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RESUMO

A naringina é um flavonoide presente, especialmente, em frutas citricas e que
apresenta potencial atividade antitumoral. Contudo, o efeito em células nao-alvo é
pouco investigado. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o
potencial citotéxico, genotdxico e mutagénico do flavonoide naringina em cultura de
linfécitos humanos tratados in vitro. Os resultados obtidos pelo Teste do MTT
demonstraram que apds 48h de exposicao ao flavonoide a maior concentragao (250
UM) apresentou atividade citotoxica e apds 72h, exceto o tratamento com 5 uM,
todas as concentragdes aumentaram a viabilidade celular. Pelo teste do Micronlcleo
foi possivel analisar o indice de proliferacao celular com bloqueio de citocinese e os
resultados indicaram n&o existir influéncia do flavonoide na proliferacdo celular. Além
disso, os dados obtidos no Teste do Cometa e do Micronucleo demonstraram que
nenhum dos tratamentos com a naringina apresentou efeito genotéxico e
mutagénico.

INTRODUCAO

Os flavonoides sdao compostos fitoquimicos que apresentam uma ampla gama
de atividades biol6gicas (Emran et al., 2022). Esses compostos sao especialmente
abundantes em frutas como as citricas e dentre eles se destaca a naringina, uma
flavanona. Esse flavonoide possui diversas atividades farmacoldgicas e biol6gicas
como antioxidantes, anti-inflamatérias e antitumorais e por essas propriedades a
naringina vem sendo bastante investigada.

Contudo, analises sobre seus potenciais efeitos citotoxicos, genotoxicos e
mutagénicos em células ndo-alvo como os linfocitos sdo pouco explorados. E de
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fundamental importancia a avaliacdo de possiveis efeitos colaterais indesejaveis,
algo que esta de acordo com os procedimentos de pesquisa e desenvolvimento de
novos medicamentos da FDA.

Nesse contexto, estudos in vitro sdo essenciais para investigar 0s riscos que
produtos naturais podem representar as células humanas nao tumorais. Assim, os
linfécitos, células responsaveis pela resposta imune, podem ser utilizados em testes
como o ensaio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-2H bromotetrazélio), que
avalia o potencial citotéxico, o Teste do Cometa, que avalia a genotoxicidade por
meio da deteccao de lesées no DNA, e o Teste de Micronucleo, utilizado para avaliar
a mutagenicidade. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o
potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico do flavonoide naringina em cultura de
linfécitos humanos tratados in vitro.

MATERIAIS E METODOS
Solucao tratamento e Cultura de células

O flavonoide naringina CAS 10236-47-2 (Sigma®) foi dissolvido em tampéo
fosfato-salino (PBS). No momento do uso a solu¢cdo mae foi adicionada ao meio de
cultura Roswell Park Memorial Institute-1640 (RPMI-1640) suplementado com 20%
de soro fetal bovino (SFB — Gibco®) e 2% de fitohemaglutinina A, até a obtencao
das concentrac6es de 5 a 250 uM, as quais foram definidas em trabalhos anteriores
e com base na literatura. )

A coleta de sangue, aprovada pelo Comité de Etica da UEM, contou com o
Termo de Consentimento Livre dos participantes. Foram coletados 40 mL de sangue
periférico de trés voluntarios saudaveis para o Ensaio de MTT, e de um para os
ensaios Cometa e Micronucleo. Apdés isolar os linfécitos com Ficoll Paque Plus, as
células foram ressuspendidas em meio RPMI-1640 com 20% de SBF e 2% de
fitohemaglutinina A e contadas na camara de Neubauer para os experimentos.

Teste de citotoxicidade — MTT

O ensaio foi realizado conforme Mosmann (1983), com modificacées. Em
placas de 96 pocos foram semeados 1x10° linfécitos por poco. Apds estabilizagao,
foi adicionado meio completo com os tratamentos, sendo: controle,
metilmetanosulfonato (MMS) [100uM] e naringina 5, 50, 100, 150, 200 e 250 uM.
Apbs 24, 48 e 72 horas, o meio foi trocado por 100 pL de MTT (2 mg/mL) e incubado
por 4 horas. O meio foi entdo substituido por 100 yL de DMSO (99,7%) para
solubilizar os cristais de formazan, e a leitura realizada em leitor de microplacas
(Labtech) a 550 nm.
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A analise estatistica foi realizada utilizando a andlise de variancia (Oneway
ANOVA), seguido do Teste de Dunnet (a=0,05; p<0,05) com o auxilio do programa
GraphPad Prism 5.01.

Ensaio de genotoxicidade Cometa

O teste seguiu o protocolo de Tice et al. (2000), com modificacées. Foram
semeadas 1x10° células/poco em placas de 6 pocos, e apds 24 horas, as células
foram tratadas com naringina (50, 100 e 150 uM) por 3 horas. O indutor de danos ao
DNA foi o Metilmetanosulfonato (MMS) [100uM]. Apds a colheita, a suspensao foi
depositada em laminas com agarose normal, cobertas por laminulas e refrigeradas
por 20 minutos. Em seguida, as laminas foram colocadas em solucao de lise celular
por 1:30h, submetidas a eletroforese e depois, neutralizadas, fixadas e refrigeradas
até a anadlise. Para a andlise, foram contabilizadas 100 células por lamina,
classificando-as de acordo com os danos de classes 0 a 3, excluindo as apoptéticas.

Teste de Microntcleo com Bloqueio de Citocinese

Para tanto, foi utilizado o protocolo descrito por Fenech (2000), com
modificacées. Apos 44 horas de cultura, foi adicionada naringina (50, 100 e 150 uM)
e apds 48 horas, a citocalasina B (5 pyg/mL) foi usada para inibir a citocinese. As
células foram coletadas, fixadas em metanol-acido acético e coradas com Giemsa a
5%. Foram analisadas 1.000 células binucleadas para a investigacdo da inducéo de
microndcleos (MN), ponte nucleo plasmatica (PNP) e broto nuclear (NBUD), e 500
células para o indice de proliferacao com bloqueio de citocinese (CBPI) que foi
calculado pela férmula [M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]/1.000.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que, pelo Teste do
MTT, apdés a exposicdo de 48 horas, a concentracdo de 250 pM diferiu
estatisticamente do controle com redugéo da viabilidade celular. No entanto, ap6s 72
horas as concentracdes a partir de 50uM apresentaram diferenca estatisticamente
significativas em relagdo ao controle, com um aumento na viabilidade das células.
Por meio do indice de proliferacdo celular com bloqueio de citocinese (CBPI) foi
possivel verificar que os valores obtidos para os tratamentos foram muito
semelhantes aos encontrados no grupo controle. Os ensaios do Cometa e do
Micronlcleo com bloqueio de citocinese demonstraram que nao houve indugédo de
lesbes no DNA e nem de micronucleos.

Segundo Memariani et al. (2021), a naringina suprime o crescimento de varias
células cancerigenas por diferentes vias celulares, efeitos estes observados tanto
em estudos in vitro quanto in vivo. Por outro lado, no presente estudo nao foi
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observada a inibicao da divisdo celular em linf6citos, tampouco verificada a inducao
de lesdes ou micronucleos, o que também poderia ser um mecanismo de acdo em
relacdo as células tumorais. Esses achados sao importantes, pois demonstram uma
acao danosa em células tumorais, porém ndao em células saudaveis, caracteristica
fundamental para uma possivel droga antitumoral. Obviamente, sdo necessarios
mais estudos, envolvendo outras células ndo tumorais para a confirmacao desse tipo
de efeito.

CONCLUSOES

A investigacdo de compostos bioativos com propriedades farmacoldgicas e a
compreensao dos mecanismos de acdo é de extrema importancia. Estudos
anteriores desenvolvidos pelo grupo de pesquisa, demonstram uma possivel acao
antitumoral da naringina, indo de encontro com a literatura cientifica. Contudo, a
investigacdo em células como linfécitos é escassa na literatura, por essa razéo o
presente estudo contribui com novos dados sobre a acdo desse flanonoide, ja que
dentro das condicdes do presente estudo o0 mesmo nao apresentou efeito citotoxico,
genotéxico e mutagénico em linfécitos. Além disso, reforcam a necessidade de
investigacdo em outros tipos celulares que nao células tumorais.
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