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RESUMO

A Naringina, um flavonoide encontrado naturalmente em plantas, apresenta
capacidades terapéuticas que podem ser exploradas, como por exemplo, seu
potencial antitumoral. Portanto, o objetivo do estudo foi investigar a acao citotéxica e
genotoxica da Naringina em linhagem 786-0. Para isso, no ensaio do MTT a cultura
celular foi exposta nos periodos de 24, 48 e 72 horas as concentracdes de 5, 50,
100, 150, 200 e 250 uM. Posteriormente, para o ensaio do cometa a cultura foi
exposta por 3 horas as concentracdes de 50, 100 e 150 uM. O teste do MTT revelou
acao citotoxica da Naringina no periodo de 24 horas, nas concentracdes de 50 a 250
MM; em 48 horas, em 150 pM; e 72 horas, de 150 a 250 uM. Uma viabilidade menor
gue 80% foi observada nas concentragdes de 150 uM (48 e 72 horas) e 250 pM (72
horas). Durante a realizacdo do ensaio do cometa houveram problemas técnicos
(falta de energia elétrica) que inviabilizaram as amostras e, portanto, as analises
destes ensaios ndo foram concluidas. Com base nos dados obtidos, mais testes
devem ser realizados a fim de elucidar a acao deste flavonoide frente a linhagem
celular avaliada.

INTRODUCAO

Os flavonoides, compostos naturais encontrados em plantas, apresentaram
diversas aplicagfes na industria e sdo usados tradicionalmente na medicina chinesa
por conta de suas propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes (Fang et al., 2006).
Um exemplo dessa classe de compostos € a Naringina 4', 5, 7-trihidroxi flavanona-7-
rhamnoglucosideo (PubChem CID: 442428), um flavonoide que pode ser encontrado
normalmente em frutas citricas, e possui a formula molecular de C27H32014 (PM
580,5g/mol) (PubChem, 2005). Considerando suas propriedades medicinais,
atualmente a Naringina vem sendo pesquisada para a investigacdo de sua
capacidade antitumoral, como pode ser observado na revisdo de Chen et al. (2016).
Dessa forma, o objetivo geral deste projeto foi a investigacao dos efeitos citotdxicos
(inibicdo da divisao celular) e genotoxicos (danos no DNA) da Naringina por meio do

FUNDACAO
ARAUCARIA

Apcio 00 Desenvolvimento Clentfico
@ Tecnolépico do Porand




32° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica
s . e . . 23e24deN bro de 2023
12° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Junior

teste do MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio) e do ensaio do
Cometa, respectivamente, em linhagem de carcinoma renal 786-0.

MATERIAIS E METODOS
Solugao de tratamento e cultura da linhagem 786-O

Para o tratamento, foi utilizado Naringina (Sigma, CAS 10236-47-2) nas
concentragbes de 5, 50, 100, 150, 200 e 250 pM, dissolvida no inicio dos
experimentos em tampao fosfato salino (PBS), e adicionada em meio de cultura
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM - Gibco, Cat 12800-017), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SBF - Gibco, Cat 12657-029). A linhagem 786-0,
obtida do estoque de linhagens do Laboratério de Mutagénese e Monitoramento
Ambiental com origem do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), foi cultivada
em frascos de cultura de 25 cm? em 10 mL de meio DMEM suplementado com 10%
de SBF e incubada em estufa a 37 °C com atmosfera umida em 5% de COs,.

Teste do MTT para citotoxicidade

Em uma placa de 96 pocos foram semeadas 1x10” células 786-O e cultivadas
por 24 horas. Em seguida, o meio foi descartado e um novo meio com 0s controles
(positivo e negativo) e as diferentes concentracdes de Naringina foram adicionados.
A Doxorrubicina-DOX (Sigma-Aldrich Saint Louis, USA - CAS 25316-40-9) na
concentracdo de 18 uM foi utilizada como controle positivo; o controle negativo
recebeu meio DMEM com 10% de SBF; e o tratamento com as concentragdes de 5,
50, 100, 150, 200 e 250 uM de Naringina. Apés 24, 48 e 72 horas de exposicéo, 0
meio foi substituido por um novo com 0,167 mg/mL de sal de MTT. Em seguida, as
placas foram incubadas por 4 horas e 0 meio com MTT foi descartado. Apds isso, foi
adicionado dimetilsulfoxido (DMSO) nos pocgos para a solubilizagdo dos cristais de
formazan. Ao final, a placa foi analisada pelo Labtech Microplate Reader (LT-4000) a
550 nm e a viabilidade celular foi determinada a partir da absorbancia do controle
((Absorbancia Tratamento / Absorbancia Controle) x 100).

Teste do Cometa para genotoxicidade

Em uma placa de 6 pocos, foram semeadas 1x10° células 786-O em meio
DMEM suplementado com 10% de SBF. ApGs 24 horas, o0 meio inicial foi descartado
€ novos com 0s controles (positivo e negativo) e as concentragcdes da Naringina
foram adicionados. O controle positivo utilizado foi o Metilmetanosulfonato (MMS -
Sigma-Aldrich Saint Louis, USA) na concentracdo de 75 uM; o negativo com meio
DMEM (10% SBF); e o tratamento com a Naringina nas concentracdes de 50, 100 e
150 uM. Apos 3 horas de exposicdo, os meios foram descartados e as células
tripsinizadas (500 pL de tripsina-EDTA 0,025% a 37°C). ApOGs esse processo, a
suspensao celular deveria ter sido submetida a centrifugacéo (1.000 rpm) por 5 min.
No entanto, por conta de problemas relacionados a falta de energia elétrica, a
centrifugacédo nao foi realizada, sendo aguardado um periodo de aproximadamente
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3 horas para a volta da energia. Para darmos continuidade ao ensaio, utilizamos o
material decantado das amostras (pellet).

Dessa forma, 40 pL de pellet foi misturado a 120 puL de agarose de baixo
ponto de fusdo (LPM 0,5% a 37°C). Em seguida, o material foi depositado em
laminas pré-gelatinizadas com agarose de ponto de fusdo normal (NPM 1,5% a
60°C) e as laminas foram cobertas com laminulas e ficaram em refrigeracdo por 20
min. Apos isso, as laminulas foram retiradas, e o material foi levado para uma
solucéo de lise por 1 hora e meia em ambiente refrigerado. Posteriormente, as
células foram desnaturadas por 20 min e passaram por eletroforese alcalina (25V,
300mA, 20 min.). Ao final, as laminas foram neutralizadas, fixadas, secas e mantidas
em refrigeracdo até a analise. Para a analise, as células foram coradas com brometo
de etideo (0,002 mg/mL) e observadas em microscopia de fluorescéncia (400x). No
experimento, foram preparadas 3 repeticdes de laminas (por tratamento) para uma
analise total dos nucleoides de 300 células, no entanto, ao se observar as amostras
no microscépio, constatou-se uma quantidade insuficiente de células. Esse déficit
pode ser atribuido a decantacéo celular necessaria devido a interrupcao de energia
previamente mencionada, resultando na falta de material e na inconclusao do teste.

Testes Estatistico

Os dados obtidos no Ensaio de Citotoxicidade (MTT) foram submetidos a
analise de variancia (oneway ANOVA), seguido do Teste de Dunnet (a=0,05,
p<0,05). Todas as analises foram realizadas com auxilio do programa GraphPad
Instat verséo 3.02.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo ao ensaio de citotoxicidade, os resultados da absorbancia média
mostraram que as concentracfes de 50 a 250 uM do tratamento com Naringina,
apresentaram diferenca estatisticamente significativa em comparagdo com o
controle apds 24 horas. Em 48 horas, apenas a concentracdo de 150 uM apresentou
diferenga estatistica em relagcdo ao controle. Por dltimo, em 72 horas, as
concentracfes de 150 a 250 uM diferiram estatisticamente do controle. De forma
geral, a concentracdo de 150 pM mostrou ser a mais estavel em relacdo aos outros
tratamentos, mantendo seu efeito durante os trés periodos testados. No caso da
viabilidade celular média, nas concentracdes de 150 uM (48 e 72 horas) e 250 uM
(72 horas) foi observado uma viabilidade menor que 80%, uma porcentagem
indicadora da citotoxicidade para as células nessas condi¢des, considerando que a
confluéncia indica a porcentagem de area coberta pelas células no frasco.

No caso do ensaio do cometa, ocorreram problemas com a energia e o pellet
das amostras nao apresentou material suficiente para a analise em microscopia de
fluorescéncia. ApGs isso, foram feitas tentativas para o descongelamento das células
786-0 armazenadas em nitrogénio, entretanto, as mesmas nao se estabeleceram no
cultivo e a linhagem foi perdida. Impossibilitando a investigagdo do potencial
genotoxico da Naringina nesta linhagem.
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Considerando o uso do composto em células tumorais, observa-se que a
Naringina pode agir como um agente bloqueador de mediadores carcinogénicos, 0s
quais sdo atuantes em sitios de iniciacdo de transcricdo, e supressor de proé-
carcindgenos, substancias que se tornam ativas apds sofrerem transformacdes
enzimaticas. De acordo com Chen et al. (2016), o flavonoide mostrou-se capaz de
inibir a proliferacao celular e promover a apoptose em células tumorais de mama,
cervical e de bexiga. No caso da linhagem 786-O, ainda ndo existem trabalhos
mostrando o uso da Naringina e seus efeitos citotoxicos e genotoxicos, mas 0s
dados do presente estudo mostram que este flavonoide possui potencial citotoxico
frente a esta linhagem.

CONCLUSOES

A Naringina em linhagem 786-O mostrou efeito citotoxico nos periodos de 24
horas, em concentracdes de 50 a 250 uM; em 48 horas, na concentracdo de 150
MM; e 72 horas, de 150 a 250 uM. Além disso, a viabilidade celular calculada
mostrou uma confluéncia menor que 80% nas concentracdes de 150 uM (48 e 72
horas) e 250 uM (72 horas). Entretanto, o ensaio do cometa deve ser repetido, e
mais estudos s80 necessarios para que 0sS mecanismos envolvidos no processo de
citotoxicidade sejam compreendidos.
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