a ativacdo da
cascata de caspases que conduzem a apoptose. Estudos de Argermiiller et al. (1998) também
contribuem para explicar as alteracdes na membrana mitocondrial observadas no presente
estudo e sua importancia nas alteragdes ultraestruturais observadas nessas organelas durante o
processo apoptotico. Esses autores descreveram a ruptura pontual da membrana mitocondrial
externa e a protrusdo da membrana interna através da abertura formada, produzindo uma

hérnia, que representaria uma lesdo pré-apoptotica altamente especifica.
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Além das alteragdes tipicas do processo apoptotico, células tratadas com o extrato
apresentavam também aumento no numero de organelas membranosas de dificil identificacao
no citoplasma. Vale ressaltar que, na literatura cientifica, ndo ha relatos que correlacionem
essa alteracdo ultraestrutural com genotoxicidade ou citotoxicidade.

Alteragdes morfoldgicas como condensagdo da cromatina, presenga de vacuolos no
citoplasma e formagdo de corpos apoptodticos foram também observadas no ensaio de
coloragdo com alaranjado de acridina e brometo de etideo (Figura 21). Neste estudo, todas
essas caracteristicas foram consideradas na andlise, embora grande parte dos trabalhos da
literatura que utilizam essa técnica considere apenas a coloracdo e a condensagdo da
cromatina para classificar as células como apoptoticas, necroticas ou viaveis (Kosminder et
al., 2004; Wang & Huang, 2005).

Esse ensaio colorimétrico foi realizado tanto para associar seus resultados com os
obtidos com o0 ensaio cometa quanto para, em uma possivel inducdo de citotoxicidade,
verificar a via de morte celular desencadeada. Nas células HSG (Figura 22), o extrato de P.
aquilinum nas trés diferentes concentragdes mostrou citotoxicidade maior que a observada no
grupo controle negativo, porém a analise estatistica constatou que essa superioridade s6 foi
estatisticamente significativa no tratamento com a concentragdo intermedidria. As células
OSCC-3 (Figura 23) demonstraram maior citotoxicidade aos mesmos tratamentos. Todos os
tratamentos induziram uma taxa de degeneracdo estatisticamente superior a observada no
grupo controle negativo, sendo que a concentragdo intermediaria de extrato também foi a que
induziu maior citotoxicidade e as outras duas induziram taxas equivalentes entre si. Quanto a
via de degeneracdo apresentada por ambos os tipos celulares, em todos os tratamentos,
predominou a apoptose.

O ensaio de alaranjado de acridina, embora seja relatado como bastante acurado
(Renvoisé et al., 1998), permitiu a identificagdo clara apenas das células em necrose. Em
alguns casos, a distingdo entre as células viaveis e apoptoticas era dificil. Visando ao
esclarecimento de eventuais discrepancias na analise desse experimento, realizou-se o ensaio
de TUNEL. Tem-se relatado que esse ultimo ensaio, além de se aplicar a varios tipos de
material (células em cultura ou amostras de qualquer tecido, inclusive de sangue), tem
sensibilidade suficiente para detectar uma pequena quantidade de células apoptoticas e pode
identifica-las em estagios precoces desse processo (revisto por Otsuki et al., 2003). A analise
desse experimento também foi feita de duas maneiras: de forma visual e por meio da
citometria de fluxo.

As duas formas de analise do ensaio de TUNEL mostraram resultados semelhantes

entre si. Nas células HSG (Figuras 24 e 25), o tratamento com o extrato nas concentragdes de
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0,20 e 0,40 mg/mL induziu taxas de degeneracdo celular, por meio da apoptose,
estatisticamente equivalentes entre si e que variaram de 12,66% a 19,96%. Essas taxas ndo se
mostraram estatisticamente diferentes da observada, por meio da citometria de fluxo, no
grupo controle negativo. Ja a concentragdo de 0,67 mg/mL induziu a apoptose em uma
freqliéncia que se mostrou de 3,8 vezes (citometria de fluxo) e 6 vezes (andlise visual)
superior as freqiiéncias induzidas pelas duas outras concentragdes. Nas células OSCC-3
(Figuras 26 e 27), as concentracdes de extrato que se mostraram mais citotoxicas foram, de
maneira estatisticamente equivalente, a de 0,20 e a de 0,67 mg/mL. A concentragdao de 0,40
mg/mL induziu apoptose em uma taxa superior a verificada no grupo controle negativo,
porém inferior aos demais tratamentos. Considerando que o extrato, mesmo nas concentragdes
mais baixas, induziu as células OSCC-3 a degeneragdo celular por apoptose, diferentemente
do observado com as células HSG, verificou-se que as células OSCC-3 seriam mais sensiveis
aos efeitos citotoxicos.

A citotoxicidade induzida pelo extrato de P. aquilinum nio se mostrou dependente da
dose administrada nas diferentes abordagens experimentais. Como discutido por Orrenius
(2004), toxinas como a tributilina (TBT) tém sido relatadas como indutoras da apoptose
apenas até certas doses. No caso da toxicidade da TBT, o determinante para a indugdo de
apoptose € o nivel intracelular de ATP. Uma vez que a TBT atinge a mitocondria e prejudica
a producdo de ATP, as células se tornam mais dependentes da producdo de ATP pela via
glicolitica. Se o nivel de ATP ¢ mantido, ocorre o intumescimento da mitocondria seguido da
liberagdo do citocromo ¢ e da ativagdo de caspases. Se o nivel de ATP estiver muito
diminuido, a ativagdo de caspases ¢ bloqueada. Assim, altas doses desse composto sao
capazes de inibir a atividade de caspases, o que pode estar relacionado com a habilidade de a
toxina se ligar a grupos tiol essenciais e, conseqilientemente, bloquear a ativacdo da pro-
caspase 8. De maneira semelhante, uma toxina pode ter efeito anti-apoptotico quando, em
concentragdes mais elevadas, chegar a induzir uma mudanca no potencial de oxi-reducao
celular. Esse ¢ o caso do ditiocarbamato de pirrolidina e do arsénico, que, em altas doses,
interferem negativamente na ativagdo das caspases. Outros estudos tém relatado que certos
compostos toxicos s6 induzem efeitos genotdxicos e/ou citotoxicos a partir de uma dose-
limiar. Conforme Kirkland e Miiller (2000), certas genotoxinas, em doses subcriticas, nao
induziriam respostas especificas, o que ocorreria apenas a partir de uma dose-limiar. A
maioria dos tratamentos toxicos, porém, apresenta comportamento diferente, e seus efeitos
sdo linearmente proporcionais a dose, ndo exibindo um limiar. Esse ¢ o caso da radiagdo
ionizante. Os dados discutidos acima subsidiam a nao-correlagao dose versus efeito verificada

em nos experimentos do presente estudo. Nesse sentido, outras abordagens experimentais
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poderiam esclarecer as diferencas encontradas. Ainda em relagdo a dosagem versus
citotoxicidade, o extrato da samambaia mostrou um efeito diferente da radiagdo ionizante,
apesar de ser considerada radiomimética.

A divergéncia entre as taxas de apoptose verificadas nos ensaios de coloracdo com
alaranjado de acridina e brometo de etideo e de TUNEL provavelmente se devem a diferenga
de sensibilidade entre as técnicas. Comparando os resultados desse ultimo experimento com
os obtidos no ensaio cometa (analise visual), pode-se inferir, para as células HSG, que as
taxas de citotoxicidade induzidas em cada um dos grupos tratados com extrato foram
inferiores as taxas de genotoxicidade verificadas para os mesmos grupos experimentais. Para
as cé¢lulas OSCC-3, entretanto, ndo se pode estabelecer uma relagdo entre os resultados do
ensaio cometa e os testes de detec¢ao de apoptose. No ensaio de TUNEL, verificaram-se taxas
de morte celular por apoptose que foram, em todos os grupos tratados, muito maiores que as
freqiiéncias de células com dano no DNA (ensaio cometa). Embora a fragmentagdo do DNA
seja uma marca caracteristica da apoptose, ativada por qualquer que seja 0 mecanismo, esse
evento pode ou nao ser evidenciado pelo ensaio cometa. O ensaio de TUNEL, detecta
apoptose desde sua fase inicial, quando se ddo as primeiras clivagens internucleossomais. J& o
ensaio cometa detecta quebras apenas quando ja se tornam visiveis em um rastro. Assim, ¢
possivel que muitas das células apoptoticas identificadas no ensaio de TUNEL estivessem em
uma fase da apoptose anterior a fragmentacdo do DNA. Entretanto devemos considerar que,
apesar de ambos experimentos apresentarem os resultados na forma de freqiiéncias, nas quais
baseamos as comparagdes, trata-se de abordagens experimentais de principios bem distintos
(estrutura do DNA x imunocitoquimica), o que poderia dificultar a comparagdo dos dados.

Genotoxicidade e citotoxicidade podem estar fortemente relacionadas. O dano no
DNA ¢ considerado um importante mecanismo indutor de apoptose (Delfino et al., 2000).
Conforme revisto por Rich et al. (2000), a estratégia das células eucaridticas para lidar com o
dano ao DNA inclui o reconhecimento do DNA lesado, a avaliagdo do dano nos pontos de
checagem e a implementacao de uma resposta apropriada: reparo do DNA ou morte celular.
Esses procedimentos ndo sdo ativados de maneira simples e linear, mas, quando o dano ao
DNA ¢ excessivo ou quanto atinge regides especificas do genoma, superando a capacidade de
reparo da célula, inicia-se um processo de degeneracao, preferencialmente, a apoptose.

Além do dano ao DNA, outras alteracdes celulares podem ser as responsaveis pela
inducdo da apoptose, como a inibicdo da sintese protéica (Lennon et al., 1991), estresse
oxidativo (Dypbukt et al., 1994), privagdo de algum nutriente (revisto por Evan &
Littlewood, 1998), liberagdao de glutamato (Ankarcrona et al., 1995) ou do 6xido nitrico

(Bonfoco et al., 1995), além de danos irreversiveis a estruturas celulares, como o reticulo
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endoplasmatico (Morishima et al., 2004), a mitocondria, e o citoesqueleto (revisto por Leist
& Nicotera, 1997). Considerando que ndo foi possivel relacionar diretamente os resultados
obtidos no ensaio cometa com as taxas de apoptose induzidas pelo tratamento com o extrato
de P. aquilinum, provavelmente outras vias de indu¢do de apoptose estdo sendo ativadas.
Dessa forma, pode-se inferir que a ptaquilosida, relatada como o principio téxico da planta e
responsavel pela ligagdo covalente ao DNA, pode também atuar danificando a célula por
outros mecanismos ou mesmo. Nao se pode ainda excluir a hipdtese de que existam outros
principios toxicos na planta.

A apoptose ndo significa apenas uma via de morte celular. A regulacdo desse
processo, bem como as alteracdes a ele relacionadas, desempenham ainda importante papel na
remogao de células, na proliferacdao, na diferenciacdo e na tumorigénese. Uma associacao
causal entre as alteragdes genéticas e o cancer tem sido largamente demonstrada por dados
experimentais e epidemiologicos. A inativagdo mutacional de genes supressores de tumor e a
ativacao de oncogenes estdo associadas com o desenvolvimento de diversos tipos de canceres.
Essa ligacao ¢ particularmente evidente em canceres induzidos pela exposicdo a substancias
toxicas que, em alguns casos, levam a um padrdo caracteristico de mutagdes. Carcindgenos
conhecidos como diretamente genotoxicos costumam formar ligagdes covalentes com o DNA,
o que pode causar mutagdes durante a replicacdo do DNA. A samambaia P. aquilinum possui
compostos que se situam entre tais carcindgenos. Diferentes formas como compostos
presentes em extratos da planta, isolados ou ndo, se ligam covalentemente ao DNA, criando
os chamados DNA adducts, tém sido descritas (Freitas et al., 2001). Essa forma de dano ¢
também conhecida como alquilagdo.

A ligacdo entre a mutagénese e a carcinogénese ¢ também associada a defeitos no
reparo do DNA que levam a um aumento no risco de desenvolvimento de cancer.
Normalmente, os mecanismos de reparo do DNA servem para suprimir a mutagénese
corrigindo o dano ao DNA antes que ele possa gerar mutagdes que serdo herdadas por células-
filhas. Tem sido também postulado que a mutagénese desempenha importante papel tanto na
fase de iniciagdo quanto na de progressdo da carcinogénese, € que um passo essencial € o
desenvolvimento de um estado de instabilidade no qual os processos normais que suprimem a
mutagénese sdo comprometidos (revisto por Dixon. & Kopras, 2004).

Face ao exposto acima, para que possamos associar os efeitos genotdxicos e
citotoxicos, verificados em nosso estudo, com o processo de carcinogénese, necessitamos de
andlise de expressdo génica e da ado¢do de um modelo in vivo. Por exemplo, animais

experimentais poderiam ser tratados com as diferentes concentragdes de extrato aquoso de P.
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aquilinum para avaliacdo da morfologia e da integridade do material genético das células das

grandes glandulas salivares e da mucosa bucal.
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Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, € licito concluir que:

O extrato aquoso nao fracionado de P. aquilinum nas diferentes concentragdes estudadas

(0,20 € 0,40 e 0,67 mg/mL) foi genotdxico para as linhagens celulares HSG e OSCC-3;

A genotoxicidade induzida pelo extrato ndo foi dependente da dose administrada a ambos

os tipos celulares;

O extrato de P. aquilinum mostrou-se citotoxico para as células HSG e OSCC-3 nas
concentragdes (0,20 e 0,40 e 0,67 mg/mL), porém essa toxicidade ndo foi proporcional a

concentragdo de extrato utilizada nos tratamentos;

A partir das analises morfoldgicas, ultraestrutural e molecular (TUNEL), demonstrou -se
que a principal via de degeneragdo celular induzida pelo extrato nas linhagens HSG e

OSCC-3 foi a apoptose.
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Perspectivas

Para a elucidagdo dos mecanismos moleculares envolvidos na genotoxicidade e

citotoxicidade do extrato aquoso da samambaia P. aquilinum, propdem-se:

1. Analisar a expressdo de genes evolvidos no ciclo celular (e.g. p53 e c-myc) e na
apoptose (e.g. bax e bcl-2) em células HSG e OSCC-3 tratadas com extrato aquoso de

P. aquilinum,

2. Analisar, por meio de marcadores moleculares, a heterogeneidade alélica das células ao

longo dos tratamentos;

3.  Estabelecimento de um modelo experimental in vivo.
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