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RESUMO: A busca por tratamentos anticancerigenos tem aumentado na tentativa de encontrar
novas formas de impedir o avanco da doenga, tanto pela via de apoptose, como pela inibicéo
da angiogénese. Com esse intuito, compostos bioativos vem sendo estudados na terapéutica de
varias patologias, principalmente no cancer. A Vassobia breviflora (V. breviflora), presente no
sul do continente americano, em paises como Argentina, Uruguai e Brasil pode representar uma
opcao para tal tratamento, uma vez que tem sido estudada e os seus bioativos caracterizados
como potentes agentes antitumorais, anti-inflamatorios, entre outras propriedades. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o potencial citotoxico da fracdo hidroalcoolica da V. breviflora frente
a linhagem HEPG2. Neste estudo, pode-se observar a atividade citotoxica desta fracdo da
espécie na linhagem de carcinoma hepatocelular, por meio dos testes de MTT, vermelho neutro,
cristal violeta, PicoGreen, diclorofluoresceina e éxido nitrico.

Palavras-chave: Bioativos, Carcinoma Hepatocelular, HEPG2, cultura celular, citotoxicidade.

Evaluation of cytotoxicity and reactive species of the hydroalcoholic extract of Vassobia

breviflora agains the hepatocelular carcinoma lineage

ABSTRACT: The search for anticancer treatments has increased in an attempt to find new
ways to prevent the disease from advancing, both through apoptosis and through the inhibition
of angiogenesis. To this end, bioactive compounds have been studied in the treatment of various
pathologies, mainly in cancer. Vassobia breviflora, present in the south of the American
continent, in countries like Argentina, Uruguay and Brazil, may represent an option for such
treatment, since it has been studied and its bioactive agents are characterized as potent antitumor
and anti-inflammatory agents, among other properties. The objective of this work was to
evaluate the cytotoxic potential of the hydroalcoholic fraction of V. breviflora against the HEP

G2 strain. In this study, it is possible to observe the cytotoxic activity of the hydroalcoholic



fraction of the species in the hepatocellular carcinoma lineage, through MTT, neutral red, violet
crystal, PicoGreen, dichlorofluorescein and nitric oxide tests.

Key words: Bioactive, hepatocellular carcinoma, HEPG2, cellular culture, cytotoxicity.



INTRODUCAO

O carcinoma hepatocelular (CHC) € um tumor primario das principais células hepaticas
—0s hepatdcitos. Como as demais neoplasias, surge quando hd mutacao nos genes de uma célula
que a faz se multiplicar desordenadamente (Gomes et al.2013).

O CHC constitui 70-85% das neoplasias hepéticas primarias, € o tumor primario do
figado mais frequentemente observado e se constitui em um dos tumores malignos mais comuns
mundialmente. Ele tem por caracteristica ser muito agressivo, com alto indice de ébito apds o
inicio dos sintomas (Gomes et al.2013).

Na ultima década varios tratamentos que afetam os mecanismos moleculares especificos
do carcinoma passaram por avaliagcdes, dentre esse o Sorafenib, o qual apresentou os melhores
resultados. Sorafenib € um inibidor oral multicanal que atua bloqueando diferentes vias de
sinalizacdo, aumentando a apoptose, retardando a proliferacdo celular e reduzindo a
angiogénese (Armengol et al. 2018).

A busca por medicamentos anticancerigenos tem aumentado na tentativa de se encontrar
tratamentos mais efetivos e seletivos, ou que visem a descoberta de novas estratégias que
impecam o avanco da doenca (Brandao et al. 2010).

Nesse contexto, nos ultimos anos, varios estudos tém apresentado produtos naturais com
atividade bioldgica e medicinal, com abordagem no envolvimento de mecanismos de morte
como parada do ciclo celular, inducdo de apoptose, supressdo de inflamacao e inibicdo de

angiogénese (Chen et al.2020).

Nas ultimas décadas, produtos de origem natural tém sido promissores para a industria
de medicamentos e cosméticos, pois apresentam grande fonte de compostos bioativos. O uso

de substancias provenientes de espécies vegetais na terapéutica de véarias patologias é bem



consolidado. Aproximadamente 83% dos farmacos anticancer, por exemplo, sdo derivados

dessa fonte (Newman & Cragg 2016).

AV. breviflora (Sendtn.) Hunz., popularmente conhecida como Esporéo de Galo, é uma
espécie presente no Rio Grande do Sul, pertencente a familia Solanaceae. A sua espécie
Argentina foi estudada quanto a sua atividade antitumoral, anti-inflamatdria e antibacteriana,
principalmente devido ao seu composto ativo, ja conhecido, Vitaferina A (Samadi et al. 2010).
Assim sendo, devido aos escassos estudos encontrados na literatura sobre a espécie brasileira
da V. breviflora, principalmente quanto a sua composi¢do quimica, associado ao baixo sucesso
de tratamento e elevada taxa de mortalidade para o carcinoma hepatocelular, esta pesquisa tem
como objetivo principal avaliar a atividade citotoxica da fragdo hidroalcéolica da V. brevilfora

frente & linhagem celular de carcinoma hepatocelular (HEPG2).

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal

O material vegetal (folhas) da planta foi coletado em uma propriedade particular no
distrito de Boca do Monte, municipio de Santa Maria, RS. A exsicata do material botanico
encontra-se no Herbéario da Universidade Federal de Santa Maria - SMDB (Santa Maria

Departamento de Biologia), registrado sob o nimero 14.450.

Obtencao do extrato hidroalcodlico

Para a obtengéo do extrato hidroalcoolico, as folhas de V. breviflora passaram por um
processo de secagem em estufa de circulagdo/renovacéo de ar, a temperatura de 40°C durante
48h. Em seguida, esse material foi moido em moinho de facas e macerado em alcool etilico
80% durante trés dias a temperatura ambiente. O material resultante foi filtrado e evaporado

atraves do equipamento rotaevaporador com pressédo reduzida. As concentracdes utilizadas para



0s ensaios citados a seguir, foram 10 pg/mL, 30 pug/mL , 100 pg/mL , 1 mg/ml, 3 mg/ml, 10

mg/ml e 30 mg/ml.

Cultura celular

As células da linhagem de carcinoma hepatocelular (HepG2) foi cultivada em garrafas
de cultura 25 cm? contendo meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) suplementando
com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos. As garrafas foram mantidas com as tampas
semiabertas em estufa de CO, contendo atmosfera tmida. A quantidade de células plaqueadas
foi 1x10* por poco em placas de 96 pogos e 2x10° em placas de 24 pogos. O tratamento utilizado

foi o extrato hidroalcéolico de V. breviflora com concentracdes logaritmicas.

Ensaio (3-4,5 dimethylthiazol-2, 5 diphenyl tetrazolium bromide) (MTT)

O ensaio MTT é um teste colorimétrico que mede a reducdo do brometo de 3-(4,5-
dimetitiazol-2-il)-2,5-difenil  tetrazolio pelas enzimas desidrogenases intracelulares
(MOSMANN, 1983). O reagente MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foi dissolvido em
tampdo fosfato salina (PBS 0,01 mol/L; pH 7,4), foi adicionado 20 pL desta solu¢cdo na
concentracdo de 5 mg/mL as células tratadas em microplaca de 96 pocos e incubado por 4 horas.
Apbs o sobrenadante foi removido e as células foram ressuspensas em DMSO e feita a leitura

em aparelho (Termoplate®) de ELISA no comprimento de onda de 570 nm.

Ensaio cristal violeta

O cristal violeta (cloreto de pararosanilina) é um corante basico também conhecido
como violeta de Genciana, que cora o nucleo das células, de forma que a taxa de crescimento
celular/quantidade de células aderidas é refletida pela determinacdo colorimétrica das células

coradas (Gillies et al.1986; Vega-Avila & Pugsley, 2011). Apds coloragéo e fixacao, as células



foram sao lavadas com PBS duas vezes e solubilizados em SDS 1% para leitura em aparelho

de ELISA 570 nm (Termoplate®).

Ensaio vermelho neutro

O ensaio do vermelho neutro é baseado na capacidade da célula de absorver o vermelho
neutro através de endocitose. O vermelho neutro fica acumulado nos lisossomas de células
viaveis, sendo assim encontrado em maior quantidade em células com integridade na membrana
plasmatica. Sendo entdo incubadas com a solugdo de meio de cultura incompleto com o
reagente vermelho neutro na concentracao de 40 pg/mL. As células permaneceram em cultura
por cerca de 3h em uma estufa de CO. a 37 °C. O meio de cultura foi removido e as células
foram lavadas com PBS e foi adicionado 1 mL do meio de elui¢do (EtOH/AcCOOH, 50%/1%).
A placa foi levemente agitada por cerca de 10 minutos para se obter uma dissolu¢do completa
seguido de leitura a 540 nm (Termoplate®) (Borenfreund & Puerner 1985, Fotakis & Timbrell

2006, Ferronetal . 2014).

Ensaio PicoGreen

Foi realizado um ensaio adicional a partir da quantificacdo da concentracdo de DNA de
cadeia dupla (dsDNA) presente ou ndo no sobrenadante. Para essa medicdao utilizou-se o corante
fluorescente dsDNAPicoGreen®. O experimento foi seguido de acordo com a bula do
fornecedor (Invitrogen®). A leitura foi realizada em fluorimetro (SpectraMax® i3x —
Molecular Devices) nos comprimentos de onda de 520 nm de emissdo e 480 nm de excitagéo.

Os resultados foram expressos como valores de intensidade de fluorescéncia.

Ensaio de diclorofluoresceina
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Os niveis de espécies reativas do oxigénio foram determinados no sobrenadante celular
pelo ensaio fluorimétrico de 2,7 - diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA). A DCFH-DA é
um composto nao fluorescente que € desacetilado pela acdo das enzimas esterases mitocondriais
em DCFH que reage com EROs e se torna DCF, um composto fluorescente (ROTA et al. 1999).
A leitura foi realizada em fluorimetro (SpectralMax® i3x — Molecular Devics) e a fluorescéncia
foi medida em um comprimento de onda de excitacdo de 488 nm e um comprimento de emissdo

de 525 nm.

Ensaio Oxido nitrico

A concentracdo de oxido nitrico (NO) foi determinada por ensaio colorimétrico usando
0 Greiss método (Green et al.1982). Em uma placa de 96 pocos de fundo plano, 50 pL de
reagente Greiss (0,1% sulfanilamida, N-naftil-etilenodiamina 0,1% e 2,5% de &cido fosférico)
e 50 uL do sobrenadante celular. Apds aproximadamente 10 minutos em temperatura ambiente,
a absorbancia foi medida no leitor de microplaca (Termoplate®) no comprimento de onda de
570 nm e os dados foram expressos em intensidade de absorbancia, como controle positivo foi

utilizado 10 uM de nitrito de sédio.

Analise estatistica
Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente no programa GraphPad Prism,
sendo comparados por analise de variancia (ANOVA), seguido de teste post hoc de Tukey.

Sendo considerada diferenca estatistica quando o p<0,05*; p<0,01**; p<0,001***,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaio colorimétrico (MTT)
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No ensaio para verificar a viabilidade celular, a partir da concentracdo de 100 pug/mL ja
apresentou significativa diminuicdo da viabilidade celular. A reducéo ficou em torno 28% a
80% na maior concentracdo (Figura 1).

Samadi utilizou o ensaio MTS para averiguar a viabilidade celular, e com isso conferiu
que em suas concentracdes de vitaferina A, principal composto do vegetal estudado, também
reduziu a viabilidade em seus testes. A viabilidade celular que foi reduzida pelo composto na
linhagem humana HNSCC, inibiu o crescimento de uma forma depende da concentracdo. Sendo
assim, como o estudo apresentado, o efeito antiproliferativo do composto também esta presente
nas quatro principais linhagens de cancer de cabeca e pesco¢o (SAMADI et al. 2010).

Demostrando assim, que tanto em sua forma por inteira como apenas 0 composto
principal purificado, apresenta a reducéo da viabilidade celular em linhagens de carcinoma.

Segundo a pesquisa de Grogan, os seus resultados também apresentaram a apoptose
celular nas linhagens de gliomas malignos, tanto linhagem humana como de camundongos

murinho, sendo assim comprovando a atividade do extrato do vegetal (GROGAN et al. 2011)

Ensaio colorimétrico cristal violeta

No ensaio cristal violeta a viabilidade baixou para 72,3% na concentracdo de 1 mg/mL
e foi decaindo de forma concentracdo dependente. Em um segundo momento foi feita uma
comparacdo qualitativa entre controle negativo, extrato na concentracdo de 2,07 mg/mL e

perdxido de hidrogénio 100 mM em placas de 24 pocos como esta representado na Figura 2.

Ensaio colorimétrico Vermelho Neutro
No ensaio para avaliar a citotoxicidade foi possivel verificar uma redugéo de 12,4% na
quantidade de células em relacdo ao controle negativo. As maiores concentracdes de 10 e 30

mg/mL reduziram em 44% e 47% respectivamente (Figura 3),
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Ensaio fluorescente dsDNA PicoGreen.

A avaliacdo através do ensaio dsDNA PicoGreen demonstrou uma elevacdo na
quantidade de DNA dupla fita extracelular, porém sem significancia estatistica, somente
bioldgica (Figura 4).

Para Grogan o0 seu estudo apresentou pontos positivos em relacdo a expressdo de
proteinas de reparo do DNA, além disso a inibicdo da recombinacdo homologa do reparo da
quebra de fita dupla por meio de um ensaio fluorescente, confirmando a poténcia do extrato

vegetal em gliomas malignos (GROGAN et al. 2011) .

Ensaio fluorescente 2,7-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA)

Na avaliacdo das espécies reativas do oxigénio ndo foi possivel constatar aumento
intracelular desses radicais livres (Figura 5). Por mais que os estudos de Grogan apresentando
resultados sobre as espécies reativas de oxigénio, ainda permanece desconhecido se a vitaferina
A, principal bioativo do vegetal estudado, libera ou induz diretamente as ROS e suas

propriedades reativas (GROGAN et al. 2013)

Ensaio colorimétrico Oxido Nitrico.
No ensaio para avaliar a producdo de espécies reativas do nitrogénio, ndo foi possivel

verificar a presenca dos mesmos através dos tratamentos utilizados (Figura 6).

CONCLUSAO
Concluimos que no presente estudo, o0s trés primeiros ensaios utilizando o extrato
hidroalcoolico de Vassobia breviflora apresentaram respostas positivas em relagdo a

diminuicdo da viabilidade celular, principalmente nas concentracGes a partir de 1 mg/mL frente
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a linhagem de carcinoma hepatocelular. Dessa forma, esses resultados sdo promissores para
uma possivel utilizacdo desses ativos como terapia adjuvante no tratamento desta importante
neoplasia. Porém € preciso mais estudos na area para confirmar sua eficacia, seguranca e
compreender, em detalhes, 0 mecanismo de acdo dos bioativos da espécie vegetal estudada,

inclusive em modelos in vivo.
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Figura 1. Ensaio de citotoxicidade no periodo de 24 horas.
24 Horas (HepG2)
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100+

50+

% de viabilidade

A) Ensaio de MTT, incubacdo de 24 h das células HepG2 tratadas com o extrato
hidroalcoolico de V.breviflora. Dados expressos em média + desvio padrdo (DP).
Andlise seguida por ANOVA de uma via, seguida de teste post hoc de Tukey,
comparando os tratamentos com o controle negativo (CN). Valores com p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Sendo * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001.
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Figura 2. Ensaio de citotoxicidade no periodo de 24 horas, mais imagem macroscopica e

microscopica da placa de 24 pocos.

24 Horas (HepG2)
150+

% de viabilidade

hidroalcoolico de V.breviflora. Dados expressos em média + desvio padrdo (DP). Analise
seguida por ANOVA de uma via, seguida de teste post hoc de Tukey, comparando 0s
tratamentos com o controle negativo (CN). Valores com p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Sendo * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Figura 3. Ensaio de citotoxicidade no periodo de 24 horas.
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C) Ensaio de vermelho neutro, incubagdo de 24 h das células HepG2 tratadas com o extrato
hidroalcoolico de V.breviflora. Dados expressos em média + desvio padrdo (DP). Anélise
seguida por ANOVA de uma via, seguida de teste post hoc de Tukey, comparando 0s
tratamentos com o controle negativo (CN). Valores com p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Sendo * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 4. Ensaio de citotoxicidade no periodo de 24 horas.
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D) Ensaio de dsDNA PicoGreen, incubacéo de 24 h das células HepG2 tratadas com o extrato
hidroalcdolico de V.breviflora. Dados expressos em média + desvio padrdo (DP). Analise
seguida por ANOVA de uma via, seguida de teste post hoc de Tukey, comparando 0s
tratamentos com o controle negativo (CN). Valores com p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Sendo * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Figura 5. Ensaio de producdo de espécies reativas do oxigénio.
24 Horas (HepG2)
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E) Ensaio de diclorofluoresceina, incubacao de 24 h das células HepG2 tratadas com o extrato
hidroalcoolico de V.breviflora. Dados expressos em média + desvio padrdo (DP). Analise
seguida por ANOVA de uma via, seguida de teste post hoc de Tukey, comparando o0s
tratamentos com o controle negativo (CN). Valores com p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Sendo * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 6. Ensaio de producéo de espécies reativas do nitrogénio.
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F) Ensaio de Oxido nitrico, incubacdo de 24 h das células HepG2 tratadas com o extrato
hidroalcoolico de V.breviflora. Dados expressos em média + desvio padrdo (DP). Analise
seguida por ANOVA de uma via, seguida de teste post hoc de Tukey, comparando os
tratamentos com o controle negativo (CN). Valores com p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Sendo * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Tabela 1. Rendimento do extrato e IC50 a partir do ensaio MTT.

Dados \ Resultados
Rendimento de 80 g da V.breviflora 7,379
IC50 2,07 mg/mL

Fonte: Elaborada pelo autor.
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