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RESUMO

DIAS, M. S. Citogenotoxicidade e efeito protetor da piperina e capsaicina em
células meristeméaticas de Allium cepa L. 55f. Dissertacdo (Mestrado em Genética
e Melhoramento), UFPI, Teresina, 2019.

A piperina e a capsaicina sdo moléculas bioativas com atividades biologicas e
farmacoldgicas, no entanto estudos quanto aos aspectos toxicogenéticos ainda séo
incipientes. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
citogenotoxico e antigenotoxico da piperina e capsaicina nas células meristemas de
Allium cepa. Raizes de A. cepa foram expostas ao controle negativo (CN)
(Dimetilsulféxido 2%) e ao positivo (MMS, Metilmetanosulfonato, 10 pg/mL). Nos
tratamentos, as sementes de A. cepa germinadas foram expostas a piperina ou
capsaicina nas concentracbes de 25, 50, 100 e 200 pM para avaliar a
citogenotoxicidade. O efeito protetor foi avaliado pela exposi¢éo aos isolados (piperina
ou capsaicina) antes, simultaneamente ou apés a exposi¢cao do MMS, representando
0s protocolos pré, simultaneo e pos, respectivamente. Para a confeccado das laminas,
as raizes foram hidrolisadas em HCI 1N (10 min.) e coradas com Reativo de Schiff
(2h). Cinco mil células meristeméticas foram analisadas em microscépio 6ptico (400x).
Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e pelo teste de Student-
Newman-Keuls (p < 0,05) “a posteriori” no programa BioEstat 5.3. A piperina e a
capsaicina foram citotéxicas nas maiores concentracées (50, 100 e 200 uM), pois
houve reducéao significativa do indice mitético das células meristematicas de A. cepa
em relacdo ao CN, sendo dose dependente quando expostas a capsaicina. O efeito
citoprotetor ndo foi observado nas células de A. cepa quando expostas a piperina ou
a capsaicina, evidenciando que o0s compostos isolados ndo foram capazes de
neutralizar a acao citotoxica do MMS. A piperina provocou aumento significativo na
média total das alteracbes cromossdmicas (efeito genotoxico) nas maiores
concentracdes (50 a 200 uM), destacando-se a presenca significativa de microndcleos
e brotos nucleares. Para a capsaicina, o efeito genotoxico foi dose-dependente com
aumento significativo para todas as concentracdes testadas com a presenca de
micronucleos, brotos nucleares e aderéncias cromossémicas significativas. Quanto ao
efeito modulador de danos ao material genético, foi observado a reducéo significativa
da média total das alteracdes cromossémicas de A. cepa quando expostas a piperina
no pré (50 a 200 uM), simultaneo (todas as concentracdes) e no pos-tratamento (todas
as concentracdes) em relacdo ao MMS. O efeito protetor também foi observado para
a capsaicina, principalmente no pré (todas as concentra¢des) e no simultaneo (todas
as concentragfes), enquanto no pés-tratamento apenas a maior concentragédo (200
UM) reduziu as alteragcdes cromossémicas. Além disso, a reducdo da maioria das
alteracbes cromossbmicas analisadas individualmente nas células de A. cepa
reforcam o efeito protetor exercido pelas duas moléculas. Portanto, o presente estudo
evidenciou a importante atividade quimiopreventiva da piperina e capsaicina, que
estdo indiretamente relacionadas com a prevencao e/ou tratamento de doencas
genéticas como o cancer, sendo complementar aos poucos estudos toxicogenéticos
qgue foram realizados para investigar seus efeitos no DNA.

Palavras-chave: Alteracdes cromossomicas. Compostos bioativos. Efeito modulador
de danos ao DNA. Indice mitético. Toxicogenética.



ABSTRACT

DIAS, M. S. Cytogenotoxicity and protective effect of piperine and capsaicin in
meristematic cells of Allium cepa L. 55f. Dissertation (Master in Genetics and
Breeding), UFPI, Teresina, 2019.

Piperine and capsaicin are bioactive molecules with biological and pharmacological
activities, however studies on toxicogenetic aspects are still incipient. Thus, the
present work aimed to evaluate the cytogenotoxic and antigenotoxic effect of piperine
and capsaicin on Allium cepa meristema cells. A. cepa roots were exposed to negative
(CN) (Dimethylsulfoxide 2%) and positive (MMS, Methylmethanesulfonate, 10 pg / mL)
control. In the treatments, germinated A. cepa seeds were exposed to piperine or
capsaicin at concentrations of 25, 50, 100 and 200 yuM to evaluate cytogenotoxicity.
The protective effect was evaluated by exposure to the isolates (piperine or capsaicin)
before, simultaneously or after MMS exposure, representing the pre, simultaneous and
post protocols, respectively. To make the slides, the roots were hydrolyzed in 1N HCI
(10 min) and stained with Schiff Reactive (2h). Five thousand meristematic cells were
analyzed under optical microscope (400x). Data were analyzed by Kruskal-Wallis test
and Student-Newman-Keuls test (p <0.05) “a posteriori’ in the BioEstat 5.3 program.
Piperine and capsaicin were cytotoxic at the highest concentrations (50, 100 and 200
pUM), as there was a significant reduction in the mitotic index of A. cepa meristematic
cells in relation to CN, being dose dependent when exposed to capsaicin. The
cytoprotective effect was not observed in A. cepa cells when exposed to piperine or
capsaicin, showing that the isolated compounds were not able to neutralize the
cytotoxic action of MMS. Piperine caused a significant increase in the total average of
chromosomal alterations (genotoxic effect) at higher concentrations (50 to 200 uM),
highlighting the significant presence of micronuclei and nuclear sprouts. For capsaicin,
the genotoxic effect was dose dependent with significant increase for all concentrations
tested with the presence of micronuclei, nuclear shoots and significant chromosomal
adhesions. Regarding the modulating effect of damage to genetic material, a
significant reduction in the total average of A. cepa chromosomal alterations was
observed when exposed to piperine before (50 to 200 puM), simultaneously (all
concentrations) and post-treatment (all concentrations) in relation to MMS. The
protective effect was also observed for capsaicin, mainly pre (all concentrations) and
simultaneously (all concentrations), while post-treatment only the highest
concentration (200 uM) reduced chromosomal changes. Moreover, the reduction of
most chromosomal alterations individually analyzed in A. cepa cells reinforces the
protective effect exerted by the two molecules. Therefore, the present study showed
the important chemopreventive activity of piperine and capsaicin, which are indirectly
related to the prevention and / or treatment of genetic diseases such as cancer, being
complementary to the few toxicogenetic studies that were conducted to investigate
their effects on DNA.

Key words: Chromosomal changes. Bioactive compounds. Modulating effect of DNA
damage. Mitotic index. Toxicogenetics.
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1 INTRODUCAO

O uso de especiarias como aditivos para melhorar o sabor e aroma dos
alimentos é praticado mundialmente e esta ligado historico/culturalmente com muitos
povos (PLATEL; SRINIVASAN). Sendo moeda valiosa de troca praticada em
transacBes comerciais por séculos e ainda hoje é um setor importante da economia
(GHODKI; GOSWAMI, 2016; MELO; ALVES, 2019).

Dentre as especiarias, as pimentas sdo consideradas os membros mais
importante, utilizados como temperos, conservantes, ou mesmo na medicina
tradicional, principalmente nos paises latino-americanos que sdo o centro de origem
do género Capsicum, e no sudeste asiatico centro de origem do género Piper (PERRY
et al., 2007; SINGLETARY, 2010).

Estudos documentaram os efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios e
imunomoduladores das especiarias, com bioatividade atribuida principalmente aos
seus metabdlitos secundarios (BAE et al., 2012; SILVA et al. 2018; SRICHAROEN et
al.,, 2017). Os compostos oriundos do metabolismo das plantas tém efeito
quimiopreventivo e quimioterapico (KOLEVA et al., 2012; MUHAMMAD et al., 2018).
A busca por fitoquimicos que tenham capacidade de modular efeitos de agentes
mutagénicos e carcinogénicos € constante e teve resultados satisfatorios para uma
gama de compostos: polifendis, carotenoides, alcaloides, taninos, etc. (LI et al., 2018;
RIBEIRO et al., 2018; SA et al., 2019).

Os estudos que utilizam basicamente extratos naturais (extratos aquosos,
alcodlico, etc.) de espécies dos géneros Piper e Capsicum para analises de estudos
de genotoxicidade e antigenotoxicidade sdo em maior nimero, no entanto, trabalhos
gue avaliam compostos isoladamente sdo cada vez mais frequentes, dado o
aprimoramento nos métodos de extracdo desses compostos e ao acesso a essas
substancias comercialmente (BLEY et al., 2012; QIAN et al., 2016; RATHER;
BHAGAT; 2018).

A piperina e a capsaicina sdo alcaloides com efeito antioxidante, antiparasitario
e imunomodulador (SOUTAR et al., 2015; VURMAZ et al., 2019). Existem estudos
quanto ao efeito antiproliferativo, genotdxico/antigenotoxico e antiapoptotico/pro-

apoptotico sobre diversos canceres, porem estes trabalhos possuem limitacdes
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consideraveis ou mesmo resultados conflitantes, tanto para piperina quanto para a
capsaicina (FATTORI et al., 2016; SINGH et al., 2009).

Embora existam estudos sobre as propriedades antioxidantes/pré-oxidante e
mutagénica/antimutagénica dos bioativos piperina e capsaicina, estudos que mostram
seus efeitos diretamente no DNA utilizando as alteragbes cromossomicas como
biomarcadores citogenéticos séo incipientes. Também néo ha relatos sobre os efeitos

bioldgicos da piperina e da capsaicina puras sobre sistema teste vegetal.

O sistema teste de alteragdes cromossdmicas em Allium cepa L. é amplamente
citado na literatura como bioindicador ideal de avaliacdo de citogenotoxicidade de
compostos quimicos, pois possui rapida multiplicacdo celular e apresenta ainda
cromossomos grandes e em numero reduzido, o que permite melhor analise de
alteracdes estruturais e numéricas (BONCIU et al., 2018; LEME; MARIN-MORALES,
2009; MAURO et al., 2014). Além disso, apresenta boa correlacdo com ensaios de
citotoxicidade e genotoxicidade in vitro ou in vivo (EREN et al., 2014; ROCHA et al.,
2016; SA et al., 2019).

Sendo assim, este estudo teve por objetivo avaliar diferentes concentracfes de
piperina e capsaicina, para potencias efeitos citotoxico, genotdxicos e mutagénicos,
além do potencial antigenotoxico frente aos danos causados pelo
Metilmetanossulfonato (MMS), usando método citogenético de alteracbes

cromossbmicas em células meristematicas de A. cepa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia Sécio-Econémica das Pimentas

As pimentas sdo especiarias que desde tempos longinquos acrescentaram
riquezas as culturas alimentares e farmacéuticas dos mais variados povos (BRACHT
et al., 2011). Por séculos foram até mesmo moeda valiosa de troca praticada em
transacbes comerciais e ainda hoje movimentam setores importante da economia
(GHODKI; GOSWAMI, 2016; MELO; ALVES, 2019).

Na induastria, sdo utilizados como matéria-prima para varias aplicacdes
alimentares, na forma de pd, ou liquida (leorresinas e 6leo essencial), podem ser
usadas como agente aromatizante ou de sabor, incorporado nas misturas de p6 de
especiaria seca (curry em pd), misturas de bebidas e pratos (cozidos ou néo cozidos)
(GHODKI; GOSWAMI, 2016; GIUFFRIDA et al., 2013). As pimentas, juntamente com
o sal, representam os condimentos mais consumidos pelos seres humanos (FATTORI
et al., 2016). Além disso, o consumo destas especiarias € um traco cultural, muito
comum em paises do sudeste asiatico, e relativamente menor no restante do mundo,
ainda assim sendo muito frequente (SINGLETARY, 2010).

O valor dos frutos das pimenteiras foi atribuido principalmente a caracteristica
pungente (picante/quente) encontrada nestes, dessa forma explorou-se o gradiente
de pungéncia que existe entre as pimentas e foram domesticadas diversas espécies,
que sédo cultivadas em vérias regides do mundo como a pimenta-do-reino (Piper
nigrum L.) e pimenta longa (P. longum L.), e pimenta malagueta (Capsicum frutescens
L.), dedo-de-moca (C. baccatum L.) e pimentdo (C. annuum L.) (JEONG et al., 2010;
SALAZAR et al., 2016). Compostos alcaloides presentes nessas espécies, a piperina
e capsaicina sdo 0s principais responsaveis pela pungéncia nos frutos de Piper sp. e
Capsicum, respectivamente (MEGHWAL; GOSWAMI, 2013; ZHENG et al., 2016).

As pimentas tém um grande potencial para o melhoramento devido a
caracteristicas como: altos teores de vitaminas A e C; teor de pungéncia; matérias-
primas para industria farmacéutica; plantas ornamentais (REGO et al., 2011). Neste
cenario, o Brasil figura como um dos principais centros para a coleta de germoplasma
de Capsicum, dentre os paises da América Latina (LIMA et al., 2019; MOREIRA et al.,
2018). E importante também pela grande diversidade que apresenta o género Piper,
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distribuido por todo o pais, com recursos genéticos fundamentais principalmente na
regido amazonica (BFG, 2015).

2.2 Aspectos boténicos do género Piper

O termo pimenta compreende alguns grupos de plantas de Piper e Capsicum,
das familias Piperaceae e Solanaceae, respectivamente (BONTEMPO, 2007; JEONG
et al., 2010; SALAZAR et al., 2016). Uma viséo sobre a posicéo filogenética da familia
Piperaceae esta entre um conjunto diversificado de dicotileddneas que se
assemelham a monocotiledéneas em certas caracteristicas vegetativas (JARAMILLO;
MANOS, 2001).

O género Piper é um dos maiores dentre as angiospermas, possui cerca de
2.000 espécies e distribuicdo pantropical, com expressivos centros de diversidade na
regido Neotropical (MELO; ALVES, 2019). S&o plantas perenes, tomam a forma de
arbustos, ervas e cipés, comuns em florestas Umidas de terras com baixas altitudes
(JARAMILLO; MANOS, 2001). Este grupo de plantas € amplamente distribuido no
Brasil e apresenta um grande numero de espécies, sendo 0 quinto género mais

diverso no pais, com 291 espécies (BFG, 2015).

As espécies de Piper sdo cultivadas principalmente pelo potencial de seus
frutos e folhas, ricos em fitoquimicos como alcaloides, flavonoides, esteroides,
flavonoides, que os tornam comuns na medicina tradicional, além disso tém um
aspecto pungente que coloca estas plantas dentre as principais especiarias
exploradas em todo mundo (MGBEAHURUIKE, et al., 2017).

A pimenta-do-reino (P. nigrum) é o principal representante do género, sédo

plantas trepadeiras (Figura 1), arbustifera perene, sdo autbgamas com pequena

porcentagem de polinizacdo cruzada, apresentam propagac¢ao vegetativa, apesar de
suas sementes serem férteis (AHMAD et al., 2012; MENEZES, et al., 2009).

Figura 1. (A) Videira de escalada de P. nigrum; (B) espigas verdes de P. nigrum; (C) frutos pretos,
brancos e verdes P. nigrum (D) pimenta processada (AHMAD et al., 2012).
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As folhas da pimenta-do-reino sao verdes, brilhantes, ovais e com cerca de 20
cm de comprimento com espigas contendo as sementes em caules opostos as folhas
(ABDULAZEEZ et al. 2016).

2.3 Aspecto botanicos do género Capsicum

O género Capsicum possui 38 espécies descritas, classificadas em
domesticadas, semidomesticadas e silvestres, com as principais culturas sendo
pimenta malagueta (C. frutescens L.), dedo-de-moca (C. baccatum L.) e pimentéo (C.
annuum L.), cultivadas em todo mundo (SALAZAR et al., 2016; SWEAT et al., 2016).
Sao nativas das Américas e cultivadas para serem utilizadas como parte da dieta local
desde 7500 A.C. (PERRY et al., 2007). A popularidade das pimentas Capsicum se
deu por esta mostrar uma ampla combinacédo de caracteristicas, como cor, sabor e
pungéncia (SRICHAROEN et al., 2017).

As plantas Capsicum, em geral, sdo autdbgamas, embora a polinizacédo cruzada
também ocorra entre individuos dentro da mesma espécie e entre espécies do género
(CARVALHO; BIANCHETTI, 2008). Na natureza os passaros sao o principal meio de
dispersdo das sementes, ao se alimentarem dos frutos promovem a disseminac¢ao por
meio das fezes, e ainda se acredita que a passagem pelo sistema digestivo das aves
melhore a germinacdo de sementes, notadamente daquelas com dorméncia
(TEWKSBURY et al., 2006).

As plantas de Capsicum variam e alguns aspectos vegetativos, mas
principalmente quanto a cores e forma de seus frutos, bem evidende em variedades
ornamentais de C. annuum (Figura 2). Duas espécies que sédo endémicas do Brasil,
C. baccatum, conhecida popularmente pelo nome de cumari, produz 0s menores
frutos do género, arredondados, ovalados ou elipsoides, enquanto variedades C.
chinense de formato arredondado, com um centimetro de diametro, em meédia
(NAVES et al., 2019; SANTOS et al., 2013).
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Figura 2 - Variacdo da morfologia de plantas e frutos no género Capsicum. Acessos de Capsicum
annuum (A-M). Barra de escala, 10 cm (NAVES, et al., 2019).

2.4 As pimentas e suas atividades bioldgicas

As pimentas sédo tidas como alimentos funcionais, que sdo aqueles que fazem
parte de um grupo de elite dos nutrientes (ANTONIO, et al., 2018; RATHER; BHAGAT,
2018). Sao assim classificados pelo FDA (Food and Drug Administration) nos Estados
Unidos e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) no Brasil como
alimentos que, além de possuir nutrientes, contém também componentes de acgéo
protetora, medicinal, terapéutica e curativa especial (BONTEMPO, 2007).

Em dietas que buscam potenciais quimiopreventivos e/ou fitoquimicos
guimioterapicos, se incluem algumas espécies de pimentas, que contém muitos
metabalitos biologicamente ativos (LUO et al., 2011; OKWUTE; EGHAREVBA, 2013).

Metabdlitos secundarios de plantas como: alcaloides, fenois, taninos,
terpenoides e outros, tém sido utilizados para a preparacdo de medicamentos ou
como precursores de modificagbes estruturais e funcionais na célula, onde sua
atuacdo pode ser por interacdo direta com as membranas ou com receptores
nucleares, além disso, apresentam a capacidade de modular a atividade das principais
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enzimas envolvidas na sinalizagéo celular e nas respostas antioxidantes (LEE et al.,
2011; VIRGILI; MARINO, 2008).

No entanto ha uma preocupacédo quanto a alguns riscos. Dessa forma agéncias
reguladoras adotaram acfes apropriadas para a maioria dos alcaloides, e
estabeleceram limites para a presenca de alguns compostos em rag¢oes, alimentos e
bebidas, tentando definir limites superiores seguras (KOLEVA et al., 2012).

2.4.1 Piperina o principal bioativo das pimentas Piper

A piperina (1-piperilpiperidina) (Figura 3) € um composto alcaloide isolado
principalmente de P. nigrum, conhecida como pimenta-do-reino ou pimenta preta, mas
também pode ser encontrada em outros representantes da familia Piperaceae
(MEGHWAL; GOSWAMI, 2013).

fragmento aromatico cadeia alifatica
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Figura 3 - Estrutura da piperina (CID:638024), disponivel em PubChem

Esta molécula trata-se de um metabdlito secundario e € o principal responsavel
pela pungéncia dos frutos de P. nigrum, constituindo cerca de 98% do total de
alcaloides presentes, e, assim, o contetudo de piperina pode ser tomado como uma
medida de pungéncia total destas pimentas (CHOPRA et al., 2017). Esta caracteristica
pungente fez deste vegetal uma das principais especiarias apreciadas em todo mundo
(GORGANI et al., 2017). O contetudo de piperina € cerca de 7% do peso seco do fruto
pimenta-do-reino (OKWUTE; EGHAREVBA, 2013).
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O alcaloide piperina é distribuido em toda a estrutura do fruto e a sua extracao
é realizada através solventes organicos volateis (éter, benzeno, acetona, dicloroetano
ou acetato de etilo), por causa da hidrofobicidade devido ao seu carater lipofilico
(GORGANI et al., 2017).

As caracteristicas estruturais, um anel aromatico com uma ponte de
metilenodioxi, um sistema de dienona conjugado e um anel de piperidina que constitui
uma ligacdo amida, sdo considerados importantes para a molécula apresentar um
conjunto de bioatividades (SINGH; CHOUDHARY, 2015; QU et al.,, 2015), que
mostram efeitos fundamentais sobre outras moléculas como glicoproteinas e muitos
sistemas enzimaticos, levando a efeitos biotransformativos. Desta forma, aplicacdes
terapéuticas e medicinais sdo relatadas, como por exemplo: quimioprevencao
(GREENSHIELDS et al., 2015; LI et al., 2018), detoxificagcdo (NASEEMA et al., 2018;
VURMAZ et al., 2019), e a melhoria da absorcdo e biodisponibilidade de

medicamentos convencionais e a base de plantas (Dl et al., 2015; WANG et al., 2019).

A piperina teve seu potencial citotoxico testado para diversas culturas celulares
de linhagem tumoral, afim de avaliar seus efeitos na angiogénese de canceres de
prostata, mama, retal e melanomas dentre outros, onde atuou muitas vezes
seletivamente nestas células com efeitos antiproliferativo através da parada do ciclo
celular ou mesmo induzindo apoptose (FOFARIA et al.,, 2014; LAl et al.,, 2012;
OUYANG et al., 2013; YAFFE et al., 2013).

Os efeitos genotdxicos da piperina foram testadas em culturas de células (in
vitro) e em camundongos, e apresentou basicamente baixa genotoxicidade nesses
sistemas (BALAKRISHNAN et al., 2008; THIEL et al., 2014). Visto que a piperina
apresenta interacdo com muitas drogas, avaliou-se seu potencial antigenotdxico
principalmente sobre modelos de camundongos para diversos agentes mutagénicos
como benzo(a)pireno, ciclofosfamida, aflatoxinas, doxorrubicina, com resultados
satisfatorios para a maioria dos ensaios (CARDOSO et al., 2016; SINGH; DUGGAL,
2009; WONGPA et al., 2007).

Levantamento dos principais mecanismos quimiopreventivos de acdo da
piperina incluem ativacdo de cascatas de sinalizacdo apoptoética, inibicdo da
proliferagcéao celular, parada do ciclo celular, modulag&o do estresse de radicais livres

e autofagia, inibicdo da angiogénese, indugcdo de enzimas de desintoxicacdo e
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sensibilizacdo de tumores a radioterapia e quimioterapia (MANAYI et al.,, 2017;
RATHER; BHAGAT, 2018).

Os efeitos da piperina podem se estender bastante quando € utilizada como
precursors de moléculas sintéticas, chamadas de analogos, com variacdes no numero
de insaturacdes, no padrdo de substituicdo no anel aromético e no grupo amidico
(MARQUES et al., 2010; SINGH; CHOUDHARY, 2015). A ancoragem molecular
(produzida principalmente por ligacdes de hidrogénio e interacdes de Van der Waals)
gue ocorre entre a piperina e outros bioativos como a curcumina ou com farmacos e
até mesmo moléculas pertencentes a célula como a survivina e albumina, podem
interferir na funcdo que estes executam nas células (PATIL et al., 2016;
SATTARINEZHAD et al., 2015; YEGGONI et al., 2015).

2.4.2 Capsaicina principal bioativo das pimentas Capsicum
A capsaicina (8-Metil-N-Vanilil-6-Nonenamida) (Figura 4) é um composto
alcaloide/amida encontrado nos frutos de plantas do género Capsicum (familia

Solanaceae), sua quantidade pode representar até 1% da massa das pimentas
(FATTORI et al., 2016).
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Figura 4 - Estrutura da capsaicina (ClD:154894), disponivel em PubChem.

A capsaicina representa cerca de 70% dos capsaicinoides responsaveis pela
pungéncia das pimentas (ZHANG et al., 2016), isso faz dela principal composto para
pungéncia das pimentas Capsicum, e sua quantificagdo pode ser utilizada com
parametro para medir se a pimenta € mais ou menos picante (SRICHAROEN et al.,
2017).


cid:154894
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A anatomia do fruto de pimenta consiste principalmente do pericarpo que inclui
0 exocarpo (pele), mesocarpo e endocarpo e sementes que sao fixadas a placenta
(SANDOVAL-CASTRO et al, 2017). Os capsaicinoides s&o sintetizados e
acumulados no tecido epidérmico da placenta durante o desenvolvimento do fruto
(cerca de 60%), mas também sdo encontrados em outras partes do fruto, como o
pericarpo e a semente, cerca de 30% (ANANTHAN; SUBHASH; LONGVAH, 2018).

Principalmente os frutos séo utilizados para a extracdo da capsaicina, que por
essa ter carater lipofilico necessita de alguns solvente orgéanicos volateis como alcool,
éter, benzeno, acetona e alguns Oleos vegetais (BARBERO et al., 2016; CHANTHAI
et al.,, 2012; LU et al., 2017). Varios trabalhos descrevem em detalhe as variacdes
modulares da estrutura da capsaicina que foi convenientemente decomposta em trés
partes: a regido aromatica, a regido da ligacdo amida, e a cadeia alifatica hidrofobica,
possibilitando que os perfis de estrutura de atividade fossem investigados
isoladamente (CHO etal., 2017; HUANG et al. 2013; REYES-ESCOGIDO et al., 2011).

Em relacdo a estrutura-atividade da capsaicina se tem um panorama
relacionado as regides da molécula: regido aromatica, responsavel pela maior parte
da atividade antioxidante; regido da ligacdo amida, responsavel pelo efeito de
analgesia e atividade antinociceptiva; a cadeia alifatica, relacionada a atividade
analgésica, mas tem papel crucial na polaridade total da molécula, dando a esta
carater hidrofébico (HUANG et al., 2013). A estrutura da capsaicina pode ainda servir
para producdo de analogos sintéticos, além de tanto capsaicina quanto seus analogos
poderem ser sintetizados industrialmente usando acidos graxos clorados e aminas em
temperaturas entre 140 e 170 © C sob pressdo moderada (ASNIN; PARK, 2015;
CHANDA et al., 2004; REYES-ESCOGIDO et al., 2011).

Aléem do consumo na culinaria, frutos de Capsicum também tém papel
significativo nas aplicacdes farmacéuticas devido a bioatividade reconhecida dos seus
fitoquimicos, onde destaca-se 0 bioativo capsaicina, com aplicacdo antioxidante
verificada sobre sistemas enzimaticos e/ou celulares (CHO et al., 2017; HASSAN et
al., 2012;), interacdo e aumento da biodisponibilidade de outros compostos
(PATOWARY et al., 2017; WANG et al., 2017) e também o potencial anti-inflamatorio
(GHIASI et al., 2019; PERSSON et al., 2018).

E frequente o emprego da capsaicina em diversos estudos para avaliagdo do

seu potencial citotéxico, genotdxico e antigenotoxico em ensaios in vitro e também in
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vivo, com testes em diferentes concentracdes e tempos de exposi¢cao (BROWN et al.,
2010; LEWINSKA et al., 2015; QIAN et al., 2016). Os resultados por vezes sao
conflitantes sobre seus efeitos genotoxicos e antigenotoxicos, tanto em linhagens
celulares, assim como para teste in vivo. Os organismos teste sdo principalmente
camundongos, mas também sao relatados trabalhos com microorganismo
(PROUDLOCK et al., 2004; TOYODA-HOKAIWADO et al., 2011), e invertebrados
(FERNANDEZ-BEDMAR; ALONSO-MORAGA, 2016; KHANAM et al., 2017).

Os efeitos causados pela capsaicina sdo principalmente a diminuicdo da
atividade metabdlica e proliferacdo celular, e as altera¢cdes no ciclo celular. Estes
efeitos sdo dependentes das concentracdes utilizadas e ao tempo de exposicao
(BLEY et al.,, 2012). Algumas interacGes da capsaicina sobre o material genético
diretamente, foram mostrados com ensaios micronucleo e alteracées cromossdmicas
em células de camundongos e houveram resultados positivos tanto para efeitos
genotdxicos quanto antigenotéxicos (CAETANO et al., 2018; MARQUES et al., 2002).

2.5 Sistema teste de alteracdes cromossdmicas em Allium cepa

O tecido meristeméatico de raizes de A. cepa possui caracteristicas que o torna
uma ferramenta teste eficiente para o scrennig preliminar da citotoxicidade e
genotoxicidade de compostos quimicos (BIANCHI et al.,, 2016; HERRERO et al.,
2012; SILVA et al., 2015). Este sistema testa a genotoxicidade usando cromossomos.
Desta forma, lida com muta¢des gendmicas que causam alteracdes morfoldgicas nos
cromossomos (BONCIU et al.,, 2018). A eficiéncia desse bioensaio se da
principalmente em razdo de A. cepa apresentar niumero cromossdmico reduzido
(2n=16), o que permite a deteccdo de disturbios no indice de proliferacéo celular e
alteracdes cromossémicas e celulares (FISKESJO, 1985; LEME; MARIN-MORALES,
2009).

O ensaio de alteracfes cromossdmicas em A. cepa ja testou as mais variadas
substancias organicas, como por exemplo substancias provenientes de plantas com
potencial farmacéutico e quimiopreventivo. Das plantas estudadas sédo produzidos
extratos, Oleos essenciais, e outros derivados, ou mesmo extraidos compostos
isolados, para avaliacdo de efeitos genotoxicos, antigenotoxicos ou ambos (DIAS et
al., 2019; LIMAN et al.,, 2018; PRAJITHA; THOPPIL, 2016). Além disso, plantas

condimentares e aditivos alimentares e seus principais compostos sao rotineiramente



21

submetidos a esse teste para avaliar seu potencial genotoxico/antigenotoxico
(PANDEY et al., 2014; SHARMA et al., 2011; SILVA et al., 2018). Este protocolo
também tem ampla utilizacéo na area da toxicologia ambiental, com diversos trabalhos
aplicados em ambientes poluidos (ar, solo ou agua), contaminados por metais
pesados, rejeitos industriais e outras a¢des antropicas (DUTTA et al., 2018; PALMIERI
et al., 2016; RAGAZZO et al., 2017).

Uma extensa variedade de defensivos agricolas como herbicidas, pesticidas e
demais quimicos foram submetidos a protocolos de genotoxicidade em A. cepa, sendo
reportados resultados positivos, 0 que chamou a atencao para a utilizacdo destes
agroquimicos e seu impacto no meio ambiente (DATTA et al., 2018; FELISBINO et al.,
2018; KARAISMAILOGLU, 2017).

O sistema A. cepa € validado pelo Programa Internacional de Seguranca
Quimica (IPCS, WHO) e o Programa Ambiental das Nacbes Unidas (UNEP),
apresentado como instrumento eficiente para o0 monitoramento in vivo da
genotoxicidade de substancias quimicas (CABRERA; RODRIGUEZ, 1999). Este
sistema teste apresenta baixo custo, confiabilidade e equivaléncia com os mais
conceituados testes de citogenotoxicidade, sem as preocupacdes éticas que afetam
0 uso de animais em testes e que exigem diretrizes de reproducdo complexas
(TEDESCO; LAUGHINGHOUSE 1V, 2012).

Por ser uma 6tima ferramenta para investigacédo de danos causados ao material
genético, pode ser submetido a estresses com substancias conhecidamente danosas
ao DNA, como compostos clastogénicos e/ou aneugénicos (FERNANDES et al., 2009;
VENTURA-CAMARGO et al., 2011). A acdo clastogénica é confirmada pela presenca
de microndcleos derivados da quebra cromossdmica durante a divisdo celular
(MAZZEO et al. 2011). Por outro lado, a acdo aneugénica é uma consequéncia da
inativacao das fibras do fuso mitético, que leva a perdas de cromossomos inteiros,

deixando estes de fazer parte do nucleo celular principal (FERNANDES et al., 2007).

Pode-se ainda ser verificado se outras substancias podem apresentar alguma
atividade moduladora danos induzidos ao material genético das células de A. cepa
(FELICIDADE et al., 2014; MAURO et al., 2014). Desta forma, este bioensaio pode

utilizado também em estudos para avaliacdo de antigenotoxicidade.



22

2.6 Metilmetanosulfonato (MMS) como agente indutor de danos ao DNA

O Metilmetanossulfonato (MMS) € um agente alquilante monofuncional, induz
diferentes tipos de adutos no DNA por reacdo com seus centros nucleofilicos, como
0s atomos de oxigénio e nitrogénio das bases (WYATT; PITTMAN et al., 2006). Cada
tipo de aduto pode, em principio, contribuir para os efeitos bioldgicos do agente
alquilante pelo qual € induzido, mas alguns adutos desempenham um papel mais
dominante na citotoxicidade, enquanto outros s&o mais mutagénicos ( CHATTERJEE;
WALKER, 2017; VELD et al., 1998).

Como controle positivo em ensaios com A. cepa, de modo geral, 0 MMS induz
diversos danos ao material genético incluindo: quebras cromossdémicas, formacéo de
micronucleo, ponte cromossdmica, aderéncia cromossdmica, dentre outros,
resultando no aumento da frequéncia de alteracfes cromossémicas (ALMEIDA et al.,
2015; ANACLETO et al., 2017; LIMAN et al., 2019). A frequéncia dessas alteracbes
serve como parametro e sdo comparadas aos tratamentos no experimento, portanto,
o MMS representa um O6timo agente para controle positivo em ensaios de
genotoxicidade/mutagenicidade em culturas de células e organismos teste (ALARABY
et al., 2015; BIANCHI et al., 2016; FAGUNDES et al., 2017; ROBERTO et al., 2016).

O emprego do MMS torna-se mais aplicavel nesses testes por apresentar alta
genotoxicidade em pequenas concentracdes, contudo baixa citotoxicidade, permitindo
gue as células continuem no ciclo celular e as alteracdes provocadas possam ser vista
em diferentes fases da diviséo celular (BIANCHI et al., 2015; RANK; NIELSEN, 1997).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Compostos testados, periodo e local

A piperina = 97% CAS (94-62-2) e a capsaicina = 95% CAS (404-86-4) foram
obtidas da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os reagentes utilizados (solvente,
corantes, fixadores, etc.) sdo todos de grau analitico. Sementes de cebola (cv. Vale
Ouro IPA-11) foram utilizadas nos protocolos propostos.

A etapas laboratoriais desse estudo ocorreram de julho a dezembro de 2018, e
foram realizadas no Laboratério de Genética (LABGENE) do Centro de Ciéncias da
Natureza (CCN) da UESPI e no Laboratério de Analises do Solo (LASO) do Centro de
Ciéncias Agrarias (CCA) UFPI, Teresina-Pl.

3.2 Bioensaio Allium cepa

Cem sementes de A. cepa por placas de Petri foram germinadas com agua
destilada em incubadora (BOD SL - 224®) com fotoperiodo de 12h e temperatura de
25° C por dois dias. Ap6s a germinacgao, as sementes com raizes entre (1-2 cm) foram
submetidas a diferentes tratamentos para avaliar a citogenotoxicidade e
antigenotoxicidade dos bioativos piperina e capsaicina segundo Rocha et al. (2016) e
Mauro et al. (2014), com modificacdes.

No ensaio de genotoxicidade, as sementes foram transferidas para o controle
negativo (CN) (Dimetilsulféxido - DMSO a 2% em agua destilada), controle do solvente
(CS) (4dgua destilada), controle positivo MMS | (Metilmetanosulfonato 10 pg/mL
dissolvido em DMSO a 2%) e MMS Il (dissolvido apenas em agua destilada). Foram
colocados também nos tratamentos com os isolados piperina ou capsaicina, em
diferentes concentracdes (25, 50, 100 e 200 uM), valores iguais a aliquotas de
farmacos e comuns em ensaios de quimioterapicos (GREENSHIELDS, et al., 2015;
LEWISKA et al., 2015; SIDDIQUI et al. 2017), dissolvidas em DMSO a 2%, uma placa

por concentracdo com 30 sementes em cada um e exposicao de 48h.

Ja4 a avaliacdo da antigenotoxicidade (efeito protetor) foi realizada pela
exposicdo do extrato vegetal antes, simultaneamente ou apés a exposicdo do MMS,
representando os tratamentos pré, simultaneo e poés, respectivamente (ROCHA et al.,
2016). O pre-tratamento avalia acdo desmutagénica, o simultaneo avalia a atividade
desmutagénica e bioantimutagénica e o pos indica agdo bioantimutagénica (FEDEL-
MIYASATO et al., 2014; FELICIDADE et al., 2014).
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Para avaliar o efeito protetor, os tratamentos e protocolos foram realizados de
acordo com Mauro et al. (2014), porém com algumas modificagcbes. No pré-
tratamento, as sementes foram expostas as solu¢cdes com piperina ou capsaicina por
24h e por mais 24h no MMS. No tratamento simultaneo, as sementes foram
germinadas em &gua destilada durante 24h e depois em piperina ou capsaicina e
MMS, adicionados simultaneamente, por mais 24h. No pos-tratamento, as sementes
foram germinadas em MMS durante 24h e por 24h adicionais nos tratamentos com

piperina ou capsaicina nas concentracfes supracitadas.

Apés os tratamentos realizados, as raizes foram fixadas em Carnoy (3 etanol:1
acido acético) por 6-8h e estocadas a -20°C até o momento de preparo da laminas.
Para a confeccédo das laminas, as raizes foram lavadas trés vezes em agua destilada
por 5 min cada e hidrolisadas a 60 °C por 10 min em HCI 1N. Depois da hidrolise, as
raizes foram novamente lavadas em agua destilada e transferidas para frascos de
vidro ambar, contendo o Reativo de Schiff, onde permaneceram em local escuro, por
2h. As raizes foram entdo lavadas, até a total retirada do reativo, transferidas para
laminas, onde foram esmagadas em uma gota de carmim acético a 2% e montadas
com Entellan® (Almeida et al., 2016).

A citotoxicidade, genotoxicidade e antigenotoxicidade foram avaliadas pela
contagem de 5.000 células meristeméaticas por tratamento (500 células/ laminas, com
um total de 10 laminas analisadas por tratamento) em microscopio de luz (Zeiss Primo

Star com camera Axiocam 105 color) com aumento de 400x.

Foram avaliados para cada tratamento o indice mitético (IM, citotoxicidade) e
frequéncia de alteracbes cromossomicas (AC, genotoxicidade), resultantes de acéo
aneugénica (metafase com aderéncia cromossdmica, C-metafase, perda
cromossOmica, anafase multipolar, células binucleadas, metafase poliploides, entre
outras) e/ou de acdo clastogénica (fragmentos cromossémicos em metafase ou
anéfase, pontes cromossOmicas e outras alteragdes).

Indice mitotico = Nimero total de células em divisdo x 100
Total de células observadas

AC = Total de alteracées cromossdmicas x 500
Total de células observadas
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O efeito protetor foi avaliado pela analise da porcentagem de reducao de danos
(%RD) para cada tratamento com piperina ou capsaicina, de acordo com a seguinte
férmula: %RD =[(a - b)/ (a - c)] x 100 (onde: a = média das alteracdes cromossdmicas
do CP; b = média das alteracdes cromossdmicas em cada tratamento e ¢ = média das

alteracdes cromossdmicas no CN) (Waters et al., 1990).
3.3 Andlise dos dados

Os dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
seguido do teste a posteriori de Student-Newman-Keuls (p < 0,05), no programa
BioEstat 5.3 (Ayres et al., 2007), para realizar a comparagado entre as medias dos

controles e grupos tratados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pesquisas tém se concentrado na identificacdo de fitoquimicos e compostos
isolados, que exercam efeitos benéficos, e na elucidagdo de mecanismos que estejam
relacionados com o efeito protetor desses compostos na célula (QIAN et al., 2016;
SHARMA et al., 2012; ZHANG et al., 2015). A protecao contra danos ao DNA pode
ser resultante da interacdo de compostos bioativos com agentes mutagénicos no meio
intracelular e/ou extracelular (desmutagénicos) e no processo de reparo de danos
(bioantimutagénicos) (ANDRADE et al., 2016; ASITA; HEISI; TJALE, 2015; SANTOS
et al., 2012). Geralmente, a acdo quimiopreventiva esta associada com o potencial
antioxidante de varios compostos isolados (BANERJEE et al., 2008; RIBEIRO et al.,
2018) que foram estudados no modelo A. cepa (CELIK; ASLANTURK, 2006; LIMAN;
HAKK; GOKCE, 2017; SHETTY et al., 2017). Considerando a importancia da piperina
e capsaicina como especiarias utilizadas na gastronomia e na medicina popular (BLEY
et al., 2012; KOLEVA et al., 2012; MUHAMMAD et al., 2018) e a necessidade de
realizar mais estudos toxicogenéticos, o presente estudo teve como obijetivo investigar
o efeito citogenotdxico e antigenotdxico dessas moléculas nas células meristematicas

de A. cepa.

4.1 Citotoxicidade e efeito modulador de danos celulares da piperina e

capsaicina

O Dimetilsulféxido (DMSO a 2%) utilizado como controle negativo (CN) néo
apresentou efeito citogenotéxico, pois ndo houve diferenca significativa em relacao a
agua destilada (controle do solvente). Os controles positivos, MMS |
(Metilmetanosulfonato dissolvido em DMSO a 2%) e o MMS Il (dissolvido em agua
destilada) também néo apresentaram diferenca significativa quando comparados um
ao outro. Os resultados mostraram que o DMSO a 2% né&o teve efeito sobre a acao
dos agentes testados (piperina ou capsaicina) e sobre o MMS. Desta forma, os
resultados usando agua destilada e MMS Il sdo omitidos nas tabelas (Tabelas 1 a 5).
Resultados similares foram observados em outros estudos com A. cepa utilizando o
DMSO como solvente (ANACLETO; ROBERTO; MARIN-MORALES, 2017; BIANCHI
et a., 2016; DIAS et al. 2019).

A piperina e a capsaicina foram citotoxicas nas concentracdes 50 a 200 uM

(Tabela 1), pois houve reducéo significativa do indice mitético (IM) das células



Tabela 1 - Efeito citotdxico da piperina e capsaicina nas células meristeméaticas de Allium cepa em diferentes concentracdes.

Fases da mitose (%) indice Células em
Tratamento Concentracéo (Média + DP) Mitotico (%) dglr\;ljgretses(%m)
Préfase Metafase Anéfase Tel6fase (Média £ DP) (Média + DP)
CN DMSO 2% 15,93 + 0,87 1,33+ 0,75 1,62 + 0,60 0,98 + 0,34 19,86 + 1,16 0,04 £0,12
MMS | 10 pyg/mL 10,57 + 1,50** 1,16 + 0,51 1,09 + 0,46 0,67 £ 0,50 14,09 + 1,96** 0,77 £ 1,80
25 uM 15,38 + 0,84 1,36 £ 0,46 0,97 £ 0,39 1,21 £ 0,45 18,93+ 1,21 0,08 £ 0,24
Piperina 50 uM 14,13 + 1,05* 1,46 £ 0,49 1,44 + 0,33 1,08 +£ 0,46 18,11 + 1,06* 0,51+1,29
P 100 pM 12,90 + 1,42** 1,31+ 0,79 1,01 £ 0,52 1,01 £ 0,52 16,22 + 1,94** 0,27 £ 0,60
200 pM 14,27 + 0,84* 1,23+ 0,51 1,26 + 0,59 1,10 + 0,67 17,85 +0,81* 0,47 £ 1,03
25 uM 14,39 £ 0,61 1,24 + 0,38 1,02 £ 0,42* 1,43 + 0,64 18,08 £ 0,97 0,13 £ 0,40
Capsaicina 50 uM 13,00 £ 0,91* 1,05 + 0,39 0,99 £ 0,37* 1,39 + 0,37 16,42 + 1,38* 0,02 £ 0,06
P 100 uM 9,37 £ 1,85* 0,93+0,41 0,81 £ 0,47* 0,79 £ 0,49 11,90 + 2,12** 0,00 £ 0,00
200 pM 4,64 + 2,55** 0,15 £ 0,22** 0,17 £ 0,25** 0,24 £ 0,33** 5,21 + 3,05** 1,74 + 2,30

CN: Controle Negativo (Dimetilsulfoxido - DMSO a 2% em agua destilada). MMS |: Metilmetanosulfonato dissolvido em DMSO a 2%, DP: Desvio-padréo.
*Significativo no teste de Kruskal-Wallis seguido de teste de Student-Newman-Keuls (* p < 0,05; **p <0,01) quando comparado ao CN. Os resultados referem-
se a analise de 5.000 células por tratamento apés 48h de exposicao aos agentes testados.
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meristematicas de A. cepa em relacdo ao CN, sendo dose dependente quando

expostas a capsaicina.

A capsaicina apresentou IM menor em todas as concentracdes, principalmente
na maior (200 uM), quando comparados a piperina. O efeito citotoxico (IM) pode ser
resultante do aumento de células em processo de morte (CPM) e da reducao das
fases da diviséo celular (BIANCHI et al., 2010; LIMAN et al., 2019).

O aumento da porcentagem das células de A. cepa em processo de morte nas
maiores concentracdes (50, 100 e 200 uM) da piperina e na menor (25 puM) e maior
(200 uM) concentracdo da capsaicina pode ter contribuido para o efeito citotoxico,
mesmo néo sendo significativas quando comparadas ao CN (Tabela 1). Resultados
similares foram observados em células de adenocarcinoma humano tratadas com a
piperina (10-150 uM), que inibiu a progressédo do ciclo celular e provocou apoptose
nestas células, atribuida ao estresse oxidativo por espécies reativas de oxigénio
(EROs) induzidas pela piperina nas concentragdes 100 e 150 uM (YAFFE et al., 2013).

Enguanto a capsaicina também induziu a apoptose e inibiu a proliferacdo de
células tumorais de cancer de pulmao e bexiga, in vitro, e de camundongos in vivo,
com a inibicdo da NADH-oxidorredutase, que estimula a atividade celular e
proliferacdo. Além disso, a capsaicina também promoveu nessas células a ruptura da
permeabilidade da membrana mitocondrial, geracdo de EROs e espécies reativas de
nitrogénio (BROWN et al., 2010; CHO; LEE; CHOI, 2017; PRAMANIK et al., 2011;
QIAN et al., 2016). No entanto a capsaicina ndo provocou apoptose em linhagens de
cancer humano de pulmdo A549 e préstata DU145, mesmo quando utilizada em
concentracdes de até 250 uM (LEWINSKA et al., 2015). Assim como nos trabalhos
citados, a liberacao de radicais livres pela capsaicina e piperina pode ter sido um dos

fatores que provocou o aumento das CPM em A. cepa.

Em relacdo as fases da mitose, foi observado uma reducéo significativa
somente das préfases nas concentracbes de 50 a 200 uM de piperina quando
comparadas com o CN. J& a capsaicina provocou redu¢des em todas as fases do ciclo
celular, sendo significativas para a préfase (50 a 200 uM), metafase (200 uM), anafase
(todas as concentragcdes) e teléfase (200 uM) (Tabela 1). Sendo assim, o efeito
citotoxico observado no presente estudo esta relacionado principalmente com a
reducdo significativa das profases para as duas moléculas citadas, que provoca a

desaceleracao da taxa de progresséao celular como observado por PING et al. (2012).
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A reducédo do IM pode também estar associada com a interferéncia da piperina
ou capsaicina no processo de sintese de DNA (AHMED et al., 2017), estresse
oxidativo (KAUR et al., 2014; SHETTY et al.,, 2017) e na inibicdo de proteinas
especificas que estdo envolvidas com os pontos de checagem em G1/S e/ou G2/M
nas células meristematicas de A. cepa, diminuindo o processo de divisdo celular
(GHOSH et al., 2015; TURKOGLU, 2012). Este resultado é reforcado em estudos
prévios que evidenciaram a citotoxicidade da piperina em concentracdes similares as
do presente estudo, que promoveram a parada de células cancerigenas de
melanoma, co6lon humano e cancer de prostata em G1 (FOFARIA et al.,, 2014;
OUYANG et al., 2013; YAFFE et al., 2015) e células de cancer bucal e retal em G2/M
(SIDDIQUI et al., 2017; YAFFE et al., 2013). Resultados similares também foram
observados em cancer de mama e osteosarcoma, onde a piperina provocou a parada
do ciclo celular em G2/M associada a diminuicdo da expresséo da ciclina B1 (
DOUCETTE et al., 2013; GREENSHIELDS et al., 2015; ZHANG et al., 2015) nas

mesmas concentracdes do presente estudo (25-200 pM).

Em células cancerigenas, a capsaicina também induziu estresse oxidativo,
diminuicdo na atividade metabdlica, proliferacdo celular e altera¢des no ciclo celular
nas maiores concentragdes (2100 uM) (LEWINSKA et al., 2015). Em linhagens de
carcinoma humano, a capsaicina promoveu a parada do ciclo celular (150-250 puM),
principalmente em G2/M (LIN et al., 2013). Em células de carcinoma da bexiga, a
capsaicina induziu parada do ciclo celular em G1 ao inibir as quinases dependentes
de ciclina (CDK2, CDK4 e CDK6) (CHEN et al., 2012). A citotoxicadade da capsaicina
na faixa micromolar foi reportado para uma série de linhagens celulares cancerigenas,
e acredita-se que o pico da atividade antiproliferativa seja entre 200 e 300 uM (BLEY
et al., 2012).

Quanto ao efeito citoprotetor, ndo houve diferenca significativa do IM nos trés
protocolos (pré, simultdneo e poés-tratamento) no tratamento com a piperina em
relacdo ao MMS |. Quanto a capsaicina, observou-se reducdes significativas em
relacdo ao MMS no pré-tratamento (100 e 200 uM), no simultéaneo (25 e 100 puM) e no
pos-tratamento (200 uM). Enquanto nas outras concentracdes dos protocolos citados,
além de néo ocorrer efeito protetor ainda houve uma diminuicdo do IM quando

comparado com o MMS | (Tabela 2).
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Tabela 2 - Efeito citoprotetor da piperina e capsaicina nas células meristematicas de Allium cepa em diferentes concentragdes.
Fases da mitose (%) Células em Processo

indice Mitotico (%)

Tratamento Concentracéo (Média + DP) (Média * DP) de Morte (%)

Préfase Metéfase Anéfase Tel6fase - (Média + DP)
CN DMSO 2% 15,93 + 0,87 1,33+0,75 1,62 £ 0,60 0,98 + 0,34 19,86 + 1,16* 0,04 +0,12
MMS | 10 pg/mL 10,57 + 1,50 1,16 £ 0,51 1,09 + 0,46 0,67 0,50 14,09 + 1,96 0,77 +1,80
Piperina 25 M 11,60 1,08 1,10 0,47 1,00 0,28 1,00 + 0,44 14,70 + 1,66 1,03+ 1,42
50 pM 11,24 +1,06 0,75 + 0,31* 0,77 + 0,40 1,01 + 0,45 13,78 + 1,33 0,02 + 0,06
Pré- 100 pM 10,80 + 0,49 1,18 + 0,48 0,77 £0,28 0,85 + 0,43 13,60 + 0,88 0,24 +0,43
tratamento 200 pM 10,42 + 0,85 0,90 £ 0,39 0,66 + 0,36* 0,56 £ 0,32 12,53 +1,06 0,45+0,84
25 M 9,12+ 2,36 0,13 0,40 1,03+0,38 0,66 + 0,32 11,93 £ 2,27 0,22+0,70
Tratamento 50 uM 8,14 + 2,63 1,15+ 0,47 0,56 £ 0,39* 0,91+£0,38 10,77 + 3,21 0,43 +£0,70
Simultaneo 100 pM 9,23+ 1,40 1,24 + 0,65 0,62 £ 0,33* 0,90 £ 0,37 11,99+ 1,60 0,00 £ 0,00
200 pM 8,13+2,12 0,78 £0,38 0,69 £ 0,38 0,85 +0,63 10,62 + 2,28 0,00 £ 0,00
25 M 8,79 + 1,29 1,27 £ 0,55 1,22+0,39 0,97 + 0,47 12,25 + 2,04 0,24 +0,77
Pos- 50 pM 10,40 + 0,97 1,47 +0,55 1,20 + 0,50 1,21 0,61 14,26 + 1,32 0,52 +1,10
tratamento 100 pM 9,55 + 1,04 1,13+0,34 1,12 +0,45 1,24 +0,51 13,03 £1,55 0,00 + 0,00
200 pM 9,35+ 1,02 1,36 + 0,59 0,96 £ 0,50 0,93 +£0,36 1259 +1,41 0,26 £ 0,82
Capsaicina 25 M 1221+1,36 0,82+0,43 054%033  0,41+0,29 13,97+ 1,84 0,00 £ 0,00
50 pM 9,58 + 1,60 0,46 + 0,28 0,39 £ 0,25** 0,39 £ 0,25 10,83 +1,91 0,25 £ 0,55
Pré- 100 uM 6,15 + 1,49* 0,37 £0,39*" 0,24 £ 0,29** 0,40 £0,28 7,71 +2,10" 0,08 £0,19
tratamento 200 pM 5,48 + 1,72+ 0,44 + 0,28** 0,27 +0,24"* 0,34 +0,29 6,54 + 2,10%* 1,01 + 1,58
25 M 8,16 + 1,91 0,82+ 0,61 0,34+ 0,19 0,37 £0,29 9,69 + 1,96 0,00 0,00
Tratamento 50 uM 9,87 +1,61 0,90 £ 0,38 0,42 £ 0,25* 0,82 £ 0,36 12,00 + 1,23 0,00 £ 0,00
Simultaneo 100 pM 8,71 + 1,99 0,71+ 0,28 0,24+0,15" 0,47 £0,12 10,19 + 2,02 0,00 + 0,00
200 pM 8,95 + 1,91 0,79+0,28 0,39+0,31"  0,40+0,21 10,53 + 1,95 0,52 + 1,63
25 uM 9,09 +1,68 1,50+ 0,49 0,68 + 0,24 0,81+0,44 12,09 +2,10 0,40 £ 0,86
Pos- 50 uM 8,76 + 1,54 1,20+ 0,48 0,84 £ 0,39 0,81 +£0,36 11,61 +1,80 0,00 £ 0,00
tratamento 100 uM 819+103 1,27£037 085043 %1565:: 11,49+ 1,76 0,46 £ 0,82
200 pM 4,45 + 1,54** 0,46 + 0,54 0,21+0,28" 0,27 +0,28 5,38 + 2,39+ 1,64 + 3,02

CN: Controle Negativo (Dimetilsulféxido - DMSO a 2% em agua destilada). MMS I: Metilmetanosulfonato dissolvido em DMSO a 2%. Pré-tratamento: raizes expostas a
piperina ou capsaicina (24h) e depois ao MMS (24h). Tratamento Simultaneo: raizes em agua destilada (24h) e depois na piperina ou capsaicina e MMS (24h), adicionados
simultaneamente. Pés-tratamento: raizes expostas ao MMS (24h) e por mais 24h na piperina ou capsaicina. DP: Desvio-padrdo. *Significativo no teste de Kruskal-Wallis seguido
de teste de Student-Newman-Keuls (* p < 0,05; ** p <0,01) quando comparado ao MMS |. Os resultados referem-se a analise de 5.000 células por tratamento.
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Em todas as concentracfes avaliadas com a piperina ou capsaicina, também
ndo houve diferenca significativa das CPM em todos os protocolos (pré, simultaneo e

pos-tratamento) em relagcdo ao MMS | (Tabela 2).

Nas células de A. cepa expostas a piperina, ndo foi observada diferenca
significativa das fases da mitose em praticamente todas as concentracées do pré,
simultaneo e pods-tratamento em relacdo ao MMS, reforcando a auséncia do efeito
citoprotetor. Ja o tratamento com a capsaicina apresentou reducdes significativas da
préfase, metafase e anafase (pré, simultaneo e pos-tratamento) e da teléfase apenas

no pés-tratamento nas fases da mitose (Tabela 2).

Os resultados observados mostram que a piperina ou capsaicina ndao foram
capazes de neutralizar acdo citotoxica do MMS. As duas moléculas sdo alcaloides,
gue apresentam tanto acdo antioxidante quanto pré-oxidante (capazes de gerar
radicais livres) dependendo da dose e do grupo de células tratadas (GUTIERREZ et
al.,, 2013; MACAKOVA et al.,, 2019; RATHER; BHAGAT, 2018). Provavelmente,
ambas as moléculas atuaram gerando radicais livres assim como nos trabalhos

citados previamente com cultura de células.

A acdo pré-oxidante dessas moléculas pode ter atuado de forma sinérgica com
o MMS, potencializando acao citotdéxica do mesmo, principalmente para a capsaicina,
gue promoveu reducdes significativas do IM. Este resultado é reforcado pelo fato de
gue os agentes alquilantes, como o MMS, reduzem rapidamente o0s niveis de
glutationa-S-transferases (GST) em células de mamiferos, causando estresse
oxidativo (LIU et al., 1996) e podem ter atuado de forma semelhante nas células
meristematicas de A. cepa, que tém altos niveis de GST (HOSSAIN et al., 2007).

Sendo assim, a reducdo dos niveis de GST tanto pelo MMS como pelas
moléculas do presente estudo podem resultar na diminuicdo das defesas
antioxidantes das células do presente estudo e no consequente acumulo de EROs.
Estes compostos podem estar associados a diminui¢cdo do IM observado nas células
meristematicas de A. cepa, pois causam peroxidacao de lipidios, alteracdes na fluidez
da membrana e danos no DNA como observados em A. cepa por Bianchi et al. (2016).
Em resposta a estes danos, geralmente ocorre um atraso no ciclo mitético,
principalmente nas fases G1 e G2, para permitir que as células reparem o dano

induzido antes de replicar seu DNA e comecar a mitose (FENG et al., 2010).
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4.2 Genotoxicidade da piperina e capsaicina

Alteracbes cromossdmicas em A. cepa podem ser observadas em qualquer
fase do ciclo celular e sdo consideradas evidéncias de efeitos genotoxicos e/ou
mutagénicos induzidos por agentes clastogénicos ou aneugénicos (FERNANDES et
al., 2009; TEDESCO et al.,, 2012). Fitoterapicos na forma de extratos (aquoso,
etanolico, dentre outros solventes), 6leos essenciais, infusdes, ou mesmo compostos
bioativos isolados s&o rotineiramente submetidos a ensaios de citogenotoxicidade
(LIMAN et al., 2018; MOHAMMED et al., 2015; SPONCHIADO et al., 2016; OYEYEMI;
BAKARE, 2013).

A piperina provocou aumento significativo na meédia total das alteracoes
cromossOmicas (efeito genotdxico) nas maiores concentracdes (50 a 200 uM) das
células meristeméticas de A. cepa quando comparadas ao CN. Para capsaicina, o
efeito genotdxico foi dose-dependente com aumento significativo para todas as
concentragfes (Tabela 3). Além disso, foi verificado que a média total das alteracdes
cromossOmicas resultantes da acdo da capsaicina foram maiores do que a da
piperina. Provavelmente, a acao pré-oxidante das duas moléculas em estudo pode ter
resultado no efeito genotdxico observado, pois as EROs aumentam o risco de danos
no DNA, incluindo a divisdo de células com danos ndo reparados ou mal reparados,
levando a mutacdes (KEHRER e KLOTZ, 2015).

Tabela 3 - Efeito genotdxico da piperina e capsaicina nas células meristeméaticas de
Allium cepa em diferentes concentragdes.

Total de Alteracdes Cromossbmicas

Tratamento Concentragéo (Média + DP)
CN DMSO 2% 4,13+ 2,28
MMS | 10 pg/mL 59,52 + 13,34**
25 UM 6,63 + 3,23
o 50 UM 11,93 + 2,69**
Piperina 100 UM 11,63 + 6,44*
200 UM 15,05 + 3,79**
25 UM 13,31 + 9,71*
Cansaicing 50 pM 14,55 + 3,46**
P 100 pM 15,36 + 4,94**
200 uM 16,78 + 6,73**

CN: Controle Negativo (Dimetilsulféxido — DMSO a 2% em agua destilada). MMS I
Metilmetanosulfonato dissolvido em DMSO a 2%, DP: Desvio-padréo. *Significativo no teste de Kruskal-
Wallis seguido de teste de Student-Newman-Keuls (* p < 0,05; **p <0,01) quando comparado ao CN.
Os resultados referem-se a analise de 5.000 células por tratamento apds 48h de exposi¢céo aos agentes
testados.
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Resultados similares quanto as indu¢des de danos ao DNA também foram
observados em células de melanoma humano tratadas com a piperina, que resultou
em EROs e reduziu drasticamente a expressdo da DNA polimerase b (enzima que
desempenha papel importante no reparo de quebras da cadeia de DNA), o que sugere
gue a piperina (100, 150 e 200 uM) causou danos ao DNA e ainda impediu o reparo
(FOFARIA et al., 2014). Contudo, outros sistemas testes (AMES, Micronucleo in vivo
e in vitro) mostram que baixas concentracbes da piperina isolada foram
predominantemente nao genotoxicas (BALAKRISHNAN et al., 2008; KAREKAR et al.,
1996; THIEL et al., 2014).

Para a capsaicina, a acdo genotdxica (100 e 200 uM) também foi observada
em células humanas no ensaio de Micronudcleos e no teste de Troca de Cromatides
Irmas (MARQUES et al., 2002). A capsaicina, em concentracfes a partir de 100 uM,
estimulou tanto as rupturas da cadeia dupla do DNA como a produgdo de
micronucleos em células de cancer de prostata e pulmao (LEWINSKA et al., 2015).
Além disso, resultados com baixo potencial genotéxico sdo mostrados no teste de
AMES, teste de Mutacdo de Células de Linfoma de camundongo, teste de
Micronucleos da medula éssea in vivo e Alteracées cromossémicas em linfécitos do
sangue periférico (CHANDA et al., 2004; PROUDLOCK et al., 2004).

A piperina e a capsaicina provocaram diferentes tipos de alteragbes
cromossdmicas quando analisadas individualmente nas células de A. cepa, como:
micronucleo (MN), broto nuclear (BN), quebra cromossdmica (QC), célula binucleada
(CB), aderéncia cromossd6mica (AC), C-metafase (CM), perda cromossdmica (PC),
ponte cromossdmica (PT), anafase multipolar (AM) e alteracdo nuclear (AN) (Figura
5).

Na piperina, apenas os MNs foram significativos (200 pM) quando comparados
ao CN. Ja capsaicina causou aumento significativo dos MNs (todas as
concentracfes), BNs (50 a 200 uM) e ACs (50 e 100 uM). De forma geral, tanto a
piperina quanto a capsaicina provocaram aumento das altera¢gdes cromossémicas em
relacdo ao CN na maioria das concentracdes, o que reforca o efeito genotoxico das
moléculas analisadas (Tabela 4).
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Figura 5 - Alteragcbes cromossémicas e nucleares observadas pela analise de células meristematicas
de raizes de Allium cepa. A: interfase normal; B: proéfase normal; C: metafase normal; D: anafase
normal; E: tel6fase normal; F: microndcleo (seta); G: interfase com broto nuclear; H: quebras
cromossoémicas (seta); I: aderéncia cromossomica; J: C-metafase; K: perda cromoss6mica (seta); L:
ponte cromossémica (seta) e quebra cromossOmica (cabeca de seta); M: anafase multipolar; N: célula
binucleada; O: alteragdes nucleares; P: célula em processo de morte (ndcleo heteropicnoético e
deslocado para a periferia celular; vacuolizagédo e polimerizacdo do citoplasma). Barra: 10um (para
todas as imagens).

Os MNs observados no presente estudo podem ser decorrentes de danos
clastogénicos e/ou aneugénicos ndo reparados ou reparados erroneamente, nas
células parentais, sendo facilmente observados nas células-filhas como estrutura
semelhante ao ndcleo principal, porém em tamanho reduzido (FERNANDES et al.,
2007; LEME; MARIN-MORALES, 2008; YADAV et al., 2019).
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Tabela 4 - Média das alteracdes cromoss6micas em células meristematicas de Allium cepa apds exposicao a piperina e capsaicina
em diferentes concentracoes.

Tratamento  Concentragdo Alteragdes Cromossdmicas (Média + DP)

MN BN QC CB AC Cm PC PT AM AN
CN DMSO 2% 0,84 + 1,08 282+162 0,00+0,00 0,00+0,00 0,10%x031 0,10%x0,30 0,19%+0,39 0,00£0,00 0,10+0,31 0,00+0,00
MMS | 10 pg/mL 33,56 + 7,66** 23,43+580* 0,46+064 028+064 0,38+050 0,00+x000 084+101 0,28+045 0,10%x031 0,19+0,39
25 uM 3,04 +1,74 2,54 +239 0,00+£0,00 0,10+x0,31 0,38%x0,50 0,09+0,29 0,29+0,65 0,10+0,30 0,10+x0,31 0,00+0,00
Piperina 50 uM 3,81+3,22 755+4,78 0,18+0,37 0,00£0,00 0,19+040 0,000,000 0,10+£0,30 0,10+£0,31 0,00+0,00 0,00+0,00
100 pM 3,48 +4,48 6,77+521 0,09+030 0,00+000 0,36+047 009+030 0,37+047 0,09+030 0,09+0,30 0,19+0,40
200 pM 6,98 t 2,64** 6,65+3,72 0,10+031 0,00+000 048+068 009+029 0,28+045 0,19+0,40 0,29+0,46 0,000,00
25 uM 6,80 * 6,53* 488+382 0,00+0,00 000+000 107+163 0,00+000 0,19+040 0,19+040 0,00£0,00 0,19+0,39
Capsaicina 50 uM 5,53 +2,57* 6,74 +6,53* 0,09+0,30 0,20+063 1,60+141* 0,10+0,31 0,10+x0,31 0,19+0,39 0,00+0,00 0,10+0,31
100 pM 6,58 +2,74*  6,74+288* 0,00+0,00 0,00+£0,00 155+143* 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,38+0,49 0,00+0,00 0,10+0,30
200 uM 7,69+386* 769+386* 000+000 0,36+075 127+158 0,00+£0,00 0,09+0,30 0,00+0,00 0,00+0,00 0,09+0,28

CN: Controle Negativo (Dimetilsulfoxido - DMSO a 2% em agua destilada). MMS I: Metilmetanosulfonato dissolvido em DMSO a 2%. MN: Micronucleo. BN: Broto
Nuclear. QC: Quebra Cromossdmica. CB: Célula Binucleada. AC: Aderéncia Cromossbmica. Cm: C-metafase. PC: Perda CromossO6mica. PT: Ponte
Cromossémica. AM: Anéfase Multipolar. AN: Alteracdo Nuclear. DP: Desvio-padréo. *Significativo no teste de Kruskal-Wallis seguido de teste de Student-Newman-
Keuls (* p < 0,05; **p <0,01) quando comparado ao CN. Os resultados referem-se a analise de 5.000 células por tratamento ap6s 48h de exposicao aos agentes
testados.
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Os BNs podem ser relacionados ao processo inicial de formacao de MN,
através da eliminacdo do material genético extra no nucleo principal da célula, ou pode
ser devido a agregacao de um cromossomo atrasado pelo envelope nuclear, antes de
ser totalmente reincorporado ao nucleo principal (BIANCHI et al., 2015). As ACs séo
um tipo de anormalidade que envolve a proteina na matriz da cromatina e néo
necessariamente o proprio DNA; esta pode ainda ser irreversivel e levar a morte
celular (FERNANDES; MARIN-MORALES, 2009).

A presenca das alteracbes cromossomicas significativas (MN e BN) no
presente estudo mostram que a piperina ou capsaicina estao interagindo com a
molécula de DNA, como foi observado por estudos de espectroscopia de absor¢éo e
fluorescéncia UV-visivel, a interacdo da piperina com sulco menor do DNA, exibindo
uma especificidade para sequéncias ricas em AT (HARIS et al., 2015). O mecanismo
de interacdo da capsaicina com o DNA é de ligagdo nédo intercalada com o sulco
menor, e se encontra principalmente em regibes que predominam as bases
nitrogenadas GC (QAIS et al., 2017). Apesar de nao realizar forte interacdo intercalar,
a exposicao a capsaicina diminuiu a interacdo entre o DNA e o brometo de etidio
(agente intercalante), possivelmente removendo o brometo de etidio e ligando-se ao
DNA (YILMAZ et al., 2017).

4.3 Antigenotoxicidade da piperina e capsaicina

A piperina e a capsaicina sao potenciais antimutagénicos e anticarcinogénicos
(ABO-ZEID; FARGHALY, 2009; FERNANDEZ-BEDMAR; ALONSO-MORAGA, 2016).
Desta forma, buscou-se avaliar a atividade antigenotoxica de ambas as moléculas
sobre danos induzidos pelo MMS (10 ug/mL) com os protocolos pré, simultaneo e pés
tratamento, que sao utilizados como modelos padrdo (FEDEL-MIYASATO et al., 2014;
FELICIDADE et al., 2014; MAURO et al., 2014).

A reducao significativa da média total das alteracées cromossémicas de A.
cepa quando expostas a piperina foi observada no pré (50 a 200 uM), simultdneo
(todas as concentracfes) e no pds-tratamento (todas as concentracfes) em relacao
ao MMS | (Tabela 5). A porcentagem de reducdo de danos (%RD) variou de 57,93 a
85,66%, de 58,71 a 74,07% e de 54,38 a 64,16% no pré, simultaneo e pés- tratamento,
respectivamente. O pré-tratamento destacou-se pelas maiores %RD em relacdo aos

outros protocolos.
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Tabela 5 - Efeito antigenotdxico da piperina e capsaicina nas células meristematicas
de Allium cepa em diferentes concentracoes.

Total de Alteracdes Porcentagem de Reducéo
Tratamento Concentracéao CromossOmicas de Danos
(Média + DP) (%RD)
CN DMSO a 2% 4,13 + 2,28* -
MMS | 10 pg/mL 59,52 + 13,34 -
Piperina
25 uM 27,43 £ 5,29 57,93
Pré-tratamento 50 uM 15,06 £ 5,44+ 80,27
100 uM 13,39 + 4,33** 83,28
200 uM 12,07 £ 2,83** 85,66
25 uM 18,49 £ 5,68** 74,07
Tratamento 50 uM 19,64 £ 22,09+ 72,00
Simultaneo 100 uM 22,09 + 6,65 67,57
200 uM 27,00 + 8,19* 58,71
25 uM 23,98 £ 7,96 64,16
Pés-tratamento 50 uM 25,04 + 6,39+ 62,25
100 uM 28,49 + 8,27+ 56,02
200 uM 29,40 + 7,05* 54,38
Capsaicina
25 uM 11,77 £ 4,95* 86.21
. 50 uM 18,66 + 4,05* 73,77
Pre-tratamento 100 uM 20,53 + 8,21+ 70.39
200 uM 18,64 + 6,71* 73,80
25 uM 39,38 + 6,93* 36,36
Tratamento 50 uM 35,01 £ 15,16** 4424
Simultaneo 100 uM 30,78 + 7,63* 51,89
200 uM 37,07 £ 11,46* 40,53
25 uM 50,18 + 11,64 16,86
P6s-tratamento 50 uM 61,60 + 13,31 -3,75
100 uM 57,46 £ 9,74 3,72
200 uM 39,67 + 14,23* 35,84

CN: Controle Negativo (Dimetilsulféxido - DMSO a 2% em 4&gua destilada). MMS I
Metilmetanosulfonato dissolvido em DMSO a 2%. Pré-tratamento: raizes expostas a piperina e
capsaicina (24h) e depois ao MMS (24h). Tratamento Simultaneo: raizes em agua destilada (24h) e
depois com (piperina ou capsaicina) e MMS (24h), adicionados simultaneamente. Pds-tratamento:
raizes expostas ao MMS (24h) e por mais 24h na (piperina ou capsaicina). DP: Desvio-padréo.
*Significativo no teste de Kruskal-Wallis seguido de teste de Student-Newman-Keuls (* p < 0,05; ** p

<0,01), quando comparado ao MMS |. Os resultados referem-se a andlise de 5.000 células por
tratamento.

Resultado similar quanto ao efeito protetor também foi observado para a
capsaicina, principalmente no pré e no simultaneo (todas as concentrac¢des), enquanto
no poés-tratamento apenas a maior concentracao (200 uM) teve efeito protetor (Tabela
5). A %RD variou de 73,80 a 86,21%, 36,36 a 40,53% e de -3,75 a 35,84%, no pré,
simultaneo e pos- tratamento, respectivamente. Assim como na piperina, a capsaicina
também apresentou melhor %RD no pré-tratamento. Além disso, comparando as duas
moléculas, foi verificado que a piperina apresentou maior %RD em todas as
concentracdes de todos os protocolos utilizados, exceto na menor concentracao do

pré-tratamento.
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De forma geral, os compostos testados promoveram o efeito protetor contra
acao genotoxica e mutagénica provocada pelo MMS. No pré-tratamento, o composto
isolado (piperina ou capsaicina) entrou em contato com a célula antes do agente
indutor de danos (MMS) e interagiu com 0 MMS no meio intracelular, podendo ser no
citoplasma ou mesmo no nucleo celular. Dois mecanismos nos quais a piperina ou a
capsaicina podem atuar para alterar os efeitos do MMS foram sugeridos: (I) os
isolados podem interagir diretamente com o MMS, impedindo a sua acdo mutagénica,
e, consequentemente teria uma atividade desmutagénica e/ou (Il) os isolados
poderiam modular previamente o sistema enzimatico, melhorando a capacidade de
reparo dos danos induzidos pelo MMS. Os dois mecanismos foram previamente
propostos por Felicidade et al. (2014) para o efeito protetor do extrato etandlico de

Rosmarinus officinalis L. em células meristematicas de A. cepa.

Para o tratamento simultaneo em que sao administrados o isolado (piperina ou
capsaicina) e o MMS, simultaneamente, a reducdo nos danos a célula pode ser
resultado tanto da acdo desmutagénica quanto da bioantimutagénica pelos bioativos
testados, como observados no composto inulina (MAURO et al., 2014) e no extrato
aquoso de folhas de Amaranthus spinosus L. (PRAJITHA; THOPPIL; 2015). No pos-
tratamento, a piperina e capsaicina promoveram também a reducdo dos danos
induzidos pelo MMS pela acdo bioantimutagénica, que atua em mecanismos de
reparo do DNA, induzindo a reversao do efeito mutagénico e impedindo a fixacdo de
mutacdes (DAMETTO et al., 2017; FEDEL-MIYASATO et al., 2014).

A piperina e capsaicina apresentaram genotoxicidade e efeito protetor (para os
trés protocolos) na maioria das concentracdes. Resultado similar quanto ao duplo
efeito também foi observado no extrato aquoso das folhas de Amaranthus spinosus L.
em células meristematicas de A. cepa (PRAJITHA; THOPPIL, 2015), sendo referido
como efeito "Janus” (ZEIGER, 2003). O efeito Janus é relatado para uma variedade
de fitoquimicos, principalmente do grupo dos alcaloides, polifendis, taninos, dentre
outros (PEREZ-CARREON et al., 2002; PRAJITHA; THOPPIL; 2015; SHETTY et al.,
2017). Além disso, outros trabalhos reforcam o efeito Janus observado no presente
estudo, pois a piperina e capsaicina sao alcaloides que apresentam tanto a acéo
antioxidante quanto pré-oxidante (capazes de gerar radicais livres) dependendo da
dose e do grupo de células tratadas (GUTIERREZ et al., 2013; MACAKOVA et al.,
2019; RATHER; BHAGAT, 2018).
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O MMS foi utilizado no presente estudo como indutor de danos ao DNA no
ensaio A. cepa. Ha dois mecanismos principais que esse composto pode atuar. O
primeiro € a sua conhecida capacidade de alquilacdo e metilacdo, que pode causar
guebras na cadeia dupla do DNA e inibi¢ao da forquilha de replicacdo (CHATTERJEE;
WALKER, 2017; PITTMAN et al., 2006). O segundo € a sua inducdo de altos niveis
de estresse oxidativo, que pode levar a apoptose, morte celular e danos no DNA
(LACKINGER et al.,, 2001, JIANG et al.,, 2016). Muitos estudos demonstram a
capacidade de deplecao dos niveis de Glutationa-S-transferase pelo MMS (LIU et al.,
1996) e da Glutationa (SIDDIQUE et al., 2019), que compromete as defesas
antioxidantes celulares e leva ao acumulo de EROs geradas como subprodutos da

funcao celular normal (RAZA et al., 2011).

Provavelmente, a piperina e a capsaicina atuaram neutralizando a acao do
MMS pelos dois mecanismos citados, uma vez que a acado mutagénica direta do MMS
foi impedida (Tabela 5), assim como a maioria das alteragcbes cromossdmicas

(analisadas individualmente) de A. cepa quando comparadas ao MMS | (Tabela 6).

Nas células expostas a piperina, os MNs e BNs apresentaram reducéo
significativa nas mesmas concentracdes dos trés protocolos (pré, simultaneo e pos-
tratamento) em relacdo ao MMS I. As PCs também tiveram reducéo significativa no

tratamento simultaneo (25 e 50 uM).

Em relacéo a capsaicina, os MNs apresentaram reduc¢des significativas no pré
(todas as concentra¢cfes) e no simultaneo (50 e 100 pM). Os BNs também foram
significativos no pré (todas as concentracfes), simultaneo (25 a 100 pM) e no pés-
tratamento (200 uM). Esses resultados reforcam que os isolados impediram a atuagao
aneugénica e/ou clastogénica do MMS nas células meristematicas de A. cepa (Tabela
6).

Além disso, a piperina ou a capsaicina também podem ter atuado minizando o
estresse oxidativo, no qual as moléculas isoladas teriam neutralizado as EROs
resultantes da acdo do MMS, uma vez que os isolados sdo alcaloides e apresentam

atividades antioxidantes, devido a sua capacidade de neutralizar a acao de radicais



40

Tabela 6 - Média das alteragBes cromossémicas em células meristematicas de Allium cepa ap0s exposi¢do a piperina ou capsaicina para
avaliar a antigenotoxicidade em diferentes concentracdes.

Tratamento  Concentracao Alterac6es Cromossdmicas (Média £ DP)

MN BN QC CB AC Cm PC PT AM AN
CN DMSO 2% 0,84 +1,08* 282+1,62** 0,00+0,00 0,00+0,00 0,10+031 0,10+0,30 0,19+0,39 0,00x0,00 0,10+£0,31 0,00=0,00
MMS | 10 pg/mL 33,56 + 7,66 23,43+580 046+064 0,28+064 038050 000+000 0,84+101 0,28+045 0,10%£0,31 0,19%0,39
Piperina 25 uM 13,31+4,31 12,23+2,88 0,38+0,67 0,00x0,00 0,0%x0,31 0,00+x0,00 0,85+054 0,29+046 0,18+0,39 0,10+0,31
50 uM 6,09 £ 3,58** 7,41 +483* 0,74+0,74 0,09+0,29 0,18+0,38 0,00+0,00 0,09+0,27 0,46+0,66 0,00+0,00 0,00=0,00
Pré- 100 uM 4,69 + 3,05 7,56 +294** 0,39+£050 0,00+x000 0,37+065 0,00+x0,00 0,19+0,40 0,19+0,40 0,00+0,00 0,00%0,00
tratamento 200 pM 448 +239** 647+292** 048+081 0,00+0,00 0,18+057 0,00x000 0,09+0,30 0,38+0,67 0,00+0,00 0,00=0,00
25 uM 11,09 + 4,40** 6,65+4,38** 0,19+0,39 0,00+0,00 0,19+0,38 0,10+0,30 0,00+0,00+ 0,18+0,39 0,10+0,30 0,00+0,00
Tratamento 50 uM 8,95 +4,71** 9,87+357** 0,28+048 0,00+£0,00 0,36+0,63 0,00+£0,00 0,00+0,00t@ 0,18+0,57 0,00+0,00 0,00+0,00
Simultaneo 100 pM 10,55 + 4,75** 10,03+2,76* 0,19+0,41 0,00+0,00 0,65+0,77 0,00+0,00 0,19+0,39 0,48+0,82 0,00+0,00 0,00=0,00
200 pM 12,61 +7,05** 13,54+3,76 0,28+0,63 0,00x0,00 0,00x0,00 0,19+040 0,28%x045 0,00+x0,00 0,00+0,00 0,09+0,29
25 uM 13,86 +6,05** 8,91+356* 0,09+0,29 0,00£0,00 0,66+0,45 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,47+0,65 0,00+0,00 0,00%0,00
Pés- 50 pM 13,32 +2,82** 11,05+4,62* 0,00+0,00 0,00+0,00 0,40+0,70 0,08+0,26 0,00+0,00 0,19+0,40 0,00+0,00 0,00=0,00
tratamento 100 uM 15,88 +6,56** 11,67 £3,96** 0,00+0,00 0,00+0,00 0,57+0,67 0,00+0,00 0,10+0,31 0,28+0,44 0,00+0,00 0,00+0,00
200 pM 16,24 +6,20** 12,63 £6,20** 0,00+0,00 0,00+x0,00 0,35+0,83 0,00+0,00 0,00+0,00 0,18+0,39 0,00+0,00 0,00=0,00
Capsaicina 25 uM 567 +2,22** 545+3,63** 0,10+031 0,00+000 0,17+0,37 0,00£0,00 0,09+0,29 0,19+0,40 0,00+0,00 0,10+0,31
50 uM 9,76 + 3,16* 7,79+261* 0,19+040 0,00+0,00 0,73+0,37 0,00+0,00 0,00x0,00 0,19+0,39 0,00+£0,00 0,00=0,00
Pré- 100 uM 8,13+5,64** 10,22+5,78* 059+188 0,00+£000 0,75+1,08 0,00+0,00 0,28+0,62 0,37+0,48 0,10+0,31 0,09 0,29
tratamento 200 pM 8,01 £ 3,30*" 9,60+4,30" 0,00£000 0,09+0,28 046+068 0,00+x0,00 0,10+0,31 0,0+0,31 0,09+0,29 0,10%£0,31
25 uM 2547 £ 4,44 12,31 +3,84* 0,19+0,40 0,00+0,00 0,66+065 0,10+0,31 0,37+0,90 0,09+0,29 0,00+0,00 0,19+0,40
Tratamento 50 uM 20,64 £8,54* 11,89+6,63* 068+065 0,09+029 0,76+089 0,27+086 0,39+0,81 0,29+0,46 0,00+0,00 0,00+0,00
Simultaneo 100 pM 19,07 £5,80** 10,50 +4,24** 0,45+0,65 0,00+0,00 0,46+065 0,00+0,00 0,19+060 0,00+0,00 0,00£0,00 0,09=+0,30
200 pM 20,59 + 8,21 1484+486 039+069 0,10+032 086+105 0,10+031 0,10+0,31 0,10+0,31 0,00+0,00 0,00+0,00
25 uM 31,53 +£8,44 17,16 +4,47 0,10+0,58 0,09+0,30 0,74+0,84 0,20+0,63 0,00+0,00 0,18+0,38 0,09+0,30 0,00=+0,00
Poés- 50 pM 42,56 £ 11,74 16,50+5,00 0,10+0,31 0,00+0,00 0,81+067 0,09+0,28 091+103 0,37+048 0,09+0,28 0,17+0,36
tratamento 100 uM 37,85+ 7,86 17,35+2,11 0,10+0,31 0,10+0,32 0,86+0,83 0,18+0,38 0,48+0,69 0,55+0,63 0,00+0,00 0,00+0,00
200 pM 26,70+10,25 11,82+6,16" 0,00£0,00 0,00+0,00 028+046 0,29+0,66 0,28+064 0,19+041 0,10+0,31 0,00=+0,00

CN: Controle Negativo (Dimetilsulféxido — DMSO a 2% em agua destilada). MMS I: Metilmetanosulfonato dissolvido em DMSO a 2%. MN: Microntcleo. BN: Broto Nuclear. QC: Quebra
Cromossdmica. CB: Célula Binucleada. AC: Aderéncia Cromossdmica. Cm: C-metafase. PC: Perda Cromossdmica. PT: Ponte CromossOmica. AM: Anafase Multipolar. AN: Alteracéo
Nuclear. Pré-tratamento: raizes expostas a piperina ou capsaicina (24h) e depois ao MMS (24h). Tratamento Simultaneo: raizes em agua destilada (24h) e depois na piperina ou
capsaicina e MMS (24h), adicionados simultaneamente. Pds-tratamento: raizes expostas ao MMS (24h) e por mais 24h na piperina ou capsaicina. DP: Desvio-padrdo. *Significativo no
teste de Kruskal-Wallis com teste de Student-Newman-Keuls a posteriori (* p < 0,05; ** p <0,01) quando comparado ao MMS I. Os resultados referem-se a analise de 5.000 células por

tratamento.
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livres, atividade quelante de metais ou capacidade de doacdo de elétrons ou
hidrogénio (KAUR; ARORA, 2015; TSOI et al., 2015). O potencial antioxidante dos
alcaloides é apontado como dos principais fatores que contribuem para sua acao

antimutagénica e antigénotoxica (MAURO et al., 2007).

Outros trabalhos também apresentaram resultados satisfatérios quanto a
antigenotoxicidade da piperina, como no teste de Alteragdes cromossOmicas em
células de medula 6ssea de camundongos induzidas pela ciclofosfamida e mitocinina
C (ABO-ZEID; FARGHALY, 2009; WONGPA et al., 2007). A piperina diminuiu o efeito
genotoxico induzido por aflatoxinas em frangos pela reducdo de danos ao DNA nas
células do sangue periférico (ensaio cometa) e micronucleos (CARDOSO et al., 2016).

Ja o efeito protetor da capsaicina foi satisfatorio sobre o carcinogénico 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) em céncer do colon pelo ensaio cometa em leucdcitos de
camundongos e ensaios enzimaticos (CAETANO et al., 2018). A capsaicina reduziu
os efeitos toxicos e genotdxicos induzidos pelo MMS e por H202 in vivo no teste
SMART (Somatic Mutation and Recombination Test) e ensaio cometa em células de
droséfilas (FERNANDEZ-BEDMAR; ALONSO-MORAGA, 2016; KHANAM et al.,
2017).
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5 CONCLUSOES

A piperina e a capsaicina nas maiores concentragoes testadas interferiram na
progressao do ciclo celular (efeito citotoxico) das células meristematicas de A. cepa,
provocando a reducdo significativa, principalmente, das profases e
consequentemente diminuindo a progresséao do ciclo celular. O efeito citoprotetor ndo
foi observado nas células de A. cepa quando expostos a piperina ou capsaicina em
nenhum dos protocolos (pré, simultaneo e pés), o que evidencia que 0S compostos

isolados ndo foram capazes de neutralizar a acéo citotéxica do MMS.

A piperina e a capsaicina provocaram efeito genotdoxico (média total das
alteracdes cromossOmicas) na maioria das concentragdes analisadas, destacando-se
a presenca de micronucleos, brotos nucleares, perdas cromossdmicas e aderéncias
cromossoOmicas significativas, evidenciando a acdo clastogénica e/ou aneugénica dos

compostos isolados.

Os compostos isolados (piperina ou capsaicina) apresentaram efeito protetor
na maioria das concentracdes dos protocolos pré, simultdneo e pés contra acédo
genotoxica e/ou mutagénica do MMS, pois foi observado um efeito modulador dos
danos induzidos pelo MMS no material genético de A. cepa. De forma geral, a
porcentagem de reducdo de danos foi maior no pré-tratamento para as duas
moléculas em estudo, o que reforca a acdo desmutagénica como principal mecanismo
relacionado com o efeito protetor. A reducdo da maioria das alteracdes
cromossbmicas das células meristeméticas de A. cepa quando comparadas com o
MMS reforca o efeito protetor exercido por essas duas moléculas. Outro ponto
observado foi o efeito genotéxico e antigenotéxico na maioria das concentracdes

avaliadas para as duas moléculas em estudo, conhecido como efeito “Janus”.

Mesmo apresentado efeito citogenotoxico, a piperina e a capsaicina também
demonstraram importante atividade quimiopreventiva, que esta indiretamente
correlacionada com a prevencdo e/ou tratamento de doencas geneéticas, como 0
cancer. Nossos resultados indicam ainda que os isolados podem prevenir e/ou reparar
os danos ao DNA causado pela desmutagénese e biomutagénese e, portanto, podem

ter aplicacdes terapéuticas.
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