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RESUMO

Os fungos endofiticos sdo fontes de produtos naturais com potencial para a descoberta de
novas moléculas, com atividades bioldgicas e mecanismos de acdo indicativos para o
desenvolvimento de formas farmacéuticas e antitumorais. A citrinina (CIT) isolada do
Penicillium citrinum obtido da alga marinha Dichotomata marginata vem sendo relatada por
suas atividades toxicas, citotdxicas, nefrotoxicas, hepatotoxicas e genotoxicas, bem como
antioxidante e neuroprotetora, em sua maioria, em cultura de células. Estima-se, para o Brasil
no biénio 2018-2019, a ocorréncia de 600 mil casos novos de cancer, para cada ano. Os
sarcomas sdo um grupo de tumores malignos heterogéneos de origem mesenquimal,
caracterizados por varios tipos distintos, dependendo do seu tecido de origem. O tratamento
envolve cirurgia, radioterapia, quimioterapia citotoxica, endocrinoterapia, dentre outros.
Assim, a pesquisa teve por objetivos avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade da citrinina em linhagens de Saccharomyces cerevisiae e em raizes de Allium
cepa e determinar o potencial antitumoral da citrinina em células tumorais murinas. As
concentragdes de CIT escolhidas para os testes foram de 2 uM/mL; 4 uM/mL e 8 uM/mL. No
presente estudo, a CIT aumentou a frequéncia de aberracbes cromossomicas (AC) em
meristema de raizes de A. Cepa em todas as concentracOes testadas e demonstrou efeitos
citotoxicos em todas as linhagens de levedura, com énfase para as linhagens deficitarias nas
defesas antioxidantes, e cotratamento com o agente estressor H>O> os efeitos citotoxicos
foram superiores em relacdo ao H2O: isolado. Na avaliacdo da atividade antitumoral da CIT
em ceélulas de Sarcoma 180, observou-se que a CIT induziu citotoxicidade em todas as
concentracdes testadas, tanto pela reducdo do indice de divisdo nuclear (IDN) quanto pelo
indice de divisdo nuclear considerando a citotoxicidade (IDNC). Observou-se também um

aumento na inducdo de morte celular por apoptose causado pela CIT.

Palavras-chave: Antineoplésicos. Citrinina. Saccharomyces cerevisiae. Sarcoma 180.



ABSTRACT

Endophytic fungi are sources of natural products with potential for the discovery of new
molecules, with biological activities and mechanisms of action indicative for the development
of pharmaceutical and antitumor forms. Citrinin (CIT) isolated from Penicillium citrinum
obtained from seaweed Dichotomata marginata has been reported for its toxic, cytotoxic,
nephrotoxic, hepatotoxic and genotoxic activities, as well as antioxidant and neuroprotective,
mostly in cell culture. Cancer is the name given to a set of more than 100 diseases that have in
common the disordered (malignant) growth of cells that invade the tissues and organs and can
spread (metastasize) to other regions of the body. Dividing rapidly, these cells tend to be very
aggressive and uncontrollable, determining the formation of tumors (accumulation of cancer
cells) or malignant neoplasms. It is estimated, for Brazil in the biennium 2018-2019, the
occurrence of 600 thousand new cases of cancer, for each year. Sarcomas are a group of
heterogeneous malignant tumors of mesenchymal origin, characterized by several distinct
types, depending on their origin tissue. Treatment involves surgery, radiotherapy, cytotoxic
chemotherapy, endocrine therapy among others. The aim of the study was to evaluate the
cytotoxicity, genotoxicity and mutagenicity of citrinin in Saccharomyces cerevisiae and
Allium cepa strains and to determine the antitumor potential of citrinin in murine tumor cells.
The CIT concentrations chosen for the tests were 2 uM / mL; 4 uM / mL and 8 uM / mL. This
dissertation was structured in two chapters. Chapter | evaluated the cytotoxicity, genotoxic
and mutagenic affects of citrinin in Saccharomyces cerevisiae and Allium cepa strains. In the
present study, CIT increased the frequency of chromosomal aberrations (CA) in A. strain root
meristem at all tested concentrations and demonstrated cytotoxic effects in all strains, with
emphasis on deficient lineages in antioxidant defenses, and cotreatment with the stressor
agent H202, the cytotoxic effects were higher than the H202 alone. Chapter 1l evaluated the
antitumor activity of CIT in Sarcoma 180 cells, and it was observed that CIT induced
cytotoxicity in all concentrations tested, both by the reduction of the nuclear division index
(IDN) and by the nuclear division index cytotoxicity (IDNC). An increase in the induction of

cell death by apoptosis caused by CIT was also observed.

Keywords: Antineoplastic. Citrinin. Saccharomyces cerevisiae. Sarcoma 180.
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1 INTRODUCAO

Muitos produtos naturais isolados de diferentes fontes como plantas, insetos, animais,
bactérias, fungos ou protozodrios apresentam-se como produtos bioldgicos ativos (STRHOL,
2000) e historicamente constitui-se como a maior fonte de medicamentos (VIEGAS Jr
BOLZANI; BARREIRO, 2006). Assim, essas substancias podem se transformar em uma
grande variedade de farmacos, com numerosas indicacdes terapéuticas (KOEHN; CARTER,
2005).

Historicamente, dentre todos os organismos estudados, os fungos e actinomicetos tem
se destacado como 0s organismos mais importantes na producdo de metabolitos secundarios
(GUNATILAKA, 2006; QUINONES-AGUILAR; EVANGELISTA-MAR; RINCON-
ENRIQUEZ, 2016). A Citrinina é uma micotoxina de grande importancia na agroeconomia e
na salde humana, porém dados sobre sua carcinogenicidade sdo escassos (CRUZ et al., 2016).
Na area oncoldgica, hd uma constante necessidade de novos sistemas terapéuticos mais
eficazes para tratar a doenca e reduzir os efeitos colaterais do paciente.

De acordo com O.M.S (2011), o céancer vem se configurando como importante
problema de salde publica, com maior incidéncia em populagbes de paises em
desenvolvimento. O ndmero de casos novos cresce a cada ano e a estimativa € que
brevemente o cancer ultrapassara as doencas cardiovasculares. Em 2018, as estimativas do
INCA (Instituto Nacional de Céncer) foram de aproximadamente 582 mil novos casos de
cancer no Brasil (INCA, 2017).

O céancer é considerado uma doenca genética, uma vez que resulta de alteracbes
(mutacdes génicas e aberracdes cromossdmicas) em genes que estdo comprometidos com o
controle da proliferacdo e diferenciacdo celular (protooncogenes e genes supressores de
tumor) e genes envolvidos nos mecanismos de reparo do DNA (genes mutadores) (ROCHA,
2011). Para Silva (2007), a alta incidéncia de cancer resulta primariamente da exposi¢éo a
fatores de risco relacionados ao meio ambiente e ao estilo de vida. Porém, deve-se considerar
ainda a existéncia do risco intrinseco, aquele herdado pelo individuo, decorrente de sua
constituicdo genética.

No que concerne ao tratamento, existem trés formas basicas de tratar o cancer, quais
sejam, a cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia, que utilizam agentes quimicos e fisicos,
isolados ou em combinagdo. Geralmente tais procedimentos produzem efeitos adversos ou
toxicos indesejaveis, que na maioria das vezes, ndo sdo bem tolerados pelos pacientes

oncolégicos (BONASSA, 2001), alem de apresentarem um alto custo.
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Diante disso, busca-se constantemente o desenvolvimento de novos sistemas terapéuticos
menos agressivos, que possam gerar produtos inovadores e com possibilidade de aplicacdo
antitumoral, diminuindo as reacdes adversas tipicas dos tratamentos convencionais e com um
custo mais acessivel para a populacdo necessitada. Nesse contexto, o estudo de fontes naturais
no desenvolvimento de farmacos que auxilie no tratamento de neoplasias torna-se
indispensavel, dada a elevada demanda por novos tratamentos que busquem melhor
prognostico dos pacientes acometidos pelo cancer.

Assim, esse trabalho teve como objetivo investigar in vitro a citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade da citrinina em linhagens de Saccharomyces cerevisiae e
raizes de Allium cepa e avaliar a atividade in vitro antitumoral da Citrinina contra celulas de

Sarcoma 180 transplantadas em camundongos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

e Avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade da citrinina em linhagens
de Saccharomyces cerevisiae e em raizes de Allium cepa e determinar o potencial

antitumoral da citrinina em células tumorais murinas.

2.2 Objetivos especificos

e Auvaliar o envolvimento do estresse oxidativo no efeito citotoxico e genotdxico da CIT
em linhagens de Saccharomyces cerevisiae proficientes ou ndo em suas defesas
antioxidantes.

e Avaliar os efeitos antitumorais da CIT, por meio da viabilidade celular, de
mecanismos citogenéticos de genotoxicidade, mutagenicidade, apoptose e necrose em
cultura priméria de Sarcoma 180 (S-180), por meio da aplicacdo do ensaio cometa,

teste de exclusdo por azul de Tripan e CBMN.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Produtos naturais oriundos de fungos endofiticos

Devido a resisténcia as drogas ja existentes, houve uma necessidade de busca de novos
compostos com atividade bioldgica uteis ao homem (MARINHO et al., 2011; KOSTYANEV
et al., 2015). Embora os fungos sejam, na maior parte das vezes, lembrados pelos danos que
causam (micoses e alergias) (SILVA; COELHO, 2006), os mesmos, se destacam por serem
bons produtores de metabdlitos secundarios, onde muitos apresentam atividade biolégica util
(MARINHO et al.,.2011; AVALOS; LIMON, 2015).

Todos os dias, a populacdo é beneficiada por produtos originados de fungos, seja de
forma direta ou indiretamente. Principalmente, no desenvolvimento de antibi6ticos, como
exemplo a penicilina sintetizada a partir do Penicillium chrysogenum; a ciclosporina isolada
na década de 70 a partir do Tolypocladium inflatum e Cylindro carponlucidum, sendo
utilizada para administrar em pacientes transplantados. Além disso, os fungos também sdo
muito utilizados pelo seu poder fermentativo, na sintese de cerveja, vinho e massas em geral
(SILVA; COELHO, 2006; CHAMBERGO; VALENCIA, 2016).

Os fungos sdo heterotroficos, sendo a caracteristica mais marcante a de nutri¢cdo
absortiva, onde obtém energia degradando material organico encontrados na natureza. Estima-
se que existe aproximadamente 1.500.000 espécies de fungos, embora se calcule que menos
de 5% tenham sido descritas (HAWKSWORTH, 2001; MAIA; CARVALHO JUNIOR,
2010).

Os fungos endofiticos sdo importantes fontes de metabdlitos secundarios utilizados
para a descoberta de novas moléculas usadas como medicamentos (PORRAS-ALFARO;
BAYMAN, 2011; MACIAS-RUBALCAVA; SANCHEZ-FERNANDEZ, 2017).
Aproximadamente 60% dos produtos anticancer e 70% dos medicamentos antimicrobianos
sdo originados de produtos naturais ou derivados (MCALPINE et al., 2005; HARVEY;
EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). Os que apresentam um potencial diversificado de
metabolitos secundarios sdo os fungos de ambiente marinhos, onde possuem uma grande
fonte de metabdlitos farmacologicamente ativos (ANDRADE, 2014).

Aproximadamente 21% dos novos compostos sdo produzidos a partir de fungos
marinhos isolados de algas e 19% a partir de esponjas (RATEB; EBEL, 2011). As
substancias naturais, objeto de estudo desta pesquisa, foram isoladas do fungo endofitico da
alga marinha Dichotomaria marginata, identificado como Penicillium citrinum. A alga

pertence a ordem Nemaliales, classe Florideophyceae e familia Galaxaura Ceae. Através de
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pesquisas feitas em banco de dados por meio da ferramenta SciFinde, identificou-se poucos
estudos quimico-farmacoldgicos para esta espécie (ANDRADE, 2014).

Os fungos do género Penicillium pertencem ao filo Ascomycota, ordem Eurotiales e
familia Trichomaceae. O filo Ascomycota possui aproximadamente 30.000 espécies descritas
e 2000 géneros (MOORE-LANDECKER, 1996). O género Penicillium é dividido em quatro
subgéneros: Penicillium, Furcatum, Biverticillium e Aspergilloides. Segundo Gomes (2011)
os fungos pertencentes ao género Penicillium sdo muito utilizados como modelo em varios
estudos de pesquisa, principalmente os metabolitos secundarios que sdo fontes para producgéo
de novos farmacos para a industria farmacéutica.

Os metabolitos secundarios podem possuir propriedades antitumorais, antibidticas,
antivirais, antiparasitarias, hormonais, entre outras (SPECIAN et al., 2014). Sugere-se que as
propriedades terapéuticas de uma planta medicinal possam ser devido a interacdo entre 0s
fitoquimicos bioativos das plantas com os metabdlitos produzidos por endéfitos, podendo ser
resultado da relacdo mutualistica com o microorganismo ou exclusivamente da planta
(GUZMAN-RODRIGUEZ et al., 2015).

O alcaloide obtido do endofito Penicillium chrysogenum, meleagrina, € um exemplo
de um metabdlito que mostrou capacidade de inibir o crescimento de linhagens de células de
cancer de mama MDA-MB-231, MDA-468, BT-474, SK BR-3, MCF-7 e MCF7-Dox
(MADY at al., 2016). Cerca de 100 produtos antitumorais foram desenvolvidos entre 0s anos
1981 a 2006, sendo que 25% eram derivados de produtos naturais, 18% semi-sintéticos de
produtos naturais e 9% eram produtos naturais puros (SELIM et al., 2012). Na verdade, 52%
dos novos produtos quimicos e 47% do total dos medicamentos antitumorais introduzidos no
mercado séo de origem natural (CHIN et al., 2006). Desde a descoberta de fungos produtores
de taxol, um potente agente anticancerigeno, grande atencdo foi dada para a pesquisa de

produtos naturais derivados de fungos endofiticos.

3.2 Citrinina

A palavra micotoxina tem origem grega Mykes que significa fungo e Toxicum que
significada veneno ou toxina (PIRES, 2009). As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios
biossintetizados e excretados através das vias metabolicas. Elas compéem um grupo de
substancias quimicas toxicas que podem afetar 6rgdos e sistemas (MARTORELLI; FREIRE,
2001; DE RUYCK et al., 2015; ADAM et al., 2017). As micotoxicoses ganharam maior

atencdo a partir de 1960, devido um surto de mortes de aves no Reino Unido (principalmente
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Perus), denominada de Turkey X. Observou-se que a grande mortalidade ocorreu devido ao
consumo de uma substancia produzida pelo fungo Aspergillus flavus, denominada Aflatoxina
3, que se encontrava na racdo produzida com amendoim importado da Africa e do Brasil.
Sendo assim, suspeitou-se de outros metabdlitos que poderiam ser mortais (FREIRE et al.,
2008). Embora existam centenas de micotoxinas, poucas foram extensivamente estudadas.

A micotoxina citrinina (CIT), também denominada de antimicina, € um metabdlito
conhecido desde 1931, quando foi isolada a partir de Penicillium citrinum e, em seguida, da
planta australiana Crotolaria crispata. Também pode ser produzida por espécies dos géneros
Aspergillus e Monascus (FREIRE et al., 2008).

A CIT (Figura 1), (3R,45)-4,6-dihidro-8-hidroxi-3,4,5-trimetil-6-0xo0-3H-2-
benzopirano-7-acido carboxilico, possui formula molecular C13H1405, e peso molecular de
250,25g/mol (RIBEIRO et al., 1997).

Figura 1: Estrutura quimica da citrinina.

OH

Fonte: RIBEIRO et al. (1997)

A CIT apresenta uma coloracdo amarelo-limdo em pH 4,6 e vermelho em pH 9,9,
devido as duplas ligacdes conjugadas, que absorve luz no comprimento de onda visivel. Seu
ponto de fusdo é em torno de 175° C. E solGvel em etanol aquecido, benzeno e cloroférmio, e
praticamente insoltvel em agua (BLANC et al., 1995; VIVAN, 2002). A mesma pode ser
encontrada em varios produtos agricolas, tais como frutas secas, milho, produtos pecuérios,
leite e ovos. Podem contaminar o arroz (gréos), produzindo coloragdo amarelado, onde sua
dose letal varia de 10 a 100 mg/kg, determinada em camundongos (SCOARIZE; FALCIONI,
2013).

A CIT classifica-se como uma micotoxina, devido a sua atividade hepatonefrotoxica

em animais e humanos (RIBEIRO et al., 1997). Em algumas espécies de animais, de idade
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entre 8 a 12 semanas, foram possiveis observar tremores musculares, dificuldade de
locomocdo, sialorréia e respiracdo ofegante (VIVAN, 2002). A citotoxicidade da mesma foi
apontada em estudos em Schizosaccharomyces pombe por desequilibrio da homeostase e pela
perda de K* (BLASKO et al., 2013).

De acordo com Baldi e colaboradores (2004), a CIT nas concentragdes 0,1, 0,5 e 1
mM foi capaz de induzir citotoxicidade em células renais de camundongos apds 10 horas de
exposicdo, provocando alteracbes morfoldgicas de células e de mitocondrias (CHAGAS et al.,
1994). Além disso, apresentou citotoxicidade no teste MTT (teste do3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)
-2,5-difenil brometo de tetrazolina), bem como em estudos de genotoxicidade (KUMAR et
al., 2014). A CIT induz EROs e perda mitocondrial por liberagdo do complexo citocromo C,
provocando apoptose, além de mecanismos de peroxidacdo lipidica em doses de 140 mg/kg e
420 mg/kg (BALDI et al., 2004).

Um dos efeitos de drogas antineoplasicas sdo as alteracdes toxicas e citotoxicas que
induzem apoptose celular (XIAO et al., 2003;HE et al., 2016). Nas concentragdes de 20 a 100
UM, a CIT mostrou-se induzir apoptose em varias culturas de células humanas, incluindo
células leucémicas, por parada no ciclo (Yu et al., 2006). A apoptose, provocada pela
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), esta relacionada ao aumento da razdo Bax-
Bcl2, perda do potencial de membrana, inducdo do citocromo C e ativacdo de caspases
(CHAN, 2007; HUTTEMANN et al., 2017). A CIT também induz apoptoses em osteoblastos
humanos, ativacdo da proteina c-Jun quinase, perda do potencial de membrana mitocondrial e
ativacdo de proteina quinase 2 ativada por caspase 3 e p21 (PAK2) (HUANG et al., 2009).

Estudos em ratos mostraram que a CIT induz apoptose via alteragcdo do potencial de
membrana, mas esse mecanismo ainda ndo foi observado em células humanas (CHAN et al.,
2007). A citotoxicidade da CIT esta associada a alteracGes mitocondriais e com o fluxo do ion
calcio e permeabilidade em membranas de células renais e hepaticas, bem como pelas
alteracbes e anormalidades cromossdmicas (JESWAL et al., 1996) que podem levar a
apoptose (KOGIKA, HAGIWARA, MIRANDOLA, 1993; SINGIREESU et al., 2018).

Hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e citotoxicidade em culturas de células eucarioticas
tambeém foram observadas (EFSA, 2012). A CIT apresenta inibicdo moderada da proliferacao
celular e inducdo de estresse oxidativo, 0 que pode explicar a acdo dessa micotoxina em
doencgas renais. A inducdo de nefrotoxicidade altera a expressdo das proteinas p53 e p21,
atenuando o sinal de fosforilacdo durante o ciclo celular e interferindo na integridade da
divisdo celular por mecanismos associados a parada do ciclo celular e formacdo de
microtubulos (CHANG et al., 2009).



22

Em culturas de células Vero e in vivo, a CIT produz fragmentacdo de DNA e
aberracfes cromossémicas, mecanismos que também podem explicar sua a¢do na inducdo de
doencgas renais e tumorigénese (BOUSLIM et al., 2008). A administracdo em ratos, de 9
mg/kg ou 0,1 mg/kg da CIT, induz aberracbes cromossomicas e quebras de cromatides
(JESWAL, 1996).

Varios estudos in vitro e in vivo indicam que a CIT induz aberra¢fes cromossémicas e
quebras de cromatides irmas e quebras de fitas de DNA (YU et al., 2006), bem como
aneuploidia devido a paradas no ciclo celular. Efeitos genotoxicos também foram observados
com o ensaio cometa em células Vero (YU et al., 2006). Esses dados indicam provaveis riscos
de carcinogenicidade em células humanas, pois a CIT, por mecanismos moleculares, pode
induzir perda de cromossomos, ndo disjuncdo, parada de mitose, desorganizacdo dos
microtUbulos, inibicdo de tubulinas e alteracdes numeéricas de cromossomos (CHANG et al.,
2008).

Existem relatos sobre a genotoxicidade e citotoxicidade da CIT em células
embrionarias, pela inducdo de mecanismos incluindo a geracdo de espécies reativas de
oxigeénio, atuacdo sobre os genes Bax e Bcl-2, perda de membrana mitocondrial, producéo de
Oxido nitrico, liberacao de citocromos C, ativagdo de caspases-9 e caspase 3, ativacdo do gene
p21 e das proteinas quinase 2 e c-JUn N-terminal. Por outros aspectos, a CIT também causa
apoptose por inativacdo da chaperona HSP90 e degradacdo de Ras e Rad 1 (CHAN, 2008). A
CIT induz peroxidacéo lipidica e danos oxidativos em 15 mg/kg durante 60 dias. Além desses
mecanismos, foi observada fragmentacdo de DNA indicativa de genotoxicidade e consequente
indugdo de apoptose (KUMAR et al., 2014). Estudos anteriores relatam que as EROs
medeiam danos ao DNA induzidos em pele de ratos, com parada do ciclo celular em GO/G1 e
G2/M (KUMAR et al., 2011).

Embora a mutagenicidade em animais e humanos ainda seja pouco conhecida, em
altas concentra¢des (800 uM) a CIT induz citotoxicidade em células HEK293. Além disso, a
exposicao das culturas de linfocitos de sangue periférico de humanos, nas concentracdes de
10 a 100 puM, apos 48 horas, aponta que a CIT é capaz de induzir efeitos genotoxicos pela
inducdo de micronucleos e células binucleadas (DONMEZ-ALTUNTAS et al., 2007).

A CIT induz a expressdao de genes associados com danos ao DNA, tais como o
Gadd45B em células humanas levando a riscos toxicoldgicos (CHANG et al., 2009). Também
existem relatos sobre a indugdo de apoptose e formacdo de micronucleos (DONMEZ-
ALTUNTAS et al., 2007; YU et al., 2006). Danos ao DNA podem acontecer devido & acdo da
CIT na producéo de EROs por ativacéo da proteina MAPK (WU et al., 2003). Em ratos, altas
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doses de CIT aumenta a expressdo de mRNA para Ccna2 e Ccnbl e para fatores de
transcricdo E2f1. Também foram evidenciados genotoxicidade (BOUSLIMI et al., 2008; LIU
et al., 2003), aberracbes cromossémicas (BOUSLIMI et al., 2008; CHANG et al., 2011) e
alteracdes no ciclo celular (KURODA et al., 2013).

A CIT ativa genes de resposta ao estresse, tais como AADs, FLR1, OYE3, GRE2 e
MET17, que sdo responsaveis pela sintese de glutationa, inibindo assim o crescimento de
leveduras em altas concentracBes (100 ppm). Entretanto, a CIT ndo induz a expressdo de
genes de reparo de DNA (IWAHASHI et al., 2007). A CIT possui efeitos toxicos,
mitogénicos e genotdxicos em linhagem HepG2, pela formacdo de micronucleos e pela
fragmentacdo de DNA, entretanto, mutagenicidade ndo foi observada em teste com
Salmonella/microssoma (KNASMULLER et al., 2004).

Além das atividades citotoxicas, genotdxicas e apoptoticas, a CIT induz
imunotoxicidade em linhagem celular de macr6fagos RAW264, tendo o dxido nitrico como
um pro-inflamatério mediador, com inducdo de peroxidagdo lipidica (SUGIYAMA et al.,
2013). Em baixas concentra¢fes (2,5 a 10 uM), a CIT pode suprimir peroxidacdo lipidica
(LIU et al., 2010). Além disso, a CIT induz organotoxicidade em varios modelos
embrionarios com malformacdo, edema pericardial e acimulo de sangue em ventriculos e
atrios, além de modular a expressdo de thx2a e aldh 1 e 2 e cspg2, indicando cardiotoxicidade
(WU etal., 2013).

3.3 Biomarcadores toxicogenéticos

O setor da genética que estuda os processos que alteram a base genética é a
genotoxicidade (SCHEREN; STROHSCHOEN, 2013). A mesma ¢ induzida por agentes
quimicos e/ou fisicos que interagem com o DNA, podendo ocasionar quebras de fitas,
mutacbes de ponto e alteragdes estruturais € numéricas aos Cromossomos
(GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015). Atualmente estd sendo bastante pesquisada,
devido esta relacionada a mutagénese, envelhecimento celular, cancer, entre outras.

A funcdo priméaria da avaliagdo de genotoxicidade é investigar, usando células ou
organismos, algum tipo de mutacdo ou alteragcBes nas células somaticas que possam ser
transmitidas as futuras gerac6es por meio dos gametas (SCHEREN; STROHSCHOEN, 2013).
Considerando isso, os testes de genotoxicidade tornaram essenciais para validagdo de drogas.
Sendo assim, possuem comités internacionais e nacionais de regulamentagcdo, como a Food

and Drug Administration (FDA), Agéncia Européia de Medicamentos (EMA) e Agéncia
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Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, Brasil) (HARTMANN, 2004; ARALDI et al.,
2015; SPONCHIADO et al., 2016). Essas diretrizes detectam eventos mutagénicos, tais como
pequenas delecdes, recombinacBes mitdticas ou alteragdes cromossdmicas detectaveis ao
microscopio e alteracbes moleculares (pontuais ou génicas) (SILVA; FONSECA, 2003).
Essas alteracfes no material genético podem ser detectadas com aplica¢do de biomarcadores
citogenéticos e/ou moleculares.

Para realizar analise de deteccdo de danos ao material genético, geralmente sdo
realizadas com aplicacdo de diversos testes ndo clinicos, em estudos in vitro e in vivo, a
exemplo do teste em Salmonella typhimurium (teste de AMES), cometa, microndcleos, Allium
cepa, aberracbes cromossomicas e mutacoes de genes em roedores (GAJARDO;
BEARDMORE, 2012; VERRI; MOURA; DE MOURA, 2018. Diversos estudos nacionais e
internacionais também apontam que os testes para deteccdo de genotoxicidade apresentam
correlacBes positivas para carcinogenicidade. O Ensaio Cometa e 0 Teste de Micronlcleos séo
indicados na avaliagdo de genotoxicidade e mutagenicidade, especialmente de forma
associada (GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015).

O ensaio cometa (EC) ou também denominado de técnica da eletroforese celular em
microgel, é largamente empregado para avaliar danos e reparos de DNA em células
individuais. Possui, como principio, degradar as membranas celulares, induzir a migracdo
eletroforética do DNA liberado em matriz de agarose. Quando vista ao microscépio, nota-se
que a célula adquire uma forma aparente de um cometa (cabeca, regido nuclear e cauda), com
presenca de fragmentos de DNA migrando em direcdo ao anodo. As medidas do
comprimento da cauda como a densidade de DNA fornecem dados sobre o estado do DNA da
amostra (BRIANEZI; CAMARGO; MIOT, 2009; WANG et al., 2016).

O ensaio cometa nao € utilizado para detectar mutacdes, e sim lesdes gendmicas, que
podem ser reparadas, caso ndo seja reparada, pode ocasionar mutacdo (CONTINO; TICE,
2003; GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015). Pode detectar danos facilmente no DNA,
sdo eles: danos alcali-labeis, crosslinks, quebras (simples ou duplas) e os resultantes de reparo
por excisdo. As vantagens em relacdo aos testes biogquimicos e citogenéticos, é que 0 ensaio
cometa pode ser utilizado para qualquer tipo de célula desde que individualizada, sendo
necessario somente em um pequeno nuamero das mesmas e ndo requer células em diviséo
(RANDON, 2006;SINGH, 2018).

As vantagens fornecidas pelo ensaio incluem simplicidade, baixo custo e tempo, ja que
0 protocolo pode ser executado em menos de 24 horas. Permite assim, analisar a

genotoxicidade em tecidos que estdo em contato direto com a substancia testada. O EC foi
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adotado como parte da bateria de testes de validagdo de novos medicamentos pelas industrias
farmacéuticas, apos receber como padronizacdo da metodologia no Workshop Internacional
sobre Procedimentos de Testes de Genotoxicidade (ARALDI et al., 2015).

Os farmacos e as nanoparticulas podem induzir toxicidade celular. Dentre 0s
mecanismos de toxicidade, incluem-se os danos ao material genético, que podem ser
observados atraves do Ensaio Cometa (EC) (VANDGHANOONI; ESKANDANI, 2011). O
Ensaio Cometa vem sendo reconhecido internacionalmente, assim como o de micronucleos in
vivo, para avaliacdo do potencial genotoxico de quimicos carcindgenos. A sua versdo alcalina
é, dentre varios, um método que estima os danos ao DNA e também determina a eficécia de
reparo. O teste pode ser aplicado em estudos de monitoramento clinico, entendimento da
patogénese do cancer e de doencas degenerativas, predicdo de tumores, radiacdes e
qguimioterapias e estudos de infertilidades, assim como avaliacdo de riscos ocupacionais e
ambientais (GUNASEKARANA; GLADWIN; CHAND, 2015; OGUNSUYI et al., 2018).
Diversas células podem ser usadas em estudos de biomonitoramento clinico, tais como células
mononucleares do sangue periférico, células do epitélio bucal, nasal, epitelial, espermas,
como também biodpsias de tecidos (LIAO; MCNUTT; ZHU, 2009; SINGH, 2018).

Em 1951 foi introduzido o termo Microntcleo (MN) que também é denominado como
corpos de Howell-Jolly (HAYASHI; KRISHNA, 2000; BRITO; SINGSDAL,; HOLTE, 2018).
Os MN séo fragmentos acéntricos expelidos do nucleo principal nas fases finais da anafase.
Sendo formado pela aneugénese (perda de cromossomos) ou clastogénese (quebra de
centrdmeros) (BOLOGNESI; FENECH, 2012). Sdo considerados MN aqueles formados e
separados do nucleo principal da célula, com o tamanho aproximadamente de 1/5 a 1/20 do
tamanho deste ndcleo e ainda que ndo ultrapassem em 1/3 o tamanho do ndcleo principal
(MARQUES, 2011).

Os MNs tém sido propostos desde 1959, como marcadores de danos citogenéticos,
embora somente em 1970 houve a analise de frequéncia de MNs por Boller e Schimid, sendo
a ultima empregada em eritrocitos policromaticos de medula éssea (KIRSCH-VOLDERS et
al., 2003). O MN tem sido amplamente utilizado em estudos de genotoxicidade (ARALDI et
al., 2015).

As agéncias reguladoras e a comunidade cientifica tém aceitado o Teste de
Micronucleos, em medula 0ssea de camundongos, como ferramenta apropriada para avaliar a
seguranca de um produto (VALADARES; CASTRO; CUNHA, 2007; IGL et al., 2019). Para
avaliacdo de genotoxicidade de quimicos in vitro, o Teste de Microntcleos com Bloqueio de
Citocinese e recomendado (CBMN) (EL-ZEIN; VIRAL; ETZEL, 2011; DHILLON et al.,
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2018). As vantagens fornecidas pelo teste de MNs incluem facilidade, rapidez na analise, ndo
necessidade de celulas em metéafase, sensibilidade, precisdo e detec¢do de outros parametros
como as pontes dicéntricas (RANDON, 2006).

3.4 Cancer e sarcoma

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) é irrefutavel que o cancer é
um problema de salde publica, exigindo suporte em campos politicos, econémicos, fisicos e
emocionais, principalmente nos paises de média e baixa renda, sendo que nas préximas
décadas, o impacto do cancer na populacdo corresponda a 80% dos mais de 20 milhGes de
casos novos estimados para 2025 (INCA, 2016). No biénio 2018-2019, a ocorréncia de 600
mil casos novos de cancer, para cada ano foi estimada no Brasil. Excluindo-se o cancer de
pele ndo melanoma (aproximadamente 170 mil casos novos) (INCA, 2018a). O mesmo
constitui como a segunda causa responsavel pelo maior nimero de mortes no mundo,
superado apenas pelas doencas cardiovasculares (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2014). Entretanto, projeta-se que em breve, nos paises desenvolvidos, 0s canceres
ultrapassardo as doencas cardiovasculares (CARVALHO et al., 2014).

Neoplasia € o nome cientifico do cancer, que significa > novo crescimento’’, as
células neoplésicas consistem em uma proliferagdo mesmo na auséncia de fatores de
crescimento, enquanto as células normais ndo conseguem. Entretanto, o que diferencia um
tumor benigno de um maligno, é que este consegue penetrar outros tecidos e formar novos
tumores (BELIZARIO, 2002).



Tabela 1: Principais diferengas entre tumores benignos e malignos
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Tumor benigno

Tumor maligno

Formado por células bem diferenciadas
(semelhantes as do tecido normal);
estrutura tipica do tecido de origem

Crescimento progressivo; pode regredir;

mitoses NOrmails & raras

Massa bem delimitada, expansiva; nio
invade nem infiltra tecados adjacentes

Nio ocorre metdstase

Formado por celulas anaplasicas
(diferentes das do tecido normal);
atipico; falta de diferenciaciio

Crescimento rapido; mitoses anormais e
numerosas

Massa pouco delimitada, localmente
invasivo; infiltra tecidos adjacentes

Metastase frequentemente presente

Fonte: Instituto Nacional do Cancer (2018b)

Para determinar uma célula neoplasica é necessario adquirir as seguintes capacidades

biologicas e vantagens metabdlicas: crescimento desordenado de celulas, imortalizacéo
celular, perda da funcdo e da capacidade de diferenciacdo ou especializacdo, infiltracdo

progressiva, invasdo do tecido circunjacente, que pode resultar na formacdo de metastase

(BELIZARIO, 2002; CAO et al., 2015; GRIESMANN et al., 2017).
Denomina-se de metéstase (Figura 2) quando as células cancerosas invadem a

corrente sanguinea ou linfatica, sendo transportados para outras areas do corpo, onde

comecam a crescer e formar novos tumores, saindo do sitio primario para um novo foco

proliferativo, sendo a principal caracteristica do cancer (INCA, 2018b). Cerca de 30% dos

pacientes com diagnostico de tumores sélidos (excluindo-se os canceres de pele néo
melanoma) desenvolvem metéstases (COTRAN, 2000; HERNANDEZ et al., 2018).
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Figura 2: Mecanismos de metastase
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Fonte: Instituto Nacional do Cancer

Os tumores podem ser causados por diferentes fatores, podendo ser externas ou
internas ao organismo, interacdo entre fatores geneticamente predeterminados, quanto
aspectos ambientais (ambiente de consumo, sociocultural e ocupacional). Hoje é bem
estabelecido o papel que sua etiologia desempenha (BRAY et al., 2012; LU et al., 2016).

Estudos experimentais tém demonstrado que vérios fatores sdo capazes de induzir
agressao ao genoma e levar ao desenvolvimento neoplasico, como 0s quimicos (e.g. presentes
no cigarro), fisicos (e.g. raio ultravioleta) e biologicos (e.g. virus Epstein-Barr) (Loeb&Loeb,
2000; WU et al., 2016). As terapias utilizadas atualmente para o tratamento do cancer sao
realizadas através de cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou transplantes de medula 0ssea.
Em muitos casos, envolvem combinagdes entre agentes quimicos e fisicos, combinados ou
separadamente, o que provoca efeitos colaterais e/ou resisténcia para o paciente (BAST
JUNIOR et al., 2003; LANDRY; GARSA; GLASTONBURY, 2016; CROSSNOHERE et al.,
2018). Sendo assim, as principais metas € a obtencdo da cura, prolongamento da vida util e
melhora da qualidade de vida (INCA, 2018b).

Intitula-se carcinoma, o tumor que se inicia em tecidos epiteliais, pele ou mucosas.
Caso seja em tecidos conjuntivos, masculos, cartilagem ou 0ssos, ele é designado sarcoma
(INCA, 2018a). Os sarcomas apresentam-se em duas categorias: 20% descendem do sarcoma
de osso e aproximadamente 80% s&o provenientes de tecidos moles (musculo, nervo, vasos
sanguineos, bainha de nervo, gordura e outros tecidos conjuntivos). Estes estabelecem um

grupo heterogéneo de tumores solidos raros de origem celular mesenquimatosa, possuindo
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caracteristicas patoldgicas e clinicas diferentes (DEMETRI et al., 2010; RATAN; PATEL,
2016)

Coletivamente, os sarcomas de partes moles sdo neoplasias malignas relativamente
raras, e representam aproximadamente 1% de todos os tumores em adultos e 15% de todas as
neoplasias pedidtricas. Entretanto, é mais encontrado na idade adulta, especialmente em
maiores de 50 anos (LAHAT; LZAR; LEV, 2008; VON MEHREN et al., 2016). A maioria
dos locais acometidos sdo as extremidades (43%), seguidos em ordem de frequéncia membros
inferiores, visceras (19%), retroperitdnio (15%), tronco/torax (10%) e outras localizacdes
(13%) (CLARK et al., 2005; CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK, 2017).

O tratamento dos sarcomas de baixo grau consiste na resseccdo completa do tumor
com margens cirdrgicas adequadas, com ampla margem de seguranca de 2 a 4 cm,
possibilitando maior sobrevida, evitando as perdas funcionais sempre que possivel (TUNN;
KETTELHACK; DURR, 2009; RAMU et al., 2017). Entretanto, pacientes com risco de
recorréncia possam assegurar o controle local, através de novas estratégias como a
radioterapia (WILMAR et al., 2008). A radioterapia esta bem relacionada aos sarcomas de
alto grau com mais de 5 cm, operados com margens comprometidas, ou menores do que 1 cm.
O uso da quimioterapia é controverso para boa parte das lesdes (ALEKTIAR et al., 2002;
CASALI et al., 2018).

Os farmacos mais potentes para o tratamento de pacientes com sarcomas avangados de
tecidos moles sdo: ifosfamida e antraciclinas, da maioria dos subtipos histoldgicos,
encontram-se excluidos os tumores estomaticos gastrointestinais. Entretanto, se 0s pacientes
apresentarem resisténcia as estas drogas, terdo poucas opgdes para o tratamento (MILANO et
al., 2006; SEDDON et al., 2017; SAVANI; MURUGAN; SKUBITZ, 2019).

A manutencdo de células tumorais de sarcoma 180 podem ser realizadas de duas
maneiras, a primeira, por meio de cultura celular (suspensao in vitro) e a segunda, através da
inoculacdo em camundongos, nos musculos, permitindo a formacdo de tumores sélidos, ou
inoculando na cavidade intraperitoneal, desenvolvendo assim, um tumor ascitico. Desde a
descoberta, ela tem sido mantida por transplantes sucessivos (ZUCKERBERG, 1973; Y1 et
al., 2017). Entre 90 a 100% dos casos, o tumor se desenvolve, apos a inoculagdo (BUCCHI,

2002). Sendo assim, ha um regresso natural desses 10%.
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RESUMO

A descoberta de inimeras moléculas com potencial terapéutico tem impulsionado o
desenvolvimento de novas drogas pela inddstria farmacéutica. Nesse sentido, as micotoxinas
tem demonstrado capacidade terapéutica, como a antitumoral, a exemplo da citrinina
produzida por fungos dos géneros Penicillium, Monascus e Aspergillus. Assim, o estudo
avaliou os efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos da citrinina (CIT) em diversas
linhagens de Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) e em células de Allium cepa nas
concentracdes de 2, 4 e 8 uM/mL. CIT induziu citotoxicidade em células de S. cerevisiae pela
reducdo da viabilidade celular, avaliada pelo ensaio MTT, e em raizes de A. cepa pela reducéo
do indice mitético. A genotoxicidade nas concentracfes usadas foi observada pelo aumento
do indice de danos ao DNA em ambos os modelos testados. Também foi observado o
aumento na formagao de aberragdes cromossdmicas bem como de micronucleos em raizes de
A. cepa. CIT devido sua citotoxicidade, e inducdo de efeitos genotoxicos e mutagénicos por
mecanismos aneugénicos e/ou clastogénicos, € um candidato a estudos futuros como um

possivel agente terapéutico para patologias como o cancer.

Palavras-chave: Citrinina. Genotoxicidade. Estresse oxidativo.
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ABSTRACT

The use of natural products for the treatment of diseases has become a popular practice within
developed countries. The discovery of numerous molecules with therapeutic potential has
driven the development of new drugs by the pharmaceutical industry. Mycotoxins have
demonstrated therapeutic capacity, such as antitumor, for example the citrinin produced by
fungi of the genus Penicillium, Monascus and Aspergillus. This study evaluated the cytotoxic,
genotoxic and mutagenic effects of citrinin (CIT) in several strains of Saccharomyces
cerevisiae (S. cerevisiae) and Allium cepa cells (A. cepa) at concentrations of 2,4 and
8uM/mL. CIT induced cytotoxicity in S. cerevisiae cells by reducing cell viability, as
assessed by the MTT assay, and in A. cepa roots by reducing the mitotic index. Genotoxicity
at the concentrations used was observed by increasing the DNA damage index in both models
tested. It was also observed the increase in the formation of chromosomal aberrations as well
as micronuclei in roots of A. cepa. CIT due to its cytotoxicity, and induction of genotoxic and
mutagenic effects by aneugenic and / or clastogenic mechanisms, is a candidate for future

studies as a possible therapeutic agent for pathologies such as cancer.

Key words: Citrinin. Genotoxicity. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos naturais para o tratamento de enfermidades se tornou uma
pratica popular dentro de paises desenvolvidos (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL 2005) e
advindo delas a descoberta de inumeras moléculas com potencial terapéutico que devido a
descri¢do do comportamento quimicos se tornaram fontes de identificacdo e desenvolvimento
de novas drogas, dando indicativos da sua funcionalidade para as industrias farmacéutica
(ATANASOQV et al, 2015; BEUTLER, 2009).

Micotoxinas derivadas do metabolismo de fungos encontradas em alimentos e
plantagdes sdo associadas a doengas agudas e cronicas que acometem animais e humanos
expostos (HUSSEIN; BRASEL, 2001). Em contrapartida, estas mesmas substancias
demonstraram ter a capacidade terapéutica, como atividade antitumoral, antibiotica,
antiangiogénica e outras (PAPATHANASSIU, 2003). A citrinina é uma das mais de 300
micotoxinas isoladas e quimicamente caracterizadas que causam danos ao humano
(ALASSANE-KPEMBI et al., 2017). Ela é produzida por fungos dos géneros Penicillium,
Monascus e Aspergillus e apresentam alta nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e
carcinogenicidade, efeito possivelmente causado pela alteracdo da permeabilidade da
membrana mitocondrial, indugcdo de apoptose e formacdo de micronucleos (KELLER et al,
2018; CHAN et al., 2009).

Tais efeitos tornam a citrinina um forte candidato a agente antitumoral, ja que o cancer
se trata de uma doenca causada pelo acumulo de mutacdes, com consequente perda do
controle proliferativo (TOMASETTI; LI; VOGELSTEIN, 2017) e com uma grande
importancia de saude publica por apresentar uma continua e crescente taxa de mortalidade e
morbidade, acometendo principalmente pacientes idosos (MILLER et al., 2016; SIEGEL;
MILLER; JEMAL, 2018).

O teste de A. cepa apresenta grande sensibilidade para analise de efeitos toxicos de
substancias, pois permitem a analise conjunta simples de diferentes parametros,
proporcionando resultados de maneira rapida e eficiente (SILVEIRA et al., 2017). A levedura
S. cerevisiae devido ao alto grau de similaridade das atividades celulares em relagéo ao ser
humano, tem sido utilizada por varios pesquisadores como um modelo eucariético para
estudar os mecanismos moleculares subjacentes as doencas humanas (ALUGOJU;
PERIYASAMY; DYAVAIAH, 2018; OCAMPO; LIU; BARRIENTOS, 2013), inclusive para
estudos de monitoramento do estresse oxidativo (HOSTETTER; OSBORN; DEROSE, 2012).
As mutacdes caracterizadas por falta de producdo de enzimas antioxidantes como a
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superoxido dismutase manganés (MnSOD) e cobre-zinco (CuZnSOD) favorecem o uso destas
linhagens em estudos de danos oxidativos (FARRUGIA; BALZAN, 2012).

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo analisar o envolvimento do
estresse oxidativo no efeito citotoxico e genotdxico da CIT em diferentes linhagens de
Saccharomyces cerevisiae, bem como analisar efeitos citotoxicos e mutagénicos em

meristemas de raizes de Allium cepa.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Obtenc&o da citrinina e reagentes

O composto citrinina foi obtido na Sigma-Aldrich, CAS 518-75-2; O MTT ([3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetraz6lio brometo] 98%, foi adquirido na Sigma (St. Louis,
MO). O peroxido de hidrogénio (H20>), dimetil sulfoxido (DMSO), sulfato de cobre, peptona
bacterioldgica, agar, dextrose e extrato de levedura foram obtidos da Dindmica Quimica
Contemporanea LTDA. Procedeu-se a solubilizacdo da citrinina nas concentragdes de 2, 4 e
8uM/mL, em solugéo de DMSO a 0,5%, do H20.em agua destilada na concentragdo de 10000
UM/mL e Sulfato de cobre foi solubilizado na concentracdo de 3,7 pM/mL em &gua

desclorificada.

2.2 Manutencao das linhagens de Saccharomyces cerevisiae

As linhagens foram cultivadas em meio YEL (0,5% de extrato de levedura, 2% de
peptona bacteriologica e 2% de glicose) a 28°C em um agitador orbital até atingirem a fase de
crescimento estacionaria. A linhagem EG118 é defectiva no sistema enzimatico que envolve a
enzima superdxido dismutase citoplasmatica (CuZnSOD - produto do gene SOD1), enquanto
a EG110 apresenta mutacdo na SOD mitocondrial (MnSOD - produto do gene SOD2); EG133
é o0 duplo mutante defectivo para SOD1 e SOD2; a linhagem EG223 é defectiva na enzima
catalase (CAT1); a EG ¢ o duplo mutante defectivo para SOD1 e CAT1; e EG103 corresponde
a linhagem selvagem, portanto proficiente nestas enzimas (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo das linhagens e genotipos de S. cerevisiae utilizadas no estudo.

Descricao Genotipo Origem
EG103 (SODWT) MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 GAL+
EG118 (SodIA) sod1::URA3 all other markers as EG103
EG110 (Sod2A) s0d2::TRP1 all other markers as EG103 Edith Gralla, L
Angeles
EG133 sod1::URA3 sod2::TRP1 double mutant all other
(Sod1ASod2A) markers as EG103
EG223 (CatIA) EG103, except catl:: TRP1

EG (SodIACatIA) EG103, except sodl:: URA3 and catl:: TRP1
Fonte: Adaptado de De Lima (2008).



https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=518-75-2&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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2.3 Ensaio do MTT

O ensaio MTT foi realizado conforme Kiruthika e Padma (2013) com adaptacfes. Um
total de 1 x 10° células das diferentes linhagens de S. Cerevisiae foram semeadas em placas de
96 pocos e incubadas a 31°C durante 68 h ao tratamento com citrinina (2, 4 e 8 pM/mL) e
cotratamento da mesma com peroxido de hidrogénio a 10 mM. Apds as 68 h foi acrescentado
50 yuL de MTT aos pocos. A placa foi incubada a 31°C durante 4 horas com agitacéo suave.
As células foram ressuspensas em 200uL de DMSO durante a noite no escuro. A absorvancia

foi lida a 550 nm em leitor de placas de microtitulo.

2.4 Ensaio do cometa em Saccharomyces cerevisiae

A versdo alcalina do ensaio cometa foi realizada conforme descrito por Azevedo et al.
(2011) com adaptacOes. Para avaliagdo genotoxica, aliquotas de 10 pL do tratamento com
citrinina (2, 4 e 8 uM/mL) e cotratamento da mesma com peréxido de hidrogénio a 10000
uM/mL, foram coletadas apds 68 h de e foram incubadas com 10 pL zimoliase 2mg/mL e
apos 4 h de incubacao, as amostras foram submetidas ao ensaio cometa. O material celular foi
misturado com uma fina camada de agarose lowmelting point 0,75% (90 pL) e colocadas
sobre laminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%. As laminas foram mergulhadas em
solucdo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com adicdo de 1% Triton
X-100 e 10% de DMSO na hora do uso) por até 72 horas a 4°C. Em seguida, as laminas
foram incubadas em tampdo alcalino (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH > 13) por 20
minutos e, logo em seguida, expostas a uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0.90 V/cm)
por 15 minutos em cuba de eletroforese. Ao final, as laminas foram neutralizadas com tampéo
Tris 0,4 M, pH 7.5 e coradas com solucéo de prata. Os resultados foram expressos em indice
de danos (ID). O ID foi calculado por meio da formula: ID = ¥ (nimero de células em

determinada classe de dano X classe de dano), que variou de 0 a 400.

2.5 Teste cometa e avaliacdo de aberracGes cromossémicas em A. Cepa

Inicialmente foi iniciado o teste de A. cepa de acordo com o procedimento
demonstrado por (ISLAM ET AL., 2017). As cebolas foram lavadas com agua da torneira;
removeram as raizes velhas e secas, a membrana externa e o parénquima central da coroa de
brotamento (fazendo uma pequena inciséo circular) para facilitar a absor¢do das solucdes e a

uniformidade de brotamento e crescimento radicular. Apds este processo, as cebolas foram
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expostas a cada concentracdo de CIT (2, 4, 8 puM/mL), controle negativo (&gua
desclorificada), controle positivo (sulfato de cobre 3,7 pM/mL ) e foram mantidas por 48 h no
escuro a temperatura ambiente. Apos a incubacado, as raizes foram removidas e fixadas em
solucdo de Carnoy (metanol e acido acético) por 24 h; as raizes nao avaliadas imediatamente
foram armazenadas em etanol a 70% para posterior analise no ensaio cometa alcalino.

O teste cometa foi realizado com o método descrito por Liman (2013). Apds o
tratamento com solucdo de carnoy, as regides meristematicas das raizes foram cortadas em
pequenos pedacos e tratadas com Tris-HCI 0,4 M (pH 7,5) durante a noite para obter o extrato
nuclear. Entdo, através da utilizacdo de agarose lowmelting point 0,75%, o extracto nuclear foi
espalhado sobre as laminas previamente preparados (agarose de ponto de fusdo normal a 1,5
% em tampdo fosfato salino (PBS; pH 7,4). As laminas foram entdo secas em estufa a 37 °C
durante 1,5 h e realizada electroforese a 25 V, 300 mA durante 15 min. As laminas foram
secas como acima e depois fixadas em solucdo carnoy durante 10 min. Apos trés banhos em
agua destilada, as laminas foram coradas e seguidas pela observacdo fotomicroscopica com
aumento de 400x. O perfil genotoxico foi determinado com base no nivel de dano ao DNA,
conforme descrito anteriormente (PAZ et al., 2018 ).

Em seguida, as raizes do mesmo bulbo utilizadas para o ensaio cometa foram
removidas e lavadas com agua destilada, seguido de secagem a temperatura ambiente e
transferidas para frascos de cor &mbar contendo o reagente de Schiff. Em seguida, as raizes
foram tratadas com o reagente de Schiff por 2 h, seguido de lavagem em &gua corrente até a
remocao completa do corante. As raizes foram entéo colocadas em uma lamina onde a regido
meristematica foi separada, colocando uma gota de carmim acético a 2% no topo e cobrindo
com laminulas. As fotomicrografias foi realizada com microscopio optico de 1000 x de
ampliacdo. O ID foi calculado por meio da formula: ID = X (numero de células em

determinada classe de dano X classe de dano), que variou de 0 a 400.

2.6 Analises estatisticas

A fim de determinar as diferengas entre os tratamentos, os foram dados expressos
como a media + desvio padrdo foram comparados por analise de variancia (ANOVA) de uma
via, seguido pelo teste de Tukey (considerando valores significantes de *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001, ****p<0,0001), por meio do programa Graphpad (software intuitivo para a
Ciéncia, San Diego, CA). Todos os estudos foram realizados em quintuplicata, a partir de

avaliacdes biologicas independentes.
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3 RESULTADOS
3.1 Avaliacdo da viabilidade celular em células de Saccharomyces cerevisiae

A CIT, em todas as concentragdes testadas, reduziu de forma significante a viabilidade
celular em todas as linhagens quando comparadas ao CN, com exce¢do da concentracdo de 2
UM/mL para a linhagem Sodwt (Figura 1). Ndo houve diferencas significativas entre as
concentracdes de CIT e o tratamento com H202 na linhagem duplo mutante Sod1ASod2A e na
proficiente (Sodwt). Foi observado que nas linhagens SodlA, Sod2A e CatA, a CIT obteve
maior viabilidade celular em relagdo ao H20. enquanto na linhagem duplo mutante
Sod1ACatlA, o efeito foi oposto (Figura 1).

A associagdo entre as concentragfes de CIT e H20- reduziu a viabilidade em todas
linhagens em comparacdao ao CN como ja esperado (Figura 2) pelos dados descritos na figura
1. N&o houve diferenca significativa entre as concentra¢es no cotratamento em relacgéo a de
H>O> isolada para a linhagem Sodwt, mas em todas as linhagens mutantes, a associagdo de
CIT com H20;, reduziu a viabilidade celular em relacdo ao H.O de forma isolada, exceto

para a concentracao de 2 UM/mL na linhagem Sod1A.

3.2 Avaliacdo da genotoxicidade em células de Saccharomyces cerevisiae

A CIT, em todas as concentracdes testadas, induziu aumento significativo do indice de
danos ao material genético das linhagens de levedura em relacdo ao CN, mas foram inferiores
se comparado ao H20> (Figura 3).

O cotratamento de CIT com H20. em todas as linhagens, induziu efeitos genotoxicos
significativos em relacdo CN (Figura 4) e mesmo se comparado a CIT de forma isolada
(Figura 3). N&o houve diferenga significativa de danos induzidos pelo esquema de
cotratamento com CIT na linhagem Sodwt quando comparada ao H20.. No entanto foi
observado um maior indice de danos induzidos por todos os esquemas de cotratamento para a
linhagem SodlA e apenas o que contém a maior concentracdo (8 pM/mL) nas demais
linhagens mutantes em relacdo ao H2O> (Figura 4). Na figura 5 é o possivel observar um
aumento na classe de danos nas células de levedura que ndo séo proficientes em suas defesas

antioxidantes (Sod1ACatlA) em relagdo as células proficientes (SodWT).
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3.3 Avalicao dos efeitos genotoxicos e mutagénicos da CIT em A. cepa

CIT induziu aumento do indice de danos em meristema de A. cepa quando comparado
ao CN, mas obteve menor efeito genotoxico se comparado ao CP (Tabela 2). Em relacéo a
mutagenicidade avaliada por danos citogenéticos (aberracbes cromossémicas - AC), CIT
induziu aumento significativo de micronucleos, cromossomos soltos, atrasos anaféasicos e

maior formacéao de pontes em relacdo ao CN (Tabela 2).
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Figura 1: Avaliacdo da viabilidade celular (teste de MTT) de linhagens de Saccharomyces cerevisiae tratadas com citrinina (2,4 e 8 pM/mL).
Valores representam a média + desvio padrdo de quatro experimentos independentes. CN: células ndo tratadas. H20.: Peroxido de hidrogénio
(10000 puM/mL). ANOVA, uma via, seguido de pos-teste de Tukey. Valores significantes de *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001 comparado ao

grupo CN (a), H202(b).
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Figura 2: Avaliacdo da viabilidade celular de linhagens de Saccharomyces cerevisiae cotratadas com citrinina (2,4 e 8 uM/mL) e peroxido de
hidrogénio (10000 uM/mL).Valores representam a média + desvio padrdo de quatro experimentos independentes. CN: células ndo tratadas. H-

202: Peroxido de hidrogénio. ANOVA, uma via, seguido de pos-teste de Tukey. Valores significantes de **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001
comparado ao grupo CN (a), H202(b)
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Figura 3: Avaliacdo do indice de danos ao DNA de linhagens de Saccharomyces cerevisiae tratadas com citrinina (2,4 e 8 uM/mL). Valores
representam a media + desvio padrdo de quatro experimentos independentes. CN: células ndo tratadas. H2O>: Peroxido de hidrogénio (10000

MM/mL). ANOVA, uma via, seguido de pos-teste de Tukey. Valores significantes de *p<0,05, ***p<0,001, ****p<0,0001 comparado ao grupo
CN (a), H202(b).
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Figura 4: Avaliacdo do indice de danos ao DNA de linhagens de Saccharomyces cerevisiae cotratadas com citrinina (2,4 e 8 uM/mL) e peroxido
de hidrogénio (10000 uM/mL). Valores representam a média * desvio padrdo de quatro experimentos independentes. CN: células ndo tratadas.

H>0>: Perdxido de hidrogénio. ANOVA, uma via, seguido de pds-teste de Tukey. Valores significantes de *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
****p<0,0001 comparado ao grupo CN (a), H202(b).
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Tabela 2: Avaliacdo da mutagenicidade e indice de danos ao DNA em raizes de A. cepa tratadas com CIT
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Tipos de alteracGes cromossémicas (% AC)

Concentracéo ID
Tratamento (LM/mL)
Microndcleos Pontes Cromossomos soltos Atrasos

CN - 05+0,3 0,2+0,0 08+0,2 10403 40+11,3
CP 37 11+2,1(@") 18,7 +2,3(a™™) 152+08(@" ) 21,2+32(@"7) 202+104(@H7)

2 23+1,1(@™"b™™) 1,8+14(07) 28+05(@bh™™) 77+26(@707) 122 +15(@""b™)

4 22+1,1(™"b™) 32+21(b77) 27+04@b™™) 83+15(@ b 131,6+7,9@ b7
CIT

8 2,7 +15@""b") 42+13@7D7T) 105+19(@ ™) 132,477 150+12(@7 b7

Valores representam a média + desvio padrdo de cinco experimentos independentes. AC: aberracfes cromossémicas. ID: indice de danos. CN:
Controle negativo. CIT: citrinina. CP: Sulfato de cobre (37,5 pMm/mL). ANOVA, uma via, seguido de po6s-teste de Tukey. Valores significantes de
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 comparado ao grupo CN (a), CP(b).
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Figura 5: Perfil fotomicrogréafico de linhagens de Saccharomyces cerevisiae no ensaio
cometa. A: CN (SodWT). B: H202 10000 pM/mL (SodWT). C: CIT 8 pM/mL
(SodWT). D: CIT 8 uM/mL + H202 10000 pM/mL (SodWT). E: CN (Sod1ACatlA). F:
H202 10000 pM/mL (Sodl1ACatlA). G: CIT 8 pM/mL (SodlACatlA). H: CIT 8
MM/mL + H202 10000 uM/mL (SodlACatlA). CN: células ndo tratadas. H20.:
Perdxido de hidrogénio. CIT: citrinina. Dano 0 (DO0). Dano tipo 1 (D1). Dano tipo 2
(D2). Dano tipo 3 (D3). Dano tipo 4 (D4). Coloragao com prata. Aumento de 400X.
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4 DISCUSSAO

Muitas intervencbes farmacoldgicas utilizadas pela medicina derivam de
produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2012). No entanto, o cenario farmacéutico
mundial de novas drogas enfrenta cada vez mais dificuldades para a producédo de novos
agentes terapéuticos, mesmo diante da necessidade da pesquisa e descoberta de novos
produtos naturais com atividades farmacoldgicas que vao servir de base para a producéo
de novos medicamentos (ATANASOV et al., 2015). Os produtos naturais sao derivados
de organismos vivos, 0s quais possuem caracteristicas adquiridas e otimizadas ao longo
do processo evolutivo, levando a atingir diferentes fungdes bioldgicas (APPENDINO;
FONTANA; POLLASTRO, 2010). A CIT é um produto natural que pode ser extraido
de diversas fontes como fungos (BENNETT; KLITCH, 2003), bem como pode ser
sintetizada em laboratorios (O’NEIL, 2013).

A CIT é conhecida principalmente por suas propriedades toxicas (FLAJS;
PERAICA, 2009; BLASKO et al., 2013), nefrotoxicas e hepatotoxicas (BENNETT;
KLICH, 2003; FLAJS; PERAICA, 2009). No entanto, possui outras atividades
bioldgicas, como antimicrobiana (HARAGUCHI et al., 1987) anticancerigena (CHANG
et al., 2009) e neuroprotetora (NAKAJIMA et al., 2016), o que faz dela um composto de
grande interesse para possiveis aplicacdes farmacéuticas. Diversos autores relatam
toxicidade dérmica e morte celular por apoptose em pele de ratos induzida por CIT via
estresse oxidativo (FLAJS; PERAICA, 2009; DOI; UETSUKA, 2014). Estudos
descrevem que alteracdes toxicas e citotdxicas sdo relacionadas aos efeitos de drogas
antineoplasicas, pois sdo mecanismos de inducdo de morte celular (CHATELUT;
DELORD; CANAL, 2003; DELOU; BIASOLI; BORGES, 2016), principalmente de
células com elevada taxa replicativa, que tem como possiveis alvos os acidos nucléicos
e seus precursores (REMESH, 2018).

No presente estudo, CIT demonstrou efeitos citotoxicos em todas as linhagens,
com énfase para as linhagens deficitarias nas defesas antioxidantes, e em cotratamento
com o agente estressor H2O>, 0s efeitos citotoxicos foram superiores em relacdo ao H20:
isolado, demonstrando que o estresse oxidativo € um dos principais mecanismos de
citotoxicidade e inibicdo de proliferacdo celular. lwahashi et al. (2007) citam que em
concentracdes acima de 100 pg/mL, CIT inibe crescimento de leveduras, com auséncia
de expresséo de genes de reparo de DNA. Além disso, em concentragdes acima de 250

ng/mL, CIT induz citotoxicidade em células de Schizosaccharomyces pombe (BLASKO
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et al., 2013). Em células HEK293, CIT induz parada do ciclo celular e interfere na
expressdo das proteinas p53 e p21, interferindo no ciclo e divisao celular (CHANG et
al., 2009). O efeito citotoxico da CIT também tem sido associado a alteracdes na
permeabilidade de ions em membranas mitocondriais em células renais e hepéticas
(CHAGAS et al., 1995; DA LOZZO, OLIVEIRA, CARNIERI, 1998).

Outros efeitos citotoxicos referentes a CIT j& foram descritos, como a indugéo de
parada do ciclo celular e apoptose em linhagens de leucemia humana (YU et al., 2006;
CHAN, 2007), nefrotoxicidade e hepatotoxidade em animais (ALEO et al., 1991;
KOGIKA; HAGIWARA; MIRANDA, 1993; FLAJS; PERAICA, 2009; SHI; PAN,
2012). Em contrapartida, Gayathri et al. (2015) descreveram que CIT em concentracdo
de até 12,5 pg/mL, ndo apresentou citotoxicidade, mas foi evidenciada alteracOes
microtubulares, o que pode interferir na organizacdo do DNA durante a divisdo celular,
aumentando o risco de efeitos mutagénicos. Diversos autores descrevem que alteracGes
a nivel cromossdmico causadas por CIT, induzem a morte celular por apoptose, com
destaque a nivel renal (KOGIKA; HAGIWARA; MIRANDOLA, 1993; JESWAL et al.,
1996).

O ensaio cometa na versdo alcalina é um ensaio confiavel e validado como
biomarcador de genotoxicidade (COLLINS et al.,, 2014). CIT, isoladamente,
demonstrou efeitos genotdxicos em todas as linhagens de leveduras, bem como em
meristema de A. cepa, compativel com os resultados da avaliacdo da viabilidade celular
(Figura 2), exceto na menor concentracdo para a linhagem Sodwt (Figura 4). Diversos
estudos citam a importéncia da aplicagéo de testes de citotoxicidade em conjunto com a
avaliacdo da genotoxicidade, pois concentracbes ndo citotoxicas podem apresentar
efeitos genotoxicos (MACHADO et al., 2005; HARTMANN; SPEIT, 1997; STORER
et al.,, 1996; ELIA et al., 1993). Kumar et al. (2014) observaram, in vivo, apés
tratamento de 60 dias em ratos, peroxidacao lipidica, fragmentacdo de DNA e inducao
de apoptose, provenientes de danos oxidativos causados por CIT. Também foi
observada genotoxicidade por CIT em células Vero pelo ensaio cometa (YU et al.,
2006).

A genotoxicidade induzida por CIT pode estar vinculada a formagdo de EROs
nas linhagens de levedura analisadas. Diversos estudos evidenciam a genotoxicidade
induzida por CIT (LIU et al., 2003; KNASMULLER et al., 2004; BOUSLIMI et al.,
2008). Kumar et al. (2011) relatam que a formacdo de EROs induzidas por CIT

medeiam lesdes ao DNA em pele de ratos, bem como leva ao aumento da expressédo de
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genes de regulagéo do ciclo e morte celular do p53, p21/wafl e Bax. Esse processo de
estresse oxidativo causado por CIT foi observado na presenca da ativacdo da proteina
MAPK (CHAN; WU; SHIAO, 2007; FARRUGIA; BALZAN, 2012). Outros
mecanismos de genotoxicidade da CIT com envolvimento de EROs foram observadas
em células embrionarias, acompanhada de producdo de Oxido nitrico, aumento da
expressdo génica de Bax e Bcl-2, alteracbes na membrana mitocondrial, aumento na
liberacdo de citocromos C, caspase 9 e 3, aumento da expresséo do gene p21 (CHAN,
2008).

Avaliacdo de danos ao DNA por testes de genotoxicidade em entidades quimicas
é realizada por diversos tipos de testes para investigar mutagdes genéticas, bem como
aberragBes cromossdmicas estruturais e numéricas (ICH, 2018). CIT, no presente
estudo, aumentou o nimero de AC em meristema de raizes de A. cepa. Diversos estudos
relatam tanto in vitro e in vivo que a CIT induz aberracdes cromossémicas e quebras de
cromatides irméds e quebras de fitas de DNA (YU et al., 2006; JESWAL, 1996),
aneuploidia (YU et al., 2006) e aberragfes cromossémicas (BOUSLIMI et al., 2008;
CHANG et al., 2011).

A literatura ressalta a atividade anticancer e quimiopreventiva de uma infinidade
de agentes naturais que j& passaram por ensaios clinicos. Muitos se mostraram
promissores tanto sozinhos, como em terapia combinada quando administradas
juntamente com agentes quimioterapicos padréo. Portanto, o desenvolvimento acelerado
de quimiopreventivos e quimioterdpicos a partir de fontes naturais sdo de grande
importancia (BISHAYEE; SETHI, 2016). Micotoxinas, com énfase para citrinina, sao
uma fonte a serem explora nesse sentido (NASKAR; CHAKRAVERTY; GHOSH,
2015).

A citrinina € um composto que possui perfil genotoxico em células humanas
(FLAJS; PERAICA, 2009) que induz estresse oxidativo, ou aumenta a permeabilidade
das membranas mitocondriais (BHAT; RAI; KARIM, 2010), mecanismos semelhantes
a diversos agentes anticancer (NAFFES et al., 2015; KELLENI; AMIN;
ABDELRAHMAN, 2015). Portanto mediante aos efeitos citotdxicos, genotoxicos e
mutagénicos apresentados e endossados pela literatura, CIT deve ser melhor analisada

para sua potencial aplicagdo em terapias contra o cancer.
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5 CONCLUSAO

A CIT induziu efeitos citotoxicos em linhagens mutantes e proficientes de S.
cerevisiae, bem como induziu efeitos genotdxicos pelo aumento no indice de danos
nessas linhagens e em meristema de raizes de A. cepa. Além disso, a CIT provocou a
formagdo de danos mutagénicos pela formacdo de aberragbes cromossdmicas
(micronucleos, fragmentos, atrasos e perdas cromossémicas) em todas as concentragdes
testadas. Esses resultados sugerem as perspectivas de estudos futuros para o uso desse

composto como um possivel agente terapéutico para patologias como o cancer.
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RESUMO

Conforme a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), o cancer se tornou a segunda maior
causa morte no mundo, com uma taxa crescente de cancer para as proximas décadas. O
uso de agentes naturais, obtidos de vérias fontes, tem demonstrado eficécia terapéutica
significativa contra essa patologia. Citrinina (CIT) é uma micotoxina originalmente
isolada de Penicillium citrinum, mas ja observada em uma grande variedade de outros
fungos, que possui potencial citotoxico e genotoxico. Esse estudo avaliou os efeitos de
CIT em cultura priméria de Sarcoma 180, por mecanismos citotdxicos e citogenéticos
indicativos de genotoxicidade, mutagenicidade, apoptose e necrose. As células foram
tratadas com CIT (2, 4 e 8 uM/mL) e submetidas aos ensaios de citotoxicidade por Azul
de Tripan (viabilidade celular), bem como ao ensaio cometa e teste de micronucleos
com bloqueio de citocinese. A doxorrubicina (3,7 pM/mL) e o perdxido de hidrogénio
(10 10000 uM/mL) foram utilizados como controle positivo. A citotoxicidade de CIT
foi observada em Sarcoma 180 pela reducdo da viabilidade celular e dos indices de
divisdo celular, incluindo a apoptose e necrose. A genotoxicidade nas concentragoes
usadas foi evidenciada pelo aumento do indice de danos ao DNA nos modelos testados.
CIT, em todas as concentragdes, induz mecanismos aneugénicos e/ou clastogénicos em
Sarcoma 180, por inducdo de microndcleos, como também outras anormalidades
nucleares, tais como pontes nucleoplasmicas e brotos nucleares. CIT, nas concentracdes
de 4 e 8 uM/mL, também induziu aumento no nimero de apoptoses e necroses. CIT
devido sua citotoxicidade e por mecanismos citogenéticos associados com instabilidade
genética, incluindo morte celular por apoptose e necrose, deve ser melhor avaliado
como um possivel recurso a ser explorado em terapias oncologicas.

Palavras-chave: Citrinina, genotoxicidade, apoptose, necrose, Sarcoma 180
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ABSTRACT

According to the World Health Organization (WHO), cancer has become the biggest
cause of death in the world, with an increasing rate of cancer for the coming decades.
The use of natural agents, obtained from several sources, has demonstrated significant
therapeutic efficacy against this pathology. Citrinin (CIT) is a mycotoxin originally
isolated from Penicillium citrinum, but already observed in a large variety of other
fungi, which has cytotoxic and genotoxic potential. This study evaluated the effects of
CIT on primary culture of Sarcoma 180 by cytotoxic and cytogenetic mechanisms
indicative of genotoxicity, mutagenicity, apoptosis and necrosis. Cells were treated with
CIT (24 and 8uMmL) and submitted to cytotoxicity tests by Tripan Blue (cell
viability), as well as the comet assay and micronucleus test with cytokinesis blockade.
Doxorubicin (3.7uM/mL) and hydrogen peroxide (10000 puM/mL) were used as a
positive control. CIT cytotoxicity was observed in Sarcoma 180 by reducing cell
viability and cell division indices, including apoptosis and necrosis. Genotoxicity at the
concentrations used was evidenced by the increased DNA damage index in the models
tested. CIT, at all concentrations, induces aneugenic and / or clastogenic mechanisms in
Sarcoma 180, by induction of micronuclei, as well as other nuclear abnormalities, such
as nucleoplasmic bridges and nuclear buds. CIT, at concentrations of 4 and 8uM/mL,
also induced an increase in the number of apoptosis and necrosis. CIT due to its
cytotoxicity and cytogenetic mechanisms associated with genetic instability, including
cell death due to apoptosis and necrosis, should be better evaluated as a possible
resource to be explored in cancer therapies.

Keywords: Citrinin, genotoxicity, apoptosis, necrosis, Sarcoma 180
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1 INTRODUCAO

Conforme as estimativas da Organizacdo Mundial de Satude (OMS), a partir de
2011 o cancer se tornou a segunda maior causa morte no mundo, perdendo apenas para
as doencas cardiacas (FERLAY et al., 2018). Existe uma taxa crescente de cancer para
as proximas décadas, principalmente em paises de média e baixa renda, com uma
previsdo de mais de 20 milhGes de novos casos de cancer esperados anualmente em
2025 (BRAY, 2014).

O uso de agentes naturais tem demonstrado eficacia terapéutica significativa
contra essa patologia. Diversas terapias oncoldgicas foram desenvolvidas, dentre elas 0s
agentes quimioterapicos, incluindo o taxol, a vincristina e a vinblastina, (BISHAYEE;
SETHI, 2016), a doxorrubicina (TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2012) dentre
outros.

Produtos naturais podem servir como atalhos ou recursos-chave de candidatos a
novos medicamentos (CUI; YANG; CHEN, 2018). Esses produtos, obtidos de vérias
fontes, tém sido usados para a prevencdo e tratamento de vérias doencgas cronicas a
varios seculos (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). As micotoxinas fungicas
sdo metabolitos secundarios que possuem uma ampla variedade estrutural e funcional,
contribuindo para a multiplicidade de sua classificacdo. Ja foram descritos efeitos
citotoxicos e genotoxicos, tais como mutagenicidade e carcinogenicidade a essas
micotoxinas, os quais fazem delas um potencial agente antineoplasico (POCSI;
KIRALY; BANFALVI, 2018).

Modelos com sarcoma sdo fundamentais para o entendimento da biologia
molecular do cancer. Os sarcomas sao distinguidos por aberracbes moleculares tais
como mutacBes, delecdo intergenes, amplificacdes de genes e translocacdes
(QUESADA; AMATON, 2012). O sarcoma 180 (S180) é bastante utilizado em estudos
experimentais com taxa de disseminacdo e indice de proliferacdo determinados,
permitindo o estudo comparativo no uso de substancias potencialmente toxicas.

A citrinina (CIT) é uma micotoxina originalmente isolada de Penicillium
citrinum, mas ja observada em uma grande variedade de outros fungos (Aspergillus
niveus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus, Monascus ruber,
Monascus purpureus e Penicillium camemberti) (ABRAMSON et al, 1999). A CIT
possui propriedades antibidticas, bacteriostaticas, antiflingicas e antiprotozoarias. E

também conhecida como uma hepato-nefrotoxina em uma ampla gama de espécies
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(ABOU-ZEID, 2012). Devido ao seu grande potencial citotoxico e genotdéxico, 0
presente estudo teve por objetivo a avaliagdo dos efeitos antitumorais da CIT, por meio
da viabilidade celular, de mecanismos citogenéticos de genotoxicidade, mutagenicidade,
apoptose e necrose em cultura primaria de Sarcoma 180 (S-180), por meio da aplicagédo

do ensaio cometa e CBMN.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Obtencdo da citrinina e reagentes

O composto citrinina foi obtido na Sigma-Aldrich CAS 518-75-2; A
doxorrubicina (DOX) foi obtida da Eurofarma Laboratorios S.A. (S&o Paulo, Brasil). O
meio de cultura RPMI 1640, penicilina, estreptomicina e azul de tripan foram obtidos da
GIBCO® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Procedeu-se a solubilizacdo da citrinina nas
concentracdes de 2, 4 e uM/mL e da DOX na concentracdo de 3,6 pM/mL em solucédo
de DMSO a 0,5%.

2.2 Cultura priméria de Sarcoma 180

Os procedimentos de manutencdo do tumor Sarcoma 180 (S180) em
camundongos, linhagem Swiss, foram previamente aprovados pelo comité de ética em
experimentacdo animal da UFPI (008/2015). Células tumorais foram mantidas por
passagem semanal em liquido ascitico de camundongos. De forma posterior foram
implantadas subcutaneamente na pele dorsal dos camundongos, a fim de se obter o
modelo de tumor s6lido S180 (FANG et al., 2015). Ap6s 10 dias de inoculagdo do
liquido ascitico, contendo células tumorais, o tumor sélido formado foi removido e
dissociado em condicdes assépticas, lavado e centrifugado (500 g, 5 min, 4° C) para
obtencdo do pellet celular. Em seguida as células de S-180 do pellet formado, foram
contadas em camara de Neubauer e concentracio de células ajustada (1 x 10°
celulas/mL) e incubadas em meio de cultura RPMI 1640 (1 mM/L L-glutamina
GIBCO® [Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA], suplementado com 10% (v/v) de soro
bovino fetal e 1% (p/v) de penicilina/estreptomicina). Foram mantidas em estufa a

37°C, por 72h, concomitantemente com a substancia teste e controles.

2.3 Viabilidade celular por azul de Tripan em cultura primaria de S-180

A viabilidade celular foi analisada com a aplicacdo do teste de exclusdo por azul
de Tripan, de acordo com Strober (2015). Apos 72 horas de tratamento com CIT (2,4 e
8 uM/mL), controle negativo (Células néo tratadas) e controle positivo (Doxorrubicina
3,7 UM/mL), 90 pL da suspensdo de células foram retirados das culturas e acrescidos de
10 pL do azul de Tripan. As células ndo viaveis foram contadas por sua coloragdo

azulada, sendo consideradas como células mortas. Em contraste, as células viaveis ndo



72

apresentam esta coloracdo devido as suas capacidades de expulsarem o azul de Tripan.
As diferenciacGes celulares foram observadas em microscopia Optica com o aumento de

400X, com o auxilio da camara de Neubauer.

2.4 Ensaio cometa

A verséo alcalina do ensaio foi realizada conforme descrito por Speit e Rothfuss
(2012). Amostras de 10 pL de suspenséo celular de S180 (0,5 x 10° células/mL) tratadas
com CIT (2, 4 e 8 uM/mL), controle negativo (Células ndo tratadas) e controle positivo
(Doxorrubicina 3,7 pM/mL), foram misturadas com uma fina camada de agarose de
baixo ponto de fusdo 0,75% (90 pL) e colocadas sobre laminas pré-cobertas com
agarose normal 1,5%. Em seguida, as laminas foram mergulhadas em solucéo de lise
(2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10, com adi¢do de 1% Triton X-100 e
10% de DMSO na hora do uso), por até 72 horas a 4°C. Apds esse periodo, as laminas
foram incubadas em tampdo alcalino (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH>13) por 20
minutos; e, logo em seguida, expostas a uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0,90
V/cm) por 20 minutos em cuba de eletroforese. Por fim, as laminas foram neutralizadas
com tampao Tris (0,4 M e pH 7,5) e coradas com solucdo de nitrato de prata. As
laminas foram analisadas quanto ao perfil fotomicrogréafico das células (aumento de
400X em microscopio optico) e os resultados foram expressos em indice de danos (ID)
e frequéncia de danos (FD) de 100 células em duplicata. O ID foi calculado por meio da
formula: ID = Z (niimero de células em determinada classe de dano X classe de dano),

que variou de 0 a 400 e FD pela seguinte formula: FD = 100 — n° de células classe 0.

2.5 Teste de micronudcleos com bloqueio de citocinese (CBMN)

O teste de CBMN foi realizado de acordo com Fenech (2007), com adaptacdes.
Em frascos de cultura contendo 2 mL de meio RPMI 1640 (fitohemaglutinina A
GIBCO® [Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA], 1 mM/L L-glutamina GIBCO®
[Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA], suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal
Sigma-Aldrich [St. Louis, MO, EUA] e 1% (p/v) de penicilina/estreptomicina Sigma-
Aldrich [St. Louis, MO, EUA]) foram adicionados 20 pL de suspensao celular de S180
(0,5 x 10° células/mL). Em cada frasco de cultura foram acrescidas CIT (2, 4 e 8
uM/mL), controle negativo (Células ndo tratadas) e controle positivo (Doxorrubicina

3,7 UM/mL). As células foram incubadas por 44h a 37° + 1°C. Ap0s este periodo, foram
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adicionados as culturas 6 pg/mLde Citocalasina B (Sigma, St. Louis, MO), retornando
os frascos a incubacdo por mais 28h. Ao final de 72h, a cultura foi transferida para tubos
falcon e centrifugada a 800 rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi retirado
e o pellet celular foi levemente agitado, para nova centrifugacdo apds a adicdo de 5 mL
de fixador (metanol: &cido acético, 5:1) e 3 gotas de formaldeido em cada tubo. O
procedimento foi repetido por 2 vezes utilizando fixador 3:1 e sem o formaldeido. Por
fim, o sobrenadante foi descartado e 2 a 4 gotas da suspenséo celular foram gotejadas
sobre laminas, as quais foram coradas com solucdo de Giemsa 5% por 7 minutos. As
laminas, previamente codificadas, foram analisadas em teste cego, com auxilio de
microscopio optico (1000X), considerando os danos citogenéticos presentes em 1000
células por lamina em duplicata. O indice de divisdo nuclear (IDN) foi calculado por
meio da seguinte férmula: IDN = (M1 + 2M2 + 3M3 + 4M4) / N, onde M1-M4,
representa o numero de células viaveis com 1-4 nucleos e N*, o numero total de células
viaveis. Além disso, o indice de divisdo nuclear considerando citotoxicidade (IDNC) foi
calculado de acordo com a seguinte equagdo: IDNC = (Ap + Nec + M1 + 2(M2) +
3(M3) + 4(M4))/IN*, onde Ap representa 0 numero de células em apoptose; Nec, o
namero de células em necrose; M1-M4, o nimero de células vidveis com 1-4 nlcleos; e

N*, o nimero total de células viaveis e ndo viaveis, de acordo com Fenech (2000).

2.6 Analises estatisticas

Para definir as diferencas entre os tratamentos, dados expressos como a média +
desvio padrdo foram comparados por andlise de variancia (ANOVA), de duas vias,
seguido pelo teste de Tukey (Considerando valores significantes de *p<005, **p<0,01,
***p<0,001, ****p<0,0001), por meio do programa Graphpad Prism (v. 6.00 para

Windows, GraphPad Software, La JollaCalifornia USA, www.graphPad.com). Para este

estudo, a viabilidade celular foi transformada para porcentagem, as concentragcdes foram
transformadas em logaritmo e submetidas a uma regressé@o ndo linear a fim de ser

encontrado a Clsg.


http://www.graphpad.com/
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3 RESULTADOS
3.1 Viabilidade celular pelo ensaio de exclusédo de azul de tripan

CIT nas concentracdes avaliadas induziu citotoxicidade pela reducdo da
viabilidade celular em relacdo ao CN, com CI50 de 8,12 pM/mL [IC: 6,98-9,34]).
Nenhuma concentracdo foi tdo citotoxica quanto a DOX (Figura 1A). Foi possivel
observar um aumento significante da citotoxicidade com o aumento da concentragdo do

composto analisado (Figura 1B).

Figura 1: Determinacéo da Clso e viabilidade celular pelo ensaio de excluséo por azul
de tripan em S180 ap0ds 72 h de exposicdo a CIT. Valores representam a média + desvio
padrdo de quatro experimentos independentes. A: andlise da variancia entre grupos. B:
CN: células ndo tratadas. DOX: doxorrubicina (3,7 uM/mL). CIT: citrinina (2, 4 ¢ 8
uM/mL). ANOVA, one-way seguido de Tukey. Valores significantes de **p<0,01,
***p<0,001, ****p<0,0001 comparado ao grupo CN (a), DOX (b), 2 pM/mL (c) e 4
uM/mL (d).
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3.2 Efeitos genotoxicos da CIT em cultura primaria de S180

Todas as concentragdes de CIT foram genotdxicas em células de S180, pelo
aumento do indice e frequéncia de danos ao DNA, em relacdo as células ndo tratadas
(CN). Como esperado DOX induziu maior indice e frequéncia de danos em relacdo a
todos os grupos analisados (Figura 2). Foi possivel observar que CIT induziu maiores
efeitos genotoxicos com o aumento da concentracdo utilizada (Figura 2). Esse efeito foi
melhor observado pelo aumento de células com danos causados por esse composto

como apresentado na Figura 3.

Figura 2. Genotoxicidade em cultura priméria de S180 ap6s 72 h de exposi¢do. A:
indice de Danos. B: Frequéncia de Danos. Valores representam a média + desvio padrio
de quatro experimentos independentes. CN: células ndo tratadas. CP: Doxorrubicina
(Dox) 3,7 uM/mL. CIT: Citrinina (2, 4 e 8 uM/mL). ANOVA, one-way seguido de
Tukey. Valores significantes de *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001
comparado ao grupo CN (a), DOX (b), 2uM/mL (c) e 4uM/mL (d).
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Figura 3: Perfil fotomicrografico de cultura primaria de S180 no ensaio cometa. A:
dano 0 (D0). B: dano tipo 1 (D1). C: dano tipo 2 (D2). D: dano tipo 3 (D3). E: dano tipo
4 (D4) F: CN células sem tratamento. G: CP: doxorrubicina (DOX) 3,7 uM/mL. H: CIT
2 UM/mL. I: CIT 4 uM/mL. J: CIT 8 uM/mL. Coloracdo com prata. Aumento de 400X.

3.3 Efeitos citogenéticos e morte celular da CIT em cultura primaria de S180
avaliados pelo teste de micronucleo com bloqueio de citocinese (CBMN)

CIT induziu mutagenicidade pelo aumento no ndmero de micronucleos em
relagdo ao CN. Além disso, em todas as concentracdes foi observado o aumento de
outras anormalidades nucleares preditivas de efeitos mutagénicos como pontes
nucleoplasmaticas e brotos nucleares, com destaque para a maior concentracdo (8
MM/ml) em comparacdo com as células ndo tratadas (CN). Todas as concentragdes
obtiveram menor valor nas alteragdes nucleares avaliadas nesse estudo, em relacdo a
DOX (Tabela 1).
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Tabela 1: Avaliacdo do indice de divisdo nuclear (IDN), indice de danos nucleares
indicativos de citotoxicidade (IDNC) e danos citogenéticos induzidos por CIT avaliados
células de S180 ap6s 72h de exposicdo pelo teste de micronlcleos com bloqueio de

citocinese.
Tratamento Danos citogenéticos Citotoxicidade
Sarcoma 180
Microntcleos Pontes Brotos IDN IDNC
1,60 +
CN 2,75+1,02 2,80+ 0,41 1,70+ 0,12 1,65+ 0,07 0.003
DOX 1,08 +
+ a + a + a + a !

3 7uM/mL 36,5+0,35 35,5+ 3,53 17,0+1,41 1,19 + 0,04 0,052
ab ab ab ab 1'41 *
CIT2uM/mL | 125+4,13 75+29 8,3+15 1,47 + 0,05 0,02
ab ab ab ab 1'14 *
CIT4uM/mL | 14,0+2,44 135+17 120+13 1,42 +0,002 0.08%
ab ab ab ab 1’OZi
CIT8uM/mL | 19521 16,0+ 2.8 252 +27 1,21 + 0,06 0.004°

Valores representam a média + desvio padrdo de quatro experimentos independentes.
S180: sarcoma 180. CN: células nédo tratadas. DOX (Doxorrubicina 3,7 uM/mL). CIT:
citrina (2,4 e 8 uM/mL). ANOVA, One-way, seguido de pos-teste de Tukey. ? p<0,05

comparado ao grupo CN, P p<0,05 comparado ao grupo DOX.
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Foi possivel observar que CIT induziu citotoxicidade em todas as concentragdes
testadas, tanto pela reducéo do indice de divisdo nuclear (IDN) quanto pelo indice de
divisdo nuclear considerando morte celular (IDNC) (Tabela 1). CIT induziu aumento
de apoptose e necrose nas maiores concentracfes (4 e 8 uUM/mL) em relacdo ao CN
(Figura 4). Portanto esses resultados apontam que os efeitos citotoxicos da CIT
ocorrem por danos citogenéticos observados pelo aumento de alteragdes nucleares

mutagénicas, que podem levar a instabilidade genética e causar morte celular.

Figura 4: Apoptose e necrose induzida por CIT em cultura priméria de S180 apds 72h
de exposicdo. Valores representam a média + desvio padrdo de quatro experimentos
independentes. S180: sarcoma 180. CN: células nédo tratadas. DOX (Doxorrubicina 3,7
UM/mL). CIT: (2, 4 e 8 pM/ml). ANOVA, one-way seguido de Tukey. Valores
significantes de *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001 comparado ao grupo CN (a), DOX
(b).
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4 DISCUSSAO

Produtos naturais podem ser definidos como o conjunto de moléculas derivadas
do ambiente que ndo estdo envolvidas no metabolismo primario, mas sdo
principalmente codificados geneticamente e produzidos por vias metabdlicas
secundarias. Estima-se de forma variavel, que produtos naturais fornecem ou serviram
como base para o desenvolvimento de entre 50% e 70% de todos os agentes atualmente
em uso clinico (NEWMAN; CRAG, 2014; PYE et al., 2017). Produtos naturais sdo uma
rica fonte de diversidade quimica para a descoberta de compostos com propdsitos
farmacéuticos (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). Nesse cenério
micotoxinas sdo produzidas como metabolitos secundarios em diversos fungos
(SULAIMAN et al., 2017). Essas micotoxinas possuem diversos mecanismos de
toxicidade, o que as torna alvo de investigacdo para a sua capacidade de agir como
agentes antitumorais (BOPPANA et al., 2017).

A citrinina (CIT) é um metabdlito produzido por varias espécies de fungos dos
géneros Aspergillus e Penicillium (EFSA, 2012; DE OLIVEIRA-FILHO et al., 2017).
Esse composto € conhecido principalmente por suas propriedades toxicas (FLAJS;
PERAICA et al., 2009; DEGEN; ALI; GUNDERT-REMY, 2018). No presente estudo
CIT, induziu efeitos citotoxicos em cultura priméaria de S180, pela redugdo da
viabilidade celular em baixas concentraces, com uma CI50 de 8,12 uM/mL (Figura 1).
No estudo de Yao et al. (2011) o efeito citotoxico de CIT em células tumorais foi
demonstrado, pela reducdo da viabilidade celular em linhagens cancerigenas de mama
(MCF-7), préstata (LNCap) e pulméo (LU-1) com CI50 entre 16 e 369 ng/mL. Também
foi observado citotoxicidade em células de adenocarcinoma hepéatico (HepG2) com
CI50 de 38,7 pg/mL (GAYATHRI et al., 2015), de cancer cervical (HeLa), carcinoma
oral (KB), carcinoma ovariano (SKOV-3), carcinoma colorretal (HCT-116),
adenocarcinoma alveolar com CI50 entre 0,250-2,5 ng/mL (DU et al., 2011).

A citotoxicidade de CIT também foi apontada pela reducdo dos parametros IDN
e IDNC pelo ensaio CMBN (Tabela 1). Em concentragdes entre 12,5-25ug/ml, CIT
ativa a parada do ciclo celular na fase G2 da mitose pela inibicdo da polimerizagéo de
tubulina e formagdo de fuso mitético em ceélulas de rim embrionario humano
(HEK293) (CHANG et al., 2011). Outros estudos descrevem que CIT induz morte
celular por meio das vias ERK1 e ERK2, além da inducdo da parada do ciclo celular
pelas vias de sinalizagdo p53 e p21 (IWAHASHI et al., 2007; CHANG et al., 2009;


https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/polymerization
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CHANG et al., 2011). Apos aplicacdo de CIT em camundongos, 0 aumentando EROs,
induziu a parada do ciclo celular na fase GO / G1, sugerindo morte celular apoptética
(KUMAR et al., 2011).

Outros estudos apontam para 0 estresse oxidativo como um dos mecanismos de
toxicidade e citotoxicidade em sistemas bioldgicos (RIBEIRO et al., 1997;
JOHANNESSEN; NILSEN; L@VIK, 2007), pelo acimulo de espécies reativas do
oxigénio (EROs) com estimulo a formacdo do anion superéxido, como observado em
células renais de hamster (BHK-21), o que resultando em severas alteracdes a nivel
mitocondrial e morte celular (CHAGAS et al., 1994). A indugdo de morte celular por
apoptose por CIT foi descrita em células leucémicas humanas (HL-60) e em células
renais porcina (PK15) pela ativagdo das caspases 3, 6, 7 ¢ 9 (YU et al., 2006, KLARIC
et al., 2012). A inducdo da apoptose € um procedimento chave no mecanismo de agédo
dos agentes quimioterapicos contra células tumorais (FU et al., 2018; ALKHATIB; AL-
OTAIBI; WALLI, 2018; CHAUHAN et al., 2018). Portanto, a inducdo a apoptose por
CIT, converge para a via mitocondrial (HUANG et al., 2009; KUMAR et al., 2011;
MATE et al., 2014). Além disso CIT induziu necrose em células hepaticas (MEHDI;
CARLTON; TUITE,1983). Esses estudos sdo compativeis com os dados de morte
celular induzida por CIT nesse estudo, analisados através ensaio CBMN (Figura 4).

O ensaio cometa tem larga aplicacdo na toxicologia para avaliar o efeito
genotoxico de produtos quimicos. E considerada uma técnica versétil por sua
adaptabilidade a uma variedade de células (CAMPOS; FERNANDES; ANDRE, 2017;
MARONPOT; HOBBS; HAYASHI, 2018). Em sua versdo alcalina, permite avaliar
danos genémicos, pela quebra de fita simples, dupla e exposicdo de sitios alcalis-labeis
no DNA (IMANIKIA et al., 2016; QUINET et al., 2017; M@LLER, 2018). A anélise
por meio do ensaio cometa demonstrou que CIT induziu aumento do indice de danos e
frequéncia de danos ao DNA em células de S180 (Figura 2). A genotoxicidade
induzida por CIT foi descrita em varios sistemas teste. O aumento de danos ao DNA foi
observado apds 24 h de exposicdo em células Vero (BOUSLIMI et al., 2008). Apoés a
ingestdo de 15 mg / kg de alimento por 60 dias, CIT causou a fragmentacdo nuclear em
células epiteliais intersticiais e proximais nos rins de coelhos, com a formacdo de
peroxidacdo lipidica (KUMAR et al., 2014).

Diversos autores apontam para o estresse oxidativo como principal causa de
lesdes ao DNA induzidas por CIT. De Oliveira-Filho et al. 2017 descreve possiveis vias

de acdo cito-genotoxicas de CIT, que em concentragdes mais altas, é capaz de regular
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positivamente os niveis de genes de resposta ao estresse oxidativo (AADs, FLR1,
OYE3, GRE2, MET17) e marcadores da inflamacdo (iNOS, IL-6, IL-8, COX-2a),
levando a perturbacdes dependentes do tempo de exposi¢cdo nos niveis celulares de
antioxidantes como o GSH. Além disso, outros estudos apontam que CIT induz danos
ao DNA mediado por EROs, pela elevacdo significativa de radicais peroxido (MATE et
al., 2014; GAYATHRI et al., 2015). Pelicano et al. (2003) cita que CIT causa disfungéo
mitocondrial por inibicdo do complexo mitocondrial, com bloqueio da cadeia de
transporte de elétrons e acimulo do radical anion superoxido.

A instabilidade gendmica provém de estresse genotdxico, por acdo enddgena,
por agentes externos ou pode ser o resultado de uma patologia celular. Essa
instabilidade possui um papel fundamental na tumorigénese (AGUILERA; GARCIA-
MUSE, 2013). Dependendo dos mecanismos envolvidos, a instabilidade do genoma
pode resultar em mutagdes, incluindo mutagdes pontuais, instabilidade de
microssatélites e variagdes no nimero de cromossomos causadas por falhas durante a
segregacdo cromossdmica, incluindo rearranjos cromossémicos (ADMIRE et al., 2016;
AGUILERA; GOMEZ-GONZALEZ, 2008; GARCIA-MUSE, 2012).

Nesse contexto, alteracdes cromossOmicas contribuem para a formacdo de
micronucleos, um marcador biol6gico do cancer (ADHIRAKI; DE, 2018; AMIN, 2018;
BALANIS, GRAEBER, 2018). O microndcleo e outras anomalias nucleares, como as
pontes nucleopladsmicas e as brotos nucleares, sdo biomarcadores indicativos de efeitos
genotoxicos e manifestacdes de instabilidade cromossémica observadas no céncer
(GASHI et al., 2018). Essas anomalias nucleares fornecem medidas validas para
quebras de DNA mal reparadas, bem como a separacdo defeituosa de cromatides irmés
na anafase e amplificacdo génica (FENECH et al., 2011). No nosso estudo, CIT induziu
efeitos mutagénicos pelo aumento no numero microndcleos, bem como por outras
alteracbes nucleares, como brotos e pontes nucleoplasmicas em células de S180
(Tabela 1). Estudos evidenciam o aumento na formacdo de micronucleos por CIT em
linfocitos do sangue periférico humano (PBMCs) (DONMEZ-ALTUNTAS et al., 2007)
e em celulas tumorais hepaticas (HepG2) (KNASMLLER et al., 2004). Além disso, CIT
induz formacdo de aberragcbes cromossomicas por efeitos clasteogénicos (JESWAL,
1996; LIU et al., 2003; BOUSLIMI et al., 2008), bem como efeito aneugénico (Thust e
Kneist, 1979; CHANG et al., 2011).

A literatura ressalta a atividade anticancer e quimiopreventiva de uma infinidade

de agentes naturais que ja passaram por ensaios clinicos que se mostraram promissores
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sozinhos como em terapia combinada quando administradas juntamente com agentes
quimioterapicos padrdes. Portanto o desenvolvimento acelerado de quimiopreventivos e
quimioterapicos a partir de fontes naturais sdo de grande importancia (BISHAYEE;
SETHI, 2016). Micotoxinas com énfase para citrinina sdo uma fonte a serem explorada
nesse sentido (NASKAR; CHAKRAVERTY; GHOSH, 2015). Portanto, mediante a
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade evidenciadas em nosso estudo, a CIT
deve ser analisada a fundo para a possivel integracdo do arsenal quimioterdpico

fornecendo novas armas que podem impactar a guerra em curso contra o cancer.
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5 CONCLUSAO

Verificou-se que CIT demonstrou capacidade antitumoral ao reduzir a
viabilidade celular em S180, bem como pela reducdo do IDN e IDNC. Foi observado
um aumento na inducdo de morte celular por apoptose por CIT, provavelmente pela
inducdo de estresse genotoxico com a indugdo de instabilidade genémica evidenciada
pelo aumento de biomarcadores citogenéticos de genotoxicidade e mutagenicidade, tais
como micronucleos e outras anomalias nucleares (brotos e pontes nucleoplasmaticas).
Portanto, esses resultados sugerem que o potencial antitumoral da micotoxina CIT, deve

ser melhor avaliado como um possivel recurso a ser explorado em terapias oncolégicas.
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