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Hidrato de Morina (HM) é um composto polifendlico obtido a partir de varias espécies das familias
Roseaceae, Moraceae e Fabaceae. O HM apresenta atividades anti-inflamatoéria, antioxidante e
antiproliferativa. Embora varios trabalhos tenham sido realizados com o HM comprovando a sua
importancia farmacoldgica, pesquisas sobre avaliagdo toxicogenética ainda sdo incipientes. Sendo assim, 0
estudo teve como objetivo avaliar o efeito citogenotdxico e antigenotoxico do HM em células
meristematicas de Allium cepa. Apds a germinacdo, as sementes de A. cepa, com raizes entre 1-2 cm foram
submetidas ao controle negativo (Dimetilsulfoxido 2% - DMSO) e positivo (Metilmetanosulfonato, MMS)
e no HM (15, 30, 45 e 60 ug/mL) para avaliar a citogenotoxicidade e antigenotoxicidade (protocolos
simultaneo, pré e p6s-tratamento). O HM apresentou efeito citotoxico apenas nas maiores concentragdes
(45 e 60 ug/mL), com redugdo significativa das préfases e ndo foi genotdxico (30, 45 e 60 ug/mL). Em
termos de quimioprotecdo, o HM foi citoprotetor (15 e 30 pg/mL) no pré-tratamento e em todas as
concentragdes do pos-tratamento e antigenotoxico em todas as concentragdes e protocolos, exceto nas
menores concentracdes do pds-tratamento. Assim, de forma geral, 0 HM ndo interferiu com a progressao
do ciclo celular e ndo provocou danos ao DNA na maioria das concentragdes e conseguiu neutralizar agdo
genotdxica do MMS, que pode estar associada a importante atividade antioxidante do HM, o que torna esta
molécula promissora para estudos de quimioprevencao em células tumorais.

Palavras-chave: Altera¢des cromossdmicas; Antioxidante; Bioflavonoide.

Although several studies have been carried out with HM proving its pharmacological importance, research
on toxicogenetic evaluation is still incipient. Therefore, the study aimed to evaluate the cytogenotoxic and
antigenotoxic effect of HM on meristematic cells of Allium cepa. After germination, A. cepa seeds with
roots between 1-2 cm were subjected to negative (2% dimethyl sulfoxide - DMSO) and positive
(methylmethanesulfonate, MMS) control and HM (15, 30, 45 and 60 pg/mL) to evaluate cytogenotoxicity
and antigenotoxicity (simultaneous protocols, pre and post-treatment). HM showed cytotoxic effects only
at the highest concentrations (45 and 60 pg/mL), with a significant reduction in prophases, and was not
genotoxic (30, 45, and 60 pg/mL). In terms of chemoprotection, HM was cytoprotective (15 and 30 ng/mL)
in the pre-treatment and at all post-treatment concentrations, and antigenotoxic at all concentrations and
protocols, except at the highest post-treatment concentrations. Thus, in general, HM did not interfere with
cell cycle progression and did not cause DNA damage at most concentrations and was able to neutralize
the genotoxic action of MMS, which may be associated with an important antioxidant activity of HM,
making this molecule important for chemoprevention studies in tumor cells.

Keywords: Chromosomal alterations; Antioxidant; Bioflavonoid.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas para fins terapéuticos permanece até os dias atuais, sendo utilizado em todo
o mundo [1,2], contribuindo de forma significativa para o desenvolvimento de farmacos,
cosmeéticos, fragrancias e outros bioprodutos. As plantas medicinais sdo utilizadas principalmente
por pessoas que ndo possuem acesso a medicina tradicional [1], estimulando a comunidade
cientifica a realizar estudos toxicologicos para verificar a eficacia e seguranca dessas plantas [3].
Além disso, ha grande interesse em realizar estudos de compostos que apresentem potencial efeito
protetor contra danos ao DNA humano, caracteristica importante para o desenvolvimento de
novos farmacos [4].

As plantas oferecem diversas vias metabdlicas que geram produtos de interesse farmacolégico,
como: quinonas, alcaloides, taninos ou terpenos e os flavonoides [5,6]. Dentre os compostos
citados, os flavonoides destacam-se como um dos principais fitoquimicos com atividade antiviral
[7]. anti-inflamatdria [8], antioxidante [9], antimutagénica e antitumoral [10].

Os fitoquimicos detectados nas plantas medicinais podem apresentar atividade
quimioprotetora por reduzir niveis de danos ao DNA por meio dos seus efeitos antimutagénicos
e/ou antigenotoxicos [11]. Os mecanismos que conferem aos fitoquimicos medicinais efeito
guimioprotetor ainda ndo sdo completamente compreendidos. No entanto, sabe-se que
flavonoides, taninos, cumarinas, entre outros, reduzem o estresse oxidativo, desintoxicam
carcindgenos, modulando a atividade das enzimas do citocromo P450 fases | e Il, inibem o
crescimento, a proliferacdo e a metastase das células cancerigenas [12].

Nesse contexto, destaca-se um composto polifenélico a Morina, um bioflavonoide, encontrado
nas familias Roseaceae, Moraceae e Fagaceae, presente em frutas como amora, macéa e em folhas
de ché, caracterizada por sua coloragdo amarelada, estavel, relativamente neutro e parcialmente
soltvel em &gua e completamente sollvel em solventes organicos. Estudos apontam que essa
substancia possui propriedades citoprotetoras, anti-cancerigenas, antimutagénicas, anti-
inflamatdrias, antibacterianas, reguladoras de enzima e anti-peroxidagdo lipidica e como um
potente antioxidante [2,13,14,15,]. As hidroxilas do HM séo responsaveis pelo sequestro de
radicais superoxidos e espécies reativas de oxigénio (EROs) como: anions superoxido, radicais
hidroxila e peréxido de hidrogénio [16].

O alto potencial antioxidande do HM esta relacionado a presenca da ligacdo dupla entre os
atomos C2-C3 e a presenca de uma hidroxila que ativa a ligacdo dupla na posi¢do C3.
Adicionalmente, o potencial de peroxidacdo antilipidica deve-se a existéncia de dois grupos
hidroxila nas posi¢des 2’ ¢ 4’ do anel B [2,17]. Além disso, sua agdo benéfica ja foi comprovada
em diferentes comorbidades [18,19,20]. Kim e Park [21], evidenciaram que 0 HM atua na
modulacdo da degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) por meio da supressdo do
estresse oxidativo do reticulo endoplasmatico e acimulo de lipidios e apresenta grande espectro
de propriedades farmacol6gicas com baixa citotoxicidade em cultura celular e em modelos
animais [17]. A acdo farmacologica do HM ocorre devido a modulacdo de varias vias de
sinalizacdo incluindo: fator nuclear de células B ativadas (NF-kB), proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK), reticulo endoplasmatico e apoptose mediada por mitocondria [22].

Embora varios trabalhos tenham sido realizados com 0 HM comprovando a sua importancia
farmacoldgica, pesquisas sobre avaliagdo toxicogenética ainda sdo incipientes. Para avaliar os
efeitos toxico, citogenotoxico e protetor do HM, pode-se utilizar diferentes bioensaios tais como
Allium cepa [23]. Com o0 A. cepa é possivel avaliar o indice mit6tico e alteragfes cromossémicas
de origem clastogénica (quebras cromosémicas) e/ou aneugénicas (alteragdes nas fibras do fuso
que induzem segregacdo anormal dos cromossomos) [23]. O estudo com A. cepa tem como
vantagens seu baixo custo, confiabilidade e boa concordancia com outros métodos, como 0s
utilizados em células animais, sendo til para prever possiveis efeitos em eucariotos superiores
[24,25,26,27].

Considerando o potencial antioxidante do HM e a necessidade de estudos toxicogenéticos, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito citotdxico, genotdxico e protetor em células
meristematicas de A. cepa.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Hidrato de Morina

O HM (C15H1007 - M4008-2G) foi obtido da empresa Sigma- Aldrich.

2.2. Ensaio A. cepa.

Cem sementes de A. cepa foram colocadas em cada placa de Petri e germinadas com &gua
destilada em incubadora (BOD SL - 224®) com fotoperiodo de 12 h e temperatura de 25°C por
cinco dias. Apds a germinacdo, as sementes com raizes entre 1-2 cm foram submetidas a
diferentes tratamentos para avaliar a citogenotoxicidade e antigenotoxicidade do HM, segundo
Mauro et al. (2014) e Rocha et al. (2016) [28,29].

As sementes foram transferidas para o controle negativo (CN) (Dimetilsulfoxido - DMSO a
2% em agua destilada), controle do solvente (CS) (4gua destilada), controle positivo MMS |
(Metilmetanosulfonato 10 pg/mL dissolvido em DMSO a 2%) e MMS |1 (dissolvido apenas em
agua destilada) e no HM (15, 30, 45, 60 ug/mL) dissolvidas em DMSO a 2%, com 30 sementes
por placa de Petri por 48 h. As concentracGes testadas da HM foram pré-selecionadas a partir de
estudos em linf6citos humanos, que ndo apresentaram genotoxicidade e demonstraram efeito
protetor da HM [14]. Tais concentra¢fes também foram avaliadas quanto a toxidade (média do
tamanho das raizes) em A. cepa no presente estudo, o que resultou em efeito ndo toxico do HM
(dados ndo mostrados).

A antigenotoxicidade (efeito protetor) foi avaliada pela exposi¢do das sementes as
concentracdes de HM antes, simultaneamente e depois a0 MMS, representando o pré-tratamento,
simultaneo e po6s-tratamento, respectivamente [29]. No pré-tratamento, as raizes de A. cepa foram
inicialmente expostas por 24 h as concentra¢des do HM e entdo permaneceram por mais 24 h em
MMS. No simultaneo, as raizes foram expostas ao DMSO 2% por 24 h e depois simultaneamente
ao MMS e HM por mais 24 h. Nos p6s-tratamento, as raizes foram expostas ao MMS por 24 h, e
posteriormente transferidas a novas placas contendo as concentragcdes do HM, mantendo-se por
mais 24 h.

Apos os tratamentos realizados, as raizes foram fixadas em Carnoy (3 etanol:1 acido acético)
por 6-8 h e estocadas a -20°C até o momento de preparo das ldminas. Para a confeccdo 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 hidrdlise, as raizes foram novamente lavadas em éagua
destilada e transferidas para frascos de vidro &mbar, 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 as laminas, onde foram esmagadas em uma gota de carmim acético a
2% e montadas com Entellan® [30].

A citotoxicidade, genotoxicidade e antigenotoxicidade foram avaliadas pela contagem de 5.000
células meristematicas por tratamento (500 células/ laminas, com um total de 10 laminas
analisadas por tratamento) em microscopio de luz com aumento de 400x. Foram avaliados para
cada tratamento o indice mitotico (1M, citotoxicidade) e frequéncia de alteragdes cromossdémicas
(AC, genotoxicidade), resultantes de acdo aneugénica (metafase com aderéncia cromossémica,
C-metéfase, perda cromossdmica, anafase multipolar, células binucleadas, metéafase poliploides,
entre outras) e/ou de ag&o clastogénica (fragmentos cromossémicos em metéfase e anafase, pontes
cromossdmicas e outras alteracoes).

indice mitético = NuUmero total de células em divisdo x 100
Total de células observadas

AC = Total de alteracdes cromossémicas
Total de células observadas

O efeito protetor foi avaliado pela andlise da porcentagem de reducdo de danos (%RD) para
cada tratamento com HM, de acordo com a seguinte férmula:

%RD =[(a-b)/(a-c)] x100
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(a = média das alteracdes cromossdémicas do CP; b = média das alteracdes cromossémicas em
cada tratamento e ¢ = média das alterages cromossdmicas no CN) [31].

2.3. Analise estatistica

Os dados do bioensaio A. cepa em HM foram analisados através do teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis com o teste “a posteriori” de Student-Newman-Keuls (p < 0,05), no programa
BioEstat 5.3, para realizar a comparagdo entre as médias dos controles e tratamentos [32].

3. RESULTADOS

Ao analisar o indice mitético (IM) foi observado que as menores concentracdes (15 e 30
pg/mL) do HM néo apresentaram diferenca significativa do IM quando comparados ao CN, sendo
consideradas ndo citotoxicas, enquanto nas maiores (45 e 60 ug/mL), houve uma reducao do 1M,
mostrando efeito citotdxico (Tabela 1) com a reducdo significativa de préfases (Tabela 1).

No tratamento simultdneo, nenhuma das concentragdes analisadas promoveu alteracéo
significativa no IM em comparacdo ao MMS, enquanto no pré-tratamento, houve aumento
significativo (15 e 30 pg/mL) do IM em relagdo ao MMS, sendo resultante do aumento
significativo de metéfases e/ou anéfases, evidenciando o efeito citoprotetor nas menores
concentracdes. Ja 0 pOs-tratamento demonstrou efeito citoprotetor em todas as concentragdes
testadas, com elevagdo do nimero de profases e/ou metafases (Tabela 1).

A média total de alteragcbes cromossdmicas na menor concentra¢do (15 ug/mL) apresentou
aumento significativo em relacdo ao CN, mostrando efeito genotoxico. Enquanto, nas maiores
concentracgdes (30, 45 e 60 pg/mL) ndo houve diferenca do CN, ndo tendo efeito genotdxico do
HM (Tabela 1).

Em relagdo as alteragcdes cromossdmicas individuais, houve aumento significativo apenas de
microndcleos (15 e 30 pg/mL), indicando acdo mutagénica (Tabela 2). Diferentes alteracdes
foram identificadas, como aderéncia cromossémica, ponte cromossdmica, perda cromossémica,
guebra cromossOmica, C-metafase, broto nuclear e micronucleo (Figura 1).

Na analise do efeito quimioprotetor, observou-se reducdo da média total de alteracBes
cromossdmicas quando comparadas ao MMS em todas as concentragdes (15 a 60 pug/mL) do
simultaneo, pré-tratamento (30 e 60 pug/mL) e no pos-tratamento (45 e 60 pug/mL) (Tabela 1). O
percentual de reducdo de danos (%RD) foi mais elevado no tratamento simultaneo, variando entre
86,59% a 97,77%, com destaque para as menores concentracdes. No pré-tratamento, os valores
variaram de 72,1% a 84,11%, enquanto no pés-tratamento a reducdo oscilou entre 38,78% a
80,44%, com 0s maiores percentuais nas maiores concentragoes (Tabela 1).

Em relagdo as alteracbes cromossOmicas analisadas individualmente, houve a reducéo
significativa de MN no simultaneo, pré e pds-tratamento quando comparados ao MMS, mostrando
o efeito genoprotetor do HM (Tabela 2).
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Tabela 1. indice Mitético, média total de alteracdes cromossdmicas e porcentagem de reducdo de danos (%RD) em células meristematicas de A. cepa expostas ao Hidrato de

Morina (HM).
Fases da mitose (%) - Média Total das
Tratamento (Média = DP) . I/ngjlce Alteragdes
(ng/mL) . . . . Mitotico (%) Cromossomicas 6RD
Profase Metafase Anafase Tel6fase (Média = DP) (Média + DP)
CN 17,90 £ 2,72 1,06 + 0,69 0,56 + 0,35 0,81+0,35 20,33+2,92 1,86 +£1,74
MMS 14,89 + 1,66 0,04 +0,09 0,04 + 0,09 0,08 +0,18 15,05 + 1,40* 22,00 +£10,08

Genotoxico
15 17,26 £ 2,18 0,55 £ 0,27 0,37£0,13 1,540,55 19,69 + 2,70 6,70 £ 1,94* -
30 14,54 + 3,24 1,11+0,47 0,75 0,23 1,91+0,68 18,30+ 3,41 538+1,72 -
45 13,18 + 2,99* 0,80 £ 0,22 0,86 0,39 0,90 £ 0,84 15,74 + 3,26* 0,75+ 0,79 -
60 12,87 £ 2,67* 0,55+ 0,35 0,44 £0,43 0,73 £ 0,62 14,59 + 3,34* 1,11+1,50 -

Simulténeo
15 14,94 £ 2,24 0,32 £0,53 0,13 £ 0,17 0,04 £ 0,08 15,40+ 1,60 2,31+1,01# 97,77
30 15,34 + 2,96 0,38 £ 0,29 0,13 £ 0,08 0,23+0,18 16,12 + 2,95 3,04 + 2,03# 94,14
45 14,82 + 3,76 0,10 £ 0,09 0,12 £ 0,16 0,03 £ 0,07 15,09 + 3,85 3,53 + 2,30* 91,71
60 11,81 + 5,54 0,24 £ 0,20 0,04 £ 0,08 0,14 £ 0,23 12,25+ 5,83 4,56 + 3,76* 86,59

Pré-Tratamento

15 22,74 £ 4,07 0,40+ 0,45% 0,98 + 0,53* 0,22 £ 0,22 24,33 +4,39% 7,46 £ 2,46 72,19
30 20,90 £ 5,16 0,52+ 0,31%# 0,82 + 0,38* 0,33+0,39 22,57+ 4,68% 5,06 * 2,46% 84,11
45 19,26 + 5,44 1,85+ 1,97%# 0,04 £ 0,09 0,74 £ 0,61 21,89 £ 3,15 8,20+ 12,30* 68,52
60 16,08 + 3,93 0,68 + 0,48* 0,59 + 0,45* 0,33 +0,53 17,69 + 4,16 6,41 + 0,90* 77,41
Pos-

Tratamento
15 25,27 + 3,06% 1,10 +£ 1,28% 0,30 £ 0,08 0,15 0,21 30,70+3,17# 14,65+ 6,55 38,78
30 26,37 + 3,95% 0,35+0,40 0,11+£0,10 0,08 £ 0,11 26,91 +4,44% 10,32+ 1,33 57,99
45 26,71 + 3,07% 0,12+0,11 0,08 £ 0,19 0,11+0,10 27,03 £3,24% 5,91 + 3,49% 79,89
60 26,09 + 5,71% 0,07 £0,10 0,11 £ 0,25 ND 26,28+5,63* 5,80 + 1,83* 80,44

CN: Controle Negativo (Dimetilsulfoxido, DMSO 2%). MMS: Metanossulfonato de metila, 10 pg/ml (controle positivo). DP: Desvio-padrao. Tratamento-simultaneo: 24 h
DMSO 2% + 24 h de associa¢do do Hidrato de Morina (HM) e MMS. Pré-Tratamento: HM 24h + MMS 24 h. Pos-tratamento: MMS 24 h + 24 h de HM. *Comparagéo
estatistica com CN para avaliar a genotoxicidade e mutagenicidade. “Comparaco estatistica com o MMS para avaliar antigenotoxicidade. */* Significativo pelo teste de
Kruskal-Wallis com o teste de Student-Newman-Keuls a posteriori (*/# p <0,05; **/# p <0,01). Os resultados referem-se a analise de 5.000 células por tratamento apés 48h
de exposicdo aos agentes testados.
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Tabela 2. Alteracdes cromossdmicas em células meristeméticas de A. cepa expostas ao Hidrato de Morina (HM).
Alteracdes cromossdémicas

www.scientiaplena.org.br

Tratamento

(Média + DS)
(Hg/mL) MN BN Qc AC CM PC PT
CN 0,31+0,44 0,53+0,79 ND 0,85+1,10 0,16 + 0,36 ND ND
MMS + DMSO 21,01+9,56 0,20+ 0,45 0,19+0,43 0,19+0,43 ND 0,20+ 0,45 0,20+ 0,45
Genotodxico
15 3,77 £2,31* 0,19+ 0,43 ND 0,54+0,79 0,56 + 0,86 0,72+0,98 0,39 £ 0,53
30 4,26 +1,92* ND ND 0,37 £0,51 0,57 +£0,52 ND 0,18+ 0,41
45 0,38+ 0,51 0,19+0,42 ND ND ND ND 0,19+0,42
60 1,11+154 ND ND ND ND ND ND
Simultaneo
15 1,60 +0,73% 0,18 +0,39 0,18 +0,40 0,18 £ 0,40 ND ND 0,18 +£0,40
30 2,18 + 1,65* 0,17 +£0,37 ND 0,17 £ 0,39 ND ND 0,51+0,47
45 2,86 + 1,86% 0,50+ 0,74 ND ND ND ND 0,17+ 0,39
60 3,05 + 2,95% 0,70+ 1,16 0,18 + 0,40 0,71+0,84 ND 0,17 £ 0,39 ND
Pré-tratamento
15 3,41 +£2,35 2,07+£1,89 0,46 1,04 0,20 £ 0,45 0,23+£0,52 0,65+ 0,59 0,43 £ 0,60
30 1,20 + 1,10% 182+131 0,41+ 0,56 0,41 £ 0,56 0,20+0,44 0,39 +£0,53 0,22 +0,49
45 4,73+5,10 2,74 £5,62 ND 0,36 £ 0,82 ND 1,18+ 0,41 ND
60 0,80 + 0,84 3,59 + 0,69# ND 1,22 £ 0,87 0,41 £ 0,56 0,19+0,42 0,21 +£0,47
Pos- tratamento
15 13,86 + 6,33 ND ND ND ND 0,56 £ 0,52 0,23+0,52
30 8,70 £ 3,84 1,02 +2,28 0,18+ 0,41 ND ND 0,20 £ 0,46 0,20+ 0,45
45 4,78 + 3,41% 0,58 £ 0,53 ND ND ND 0,18+0,41 0,19+0,42
60 4,51 + 1,64% ND ND ND ND 0,37 +£0,51 ND

CN: Controle negativo, dimetilsulfoxido 2% (DMSO 2%). MMS: Metanossulfonato de metila, 10 mg/mL (controle positivo). Tratamento-simultaneo: 24 h DMSO 2% + 24 h de associa¢do do HM
e MMS. Pré-Tratamento: HM 24h + MMS 24 h. Pés-tratamento: MMS 24 h + 24 h de HM. MN: Micronicleo. BN: Broto nuclear. QC: Quebra cromossémica. AC: Aderéncia cromossdomica.
Cm: C-metafase. PC: Perda cromossdmica. PT: Ponte cromossdémica. DS: Desvio padrdo. *Comparacao estatistica com CN para avaliar a genotoxicidade e mutagenicidade. #Comparagdo
estatistica com o MMS para avaliar antigenotoxicidade. */#Significativo pelo teste de Kruskal-Wallis com o teste de Student-Newman-Keuls a posteriori (*/# p <0,05; **/## p <0,01). Os resultados
referem-se a analise de 5000 células por tratamento.
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Figura 1. Diferentes fases mitoticas e alteragdes cromossdémicas em células meristeméticas de A. cepa.

A: Intérfase; B: Préfase; C: Metéfase; D: Anafase; E:Telofase; F: Aderéncia cromossdmica; G:Ponte cromossémica;
H: Perda cromossomica.; I: Quebra cromossémica; J: C-metafase; K: Broto Nuclear; L: microntcleo.
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4, DISCUSSAO

O uso de plantas medicinais representa uma pratica no cuidado a satde em diversos paises.
Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), aproximadamente 75% da populagdo mundial
utiliza medicamentos de origem vegetal para tratar diferentes tipos de comorbidades. Isso se deve,
principalmente, ao fato de serem produtos naturais de facil acesso e baixo custo, tornando-se uma
alternativa atrativa para a populagdo em geral [18,32]. Diante deste cenario, torna-se evidente a
importancia de pesquisas gque investiguem a acdo de plantas medicinais, bem como de seus
isolados, a fim de definir doses seguras e promover o desenvolvimento de novas terapias.

O HM foi citotéxico nas maiores concentragdes (45 e 60 ug/mL) com a reducdo significativa
de préfases. Um outro estudo indica que o HM pode ter interferido no processo de replicacdo do
DNA e/ou blogueando o G2, reduzindo a progressao do ciclo celular [33]. O resultado com a
guercetina, um isbmero da Morina, também mostrou blogueio do ciclo celular nas fases GO e G1,
atribuido a ativacao da proteina quinase Chk2 por causa do acumulo da proteina p21 e a repressao
da ciclina B1, uma proteina essencial para progressado do ciclo celular [34]. Resultado similar foi
observado no ensaio colorimétrico in vitro com diferentes linhagens de células humanas de
melanoma, sendo esse efeito maior com o aumento das concentragdes (105,0 a 194,4 ug/mL) [35].
Por outro lado, no estudo de Zhang et al., 0 HM exibiu atividade anticancerigena, pois foi capaz
de reduzir danos ao DNA mediante modulagdo das vias de sinalizagdo responsaveis pela
proliferacdo e diferenciagdo que poderiam resultar na parada do ciclo celular e apoptose [36].

No presente estudo as concentragdes de 15 e 30 ug/mL ndo apresentaram efeito citotdxico em
células de A. cepa. Resultado similar também foi observado in vivo em larvas de peixe-zebra nas
concentragdes de 20, 40, 60, 80 e 100 uM [37] e nas linhagens de células humanas de melanoma
em menores concentragdes (75 a 100 pg/mL) [35]. Ademais, todas as concentracOes testadas do
HM néo resultaram em uma diminuicdo do indice mitético (IM), inferior a 50%, indicando que
nao houve efeitos letais ou subletais nas células analisadas [38].

O efeito citoprotetor do HM no pré (15 e 30 pg/mL) e pds-tratamento (15 a 60 pg/mL) esta
relacionado com o aumento significativo de metéafases e anafases ou de préfases, evidenciando
gue o HM interferiu no efeito citotdxico do MMS, impedindo a morte ou o dano celular [39,40].
Os biflavonoides, como o0 HM, ao reduzir os radicais livres, inibir a peroxidacdo lipidica, ter efeito
anti-inflamatdrio e anticancerigenos, geralmente apresentam carater citoprotetor [41].

Resultado similar foi observado em células de queratindcitos humanos expostas ao poluente
atmosférico Particulate Matter (PM 2,5), conhecido por seu efeito carcinogénico [42]. Nesse
estudo, observou-se que o HM, em concentragdes de até 12 pg/mL, ndo apresentou citotoxicidade
e demonstrou efeito citoprotetor. Um dos fatores que explicariam esse efeito seria a reducéo das
espécies reativas de oxigénio (ROS), atribuida a atividade antioxidante da morina [43], uma vez
que o MMS utilizado como controle positivo no presente estudo gera radicais livres que
interferem na progressao do ciclo celular [44]. Testes antioxidantes realizados com DPPH e ABTS
mostraram que o HM apresentou resultados potenciais entre 25 e 1.000 pg/mL [45], reforcando
os resultados de protecéo nas concentragdes analisadas.

Acdo antioxidante da Morina pode ocorrer de diferentes modos, como através da eliminacédo
direta de radicais livres, tornando-os mais estaveis e menos reativos. 1sso ocorre devido a presenca
do grupo hidroxila do HM, responsavel por doar elétrons, que neutraliza os radicais livres. Além
disso, a presenca de um grupo catecol (duas hidroxilas vizinhas) no anel B, faz com que 0s
flavonoides, como a HM, tenham facilidade em doar elétrons aos radicais livres, tornando
estaveis. A presenca de uma ligacdo dupla entre os carbonos 2 e 3 com o grupo oxo (C=0) na
posicdo 4, age deslocando elétrons, contribuindo para a estabilizacdo dos elétrons capturados dos
radicais livres [2,46,47].

Deve-se ressaltar que nos testes de citogenotoxicidade e quimioprotecdo do HM, o controle
negativo com o Dimetilsulféxido (DMSO a 1%) ndo apresentou diferenca significativa quando
comparado ao controle de solvente (agua destilada). Da mesma forma, os controles positivos
MMS | (Metilmetanosulfonato dissolvido em DMSO 1%) e MMS Il (Metilmetanosulfonato em
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agua destilada). Assim, os dados da agua destilada e MMS Il ndo foram incluidos nos resultados
(Tabelas 1 e 2). Resultados similares ja foram observados em outros estudos com células de A.
cepa utilizando o DMSO como solvente [48,49,50,51,52].

A menor concentracdo (15 pg/mL) do HM foi genotdxica, assim como descrito por Tasso
(2015) nas concentracdes de 15,11 e 30,22 pg/mL, mas ndo foi citotdxica, evidenciando que danos
podem comprometer a integridade do material genético sem necessariamente afetar a viabilidade
celular. Resultado similar também foi observado para quercetina, que apresentou genotoxicidade
nas menores concentragdes [53,54]. Considerando que a quercetina é um flavonoide com estrutura
guimica similar ao da Morina, € possivel inferir que 0os mecanismos envolvidos na genotoxicidade
observada no presente estudo sejam semelhantes aos descritos para a quercetina, que esta
relacionado a inibigdo da enzima topoisomerase |1, fundamental para os processos de transcri¢éo
e replicacdo do DNA, o que pode resultar em quebras na estrutura do material genético [53].
Portanto, danos cromossémicos podem ter resultado na formacao de MN observados no presente
estudo. Por outro lado, 0 HM nédo foi genotdxico nas maiores concentragdes, mostrando que 0s
efeitos aneugénicos efou clastogénicos do HM ndo foram significativos nas células
meristeméticas de A. cepa, ndo interferindo nos processos de condensagdo da cromatina,
polimerizacdo das fibras do fuso mitético e/ou segregacao mitotica. [23,49,52]

O HM apresentou efeito quimioprotetor em todas as concentragdes do simultaneo e pré-
tratamento (15 a 60 ug/mL) e no pds-tratamento (45 e 60 ng/mL) contra agdo genotdxica do MMS,
ao reduzir significativamente as alteragcbes cromossdmicas, especialmente no que se refere a
formacédo de microndcleos. Um estudo avaliou os efeitos antigenotéxicos do hidrato de Morina
(15 a 60 pg/mL) contra danos genéticos induzidos por nitrato de chumbo em linfécitos humanos
periféricos. As concentracdes testadas (15 a 60 pg/mL) ndo apresentaram genotoxicidade e
demonstraram efeito protetor significativo atribuido & atividade antioxidante da Morina e a sua
capacidade de quelar metais pesados [55].

A quimioprotecdo pode ser dividida em desmutagenicas e bioantimutagénica. A primeira
ocorre quando a substancia é capaz de inativar quimica ou enzimaticamente um composto
mutagénico ou os precursores desse, atuando preferencialmente no meio extracelular. J& a
segunda atua na modulagdo do reparo e replicacdo do DNA, ao estimular o reparo de erros ou
inibindo o sistema de reparo, caso este esteja danificado, agindo no meio intracelular (Oliveira,
2010 [25,56].

No pré-tratamento, 0 HM pode ter interagido diretamente com o MMS no ambiente
intracelular em células de A. cepa. Para o simultaneo, a reducéo dos danos a célula pode ser
resultado tanto da acdo desmutagénica e bioantimutagénica [55]. No pds-tratamento, 0 HM
também promoveu a reducdo nos danos induzida pelo MMS pela agdo bioantimutagénica, que
atua nos mecanismos de reparo do DNA, induzindo a reversdo do efeito mutagénico e/ou
impedindo a fixagdo de mutagdes [48, 49, 52, 57, 58]. No entanto, nas menores concentragoes, 0
HM néo foi eficiente em reparar 0s danos provocados pelo MMS, que podem estar associados
com a menor atividade do isolado e/ou atuando na inibigdo de enzimas envolvidas com o reparo
do DNA, como descritas por Dixon et al. (2015) [59], que comprovaram que o Hidrato de Morina
inibiu acdo da DNA glicosilase N-metilpurina (MPG), enzima de reparo, que pode aumentar a
instabilidade gendmica e assim contribuir para carcinogénese.

O MMS ¢ um agente alquilante capaz de induzir danos ao DNA por meio de reacfes de
alquilacdo e metilagdo. Essas reacdes resultam em quebras de fita dupla e bloqueio da forquilha
de replicacdo [60]. Como também pode causar estresse oxidativo com acumulo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), levando & morte celular e danos ao material genético [44]. O MMS é
caracterizado por sua agdo clastogénica (quebra do DNA) e/ou aneugénica (interferéncia no fuso
mitdtico), podendo provocar o surgimento, principalmente, de microndcleos [61]. Provavelmente,
0 HM neutralizou acdo do MMS pelos dois mecanismos mencionados, uma vez que acdo
genotdxica do MMS foi reduzida em todos os protocolos usados. Além disso, 0 HM também pode
ter agido neutralizando os ROS decorrentes da agdo do MMS, uma vez que possuem propriedades
antioxidantes, neutralizando agdo dos radicais livres [62, 63, 64]. Segundo pesquisas, 0 HM além
de reduzir a geracdo de ROS (espécies reativas de oxigénio), é responsavel por preservar os niveis
de glutationa (GSH) intracelular, uma molécula importante para a defesa celular contra a acdo
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oxidante, aumenta a atividade das enzimas antioxidantes como a superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) e inibe a peroxidacdo lipidica [65, 66].

5. CONCLUSAO

No presente estudo, foi verificado a presenca de doses citotoxicas, ndo genotoxicas e com
relevante acéo citoprotetora e genoprotetora, ocasionado principalmente pela acdo antioxidante
do HM. Tais achados, sugerem a relevancia que o HM tem como potencial quimioprotetor para
diferentes tipos de comorbidades, como o cancer. Todavia, ainda sdo necessarios a realizagdo de
mais estudos, in vivo e in vitro para avaliar a seguranca e a eficcia em diferentes modelos
bioldgicos.
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