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RESUMO

Os metabdlitos secundarios dos liquens sdo responsaveis pela maioria das suas atividades bioldgicas.
Muitos destes compostos apresentam relevante atividade antineoplésica. O objetivo deste trabalho foi
verificar as atividades citotdxica e genotoxica in vitro dos extratos organicos e do acido barbatico
(BAR) purificado de Cladonia salzmannii Nyl. Os extratos organicos foram obtidos a partir do
talo liquénico (22 g) previamente limpo e seco, com os solventes éter dietilico, cloroférmio e
acetona, através do método de esgotamento a quente em aparelho de Soxhlet. O acido barbético
foi purificado a partir do extrato etéreo (1,3 g). A andlise quimica dos extratos organicos e do
BAR purificado foi realizada através de Cromatografia em Camada Delgada (CCD). A pureza do
BAR purificado foi observada através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A
atividade citotoxica dos extratos organicos e do BAR purificado foi determinada através do
Método do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio] e do IPBC (indice
de Proliferacdo com Blogueio da Citocinese). O potencial genotoxico dos extratos organicos e do
BAR purificado foram determinados através do teste do micronucleo e do ensaio cometa. O
dimetilsulfoxido (DMSO) foi utilizado como solvente de diluicdo das amostras em todos 0s
testes de atividade bioldgica. Os resultados referentes a Clso demonstraram relevante potencial
citotoxico para o extrato etéreo (Ext E) (50 pug/mL) frente as linhagens celulares NCI-H292
(Clso: 29,91 pg/mL), HEp-2 (Clso: 26,75 pg/mL) e HL-60 (Clso: 3,59 pg/mL), e para 0 BAR
purificado (25 pg/mL) contra as linhagens HEp-2 (Clso: 15,79 pg/mL) e MCF-7 (Clso: 18,28
ug/mL). Porém, a avaliagdo da citotoxicidade considerando o indice de Proliferacio com
Bloqueio de Citocinese (IPBC) demonstrou atividade citotoxica para 0 BAR purificado em todas
as concentracOes testadas (5, 10, 20 e 40 pg/mL) e para todos os extratos organicos (50 pg/mL)
frente as células do Carcinoma de Ehrlich. Entretanto, para o Sarcoma 180 apenas o BAR
purificado na concentracdo de 40 pg/mL e os extratos etéreo e cloroférmico (50 pg/mL) foram
considerados citotoxicos. O teste do micronucleo (MN) demonstrou que o BAR purificado na
concentracdo de 5 pg/mL ndo apresentou potencial genotdxico em ambas as linhagens celulares
tumorais. Além disso, o extrato cloroférmico e BAR purificado na concentracdo de 10 pg/mL
ndo foram considerados genotdxicos para o Sarcoma 180. No ensaio cometa, todos 0s compostos
testados induziram danos ao DNA em ambas as linhagens tumorais. Com base nos resultados,
considera-se que os extratos organicos e o BAR purificado de C. salzmannii (Nyl). apresentam
atividade citotoxica e genotoxica frente as linhagens celulares tumorais testadas.

PALAVRAS - CHAVE: Depsideos. Antitumoral. Micronucleo. Cometa.



ABSTRACT

The secondary metabolites of lichens are responsible for most of their biological activities. Many
of these compounds exhibit significant antineoplastic activity. The objective of this study was to
evaluate the in vitro cytotoxic and genotoxic activities of organic extracts and purified barbatic
acid from Cladonia salzmannii Nyl. The organic extracts were obtained from liquenic thallus (22
g) previously cleaned and dried with the solvents diethyl ether, chloroform and acetone, through
hot exhausted method in a Soxhlet apparatus. The barbatic acid was purified from the ether
extract (1.3 g). Chemical analysis of the organic extracts and purified BAR was performed by
Thin Layer Chromatography (TLC). The purity of purified BAR was observed by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). The cytotoxic activity of the organic extracts and
purified BAR was determined by the MTT method [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide] and IPBC (Cytokinesis-Block Proliferation Index). The genotoxic
potential of the organic extracts and purified BAR was determined by the micronucleus test and
comet assay. Dimethyl sulfoxide (DMSO) was used as diluting solvent of the samples in all
biological tests. The results for ICso demonstrated significant cytotoxic potential to the ether
extract (Ext E) (50 pg/mL) against the cell lines NCI-H292 (1Cs0: 29,91 pg/mL), HEp-2 (ICso:
26,75 pg/mL) and HL-60 (ICso: 3,59 pg/mL) and to the purified BAR (25 pg/mL) against the
cell lines HEp-2 (ICso: 15,79 pg/mL) and MCF-7 (ICso: 18,28 pg/mL). However, the assessment
of cytotoxicity considering the Cytokinesis-Block Proliferation Index (IPBC) showed cytotoxic
activity for purified BAR at all concentrations tested (5, 10, 20 and 40 pg/mL) and for all organic
extracts (50 pg/mL) against Ehrlich carcinoma cells. However, for Sarcoma 180 only BAR
purified at a concentration of 40 pg/mL and ether and chloroform extracts (50 pg/mL) were
considered cytotoxic. The micronucleus test (MN) showed that the purified BAR at a
concentration of 5 pg/mL showed no genotoxic potential in both tumor cell lines. Furthermore,
the chloroform extract and purified BAR at a concentration of 10 pg/mL were not considered
genotoxic for Sarcoma 180. In the comet assay, all compounds tested induced DNA damage in
both tumor lines. Based on the results, it is considered that the organic extracts and the BAR
purified from C. salzmannii (Nyl). exhibit cytotoxic and genotoxic activity front of the tested
tumor cell lines.

KEY — WORDS: Depsides. Antitumor. Micronuclei. Comet.
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1. INTRODUCAO

1.1 GENERALIDADES SOBRE O CANCER E CARCINOGENESE

O céncer é definido de diversas maneiras na literatura, porém os conceitos encontrados
se baseiam em uma unica linha de pensamento: a multiplicagdo de células fora de controle.
De acordo com o Instituto Nacional do Cancer - INCA, este é 0 nome dado a um conjunto de
mais de 100 doencas diversas. Tais células, se dividem rapidamente, e tendem a ser muito
agressivas e incontrolaveis, determinando a formacdo de tumores malignos (BRASIL- INCA,
2011). A palavra cancer vem do grego “karkinos” que significa caranguejo. Hipdcrates, o
notavel médico grego (460-377 a.C.), considerado o pai da medicina moderna, deu-lhe este
nome ao observar o aspecto da maioria dos tumores, uma vez que 0S vasos Sanguineos
superficiais se apresentavam turgidos e ramificados, projetando-se ao redor de um corpo
central, lembrando o referido crustaceo (FILHO, 2011; MITCHELL et al., 2012).

O termo cancer € uma expressdao comum que designa todos os tumores malignos.
Comumente, outros termos também sdo utilizados quando se faz mencao a esta doenca. Sendo
os termos “tumor” e “neoplasia” os mais empregados. Entretanto, o termo tumor apresenta-se
muito impreciso, pois representa qualquer inchago ou intumescimento localizado, podendo ser
causado por outros processos patolégicos, como inflamacdes e hematomas. A palavra
neoplasia significa literalmente o processo de "novo crescimento”. O oncologista britanico
Rupert Willis (1898-1980) definiu neoplasia como uma massa de tecido anormal, cujo
crescimento excede o tecido normal e persiste da mesma maneira excessiva ap0s a cessacao
do estimulo que evocou a mudanca. Deste modo, acompanhado das palavras benignha ou
maligna, o termo neoplasia expressa de maneira mais precisa esta proliferacdo anormal de
celulas e o comportamento bioldgico de tais lesdes (MITCHELL et al., 2012).

O céancer ndo é uma doenca apenas da atualidade. Os seres humanos e outros animais
tiveram neoplasias malignas ao longo da histéria. Alguns dos primeiros indicios desta doenca
foram tumores 6sseos fossilizados encontrados em mumias humanas no Egito e no Peru, além
de antigos manuscritos. A descri¢cdo mais antiga foi relatada no Egito e data de cerca de 3.000
a.C., denominado Papiro de Edwin Smith, é considerado como o mais antigo tratado de
cirurgia traumatica. Nele encontram-se descritos oito casos de tumores ou Ulceras da mama
que foram tratadas através da cauterizacdo com uma ferramenta chamada “broca de fogo”. A
escrita diz sobre a doenca: “N&ao ha nenhum tratamento”. Portanto, estes achados deixam claro
que este processo patoldgico é conhecida ha muitos seculos, embora as preocupacdes a cerca
desta doenca, e sobre as mortes causadas por ela, sejam mais notdrias e intensas nos dias de
hoje (ACS, 2011; BRASIL- INCA, 2011; RETTIG, 1977).

As células sofrem mutacGes e mudancas epigenéticas causadas pela interacdo de
muitos fatores externos e da susceptibilidade individual; tais caracteristicas definem o cancer
como uma doenga genética (WEINBERG, 2007). O processo de formagéo desta patologia é
denominado carcinogénese ou oncogénese, e constitui-se de um sistema sequenciado e lento.
Considerando a carcinogénese como um processo de mdltiplas etapas envolvendo varias
alteracdes, estes erros teriam efeito cumulativo durante a vida do individuo até a expresséo do
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fenotipo final (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008). A incidéncia de neoplasias
malignas aumenta com a idade, indicando a necessidade do acimulo de mutagdes. O acimulo
de mutacGes no DNA ocorre especialmente nos genes que garantem a ordem dos eventos do
ciclo de divisao celular, nos que consertam eventuais erros na replicagcdo do material genético
ou nos que promovem e mantém o estado de diferenciacdo celular (DEVLIN, 2007).

A carcinogénese é composta por trés estagios: iniciacdo, promocéao e progressdo. No
inicio do processo ocorre uma modificacdo genética causada pela atuacdo de agentes
cancerigenos. Nesta fase as células se encontram geneticamente alteradas, porém ainda nao é
possivel se detectar um tumor clinicamente. Ao término desta fase as células encontram-se
"preparadas”, ou seja, "iniciadas" para a acdo de um segundo grupo de agentes. Essa alteracéo
genética preliminar recebe o nome de iniciagdo. A etapa seguinte do processo de
carcinogénese é a promogdo, em que as celulas geneticamente alteradas sofrem o efeito de
agentes oncopromotores. A célula iniciada é transformada em célula maligna, de forma lenta e
gradual. Para que ocorra essa transformacao, é necessario um longo e continuado contato com
0 agente cancerigeno promotor. A suspensdo do contato com agentes promotores muitas vezes
interrompe o processo nesse estagio (BRAGA; TEIXEIRA; CHAMMAS, 2004; BRASIL-
INCA, 2011).

A progressao tumoral é o terceiro e Gltimo estagio da carcinogénese, e se caracteriza
pela multiplicagdo descontrolada e irreversivel das células alteradas. Nesse estagio o cancer ja
instalado, evolui até o surgimento das primeiras manifestagdes clinicas da doenca. Uma
caracteristica essencial da célula transformada é sua capacidade de replicacdo sustentada,
muitas vezes chamada de capacidade de replicacéo infinita. A explicacdo para este fendmeno
encontra-se baseada nos telémeros, grupo de nucleotideos que estabilizam as extremidades
dos cromossomos e tém sua sintese coordenada pela enzima telomerase. Nas células
embrionarias e células-tronco pluripotentes (stem cells), a telomerase estad sempre ativa, mas €
inativada quando a célula se diferencia. Assim, todas as células somaticas (diferenciadas)
possuem um numero limitado de divisGes celulares, e esta limitacdo deve-se ao encurtamento
dos telomeros. A grande maioria das células neoplasicas apresenta a telomerase na forma
ativa, o que resulta na diviséo celular infinita (BRAGA; TEIXEIRA; CHAMMAS, 2004).

As alteracGes genéticas podem ser causadas por erros durante o processo de
replicacdo, ou induzidas por agentes responsaveis por promoverem alteraces no DNA que
induzem a formacdo do cancer, sendo estes denominados de agentes cancerigenos. A
carcinogénese é determinada pela exposicdo a esses agentes, em uma dada frequéncia e
periodo de tempo, e pela interacdo entre eles. Devem ser consideradas, também, as
caracteristicas individuais, que facilitam ou dificultam a instalacdo do dano celular. Portanto,
a presenca dos agentes cancerigenos, por si sO, ndo pode ser responsabilizada pelo
desenvolvimento dos tumores (BRASIL- INCA, 2011).

Os agentes cancerigenos podem ser fisicos, como luz ultravioleta e radiacdes
ionizantes; biologicos, como alguns virus, que se integram ao genoma celular interrompendo
sequéncias génicas ou promovendo rearranjos génicos; ou quimicos, como os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos e nitrosaminas. A classificacdo destes agentes também pode ser



Gongalves, J. P. Avaliacdo da Citotoxicidade e Genotoxicidade de Extratos... 18

realizada de acordo com o estagio da carcinogénese em que atuam, sendo denominados como
oncoiniciador, capaz de provocar diretamente o dano genético das células; oncopromotor, que
atua sobre as células iniciadas, transformando-as em malignas; ou oncoacelerador, que se
caracteriza pela multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células alteradas (ROSSI;
HANNINEN, 2012).

Avaliar o impacto dos diferentes agentes cancerigenos aos quais estamos expostos tem
sido dificil, porque eles vém de vérias fontes, tém potenciais diferentes, e sdo afetados pela
genética, pelos moduladores ambientais do metabolismo carcinogénico, e também por fatores
de estilo de vida. E além da possibilidade de atuacdo isolada, é importante salientar que os
fatores ambientais podem atuar em conjunto ou em sequéncia para produzir as multiplas
anormalidades genéticas caracteristicas das células neoplasicas. As neoplasias sdo entendidas
hoje como o resultado de agressdes ambientais em um individuo geneticamente suscetivel
(FILHO, 2011).

O processo de metastase é definido como a capacidade que a célula maligna apresenta
de invadir outros tecidos e formar novos tumores. A malignidade ignora as restricbes de
crescimento impostas pelo organismo, em especial pelas células vizinhas normais. Sendo
assim, esta é a principal caracteristica que difere uma neoplasia benigna de uma maligna. A
metastase é um processo dindmico em que genes sdo alternadamente ativados e desativados, e
no qual estdo envolvidas células cancerosas e normais. Para que uma célula cancerosa
sobreviva e forme uma metéstase, ela deve ser capaz de se desprender das demais, invadir a
matriz extracelular, produzir enzimas proteoliticas que digiram a membrana basal, induzir a
formacdo de novos vasos sanguineos e linfaticos (angiogénese), e por estes mesmos vasos,
alcancar a circulacdo sanguinea ou linfatica. Na circulacéo, essa célula tumoral deve resistir a
mecanismos de defesas celulares e humorais (células “natural killer”, macroéfagos, TNF, IFN),
alcancando um 6érgdo favoravel ao seu crescimento, na dependéncia de receptores para essa
célula, da presenca de horménios ou de fatores de crescimento. A maior parte das células é
destruida ainda na circulacdo, pela acdo do sistema imune (MELO; JUNQUEIRA,;
CHAMMAS, 2003; NAGAI; CHAMMAS; BRENTANI, 2009).

Considerando o ciclo celular como sendo de fundamental importancia no processo de
oncogénese, algumas consideracdes devem ser realizadas. O ciclo celular é constituido de
quatro fases (G1, S, G2 e M), e compreende o0s processos de duplicacdo do DNA e divisdo
nuclear (mitose) (Figura 1). Para iniciar um ciclo, a célula em repouso (fase G 0) precisa ser
estimulada por fatores de crescimento (como o PDGF- Fator de crescimento derivado de
plaquetas, e 0 EGF- Fator de crescimento epidermal), hormdnios esterdides e citocinas, todos
produzidos por elas mesmas ou por células ao seu redor. Apos este estimulo, uma série de
reacfes quimicas e eventos morfoldgicos, devem ocorrer de modo sucessivo e ordenado
dentro de cada fase do ciclo de divisdo celular. Na fase S, ha duplicacdo do DNA e durante a
fase M, segregacgdo de todos os componentes celulares entre as células-filhas. As fases G1 e
G2 correspondem aos periodos em que as células se preparam para execucdo das fases S e M,
respectivamente. A principal funcdo do ciclo celular é garantir que o DNA seja fielmente
duplicado durante a fase S e que cOpias idénticas dos cromossomos sejam igualmente
distribuidas entre as células-filhas durante a mitose (MALUMBRES; BARBACID, 2009).
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Durante a transicdo entre as fases G1/S e G2/Mitose ocorre a regulacdo do ciclo
celular através de mecanismos denominados ‘pontos de checagem’, onde a célula garante que
0 estagio precedente tenha sido completado sem erros para que o processo de divisdo possa
avancar para a fase subsequente (KHODJAKOV; RIEDER, 2009). Esse mecanismo de
controle de falhas permite que as células reparem os defeitos, impedindo a sua transmissao
para as novas células e contribuindo com a manutencdo da estabilidade gendmica
(MALUMBRES; BARBACID, 2009). Quando a replicacdo, a reparacdo do DNA ou a
reunido dos cromossomos for aberrante, as células normais detém o seu avango no ciclo
celular até que a condicdo seja corrigida. Porém, se o dano ao DNA ou ao cromossomo for
extenso, a reparagdo fica impossivel e o ciclo celular é interrompido para dar inicio ao
processo de morte celular por apoptose (DE ALMEIDA et al., 2005).

Figura 1. Esquema representativo do ciclo celular.

Fase Mitotica

Ponto de
Checagem 1

Ponto de
Checagem 2

. O DNA é duplicado, e o numero de
organelas e o volume celular aumentam.

D Ocorre a divisdo celular.

Fonte: Adaptado de DE ALMEIDA et al., 2005.

Duas classes de genes, 0s proto-oncogenes e 0s genes supressores de tumor Sdo 0s
mais diretamente relacionados a regulacdo do ciclo celular. Os proto-oncogenes séo
responsaveis pela producdo de proteinas que atuam na estimulacdo do ciclo celular, enquanto
0S genes supressores de tumor sdo responsaveis pela producdo de proteinas que atuam
inibindo o ciclo celular (DE ALMEIDA et al., 2005). A ativacdo dos proto-oncogenes 0S
transformam em oncogenes. Estes sdo descritos como genes anormais responsaveis pela
estimulacdo excessiva e constante dos eventos bioquimicos da proliferacdo celular, o que
configura o cancer. Os genes supressores de tumor, por outro lado, permitem indiretamente a
formacdo de um céncer quando sdo inativados. As alteracfes que afetam os genes supressores
de tumor perturbam o sistema inibidor e o ciclo celular fica desregulado, promovendo a
ocorréncia desordenada de divisdes celulares e o surgimento de células cancerosas. A ativagao
dos proto-oncogenes e a inativacdo dos genes supressores de tumor podem ser causadas por
mutacdes, delecdes e (e/ou) translocagdes cromossdémicas (NEVILLE et al., 2009).
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1.2 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

O problema do cancer no Brasil ganha relevancia pelo perfil epidemioldgico
apresentado nas Gltimas décadas, e com isso, 0 tema conquista cada vez mais espaco nas
agendas politicas e técnicas de todas as esferas de governo. O conhecimento sobre a situacao
dessa doenca permite estabelecer prioridades e alocar recursos de forma direcionada para a
modificacdo positiva desse cenario na populagéo brasileira. A vigilancia do cancer destina-se
a produzir informagdes para a tomada de decisdes. Essas informagdes provém dos registros de
cancer, dos grandes sistemas de informacao em saude, de analises e estimativas, bem como de
pesquisas e estudos epidemioldgicos (BRASIL- INCA, 2014).

Estima-se que, até 2030, a carga global sera de 21,4 milhdes de casos novos de cancer
e 13,2 milhdes de mortes por cancer. No Brasil, a estimativa para o ano de 2014, valida
também para 0 ano de 2015, aponta para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil novos
casos de cancer, reforcando a magnitude do problema do cancer no pais. O cancer de pele do
tipo ndo melanoma (182 mil casos novos) sera 0 mais incidente na populacdo brasileira,
seguido pelos tumores de prostata, mama feminina, célon e reto, pulméo, estdmago e colo do
Utero. Sem considerar os casos de cancer de pele ndo melanoma, estimam-se 395 mil novos
casos de cancer, 204 mil para o sexo masculino e 190 mil para sexo feminino (Tabela 1). Em
homens, os tipos mais incidentes serdo os canceres de prostata, pulmdo, célon e reto,
estdmago e cavidade oral; e, nas mulheres, os de mama, célon e reto, colo do Utero, pulméo e
glandula tireoide (BRASIL- INCA, 2014).

Tabela 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados
para 2015 por género, exceto pele ndo melanoma*

Localizagdo primaria  casos % Localizagao primaria casos %

Prostata 68800 228%  Homens Mulheres  Mama Feminina 57120 20,8%

Traqueia, Bronquio e Pumdo 16400  54% Colon e Reto 17530 6,4%

ColoneReto 15070  50% Colo do Utero 15.590 5,7%

Estomago 12870  43% Traqueia, Bronquio e Puiméo  10.930 40%

Cavidade Oral 11280  37% Glandula Tireoide 8.050 2.9%

Esdfago 8010  26% Estomago 71520 2.7%

Laringe 6870  23% Corpo do Utero 5.900 2.2%

Bexiga 6750  22% Ovério 5.680 21%

Leucemias 5.050 1,7% Linfoma néo Hodgkin 4850 1,8%

Sistema Nervoso Central 4960 1,6% Leucemias 4320 1,6%

*Numeros arredondados para 10 ou muiltiplos de 10.
Fonte: BRASIL- INCA, 2014.

E incontestavel que o cancer tornou-se hoje, no Brasil, um problema de satde publica,
cujo controle e prevencdo deverdo ser priorizados em todas as regifes. As abordagens
orientadas para enfrentar esse problema de salde sdo, necessariamente, multiplas, incluindo:
acOes de educacdo para saude em todos os niveis da sociedade; prevencdo orientada para
individuos e grupos; geracdo de opinido publica; apoio e estimulo & formulacao de legislacdo
especifica para o enfrentamento de fatores de risco relacionados a doenga; e fortalecimento de
acOes em escolas e ambientes de trabalho (BRASIL- INCA, 2014).
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1.3 LIQUENS

A auténtica natureza dos liquens foi descrita em 1868, quando foi considerado tratar-se
ndo de um organismo vegetal, mas de uma complexa simbiose entre algas e fungos.
Entretanto, a ideia inicial de simbiose ndo foi reconhecida por todos. Alguns boténicos,
consideravam a existéncia de parasitismo do tipo helotismo, no qual a alga seria parasitada
pelo fungo, que dela retiraria o seu alimento. Porém, outros admitiram parasitismo
considerando que a alga seria parasita do fungo (XAVIER-FILHO; RIZZINI, 1976).
Numerosas teorias e definicbes foram propostas através do tempo, contudo, durante uma
reunido geral ocorrida no ano de 1981, o comité de terminologia da International Association
for Lichenology (IAL) definiu liquen como a associacdo entre um fungo e um componente
fotossintético, que resulta em talos estaveis de ultraestrutura especifica (XAVIER-FILHO et
al., 2006).

Esta associacdo envolve uma estreita integracdo fisioldgica, na qual o fungo retém
agua protegendo o fotobionte contra dessecacdo, além de fornecer protecdo fisica. Em
contrapartida, as algas fornecem vitaminas e realizam a fotossintese produzindo carboidratos
para uso préprio e para o fungo (NASH Il1, 1996). A simbiose liquénica é uma estratégia
evolucionaria bem sucedida, resultando em uma abundante diversidade de espécies (GRUBE;
KROKEN, 2000). O componente micobionte geralmente pertence ao filo Ascomycota, mas
também pode pertencer ao filo Basidiomycota, jA& o fotobionte pode pertencer tanto as
Chorophyta quanto as Cyanobacteria (BENATTI; MARCELLI, 2007). O fotobionte ocupa
uma parte muito pequena do talo variando de 5-10% da massa total, estando completamente
envolvido pelas hifas do fungo (HONDA; VILEGAS, 1999).

A estrutura do talo liquénico é bastante peculiar, de modo que o micobionte e o
fotobionte se dispdem em camadas sucessivas. No talo destaca-se o cdrtex superior, composto
de hifas entrelacadas, que serve de protecdo para a camada de algas. Centralmente encontra-se
uma camada de hifas frouxas, a medula, seguida de outro feixe de hifas, o cortex inferior
(Figura 2). O fungo geralmente é responsavel ndo sé pela forma, como também pela estrutura
do liquen, contribuindo as hifas para a maior parte da sua massa. Os cortes transversais de
certas espécies de liquens, observados ao microscopio 6ptico, demonstram as algas
distribuidas de forma homogénea, praticamente em todo o talo, enquanto as hifas se
aglomeram junto as superficies superior e inferior do liquen (NASH 111, 1996).

De acordo com a morfologia do talo, os liquens podem ser classificados em: folhoso,
crustoso e fruticoso. Os liquens folhosos possuem, geralmente, forma laminar e grande
dimensdo, aderindo-se diretamente ao substrato por um ou mais pontos ou através de rizinas
(pequenos filamentos semelhantes a raizes). Podem ser destacados do substrato com alguma
facilidade, normalmente com o auxilio de uma navalha. Os liquens crustosos fixam-se ao
substrato em toda a sua extensdo, e estdo de tal forma envolvidos pelas particulas do substrato
que para a sua remogdo torna-se necessario retirar também parte dele. Ao contrério dos
anteriores, os liquens fruticosos apresentam um talo cilindrico e se assemelham a pequenos
arbustos, convergindo para um Gnico ponto que 0s une ao substrato (AHMADJIAN, 1993;
NASH I11, 1996).
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Figura 2. Microestrutura do Talo Liquénico.

Algas

Esoessura do talo

Fonte: SILVA; SASSON, 2005.

Usualmente a reproducdo dos liquens ocorre de forma vegetativa, por meio de
fragmentacdo do talo, que por vezes apresenta visiveis protuberancias, contendo as partes alga
e fungo (XAVIER-FILHO; RIZZINI, 1976). Essas estruturas sdo denominadas isidios, que ao
se destacar do talo, sdo disseminadas para formacdo de novos liquens. Outra forma de
reproducdo é a liberacdo de massas de hifas envolvendo células de algas. Estas estruturas
especializadas sao liberadas através de interrupcGes ou perfuracbes do talo, denominadas
sorédios. Os Isidios e sorédios sdo geralmente disseminados por agentes dispersantes como
agua, vento e insetos (SEAWARD, 1993).

Os liguens podem se desenvolver nos mais diversos substratos como folhas, rochas,
cascas de arvores e solo (HONDA,; VILEGAS, 1999; NASH Il1l, 1996). Embora apresentem a
capacidade de sobreviver nos mais diferentes ambientes eles sdo muito sensiveis a poluicdo
atmosférica (SEAWARD, 1993), e por este motivo tém sido utilizados como bioindicadores
porque diferentemente dos vegetais superiores, ndo dependem de um sistema radicular para
absorcéo de nutrientes (KAFFER et al., 2012). Devido a sua grande capacidade de adaptacéo
as condicdes ambientais adversas, encontram-se amplamente distribuidos desde as regies
polares as tropicais, e das planicies as montanhas mais altas (SHUKLA; JOSHI; RAWAT,
2010).

1.4 CONSTITUINTES QUIMICOS DOS LIQUENS

As substancias quimicas produzidas pelos liquens séo classificadas, de acordo com a
localizagdo no talo, em produtos intracelulares e extracelulares. Os produtos intracelulares,
representados pelas proteinas, aminoacidos, polidis, carotendides, polissacarideos e vitaminas,
sdo encontrados tanto na parede celular quanto no citoplasma de fungos e algas. Os produtos
extracelulares, provenientes do metabolismo secundéario destes organismos, sao classificados
em quatro grupos bioenergeticamente relacionados: depsideos, depsidonas, dibenzofuranos e
acidos Usnicos. Estes metabolitos secundarios localizam-se no cortex ou na medula, em
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concentracdo de 0,1 a 10% em relacéo ao peso seco do talo liquénico (HONDA; VILEGAS,
1999; NASH 111, 1996).

A producdo das substancias liquénicas ocorre através de trés principais vias
biossintéticas: a do acetato polimalonato, onde sdo formados os &cidos graxos, depsideos,
depsidonas e quinonas; a do acido chiquimico, onde se produzem os pigmentos amarelos ou
laranjas, derivados do &cido vulpinico; e a do acido meval6nico, que forma os terpendides e
esterdides. Entretanto, a origem biossintética da maioria dos metabdlitos secundarios decorre
das vias do &cido chiquimico e do acetato polimalonato. Outras vias biossintéticas também
sdo evidenciadas, como a dos amino&cidos e a dos carboidratos; nesta Gltima sdo formados o0s
sacarideos e polidis (HONDA; VILEGAS, 1999).

As substancias liquénicas sdo utilizadas desde a Idade Média pela industria da
perfumaria e de alguns pigmentos (NASH I, 1996). Algumas espécies de liquens s&o
comestiveis e podem ser aproveitadas tanto para aplicagdo na pecuaria como para a
alimentacdo humana (XAVIER-FILHO et al., 2006). A acdo farmacoldgica dos metabolitos
liqguénicos aplica-se tanto para extratos brutos como para substancias purificadas. A eficacia
das substancias liquénicas foi estudada a partir da década de quarenta, quando surgiram 0s
primeiros relatos sobre o assunto. Burkholder et al. (1944) deram inicio a testes
antibacterianos, e posteriormente muitos outros pesquisadores obtiveram resultados
satisfatorios sobre a acdo das substancias liquénicas frente a diferentes microorganismos
(ESIMONE; ADIKWU, 1999; FALCAO et al., 2002; PEREIRA et al., 1996).

Na literatura, também sdo reportadas acdes analgésica, antipirética, antiviral, anti-
inflamatdria, antioxidante e imunoldgica dos metabdlitos liquénicos sobre diversos sistemas
biologicos (MAIA et al., 2002; PIOVANO et al., 2002; WHITE et al., 2014). Além disto,
apresentam atividade protetora contra a radiacdo U.V., sendo portanto considerados bons
protetores solares (DEVEHAT et al., 2013; RANCAN et al., 2002; TORRES et al., 2004).

A eficiéncia destas substancias contras tumores e células cancerigenas encontra-se
bem estabelecida na literatura. Bézivin et al. (2003), descreveram relevante atividade
citotoxica para extratos obtidos a partir dos liquens Cladonia convoluta, C. rangiformis,
Parmelia caperata, Platismatia glauca e Ramalina cuspidata contra varias linhagens de
células tumorais (Clso <20 pg/mL). Kristmundsdéttir et al. (2005), demonstraram que o acido
usnico tem atividade antiproliferativa contra as linhagens de carcinomas humanos de mama
(T-47D), do pancreas (PANC-1) e da prostata (PC-3). O acido salazinico e seus derivados
foram testados frente as linhagens tumorais humanas de mama (MDA/MB-435), do colon
(HCT-8) e do sistema nervoso central (SF-295). A série homologa dos &cidos 8’,9’-di-O-
alquil salazinicos apresentou resultados promissores na avaliacdo da atividade citotoxica (Clso
< 1,73 pg/mL) (MICHELETTI et al., 2009). Derivados do acido lecandrico, apresentaram
potencial citotoxico contra linhagens celulares tumorais diversas. O composto mais potente
foi o orselinato de n-butila, seguido dos orselinato de sec-butila e de terc-butila (Clso: 7,2; 8,9
e 10,2 pg/ml, respectivamente) (BOGO et al., 2010).

Os estudos de genotoxicidade utilizando substancias liquénicas tém sido
frequentemente realizados. O potencial genotdxico do extrato acetdnico obtido a partir de
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Cetraria aculeata em duas cepas de Salmonella typhimurium (TA98 e TA100) e em cultura
de linfocitos humanos foi avaliado por Zeytinoglu et al. (2008). Os resultados demonstraram
que o extrato acetbnico ndo apresentou efeito genotdxico para ambos. A caracterizacdo
quimica do extrato acetdnico através de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) revelou a
presenca dos &cidos liquesterinico e protoliquesterinico no extrato testado. Aydin e Turkez
(2011) relataram que ndo houve potencial genotoxico para extratos aquosos obtidos a partir
dos liquens Aspicilia calcerea, Cetraria chlorophylla, Dermatocapon intestiniforme e Physcia
aipolia em cultura de linfocitos humanos. Entretanto, estudos recentes descreveram atividade
genotoxica dose dependente para extratos metandlicos obtidos a partir de Hypogymnia
physodes e C. islandica em cultura de linfocitos humanos (ARI et al., 2014; GRUJICIC
2014).

Considerando o potencial genotdxico de diversos compostos sobre células humanas
ndo tumorais, muitos trabalhos tém investigado a antigenotoxicidade das substancias
liqguénicas sobre alguns destes compostos, como o subcitrato de bismuto coloidal
(GEYIKOGLU; TURKEZ; ASLAN, 2007), a mitomicina C (TURKEZ; AYDIN; ASLAN,
2012; ZEYTINOGLU et al., 2008), a 4-nitro-o-fenilenodiamina (4-DNP) e a 2-aminofluoreno
(2-AF) (ZEYTINOGLU et al., 2008), a aflatoxina B1 (ASLAN et al., 2012; CEKER et al.,
2013; KOTAN et al., 2011; TURKEZ et al., 2010), o metil metano sulfonato (MMS)
(LEANDRO et al., 2013) e o imazalil (IMA) (TURKEZ; AYDIN; ASLAN, 2014). A
capacidade de algumas substéncias liquénicas em reverter danos induzidos ao DNA, torna
possivel a sua aplicabilidade como agente quimiopreventivo.

1.5 DEPSIDEOS

Os depsideos sdo uma classe distinta de compostos arométicos obtidos de liquens, o0s
quais séo formados pela condensacdo de duas ou mais unidades fendlicas derivadas do orcinol
(&cido orselinico) ou do B-orcinol (acido B-metil-orselinico) (GRIMSHAW, 1976). Esses
compostos sao formados pela esterificacdo da carboxila da posicédo 1 da primeira unidade com
a hidroxila da posi¢ao 4’ ou da posicdo 3’ da segunda unidade. Os compostos resultantes sao
para-depsideos e meta-depsideos da série do orcinol, como o acido lecandrico e o &cido
criptoclorofeico, e da série do B-orcinol, como a atranorina e o &cido barbatico (HONDA,;
VILEGAS, 1999; KUMAR; MULLER, 1999).

A sintese dos depsideos segue a via do acetato polimalonato e inicia-se, como no caso
dos acidos graxos, com a condensacao de 1 mol de acetilSCoA e 3 moles de malonilSCoA. A
enzima acido orselinico sintase é responsavel por catalisar a reacdo biossintética de formacéo
do acido orselinico, sendo este a unidade fundamental da biossintese dos depsideos
(CULBERSON, 1969; HONDA; VILEGAS, 1999). Varios depsideos bem caracterizados
exibem atividade anti-inflamatoria, analgesica, antipirética, antioxidante, antibacteriana e
antifangica, além de propriedades anticancerigenas (HIDALGO et al., 1994; MULLER, 2001;
PIOVANO et al., 2002; RUSSO et al., 2006).

O écido barbatico (C19H2007) (Figura 3), é um depsideo formado por dois anéis
aromaticos interligados entre si por uma ligacdo éster, apresentando em um dos anéis um
grupo carboxilico. Possui massa molecular de 324 u.m.a. e o solvente mais adequado para a
extracdo € o éter dietilico, porem, também é soltvel em cloroférmio e acetona. Seus cristais
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possuem cor amarelo-palido em forma de pequenas agulhas, com ponto de fusdo em torno de
187 T (HUNECK; YOSHIMURA, 1996).

Figura 3. Férmula estrutural do acido barbatico.
OH

Me COOH
Me O

MeO OH
Me
Fonte: OHBA; MURASE; SUGIYAMA, 2013.

O 4cido barbético ¢ o composto principal de Cladonia salzmannii Nyl. (1887) (Figura
4), estando também presente em outras espécies do género Cladonia, como: C. coccifera, C.
krogiana, C. amaurocrea, C. incrassata, e C. cristatella (LOFALL; TIMDAL, 2002;
KOWALSKI; HAUSNER; PIERCEY-NORMORE, 2011). O género Cladonia, pertencente a
familia Cladoniaceae, apresenta distribuicdo cosmopolita e ampla representatividade no
Brasil, onde sdo relatadas aproximadamente trezentas especies (CULBERSON, 1970). Nos
solos arenosos do nordeste brasileiro € comum encontrar lugares caracterizados pela
abundancia de colbnias liquénicas da familia Cladoniaceae. A espécie C. salzmannii Nyl.
distribui-se geograficamente na regido Nordeste do Brasil, principalmente nos Estados de
Pernambuco, Paraiba, Bahia, Minas Gerais e Sergipe. Ocasionalmente, esta espécie também
produz os acidos tamindlico, D-tamindlico e 4-O-dimetilbarbatico (AHTI; STENROOS;
XAVIER-FILHO, 1993). O &cido barbatico também é encontrado em especies de outros
géneros como: Hypogymnia hengduanensis, Usnea longissima, Arthothelum awasthii e
Heterodea muelleri (BEHERA et al., 2008; HAGER et al., 2008; MALLAVADHANI et al.,
2004).

Figura 4. Cladonia salzmannii Nyl.

Fonte: O autor, 2013.
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Os estudos sobre as atividades biologicas deste depsideo tiveram inicio ainda na
década de oitenta, quando Nishitoba et al. (1987) demonstraram o seu efeito alelopatico em
sementes de alface, nas quais ocorreu a inibicdo do desenvolvimento. Posteriormente, o acido
foi considerado como inibidor do complexo proteico denominado fotossistema |1, localizado
nos tilacoides do espinafre (ENDO et al., 1998). A inibicdo do fotossistema Il através da acdo
deste composto continuou a ser alvo de estudos por Takahagi et al. (2006), os quais relataram
que, em celulas de tabaco tolerantes ao herbicida atrazina, a inibi¢cdo ocorreu mediante a sua
atuacdo sobre a cadeia transportadora de elétrons (CTE), gerando o impedimento do fluxo de
elétrons através das proteinas localizadas na membrana mitocondrial interna.

A atividade antimicrobiana do acido barbatico foi analisada por Martins et al. (2010).
O efeito in vitro contra as cepas de Staphylococcus aureus foi evidente. A concentracdo
minima inibitoria (CMI) foi de 50 pg/mL para os isolados clinicos e 100 ug/mL para as
linhagens multirresistentes. Portanto, a CMI do &cido barbatico mostrou o mesmo nivel de
inibicdo de outras substancias liquénicas.

A inibicdo do virus Epstein-Barr (EBV) pelo acido barbatico foi relatada por
Yamamoto et al. (1995), e sendo o EBV considerado pela International Agency for Research
on Cancer como um carcinodgeno de grau | (agentes que comprovadamente causam neoplasias
em humanos), a acdo inibitéria deste composto sobre tal virus torna-se relevante
(NIEDOBITEK, 1999). Kumar; Muller (1999) descreveram a atuacdo do &cido barbatico
como inibidor ndo-redox da sintese do leucotrieno B4 (LT-B4) e como agente
antiproliferativo sobre a linhagem de células HaCaT (células epidérmicas transformadas
espontaneamente).

O potencial citotoxico dos extratos cloroférmico e de acetato de etila do liquen
Thamnolia vermicularis contra a linhagem de células HelLa (células imortais de cancer do
colo do utero) foi reportado por Manojlovic et al. (2010), que evidenciaram a presenca do
acido barbatico como sendo um dos compostos ao qual é atribuido grande potencial para ser
utilizado na industria farmacéutica.

Considerando as atividades bioldgicas descritas anteriormente e o elevado potencial
farmacoldgico atribuido ao acido barbatico torna-se relevante a realizacdo de estudos que
busquem investigar os potenciais citotoxico e genotoxico desta substancia.

1.6 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

A aprovagdo de um novo composto para testes em humanos demanda uma extensa
avaliacdo de ensaios de toxicidade em sistemas in vitro e in vivo. Através da avaliagdo destas
técnicas de bioensaio define-se a concentracdo de uma determinada substancia capaz de
produzir uma resposta bioldgica. A toxicidade pode ser medida através da DLso (dose letal
para 50% do grupo de animais) e da Clso (concentracdo que inibe 50 % do crescimento em
relagdo ao controle negativo) (RANG et al., 2004).

A citotoxicidade é considerada como o potencial que um determinado composto
apresenta para induzir a morte celular. Os testes de citotoxicidade sdo necessarios para definir
a citotoxicidade basal, ou seja, a habilidade intrinseca de um composto para causar morte



Gongalves, J. P. Avaliacdo da Citotoxicidade e Genotoxicidade de Extratos... 27

celular como consequéncia de danos as funcdes bésicas das células (EISENBRAND et al.,
2002). O uso de testes in vitro tem sido amplamente utilizado para pesquisa de agentes
anticancer. A citotoxicidade é considerada um pardmetro para a deteccdo da atividade
antitumoral. A maioria dos quimioterdpicos usados na terapéutica foi selecionada por sua
capacidade de controlar a proliferagéo celular (RAMIREZ-MARES; CHANDRA, 2004).

Os sistemas celulares mais comumente empregados na toxicologia in vitro
compreendem culturas primérias, linhagens imortalizadas, células geneticamente modificadas,
células tronco, células em diferentes estagios de diferenciacdo, co-culturas de diferentes tipos
celulares, culturas tridimensionais, fatias de tecido e sistemas de barreira (ZUCCO et al.,
2004). As culturas celulares sdo derivadas de explantes primarios ou de suspensédo de células
dispersas, sendo cultivadas em monocamadas aderentes em substrato sélido, ou em suspensao
no meio de cultura, quando as células ndo aderem ao substrato (FRESHNEY, 2005). Os
ensaios de citotoxicidade podem ser desenvolvidos através de diversas metodologias:
contagem celular, ensaios clonogénicos, medida de incorporacdo de nucleotideos radiativos
ou métodos colorimétricos (HOUGHTON et al., 2007).

Os métodos de analise através da captacdo e exclusdo de corantes pelas células, séo
amplamente utilizados para medir o nivel de toxicidade celular. O teste de reducdo do MTT
[brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] a formazan tem sido um dos mais
frequentemente utilizados para avaliar a citotoxicidade (MOSMANN, 1983). O MTT entra na
célula via endocitose, e a redugdo para formazan ocorre nas mitocondrias ativas das células
viaveis (LIU et al., 1997). Esta analise tem sido utilizada com sucesso para verificar a
capacidade de reducdo mitocondrial e a viabilidade celular (KIM et al., 2009).

Atualmente a toxicidade celular tem sido constantemente avaliada através do Indice de
Proliferacdo com Blogueio de Citocinese (IPBC) das células tratadas, em compara¢do com 0
controle negativo. O indice é calculado baseando-se no nimero de células mononucleadas,
binucleadas e multinucleadas encontradas no total de 500 células contadas por tratamento.
Sendo assim, uma diminuicdo significativamente estatistica no valor deste indice, quando
comparado ao controle negativo, designa perda nas funcBes celulares e/ou morte celular
(OECD, 2014).

1.7 CELULAS TUMORAIS: SARCOMA 180 E CARCINOMA DE EHRLICH

O Sarcoma 180 foi descoberto no Crocker Laboratory (Columbia University, New
York) em 1914, sendo por este motivo também denominado tumor de Crocker. Inicialmente
foi classificado como um carcinoma mamario, devido ao fato de ter se originado
espontaneamente como um tumor sélido na regido axilar de camundongos. Em 1919, ap4s
diversos transplantes subcutaneos assumiu a forma sarcomatosa (ZUCKERBERG, 1973). Em
1951, a forma ascitica do tumor foi desenvolvida através da inoculagdo intraperitoneal em
camundongos Swiss. Histologicamente, observam-se células poliédricas de citoplasma
basofilo com nucleo central arranjadas em ninhos ou corddes, estroma circundando o tumor e
necrose central (KURASHIGE; MITSUHASHI, 1982).

O Carcinoma de Ehrlich foi descrito como um carcinoma mamario de camundongos
fémeas (EHRLICH, 1906). Primariamente, o tumor foi desenvolvido sob circunstancias
experimentais na forma sélida, sendo transplantado em animais da mesma espécie. A forma



Gongalves, J. P. Avaliacdo da Citotoxicidade e Genotoxicidade de Extratos... 28

ascitica, ou seja, aquela desenvolvida no peritbnio de animais inoculados com células
tumorais, foi desenvolvida em 1932. Histologicamente, o Carcinoma de Ehrlich apresenta
extensas areas de necrose, células extremamente anaplésicas, poucas células inflamatérias e
estroma escasso (GUPTA et al., 2004).

A frequente utilizacdo destes tumores nos estudos de cancerologia experimental ocorre
em consequéncia do alto indice mitético e de invasividade que estes possuem, além da
simplicidade do cultivo celular. Deste modo, estas linhagens celulares tumorais apresentam
fundamental importancia na descoberta de novos farmacos antineoplésicos, bem como no
aperfeicoamento dos métodos de prevencéo e diagnostico do cancer (CRUZ et al., 2009).

1.8 GENOTOXICIDADE

A genotoxicidade constitui a area da genética responsavel pelo estudo dos processos
que alteram o DNA em seu fundamento molecular, processo denominado como mutagénese.
Os agentes genotoxicos sdo aqueles que interagem com o DNA produzindo modificacdes em
sua estrutura ou funcdo, e quando essas alteracfes se fixam apresentando a capacidade de
serem transmitidas, sdo denominadas mutacfes. A palavra mutacdo pode ser definida como
sendo qualquer alteracdo permanente no DNA, que leva a uma alteracdo herdavel da funcéo
génica (SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).

O aparecimento de mutacdes ocorre em todos 0s seres Vvivos, sendo um processo
fundamental para a evolucdo e diversidade das espécies, mas podem ocorrer uma série de
problemas, que na maioria das vezes apresentam resultados maléficos, incluindo
malformacdo, cancer, envelhecimento e morte (SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).
Portanto, 0s mecanismos de mutagénese e carcinogénese mostram-se intrinsecamente ligados.
A mutacdo é consequéncia de danos no DNA, e estes danos podem ser 0 processo inicial da
formacéo de neoplasias (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

Para verificar o potencial genotéxico de um determinado composto, existem testes
bem definidos e internacionalmente reconhecidos pelas agéncias reguladoras como parte da
bateria de testes recomendada para o registro de novos produtos que entram no mercado
mundial (HAYASHI et al., 2000). A utilizacdo de organismos experimentais e bioensaios
para a deteccdo de danos ao material genético tem permitido a quantificacdo e
reconhecimento de uma ampla gama de substancias com atividade genotdxica (OBE et al.,
2002).

Os testes de genotoxicidade sdo frequentemente categorizados pelos indicadores
biolégicos que avaliam. A associacdo desses indicadores bioldgicos, bem caracterizados e
guantificados, com o conhecimento dos mecanismos de ativacdo de proto-oncogenes ou da
perda de funcdo dos genes supressores de tumor, tem fortalecido a importancia de sua
realizacdo (RIBEIRO; MARQUES, 2003). Véarios métodos citogenéticos tém sido utilizados
para a monitorizacdo biologica de populacdes expostas a agentes genotoxicos e
carcinogénicos, como a quantificacdo de micronucleos e lesdes no DNA (COLLINS et al.,
1997; MAC GREGOR et al., 1987).
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1.8.1 Teste do Micronucleo

Os microndcleos sao formados de fragmentos cromossémicos que resultam de quebras
OU Cromossomos inteiros que se atrasam durante a mitose, e portanto ndo podem ser
incorporados ao nuacleo principal das células filhas apos a divisdo nuclear (Figura 5). O indice
de micronucleos em celulas humanas ou de roedores tem se tornado um dos pardmetros
citogenéticos empregados na rotina dos testes de genética toxicoldgica in vivo e in vitro
(NERSESYAN; ADAMYAN, 2004). Essas estruturas sdo tipicamente arredondadas, além de
possuirem cor e textura semelhantes ao ntcleo principal (MULLER; STREFFER, 1994).

O teste do micronucleo é um ensaio frequentemente utilizado para a deteccdo de
agentes clastogénicos (que quebram cromossomos) e aneugénicos (que induzem aneuploidia
ou segregacdo cromossdémica anormal) (TWEATS et al., 2007). Existem algumas técnicas
utilizadas para analise de micronucleos, mas a técnica que realiza o blogueio da citocinese
utilizando a citocalasina B é a Unica que atinge dois objetivos importantes. O primeiro é que o
microntcleo recém formado permanece “preso” ao citoplasma, evitando a sua perda. O
segundo objetivo, esta associado ao fato de que as células analisadas devem apresentar-se
binucleadas, facilitando a leitura das amostras (FENECH; MORLEY, 1985). Além disso, o
bloqueio da citocinese permite confirmar que as células analisadas passaram pelo processo de
divisdo celular durante a realizacéo do teste.

Figura 5. Microntcleos: (A) Células do Sarcoma 180; (B) Células do Carcinoma de Ehrlich.

Fonte: O autor, 2014.

1.8.2 Ensaio Cometa

O principio basico do ensaio cometa é a migracdo de pequenos fragmentos do DNA
durante eletroforese através do gel de agarose. As células com DNA danificado caracterizam
a imagem de nucledides como cometas, consistindo de uma cabeca (matriz nuclear) e uma
cauda (DNA quebrado), que quando corados podem ser observados em microscopio de
fluorescéncia (Figura 6). A extensdao do DNA que migrou esta correlacionada com o nivel do
dano ocorrido (TICE et al., 2000).
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Figura 6. Célula do Sarcoma 180 apresentando danos ao DNA (imagem de cometa).

Fonte: O autor, 2014.

Este ensaio vem sendo proposto para estudos de genética toxicologica devido as suas
vantagens quando comparado a outros testes para deteccdo de substancias genotoxicas. Ele
combina a simplicidade da técnica bioquimica para deteccdo de quebras no DNA com a
utilizacdo de poucas células, além de corresponder a um ensaio citogenético. As vantagens
dessa técnica incluem a sensibilidade na detec¢do de dano ao DNA; a coleta de dados em
nivel celular individual; o uso de um nimero pequeno de células para a andlise; a
possibilidade de aplicacdo em qualquer populacdo de células eucaridticas; e principalmente, a
rapidez de resultados (TICE et al., 2000).

O Ensaio Cometa ndo € utilizado para detectar mutaces, mas sim lesdes gendmicas
que, apds serem processadas, podem resultar em mutacdo. Diferente das mutacdes, as lesGes
detectadas através deste ensaio sdo passiveis de corre¢do. Assim sendo, a sua utilizacdo
também aplica-se para estudos de reparo do DNA, trazendo informagGes importantes sobre a
cinética e o tipo de lesdo reparada (ALBERTINI et al., 2001). Além disso, a utilizacdo deste
ensaio in vitro também € (til para a deteccdo de células em apoptose. Visto que, as células em
fases finais do processo de morte celular por apoptose apresentam formas caracteristicas com
mais de 90% do DNA na cauda e pouquissimo ou nenhum DNA detectavel na cabeca do
cometa (GONTNO; TICE, 2003).

Os ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade constituem métodos de avaliacdo
obrigatdrios para a aprovacao de novos farmacos. Considerando o elevado potencial toxico e
a baixa seletividade dos farmacos utilizados no tratamento do cancer, torna-se necessaria a
realizacdo de pesquisas que busquem novas drogas antitumorais mais seletivas. Os
metabdlitos secundarios liquénicos sdo amplamente descritos na literatura por seu potencial
bioldgico, destacando-se a atividade antitumoral relatada para muitos destes compostos.
Diante disto, torna-se relevante a realizacdo de estudos que busquem avaliar o potencial
citotoxico e genotoxico de metabolitos liquénicos, tais como o0 &cido barbatico.
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

Verificar as atividades citotdxica e genotoxica dos extratos organicos e do acido
barbatico purificado obtido a partir do liqguen Cladonia salzmannii Nyl. através de ensaios in
vitro frente a células neoplasicas experimentais.

3.2 ESPECIFICOS

o Obter os extratos etéreo, cloroférmico e aceténico do talo in natura de C. salzmannii.

e Isolar, purificar e identificar o acido barbatico a partir do extrato etéreo de C.
salzmannii.

e Analisar os extratos organicos e a substancia purificada de C. salzmannii através das
técnicas de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE).

e Determinar a atividade genotdxica in vitro de C. salzmannii frente a ceélulas

neoplasicas experimentais através dos testes de microndcleo e cometa.
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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi verificar as atividades citotdxica e genotdxica in vitro
dos extratos organicos e do acido barbatico (BAR) purificado de Cladonia salzmannii Nyl. Os
extratos organicos foram obtidos a partir do talo liquénico (22 g) previamente limpo e seco, com
os solventes éter dietilico, cloroférmio e acetona, através do método de esgotamento a quente em
aparelho de Soxhlet. O &cido barbatico foi purificado a partir do extrato etéreo (1,3 g). A analise
quimica dos extratos organicos e do BAR purificado foi realizada através de Cromatografia em
Camada Delgada (CCD). A pureza do BAR purificado foi observada atraves de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A atividade citotdxica dos extratos organicos e do BAR
purificado foi determinada através do Método do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazdlio] e do IPBC (indice de Proliferacdo com Bloqueio da Citocinese). O
potencial genotéxico dos extratos organicos e do BAR purificado foram determinados atraves do
teste do micronucleo e do ensaio cometa. O dimetilsulfoxido (DMSO) foi utilizado como
solvente de diluicdo das amostras em todos os testes de atividade bioldgica. Os resultados
referentes a Clso demonstraram relevante potencial citotoxico para o extrato etéreo (Ext E) (50
pg/mL) frente as linhagens celulares NCI-H292 (Clso: 29,91 pg/mL), HEp-2 (Clso: 26,75
pg/mL) e HL-60 (Clso: 3,59 pg/mL), e para o BAR purificado (25 pg/mL) contra as linhagens
HEp-2 (Clso: 15,79 pg/mL) e MCF-7 (Clso: 18,28 pug/mL). Porém, a avaliagdo da citotoxicidade
considerando o indice de Proliferacdo com Bloqueio de Citocinese (IPBC) demonstrou atividade
citotoxica para o BAR purificado em todas as concentracdes testadas (5, 10, 20 e 40 pg/mL) e
para todos os extratos organicos (50 pg/mL) frente as células do Carcinoma de Ehrlich.
Entretanto, para o Sarcoma 180 apenas o BAR purificado na concentracdo de 40 pg/mL e os
extratos etéreo e cloroformico (50 pg/mL) foram considerados citotoxicos. O teste do
micronlcleo (MN) demonstrou que o BAR purificado na concentracdo de 5 pg/mL ndo
apresentou potencial genotdoxico em ambas as linhagens celulares tumorais. Além disso, o
extrato cloroférmico e BAR purificado na concentracdo de 10 pg/mL ndo foram considerados
genotoxicos para o Sarcoma 180. No ensaio cometa, todos 0s compostos testados induziram
danos ao DNA em ambas as linhagens tumorais. Com base nos resultados, considera-se que 0s
extratos organicos e 0 BAR purificado de C. salzmannii (Nyl). apresentam atividade citotdxica e
genotoxica frente as linhagens celulares tumorais testadas.

PALAVRAS — CHAVE: Depsideos. Antitumoral. Micronucleo. Cometa.
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ABSTRACT - The secondary metabolites of lichens are responsible for most of their biological
activities. Many of these compounds exhibit significant antineoplastic activity. The objective of
this study was to evaluate the in vitro cytotoxic and genotoxic activities of organic extracts and
purified barbatic acid from Cladonia salzmannii Nyl. The organic extracts were obtained from
liquenic thallus (22 g) previously cleaned and dried with the solvents diethyl ether, chloroform
and acetone, through hot exhausted method in a Soxhlet apparatus. The barbatic acid was
purified from the ether extract (1.3 g). Chemical analysis of the organic extracts and purified
BAR was performed by Thin Layer Chromatography (TLC). The purity of purified BAR was
observed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The cytotoxic activity of the
organic extracts and purified BAR was determined by the MTT method [3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide] and IPBC (Cytokinesis-Block Proliferation Index). The
genotoxic potential of the organic extracts and purified BAR was determined by the
micronucleus test and comet assay. Dimethyl sulfoxide (DMSQO) was used as diluting solvent of
the samples in all biological tests. The results for ICso demonstrated significant cytotoxic
potential to the ether extract (Ext E) (50 pg/mL) against the cell lines NCI-H292 (ICso: 29,91
pg/mL), HEp-2 (ICso: 26,75 pg/mL) and HL-60 (ICso: 3,59 pg/mL) and to the purified BAR (25
pg/mL) against the cell lines HEp-2 (ICso: 15,79 pg/mL) and MCF-7 (ICsp: 18,28 pg/mL).
However, the assessment of cytotoxicity considering the Cytokinesis-Block Proliferation Index
(IPBC) showed cytotoxic activity for purified BAR at all concentrations tested (5, 10, 20 and 40
png/mL) and for all organic extracts (50 pg/mL) against Ehrlich carcinoma cells. However, for
Sarcoma 180 only BAR purified at a concentration of 40 pug/mL and ether and chloroform
extracts (50 pug/mL) were considered cytotoxic. The micronucleus test (MN) showed that the
purified BAR at a concentration of 5 pg/mL showed no genotoxic potential in both tumor cell
lines. Furthermore, the chloroform extract and purified BAR at a concentration of 10 pg/mL
were not considered genotoxic for Sarcoma 180. In the comet assay, all compounds tested
induced DNA damage in both tumor lines. Based on the results, it is considered that the organic
extracts and the BAR purified from C. salzmannii (Nyl). exhibit cytotoxic and genotoxic activity
front of the tested tumor cell lines.

KEY — WORDS: Depsides. Antitumor. Micronuclei. Comet.
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INTRODUCAO

A crescente relevancia do perfil epidemioldgico apresentado pelo cancer nas ultimas décadas,
torna necessario o desenvolvimento de pesquisas que investiguem fontes de novos compostos
com atividade antineopléasica. A descoberta de medicamentos para tratamento do céncer esta
relacionada a pesquisas de produtos naturais, pois cerca de 60% dos medicamentos utilizados
apresentam, em alguma instancia, sua origem relacionada a uma fonte natural (COSTA-
LOTUFO et al., 2010).

Os liquens sdo utilizados na medicina tradicional desde a antiguidade. As substancias
liquénicas, denominadas antigamente como “acidos liquénicos”, sdo quase em sua totalidade de
natureza fendlica, e responsaveis pela maioria das acdes benéficas dos liquens. Seus metabdlitos
secundarios apresentam importantes atividades bioldgicas, como antimicrobiana, cicatrizante,
antiinflamatoria, antiséptica, antitumoral e citotdxica, sendo fontes potenciais de novos farmacos
(BOUSTIE; TOMASI; GRUBE, 2011). As substancias liquénicas estdo descritas na literatura
como detentoras de relevante atividade antitumoral (BOGO et al., 2010; KOPARAL; TUYLU;
TURK, 2006; MICHELETTI et al., 2009). Atualmente, a atividade genotdxica destas
substancias vém sendo reportadas (GRUJICIC et al., 2014; LEANDRO et al., 2013).

Considerando os dados mencionados, este trabalho teve por objetivo avaliar as atividades
citotoxica e genotdxica dos extratos organicos e do acido barbatico purificado obtidos a partir do

liquen Cladonia salzmannii Nyl. contra linhagens celulares tumorais humanas.
MATERIAIS E METODOS

Coleta e Identificacdo do Material Liquénico: O liquen Cladonia salzmannii Nyl. foi coletado
em area de tabuleiro arenoso no municipio de Alhandra- PB, coordenadas geograficas: Latitude-
7° 24° 993” S; Longitude- 34° 57° 734” W, e armazenado em caixas de papeldo a temperatura
ambiente (28°C+3°C) no Laboratdrio de Quimica de Produtos Naturais da Universidade Federal
de Pernambuco. O material liquénico foi identificado pela Dr?. Maria de Lourdes Lacerda Buril,
através das caracteristicas morfolégicas e quimicas do talo, utilizando os testes de coloracdo de
cortex e medula: Teste K (Hidroxido de Potassio a 10%) e Teste C (Hipoclorito de Sddio a
40%). Uma exsicata encontra-se depositada no herbario UFP- Geraldo Mariz, do Departamento

de Botanica da Universidade Federal de Pernambuco, sob o registro n® 47.998.

Obtencédo dos Extratos Organicos: A partir de 22 g do material liquénico limpo e seco, foram

obtidos os extratos organicos com os solventes éter dietilico, cloroférmio e acetona, por sistema
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de esgotamento a quente em aparelho de Soxhlet em banho maria a temperatura de ebulicdo de
cada solvente durante 12 h, com 150 mL de cada solvente obedecendo a série eluotropica. Os
extratos organicos foram evaporados em rotaevaporador acoplado em banho maria a temperatura

de 40 °C e mantidos em dessecador, para posterior calculo de seus rendimentos.

Isolamento e Purificagdo do Acido Barbatico (BAR): O extrato etéreo previamente seco 1,3 g,
foi submetido a sucessivas lavagens em funil de fundo poroso G4, com 1 mL de cloroférmio
(4x), conforme Asahina; Shibata (1954), para obter o BAR purificado.

Anélise Quimica dos Extratos Organicos e do BAR Purificado:

Cromatografia em Camada Delgada (CCD): Os extratos organicos e a pureza do BAR purificado
foi avaliada, qualitativamente, através de CCD ascendente e unidimensional. Os extratos
orgénicos, o BAR purificado de C. salzmannii e o0 BAR padrdo obtido no Laboratério de
Produtos Naturais da Universidade Federal de Pernambuco foram dissolvidos em éter dietilico
50 pL e aplicados 1 pL em placas de silica gel 60 Merck® Fasa+3g6 € desenvolvidas no sistema A
de solventes (tolueno/ dioxano/ &cido acético 45: 12,5: 2 v/v/v). As bandas do cromatograma
foram visualizadas sob luz UV de comprimento de onda curto e longo (254 nm e 366 nm), e
posteriormente reveladas através da vaporizacdo com acido sulfdrico a 10% e aquecimento a 50
°C por 10 minutos em chapa aquecedora. Os resultados foram avaliados mediante observacdo da
coloracdo das bandas e célculo de seus valores de Rf, em comparagdo com o padrdo
(CULBERSON, 1972).

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE): A analise em CLAE do BAR purificado foi
realizada em cromatdgrafo HITACHI modelo 655A-11, acoplado a um detector de UV da marca
CG, modelo CG437-B. As condigOes de cromatografia obedeceram a metodologia de Legaz;
Vicente (1983), a citar: coluna de fase reversa MicroPack MCH-18 de 250%4,6 mm com volume
de injecdo 20 pL; fase movel isocratica constituida por metanol: agua: acido acético (80: 19,5:
0,5 v/iviv); pressédo de 88 atm e temperatura ambiente (28°C+3°C); detector de UV regulado a
254 nm; padrdes internos de 0,1 mg.mL. O BAR purificado foi diluido em éter dietilico até a
concentracio de 0,1 mg.mL™ e injetado no aparelho. Os resultados foram analisados através da

comparacéo entre os Tempos de Retencdo (TR) do BAR purificado e do BAR padréo.
Ensaios para Avaliacao da Citotoxicidade e da Genotoxicidade in vitro:

Linhagens e Cultura de Células Tumorais: Para a avaliacdo da atividade citotoxica foram

utilizadas as seguintes linhagens de células tumorais humanas: NCI-H292 (carcinoma
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mucoepidermoide de pulmdo humano), HEp-2 (carcinoma de laringe humana), MCF-7
(adenocarcinoma de mama humana) e HL-60 (leucemia promielocitica aguda), fornecidas pelo
Laboratdrio de Cultura de Células do Departamento de Antibi6ticos da Universidade Federal de
Pernambuco - UFPE. As células tumorais NCI-H292 e HEp-2 foram mantidas em meio de
cultura DMEM - Dulbecco’s Modified Ealgle Médium (SIGMA); e as células tumorais MCF-7 e
HL-60 foram mantidas em meio de cultura RPMI (criado pelo Roswell Park Memorial Institute).
Os meios foram suplementados com 10% de soro fetal bovino (GIBCO) e 1% de solugdo de
antibiotico (penicilina e estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37 °C em

atmosfera Umida enriquecida com 5% de COa.

Para os testes de genotoxicidade foram utilizadas células dos tumores Sarcoma 180 e
Carcinoma de Ehrlich em suas formas asciticas, mantidos em camundongos no Biotério do
Centro Académico de Vitdria da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE, cedidas pela
Prof®. Dr®. Noemia Pereira da Silva Santos. As células foram obtidas durante a manutencédo
semanal dos tumores. As linhagens tumorais foram mantidas através da transferéncia
intraperitoneal do liquido ascitico do animal doador para o receptor. Visto que apenas uma
suspensdo constituida de 0,6 mL do liquido ascitico aspirado e 0,4 de solucdo salina 0,9% era
inoculada no camundongo receptor, o restante do liquido ascitico aspirado foi utilizado para a
realizacdo dos testes in vitro. No Laboratério de Nanotecnologia, Biotecnologia e Cultura de
Células do Centro Académico de Vitoria da UFPE, os tumores asciticos Sarcoma 180 e
Carcinoma de Ehrlich foram transferidos para tubos falcon e centrifugados por 5 min. a 2.500
rpm. Apds o descarte do sobrenadante, uma amostra do precipitado de células 100 pL foi
ressuspendido em meio de cultura DMEM - Dulbecco’s Modified Ealgle Médium (SIGMA) 900
puL, para contagem das células em camara de Neubauer. De acordo com a contagem, a

concentracéo de células foi ajustada com o meio de cultura para 10° células/mL.

Teste do MTT: Os extratos orgéanicos e o0 BAR purificado foram submetidos aos ensaios de
atividade citotoxica pelo método colorimétrico do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazélio] (MOSMANN, 1983; ALLEY et al., 1988). As células NCI-H292, MCF-7,
HEp-2 (10° células/mL), e HL-60 (0,3x10° células/mL) foram plaqueadas 190 puL em placas de
96 pocos e incubadas por 24 h. Em seguida, 10 pL das amostras dissolvidas em DMSO (0,5%)
(extratos organicos: 10 mg/mL e BAR purificado: 5 mg/mL) foram adicionadas aos poc¢os nas
concentragdes de 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 pg/mL para o BAR purificado e 50; 25; 12,5; 6,25 e
3,12 pg/mL para os extratos organicos. O farmaco doxorrubicina na concentracdo de 1,25 pg/mL
foi utilizado como controle positivo. O DMSO (0,5%) foi utilizado como controle negativo.
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Apdbs 72 h de reincubacdo, foram adicionados 25 pL de MTT (5 mg/mL) e as placas foram
novamente incubadas por 3 h. Apos este periodo, 100 pL de DMSO foram adicionados a cada
poco, a fim de solubilizar os cristais formados.

A absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm.

Os experimentos foram realizados em quintuplicatas. Uma escala de intensidade foi utilizada
para avaliar o potencial citotoxico das amostras testadas de acordo com a percentagem de
inibicdo; 95-100% alto potencial, 70-90% potencial moderado, < 50% sem potencial
(RODRIGUES et al., 2014). A concentracdo que inibe 50% do crescimento em relacdo ao
controle negativo (Clsp) foi determinada de acordo com os resultados da percentagem de
inibig&o.
Teste do MicronGcleo: As células tumorais (10° células/mL) foram plaqueadas (900 pL) em
placas de 24 pogos. Em seguida as amostras dissolvidas em DMSO (0,5%) foram adicionadas
aos poc¢os (100 pL) em concentracdo final de 50 pg/mL para os extratos organicos, e de 20 e 40
png/mL para o BAR purificado. Os farmacos ciclofosfamida e colchicina (50 pg/mL) foram
utilizados como controles positivos. O DMSO (0,5%) foi utilizado como controle negativo. As
células foram espalhadas em lamina histoldgica previamente codificada e coradas com laranja de
acridina 0,04M.

As laminas foram analisadas em teste cego, em microscépio de fluorescéncia Axio
Imager.M2 (Zeiss), com aumento de 1000 vezes e filtro Alexa Fluor 488 (AF488). O critério
para a analise dos microntcleos e das células binucleadas foi realizado de acordo com Fenech
(2000). O experimento foi realizado em triplicata, portanto para cada tratamento foram avaliadas
3000 células (1000 células/lamina). O indice de Proliferacdo com Blogueio de Citocinese (IPBC)
foi determinado através da avaliagdo do numero de células mononucleadas, binucleadas e
multinucleadas encontradas em 1500 células analisadas por tratamento (500 células/lamina). O

IPBC foi calculado de acordo com a OECD (2014) utilizando a seguinte formula:

IPBC = [(N° de células mononucleadas) + (2 x N° de células binucleadas) + 3 x N° de células multinucleadas)]

(Total de células)

Ensaio Cometa: As células tumorais (10° células/mL) foram plaqueadas e tratadas nas mesmas
condicBes descritas para o teste do micronlcleo. As células em cultura tratadas por 6 h com as
amostras foram retiradas da placa, centrifugadas e ressupendidas em novo meio (DMEM). O

ensaio cometa foi realizado de acordo com Speit; Hartmann (2006). O corante utilizado foi o
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brometo de etideo e a analise realizada em microscopio de fluorescéncia Axio Imager.M2
(Zeiss), com aumento de 40 vezes e filtro Alexa Fluor 546 (AF546). Um total de 300 células

foram analisadas por tratamento (100 células/lamina).

A extensdo do DNA que migrou do nucleo foi analisada de acordo com uma classificagdo
visual descrita por Collins et al. (2008). A partir da classificacdo das células analisadas, os
resultados foram avaliados de acordo com dois parametros: indice de Dano — ID (0-400) e
Frequéncia de Dano — FD (0-100%). O ID resulta da somatéria do nimero de células encontradas em
cada classe multiplicado pelo valor da sua respectiva classe. A FD € obtida através do nimero total
de células analisadas subtraido do numero de células classificadas com grau 0, resultando no valor

percentual de células que apresentam qualquer grau de dano detectavel (1-4).

Andlise Estatistica: A percentagem de inibigdo foi calculada no programa GraphPad Prism 5.0.
A Clsp e 0s respectivos intervalos de confianga (IC 95%) foram calculados a partir da regressao

ndo linear no programa GraphPad Prism 5.0.

A frequéncia de microndcleos, o IPBC e os parametros determinados no ensaio cometa (ID e
FD) foram analisados estatisticamente utilizando o software R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2010) e admitindo-se nivel de significancia de 5%. O IPBC foi analisado através do teste
de Fischer. Os ID e FD foram analisados utilizando o teste ANOVA e o0 pos-teste de Tukey.

RESULTADOS:
Obtencdo dos Extratos Organicos e Analise Quimica das Amostras

O rendimento em percentual dos extratos organicos obtidos através da extracdo por
esgotamento a quente demonstrou a eficiéncia do éter dietilico (7,65%) no processo de extracao
utilizado, uma vez que o seu rendimento foi maior do que as extragdes com cloroférmio (0,04%)
e acetona (0,03%).

A anélise em CCD revelou a presenca do BAR em todos os extratos organicos (Rf: 0,37)
(Figura 1). Outras bandas ndo identificadas também foram evidenciadas nos extratos. O ponto 4,
que corresponde ao BAR purificado, apresentou apenas uma banda, compativel com o Rf do
BAR padrdo (0,37).



Gongalves, J. P. Avaliacdo da Citotoxicidade e Genotoxicidade de Extratos...

Figura 1. Cromatografia em Camada Delgada dos extratos organicos de
C. salzmannii Nyl. e do BAR purificado a partir do extrato etéreo.
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P- BAR padrao; 1- Extrato etéreo (Ext. E); 2— Extrato cloroférmico
(Ext. C); 3— Extrato acetdnico (Ext. A); 4- BAR purificado.
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As amostras do BAR purificado e do padrdo foram submetidas a CLAE, e os dados da CCD

foram confirmados. Observou-se o pico correspondente ao BAR purificado (Tr: 32,96 min.),

apresentando um percentual de pureza de 96,3% (Figura 2).

Figura 2. Cromatograma (CLAE): A- Eter dietilico (Tr: 4,15 min.); B- BAR purificado (Tr: 32,96 min.).
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Atividade Citotdxica dos Extratos Organicos e do BAR purificado

A porcentagem de inibicdo dos extratos orgénicos, do BAR purificado e da doxorrubicina

(controle positivo) sobre o crescimento das células tumorais encontra-se descrita na Tabela 1. O
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extrato etéreo apresentou porcentagem de inibicdo moderada (inibicdo de crescimento celular
variando entre 70-90%) frente as linhagens celulares testadas NCI-H292, HEP-2 e HL-60,
entretanto, para a linhagem MCF-7 o extrato etéreo ndo apresentou potencial citotoxico. O
extrato cloroféormico demonstrou inibicdo moderada frente as linhagens celulares HEP-2 e MCF-
7, e ndo apresentou porcentagem de inibicdo significativa frente as linhagens celulares NCI-
H292 e HL-60. O extrato acetonico demonstrou alta atividade inibitéria (95-100% de inibicéo)
frente a linhagem celular NCI-H292, inibi¢cdo moderada frente a linhagem celular MCF-7, e ndo
inibiu significativamente o crescimento das linhagens celulares HEP-2 e HL-60. O BAR
purificado apresentou porcentagem de inibicdo moderada frente as linhagens celulares HEP-2 e
MCEF-7, e a porcentagem de inibi¢do sobre as linhagens celulares NCI-H292 e HL-60 néo foi

significativa.

O BAR purificado e os extratos organicos que apresentaram atividade inibitoria a partir de
moderada (> 70% de inibicdo) em duas linhagens celulares, foram submetidos a determinacédo da
Clso. A doxorrubicina na concentragédo de 1.25 pg/mL foi utilizada como controle positivo.

Tabela 1. Porcentagem de inibigdo sobre o crescimento celular de linhagens celulares tumorais humanas.

% de inibicao Concentracéao
Amostras
NCI-H292 HEP-2 HL-60 MCF-7 (ng/mL)

Ext. E 80,12+497 8955+425 83,92+4,48 50,87 +2,28 50

Ext. C 58,66 +2,13 73,40+3,61 58,00+3,09 71,98+1,28 50

Ext. A 98,42+0,92 6257+132 3796+1,63 71,26+0,98 50
BAR Purificado 8,73 +0,45 86,53+391 4145+3,15 71,14+4,40 25
Doxorrubicina 94,15+199 79,39+265 9291+0,63 74,77 2,09 1,25

BAR purificado; Ext. E; Ext. C; Ext. A.

Os valores da Clsp do extrato etéreo e do BAR purificado encontram-se demonstrados na
Tabela 2. Considerando os valores de Clso obtidos, os compostos apresentaram potencial
citotoxico relevante contra todas as linhagens testadas, com destaque para a atividade
apresentada pelo extrato etéreo contra a linhagem celular neoplasica HL-60 (Clso= 3,59 ug/mL).
Nos outros extratos e em algumas linhagens ndo foi possivel determinar a Clso pois os valores de
inibicdo n&o atingiram acima de 70% de inibi¢cdo em duas linhagens celulares nas concentragdes

testadas.
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Tabela 2. Cls, do extrato etéreo e do BAR purificado.

Clso (ng/mL) Concentragéo
Amostras  NCI-H292 HEp-2 HL-60 (Hg/mL)
Ext E 29,91 26,75 3,59 50
2620-3414  22,13-3235 2.38-5.41
25
BAR nd 15,79 nd
purificado 13.59 - 18.34
.. 1,25
Doxorrubicina 0,08 0,31 0,06
0,06 - 0,12 0,26 - 0,36 0,05 - 0,07

Ext. E; BAR purificado; nd = ndo determinado.

O IPBC médio das linhagens celulares tumorais Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich
encontram-se descritos na Tabela 3. O BAR purificado na concentracdo de 40 pg/mL, e 0s
extratos etéreo e cloroférmico na concentracdo de 50 pg/mL apresentaram valores de IPBC
estatisticamente diferentes do controle negativo para ambas as linhagens tumorais, sendo
portanto considerados citotdxicos. Além disso, o BAR purificado nas concentragdes de 20, 10 e
5 pg/mL e o extrato acetdnico na concentracdo de 50 pg/mL apresentaram valores de IPBC
estatisticamente diferentes do controle negativo para o Carcinoma de Ehrlich. Portanto, todas as

amostras testadas demonstraram atividade citotoxica frente a linhagem tumoral do Carcinoma de

Ehrlich.

Tabela 3. indice de Proliferagio com Bloqueio de Citocinese (IPBC) médio das linhagens celulares tratadas com os

extratos organicos e BAR purificado (ug/mL) obtidos a partir de C. salzmannii Nyl.

Concentracao IPBC médio
(ng/mL) Sarcoma 180 Carcinoma de
Ehrlich

BAR purificado 40 1,17 £ 0,04* 1,21 +£0,01*
BAR purificado 20 1,38 £ 0,01 1,39 +0,01*
BAR purificado 10 1,39+£0,01 1,42 £0,01*
BAR purificado 5 1,39+ 0,01 1,44 +0,01*
Ext. E 50 1,09 £ 0,01* 1,12 £0,01*
Ext.C 50 1,23 +£0,01* 1,19 £ 0,02*

Ext. A 50 1,36 £ 0,02 1,31£0,03*

DMSO (C.N.) 0,5% 1,41+0,01 1,53 + 0,03

BAR purificado; Ext. E; Ext. C; Ext. A; DMSO = Dimetilsulféxido; C.N. = Controle Negativo.
* Valor estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,005-Sarcoma 180 / p<0,002-Carcinoma de Ehrlich)
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Atividade Genotdxica dos Extratos Organicos e do BAR purificado

A Tabela 4 demonstra a frequéncia do nUmero medio de microntcleos (MNs) encontrados por
tratamento frente as linhagens celulares tumorais Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich. Os
resultados para o Sarcoma 180 demonstram que houve diferenca estatistica significativa para
todos os tratamentos em relacdo ao controle negativo (DMSQO), com excecdo dos tratamentos
com o extrato cloroférmico na concentracdo de 50 pg/mL e com o BAR purificado nas
concentracdes de 5 e 10 pg/mL. Entretanto, para o Carcinoma de Ehrlich todos os tratamentos
foram estatisticamente diferentes do controle negativo (DMSOQO), com exce¢do do BAR

purificado na concentracéo de 5 pg/mL.

Tabela 4. Frequéncia média de microntcleos (MNs) em células binucleadas tratadas com os extratos organicos e
BAR purificado (ug/mL) obtidos a partir de C. salzmannii Nyl.

Amostras Concentracao Frequéncia Média de MNs
(ug/mL) Sarcoma 180 Carcinoma de Ehrlich
BAR purificado 40 35+6,37* 21,3 £3,23*
BAR purificado 20 32 +£5,09* 19,7 + 2,64*
BAR purificado 10 18 £ 3,00 15,3 £ 3,51*
BAR purificado 5 16,3+ 4,04 9,7+1,53
Ext. E 50 39,3 +6,21* 30,7 + 3,42*
Ext.C 50 18,3+ 4,46 14,3 £ 4,41*
Ext. A 50 24,7+ 6,18* 20,3 £ 4,59*
Ciclofosfamida (C.P.) 50 54,7 +2,84* 35+ 4,24*
Colchicina (C.P.) 50 69 £ 2,93* 45,7 + 3,38*

DMSO (C.N.) 0,5% 9,3+ 3,39 3,0+ 1,61

MNs= Micronucleos; BAR purificado; Ext. E; Ext. C; Ext. A; DMSO; C.P. = Controle positivo; C.N. = Controle negativo.
* Valor estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,05)

De acordo com o0 ensaio cometa, todas as amostras testadas induziram danos ao DNA, tanto para

0 Sarcoma 180 como para o Carcinoma de Ehrlich (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5. Frequéncia de Dano (FD) média para as linhagens celulares tratadas com os extratos organicos e BAR
purificado (ug/mL) obtidos a partir de C. salzmannii Nyl.

Tratamentos Concentracao Frequéncia de Dano (FD) média
(ug/mL) Sarcoma 180 Carcinoma de Ehrlich

BAR purificado 40 92,3+ 1,26* 91 +2,00*
BAR purificado 20 86,7 +1,41* 78,6 +2,51*
BAR purificado 10 71,7+2,31* 68,6 + 3,21*
BAR purificado 5 41,3 £2,51* 67,6 £4,51*
Ext. E 50 93,3+ 0,54* 87,3+ 1,52*
Ext.C 50 79,3+1,73* 80,6 +2,51*
Ext. A 50 457 +1,41* 38,6 +2,51*
Ciclofosfamida (C.P.) 50 100 £ 0,00* 98,6 +1,15*
Colchicina (C.P.) 50 99,7 £ 0,54* 99,6 £ 0,57*

DMSO (C.N.) 0,5% 17,0 + 1,63 11,3 +2,08

BAR purificado; Ext. E; Ext. C; Ext. A; DMSO; C.P.; C.N.
* Valor estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,002)
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Tabela 6. indice de Dano (ID) médio para as linhagens celulares tratadas com os extratos organicos e BAR
purificado (png/mL) obtidos a partir de C. salzmannii Nyl.

Tratamentos Concentracao Indice de Dano (ID) médio
(ug/mL) Sarcoma 180 Carcinoma de Ehrlich
BAR purificado 40 255 + 7,81* 254,6 + 12,50*
BAR purificado 20 237,7 £ 6,50* 172,3 + 3,78*
BAR purificado 10 165,7 + 5,50* 150,6 + 11,92*
BAR purificado 5 82,7 + 8,14* 149,3 + 5,77*
Ext. E 50 244,7 + 8,38* 233,6 £ 3,51*
Ext.C 50 169,7 + 11,80* 181,3 + 5,85*
Ext. A 50 71,7 £ 4,50* 63,6 = 5,50*
Ciclofosfamida (C.P.) 50 308,7 £ 6,65* 278 + 2,00*
Colchicina (C.P.) 50 329,3+7,57* 314 + 4,00*
DMSO (C.N.) 0,5% 19+ 2,64 12 £ 2,64

BAR purificado; Ext. E; Ext. C; Ext. A; DMSO; C.P.; C.N.
* Valor estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,002)

DISCUSSAO

A andlise quimica através de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) revelou a presenca
do BAR em todos 0s extratos organicos obtidos de C. salzmannii, sendo este o principal
composto da espécie de estudo, como descrito por AHTI; STENROOS; XAVIER-FILHO
(1993).

A atividade citotdxica das amostras avaliadas através do teste do MTT, considerando-se 0s
valores de Clso obtidos, demonstrou consideravel potencial citotoxico para o extrato etéreo e
para 0 BAR purificado frente as linhagens celulares tumorais testadas. O extrato etéreo
apresentou alto potencial citotoxico contra a linhagem celular HL-60 (Clso = 3,59 pg/mL).
Porém, a avaliacdo da citotoxicidade considerando o indice de Proliferagcdo com Bloqueio de
Citocinese (IPBC), demonstrou atividade citotoxica relevante para o BAR purificado nas
concentragdes de 5, 10, 20 e 40 pug/mL e para todos os extratos organicos na concentracao de 50
pug/mL frente as células do Carcinoma de Ehrlich. Contudo, para o Sarcoma 180 apenas o BAR
purificado na concentracdo de 40 pg/mL e os extratos etéreo e cloroférmico na concentracdo de
50 pg/mL foram considerados citotdxicos. Portanto, as células do Carcinoma de Erhlich

demonstraram elevada sensibilidade para as amostras testadas.

Em estudo anterior, 0 extrato etéreo nas concentragdes de 6.5, 12, 25 e 50 pg/mL e o BAR
purificado nas concentragfes de 2.5, 5.0, 10 e 20 pg/mL obtidos do liquen C. aggregata foram
avaliados em relacdo ao potencial citotoxico contra as linhagens celulares tumorais HEp-2
(Carcinoma Epidermdide de Laringe), NCI-H292 (Carcinoma Mucoepidermoéide de Pulméo) e

KB (carcinoma epidermoéide nasofaringeo) (MARTINS et al. 2013 — Dados ainda nao
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publicados). Os resultados demonstraram maior potencial citotoxico para o extrato etéreo,
sugerido pelos autores como resultado da atividade sinérgica dos componentes presentes no
extrato. Além disso também observou-se atividade citotdxica dose-dependente para ambas as

amostras em todas as linhagens celulares tumorais testadas.

Um estudo mais recente, avaliou a citotoxicidade do BAR purificado obtido de C. salzmannii
frente as linhagens celulares J774 (Macrofagos), Sarcoma 180 e Carcinoma de Ehrlich nas
concentragdes de 40; 20; 10; 5 e 2,5 pg/mL (TAVARES, 2014 — Dados ainda ndo publicados). O
5-fluorouracil foi utilizado como controle positivo. Foram utilizadas as formas livre e
encapsulada do BAR purificado. Os resultados também demonstraram que o potencial citotoxico
do BAR purificado é dose-dependente. Sendo relatada alta citotoxicidade frente as linhagens
celulares tumorais na concentracdo de 40 pug/mL em todas as formas do BAR purificado testadas.
Entretanto, 0 BAR purificado ndo demonstrou citotoxicidade significativa contra a linhagem

celular J774 em nenhuma das concentragoes.

A avaliacdo da genotoxicidade demonstrou o efeito genotdxico de todas as amostras testadas
no ensaio cometa para 0 Sarcoma 180 e para o Carcinoma de Ehrlich, porém de acordo com o
teste do micronlcleo o BAR purificado na concentracdo de 5 pg/mL ndo mostrou-se genotoxico
em ambas as linhagens celulares tumorais. Por outro lado, o extrato cloroférmico e 0 BAR
purificado na concentracdo de 10 pg/mL ndo foram considerados genotdxicos para o Sarcoma
180. Na literatura encontram-se reportados outros estudos que avaliaram a genotoxicidade de
substancias provenientes do metabolismo secundéario dos liquens. A genotoxicidade in vitro e in
vivo do &cido uUsnico obtido a partir de Usnea steineri foi avaliada através dos ensaios do
micronucleo e cometa (LEANDRO et al., 2013). Células V79 (Fibroblastos de Pulmédo de
Hamster Chinés) foram tratadas com o &cido Usnico nas concentracbes de 15, 30, 60 e 120
pg/mL e camundongos Swiss foram tratados nas concentragdes de 25, 50, 100 e 200 ug/kg. Os
resultados in vitro demonstraram danos ao DNA nas concentragdes de 60 e 120 pg/mL no ensaio
cometa, porém nenhuma das concentracGes apresentou potencial genotdxico contra as células
V79 no teste do micronucleo. Na anélise in vivo ndo foram observados efeitos genotdxicos em

nenhuma das concentracdes testadas.

Recentemente, a genotoxicidade do extrato metandlico obtido a partir de Cetraria islandica
foi avaliada (GRUJICIC et al., 2014). Os resultados demonstraram que 0 mencionado extrato
aumentou a frequéncia de micronucleos (MNs) de maneira dose-dependente em linfdcitos de
sangue periférico, porém o aumento mostrou-se significativo apenas nas concentra¢fes de 50,

100 e 200 pg/mL, sendo estas as maiores concentragdes testadas.
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CONCLUSAO

Os dados obtidos neste trabalho demonstram relevante potencial citotdxico e genotoxico in
vitro dos extratos organicos e do BAR purificado obtidos a partir do liquen C. salzmannii. Os
dados referentes ao potencial citotoxico in vitro das amostras testadas, corroboram com os dados
descritos na literatura, que demonstram o perfil antineoplasico promissor das substancias
liguénicas frente a diversas linhagens celulares tumorais, podendo tornar-se futuros farmacos
utilizados para o tratamento do cancer. A avaliacdo da genotoxicidade das amostras testadas

revelou que elas induziram alteragdes no material genético das células tumorais testadas.
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5. CONCLUSAO

Os metabolitos secundarios liquénicos sdo amplamente descritos na literatura por seu
potencial bioldgico, destacando-se a atividade antitumoral relatada para muitos destes
compostos. Os dados obtidos neste trabalho demonstram relevante potencial citotoxico e
genotoxico in vitro dos extratos organicos e do BAR purificado obtidos a partir do liquen C.
salzmannii em linhagens de células tumorais. As substancias liquénicas apresentam um perfil
antineoplésico promissor, podendo tornar-se futuros farmacos utilizados para o tratamento do
cancer. A avaliagdo da genotoxicidade das amostras testadas revelou que elas induziram
alteracdes no material genético das células tumorais testadas.
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MUTATION RESEARCH - GENETIC
TOXICOLOGY AND ENVIRONMENTAL
MUTAGENESIS

A section of Mutation Research

GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

Mutation Research - Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis publishes
papers advancing knowledge in the field of genetic toxicology. Papers are welcomed
in the following areas:

New developments in genotoxicity testing of chemical agents (e.g. improvements in
methodology of assay systems and interpretation of results). Alternatives to and
refinement of the use of animals in genotoxicity testing. Nano-genotoxicology, the
study of genotoxicity hazards and risks related to novel man-made nanomaterials.
Studies of epigenetic changes in relation to genotoxic effects. The use of structure-
activity relationships in predicting genotoxic effects. The isolation and chemical
characterization of novel environmental mutagens. The measurement of genotoxic
effects in human populations, when accompanied by quantitative measurements of
environmental or occupational exposures. The application of novel technologies for
assessing the hazard and risks associated with genotoxic substances (e.g. OMICS or
other high-throughput approaches to genotoxicity testing).

Mutation Research - Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis is now
accepting submissions for a new section of the journal that will be dedicated to the
discussion of current issues relating to design, interpretation and strategic use of
genotoxicity tests (Current Topics in Genotoxicity Testing). This section is
envisaged to include discussions relating to the development of new international
testing guidelines, but also to wider topics in the field. The evaluation of contrasting
or opposing viewpoints is welcomed as long as the presentation is in accordance
with the journal's aims, scope, and policies.

Types of Paper

Mutation Research - Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis publishes
the following types of article: (I) Research papers- papers reporting results of
original, fundamental research. (I1) Short communications of up to 5 printed pages.
(111) Rapids - are accelerated publications - research papers identified by the Editor
as being of significant quality and thereby qualifying for rapid reviewing, and
publication within 8-10 weeks of acceptance. (1) Current issues are generally short,

59



Gongalves, J. P. Avaliacdo da Citotoxicidade e Genotoxicidade de Extratos...

1-2 page comments on a topical theme, and are published within 10 weeks of
acceptance. (V) Volunteered and invited Mini-reviews of less than 10 printed pages,
using references generally no later than 2 years old. The journal accepts Letters to
the Editor.

Please note that Full-length reviews comprehensively covering and critically
analysing a topic are published in Mutation Research Reviews. Also published in the
Reviews section are invited papers in the series Reflections in Mutation Research, in
which research and techniques that have played an important part in the
development of the field of mutation research are revisited and their significance
discussed. Special issues, comprising multiple original and/or review articles written
from a particular viewpoint, on a central theme, are published on a regular basis in
the appropriate section of Mutation Research by topic or article type.

Any submissions that report the results of studies on extracts or complex mixtures
(e.g., solvent extracts of herbal preparations; soil, air, or water samples) will receive
preliminary review by an Editor. Unless such manuscripts offer significant new
insight, such as the chemical identification of previously unknown mutagens or anti-
mutagens, they will be returned to the authors without being sent for further review.
For further clarification of this journal policy please refer to the Editorial published
in Mutation Research 391 (1997) 1.

It is the policy of the Editors to conduct a preliminary review of each submitted
manuscript that reports the results of molecular epidemiology studies.

(i) As with any studies involving human subjects, approval by an appropriately
constituted ethicsreview board and informed consent by participants are required.

(i) Authors are advised to collaborate with qualified epidemiologists with
respect to study design andinterpretation.

(iii)  In studies of the potential genotoxic effects of exposure to environmental
agents, it is stronglyrecommended that quantitative evidence of exposure (such as
analysis of personal monitoring devices or measurement of urinary biomarkers, for
example) be obtained.

Manuscripts which do not conform to these requirements will be returned to the
authors without being sent for further review.

BEFORE YOU BEGIN
Ethics in publishing

For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal
publication see http://www.elsevier.com/publishingethics and
http://www.elsevier.com/journal-authors/ethics.

Conflict of interest

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest
including any financial, personal or other relationships with other people or
organizations within three years of beginning the submitted work that could
inappropriately influence, or be perceived to influence, their work. See also
http://www.elsevier.com/conflictsofinterest.
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The Journal requires full disclosure of all potential conflicts of interest. Please
declare any financial or personal interests that might be viewed to inappropriately
influence the work presented. Interests could include employment, consultancies,
stock ownership and honoraria. If there are no conflicts of interest, the authors
should state, "The authors declare that there are no conflicts of interest". If there are
any financial or personal interests please state so here and include this statement as
an Acknowledgement in your submitting manuscript. Signed copies of the Mutation
ResearchGenetic Toxicology and Environmental Mutagenesis Conflict of Interest
policy form are required upon submission. The Conflict of Interest policy form can
be downloaded here. In order to minimize delays, we strongly advise that the signed
copies of these statements are prepared before you submit your manuscript.

Submission declaration

Submission of an article implies that the work described has not been published
previously (except in the form of an abstract or as part of a published lecture or
academic thesis or as an electronic preprint, see
http://www.elsevier.com/postingpolicy), that it is not under consideration for
publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or
explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that, if
accepted, it will not be published elsewhere including electronically in the same
form, in English or in any other language, without the written consent of the
copyright-holder.

A Chinese version of the submission instructions for MUTGEN can be found here.
Changes to authorship

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the
authorship of accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add or
remove an author, or to rearrange the author names, must be sent to the Journal
Manager from the corresponding author of the accepted manuscript and must
include: (a) the reason the name should be added or removed, or the author names
rearranged and (b) written confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that they
agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or
removal of authors, this includes confirmation from the author being added or
removed. Requests that are not sent by the corresponding author will be forwarded
by the Journal Manager to the corresponding author, who must follow the procedure
as described above. Note that: (1) Journal Managers will inform the Journal Editors
of any such requests and (2) publication of the accepted manuscript in an online
issue is suspended until authorship has been agreed.

After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to add,
delete, or rearrange author names in an article published in an online issue will
follow the same policies as noted above and result in a corrigendum.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal
Publishing Agreement’ (for more information on this and copyright, see
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http://www.elsevier.com/copyright). An e-mail will be sent to the corresponding
author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing
Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including
abstracts for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher
is required for resale or distribution outside the institution and for all other derivative
works, including  compilations  and  translations  (please  consult
http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are
included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners
and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by
authors in these cases: please consult http://www.elsevier.com/permissions.

For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to
complete na ‘'Exclusive License Agreement' (for more information see
http://www.elsevier.com/OAauthoragreement). Permitted third party reuse of open
access articles is determined by the author's choice of user license (see
http://www.elsevier.com/openaccesslicenses).

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your
work. For more information see http://www.elsevier.com/copyright.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the
research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the
sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of
data; in the writing of the report; and in the decision to submit the article for
publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should be
stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose
articles appear in journals published by Elsevier, to comply with potential
manuscript archiving requirements as specified as conditions of their grant awards.
To learn more about existing agreements and policies please visit
http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Open access

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open access

e Articles are freely available to both subscribers and the wider public with
permitted reuse

e An open access publication fee is payable by authors or on their behalf e.g. by
their research funderor institution
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Subscription

« Articles are made available to subscribers as well as developing countries and
patient groups throughour universal access programs
(http://www.elsevier.com/access).

» No open access publication fee payable by authors.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the
same peer review criteria and acceptance standards.

For open access articles, permitted third party (re) use is defined by the following
Creative Commons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other
revised versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a
translation), include in a collective work (such as an anthology), text or data mine
the article, even for commercial purposes, as long as they credit the author(s), do not
represent the author as endorsing their adaptation of the article, and do not modify
the article in such a way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to
include in a collective work (such as an anthology), as long as they credit the
author(s) and provided they do not alter or modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 3250, excluding taxes. Learn
more about Elsevier's pricing policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a
number of green open access options available. We recommend authors see our
green open access page for further information
(http://elsevier.com/greenopenaccess).  Authors can also self-archive their
manuscripts immediately and enable public access from their institution's repository
after an embargo period. This is the version that has been accepted for publication
and which typically includes author-incorporated changes suggested during
submission, peer review and in editor-author communications. Embargo period: For
subscription articles, an appropriate amount of time is needed for journals to deliver
value to subscribing customers before an article becomes freely available to the
public. This is the embargo period and begins from the publication date of the issue
your article appears in.

This journal has an embargo period of 12 months.
Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but
not a mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may
require editing to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform
to correct scientific English may wish to use the English Language Editing service
available from Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/languageediting/)
or visit our customer support site (http://support.elsevier.com) for more information.
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Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering
your article details and uploading your files. The system converts your article files to
a single PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX)
are required to typeset your article for final publication. All correspondence,
including notification of the Editor's decision and requests for revision, is sent by e-
mail.

Referees

The Editors welcome submissions by the authors of the names and addresses of up
to four individuals who could expertly review the paper, and who are not from the
same institutions as the authors. The Editors reserve the right to use these or other
reviewers.

The Health InterNetwork Access to Research Initiative (HINARI) is an initiative to
provide free or nearly free access to the major journals in biomedical and related
social sciences, to public institutions in developing countries. Starting in January
2002 with over 2000 journals from Elsevier and other leading biomedical publishers,
HINARI is part of the Health InterNetwork, which was introduced by the United
Nations' Secretary General Kofi Annan at the UN Millennium Summit in the year
2000.

For further information and registration, please check the HINARI site:
http://www.who.int/hinari/en/

PREPARATION
Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used.
The text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as
possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the
article. In particular, do not use the word processor's options to justify text or to
hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc.
When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces,
to align columns. The electronic text should be prepared in a way very similar to that
of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier:
http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, tables
and text graphics will be required whether or not you embed your figures in the text.
See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and
‘grammar-check’ functions of your word processor.

Article structure
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Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should
be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in
section numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not
just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading
should appear on its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already
published should be indicated by a reference: only relevant modifications should be
described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive
citations and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and
Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae
and equations in appendices should be given separate numbering: Eqg. (A.1), Eq.
(A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and
figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information

. Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.
. Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and

family name(s) of each author and check that all names are accurately spelled.
Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the
names. Indicate all affiliations with a lowercase superscript letter immediately after
the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal
address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail
address of each author.

. Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at
all stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-
mail address is given and that contact details are kept up to date by the
corresponding author.

. Present/permanent address. If an author has moved since the work described
in the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent
address’) may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
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the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is
often presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this
reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and
year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if
essential they must be defined at their first mention in the abstract itself. The
abstract should be up to 300 words of size.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more
attention to the online article. The graphical abstract should summarize the contents
of the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide
readership. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online
submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x
1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size
of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF,
EPS, PDF or MS Office files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for
examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure
the best presentation of their images and in accordance with all technical
requirements: Illustration Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet
points that convey the core findings of the article and should be submitted in a
separate editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the
file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces,
per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide between 3 to 6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, "and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on
the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract
must be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure
consistency of abbreviations throughout the article.
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Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the
title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research
(e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple
formulae in line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a
horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be
presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp.
Number consecutively any equations that have to be displayed separately from the
text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article. Many word processors can build footnotes into the text, and this feature may
be used. Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text and list the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in
the Reference list.

General points: Elsevier can only accept MS Word, LaTeX, or postscript/PDF
documents as electronic camera-ready copy (e-CRC). Electronic files can be stored
on CD or may be transferred to Elsevier via FTP (details available from Customer
support: http://support.elsevier.com). Please note: always send the source file (Word
or LaTex) together with any PDF files as this can contribute to better quality final
PDF files and help in the conversion to XML.

MS Word file: Please ensure that you use normal fonts as much as possible in your
documents, such as Times New Roman, Arial, Symbol, Helvetica, or Times
(TrueType or Type 1 fonts). Special fonts, such as those used in the Far East
(Japanese, Chinese, Korean, etc.) may be cause problems during processing. If you
use a lot of special fonts, please convert the document to PDF with Adobe Acrobat
(see below, and also Elsevier's Quickguide:
http://www.elsevier.com/guidepublication). Please place figures in a logical place
within the document (see also the section on Preparation of electronic illustrations
at http://www.elsevier.com/artworkinstructions). To avoid unnecessary errors you
are strongly advised to use the 'spell-checker' function of your wordprocessor.

LaTeX documents: Please use a LaTeX setup that uses Type 1 fonts instead of the
sometimes default bitmap fonts (Type 3, or pk fonts). For instance, using the LaTeX
Times package may be enough to enable this adjustment. For information on LaTex
see http://www.elsevier.com/latex. Please provide all document-related and
temporary files on submission, as well as the resulting postscript or PDF file.
Postscript/PDF files: Please create postscript files, making sure all fonts are
embedded. When creating PDF files with Adobe Acrobat, please use version 4.05 or
higher, and use the standard "Press Optimized" settings, as provided by Adobe.

Artwork
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Electronic artwork General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

o Embed the used fonts if the application provides that option.

e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New
Roman, Symbol, oruse fonts that look similar.

o Number the illustrations according to their sequence in the text.

 Use a logical naming convention for your artwork files.

« Provide captions to illustrations separately.

« Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:

http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given

here. Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,

PowerPoint, Excel) then please supply ‘as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic

artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following

formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and

line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of

300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a

minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone

(color or grayscale), keep to a minimum of 500 dpi.

Please do not:

« Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these
typically have alow number of pixels and limited set of colors;

« Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG),
EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with
your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at
no additional charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g.,
ScienceDirect and other sites) and in the printed version (unless you specify
otherwise). Please indicate your preference for color: in print and on the Web, or on
the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork,
please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color
figures to 'gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print)
please submit in addition usable black and white versions of all the color
illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached
to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a
description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum
but explain all symbols and abbreviations used.
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Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either
next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number
tables consecutively in accordance with their appearance in the text and place any
table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the
data presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article.
Please avoid using vertical rules.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full.
Unpublished results and personal communications are not recommended in the
reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
the reference list they should follow the standard reference style of the journal and
should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results'
or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the
item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by
online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting
and indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that
data provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames,
journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When
copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOl is encouraged.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was
last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates,
reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references can be
listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or
can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and
any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have a standard template available in key reference
management packages. This covers packages using the Citation Style Language,
such as Mendeley (http://www.mendeley.com/features/reference-manager) and also
others like EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference
Manager (http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to word
processing packages which are available from the above sites, authors only need to
select the appropriate journal template when preparing their article and the list of
references and citations to these will be formatted according to the journal style as
described in this Guide. The process of including templates in these packages is
constantly ongoing. If the journal you are looking for does not have a template
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available yet, please see the list of sample references and citations provided in this
Guide to help you format these according to the journal style.

If you manage your research with Mendeley Desktop, you can easily install the
reference style for this journal by clicking the link below:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/mutation-research-genetic-toxicology-and-
environmental-muta

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the
Mendeley plugins for Microsoft Word or LibreOffice. For more information about
the Citation Style Language, visit http://citationstyles.org.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References
can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable,
author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of
publication, volume and issue/book chapter and the pagination must be present. Use
of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied
to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be
highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the
references yourself they should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The

actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: "..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different

result ...

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in

which they appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific
article, J. Sci. Commun.163 (2010) 51-59.

Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New
York, 2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article,
in: B.S. Jones, R.Z.Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-
Publishing Inc., New York, 2009, pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word
Abbreviations:

http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance
your scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to
submit with their article are strongly encouraged to include links to these within the
body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by referring
to the video or animation content and noting in the body text where it should be
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placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to
the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is
directly usable, please provide the files in one of our recommended file formats with
a preferred maximum size of 150 MB. Video and animation files supplied will be
published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products,
including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with
your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to
your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction
pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and
animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text
for both the electronic and the print version for the portions of the article that refer to
this content.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their
published article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown
next to the online article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to
summarize their research in their own words and to help readers understand what the
paper is about. More information and examples are available at
http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically
receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of
their paper.

Supplementary material

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your
scientific research. Supplementary files offer the author additional possibilities to
publish supporting applications, highresolution images, background datasets, sound
clips and more. Supplementary files supplied will be published online alongside the
electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats.
Authors should submit the material in electronic format together with the article and
supply a concise and descriptive caption for each file. For more detailed instructions
please visit our artwork instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving
readers access to relevant databases that help to build a better understanding of the
described research. Please refer to relevant database identifiers using the following
format in your article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN). See http://www.elsevier.com/databaselinking for more information
and a full list of supported databases.

Submission Checklist
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The following list will be useful during the final checking of an article prior to

sending it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further

details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

o E-mail address

o Full postal address

» Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

o Keywords

« All figure captions

« All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

o Manuscript has been 'spell-checked' and ‘grammar-checked'

« References are in the correct format for this journal

« All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

 Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Web)+ Color figures are clearly marked as being intended for color
reproduction on the Web and in print, or to be reproduced in color on the Web and
in black-and-white in print. There are no color charges for Web and/or print
reproduction

« If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are
also supplied forprinting purposes

For any further information please visit our customer support site at

http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic
documents. The DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is
assigned to a document by the publisher upon the initial electronic publication. The
assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document,
particularly 'Articles in press' because they have not yet received their full
bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here
an article in the journal Physics Letters B):
http://dx.doi.org/10.1016/j.physleth.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOls are
guaranteed never to change.

Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing
system, allowing annotation and correction of proofs online. The environment is
similar to MS Word: in addition to editing text, you can also comment on
figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing
provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type your
corrections, eliminating the potential introduction of errors.
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If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF
version. All instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors,
including alternative methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately.
Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and
correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from
the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one
communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any
subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a personalized link
providing 50 days free access to the final published version of the article on
ScienceDirect. This link can also be used for sharing via email and social networks.
For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which
is sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-
authors may order offprints at any time via Elsevier's WebShop
(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints). Authors requiring printed
copies of multiple articles may use Elsevier WebShop's 'Create Your Own Book'
service to  collate  multiple articles  within a  single  cover
(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/booklets).

AUTHOR INQUIRIES

You can track your submitted article at http://www.elsevier.com/track-submission.
You can track your accepted article at http://www.elsevier.com/trackarticle. You are
also welcome to contact Customer Support via http://support.elsevier.com.
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