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RESUMO

A Engenharia de Tecidos utiliza conhecimentos interdisciplinares em Engenharia e Ciéncias
da Vida na busca pelo desenvolvimento de substitutos biologicos e técnicas que permitam a
regeneracdo dos tecidos bioldgicos. Nesse sentido, o desenvolvimento de biomateriais e
compostos requer que sejam avaliadas os tipos celulares do tecido de interesse, as interagdes
célula-matriz, mecanismos de transducao, a diferenciacao celular entre outros fatores. Um dos
requisitos basicos inerentes a aplicagdo de compostos na Engenharia Biomédica ¢ a
biocompatibilidade: o material de interesse ndo pode se apresentar toxico ou desencadear
processos alérgicos ou danosos ao tecido. Esses biomateriais podem ter origem sintética ou
natural: as plantas vém sendo utilizadas com fins medicinais pela humanidade ha pelo menos
50.000 anos. O territério brasileiro ¢ um dos mais ricos em biodiversidade e possui muitas
espécies com potencial farmacologico, como a Gustavia augusta, drvore nativa da familia
Lecythidaceae. Esta vem apresentando caracteristicas de interesse, como potencial
anti-inflamatorio, antioxidante e antitumoral. A realizagao de diferentes testes quantitativos de
viabilidade celular com os extratos organicos (etanolico e metandlico), baseados em
diferentes critérios para estimar o grau de citotoxicidade, visa complementar os estudos ja
realizados, descrevendo os padrdes de citotoxicidade apresentados de forma quantitativa. Das
quatro analises quantitativas empregadas em linhagem celular Vero (MTT, cristal violeta, azul
de trypan e vermelho neutro), trés demonstraram citotoxicidade relevante para os extratos de
G. augusta a partir de 50 ug/mL, com viabilidade inferior a 70%. Ainda, o extrato etanolico
apresentou citotoxicidade mais acentuada em comparacio aos demais, apresentando o menor
valor de LDs;,, o que sugere uma afinidade apolar dos compostos citotoxicos. O perfil de
citotoxicidade extratos pode direcionar a seguranga de aplicacdes clinicas, como utilizagdo em
emplastros, curativos ou a sua incorporacao como fatores de inducdo junto a biomateriais,

visando regeneracao tecidual.

Palavras Chave: citotoxicidade; azul de tripan; cristal violeta; MTT; vermelho neutro;

regeneracdo tecidual; viabilidade celular.



ABSTRACT

Tissue Engineering uses interdisciplinary knowledge in Engineering and Life Sciences in the
search for the development of biological substitutes and techniques that allow the
regeneration of biological tissues. In this sense, the development of biomaterials and
compounds requires that the cell types of the tissue of interest, cell-matrix interactions,
transduction mechanisms, cell differentiation, among other factors, be evaluated. One of the
basic requirements inherent to the application of compounds in Biomedical Engineering is
biocompatibility: the material of interest cannot be toxic or trigger allergic or tissue-damaging
processes. Biomaterials can be of synthetic or natural origin: plants have been used for
medicinal purposes by mankind for at least 50,000 years. The Brazilian territory is one of the
richest in biodiversity and has many species with pharmacological potential, such as Gustavia
augusta, a native tree of the Lecythidaceae family. This has been showing characteristics of
interest, such as anti-inflammatory, antioxidant and antitumor potential. Carrying out different
quantitative tests of cell viability with organic extracts (ethanolic and methanolic), based on
different criteria to estimate the degree of cytotoxicity, aims to complement the studies
already carried out, describing the cytotoxicity patterns presented in a quantitative way. Of the
four quantitative analysis used in Vero cell lines (MTT, crystal violet, trypan blue and neutral
red), three showed relevant cytotoxicity for G. augusta extracts from 50 ug/mL, with viability
lower than 70%. Furthermore, the ethanolic extract showed more pronounced cytotoxicity
compared to the others, with the lowest LDs, value, which suggests a non-polar affinity of the
cytotoxic compounds. The cytotoxicity profile of extracts can guide the safety of clinical
applications, such as use in plasters, dressings or incorporation into biomaterials aiming at

tissue regeneration.

Palavras Chave: cytotoxicity; trypan blue; crystal violet; MTT; neutral red; tissue

regeneration; cell viability.
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1. INTRODUCAO

A Engenharia de Tecidos é uma area de pesquisa que se baseia na interdisciplinaridade dos
conhecimentos de engenharia e de ciéncias da vida, para o desenvolvimento de substitutos bioldgicos
que possam recuperar, manter ou melhorar a fun¢io de determinado tecido!'?. Para tanto, se estudam
as relacOes entre célula e matriz extracelular, para o desenvolvimento de biomateriais que sejam
compativeis com os diversos sinais moleculares inerentes aos processos celulares!®. E estudada,
ainda, a insercdo de moléculas indutoras de respostas ou de células progenitoras, visando a promogao
ou direcionamento correto da restauragdo tecidual.

Assim, a restauracdo tecidual requer atencdo para diversos fatores, dentre eles a
biocompatibilidade do material a ser implantado, que ndo pode acarretar em respostas toxicas,
alergénicas ou imunoldgicas no organismo do receptor! 2. A ISO 10993-1 (2009) trata das diretrizes
relacionadas aos materiais ¢ sua biocompatibilidade, estabelecendo diversos testes a serem realizados a
fim de que garantir a seguranga e os efeitos bioldgicos do material: citotoxicidade, toxicidade aguda,
compatibilidade hematologica, entre outros.

Dessa forma,o desenvolvimento de técnicas regenerativas varia de acordo com cada tecido
especifico, sendo avaliados sua matriz extracelular, os tipos celulares envolvidos, seus mecanismos de
transducdo de sinal e de for¢a mecanica'®!. Sdo consideradas as rela¢des célula-matriz, buscando a
producdo de biomateriais compativeis aos diversos sinais moleculares inerentes aos processos
celularest'"™ A partir da sintese de um biomaterial adequado, pode-se produzir arcaboucos com
topografia e propriedades voltadas para o crescimento e diferenciagio celular. E estudada, ainda, a
inser¢do de moléculas indutoras de respostas ou de células progenitoras, visando a promogao ou

direcionamento correto da restauragdo tecidual™ (Fig. 01).

Figura 01. Triade da proliferacdo celular
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Os arcabougos sdo um substitutos biologico capaz de proporcionar um superficie de apoio
mecénico, que seja adequado as células do hospedeiro (histoconducéo), possibilitar um ambiente
bioquimico apropriado ao organismo (histoinducdo), e favorecer o desenvolvimento de células
progenitoras (histogénese)®. Essas estruturas fornecem o suporte tridimensional para as células do
tecido a ser regenerado, permitindo as interagdes célula-matriz e fornecendo as caracteristicas
fisico-quimica (polaridade, pH, resisténcia mecanica e elasticidade, entre outros). Ainda, para que o
tecido se restabeleca no final do processo regenerativo € preferivel que esse biomaterial seja
bioabsorvivel pelo organismo do hospedeiro!'.

Ja os fatores de inducdo, visam conduzir a correta replicacdo ou diferenciagao celular, através
de sinais bioquimicos de liberagdo controlada. Geralmente, esses fatores sdo associados ao arcabougos,
e podem desempenhar o papel de evitar respostas oxidativas e inflamatoérias ou antibioticas™®. A
correta regeneracdo tecidual deve restabelecer a fungdo do tecido, e isso envolve evitar o processo de
cicatrizacdo por colageno I, resultante de respostas inflamatérias que promovem a fibrose tecidual**!,

Esses arcabougos ou fatores de indu¢ao podem ser tanto de origem sintética quanto natural, ou
derivado de origens naturais. Sabe-se que a utilizacdo de plantas com finalidades terapéuticas ¢
curativas pela humanidade é datada de 50.000 anos'”’. Ainda hoje, estas espécies representam grande
importancia no desenvolvimento de farmacos ou compostos de interesses médicos sendo amplamente
empregada na Engenharia de Tecidos. O Brasil, como detentor da maior parcela da biodiversidade
mundial”, possui um enorme potencial natural para a sele¢do e desenvolvimentos de novos produtos
para a area da Satde”™. Com isso, cresce a importancia de estudos que verifiquem o potencial
terapéutico dos representantes da vasta biodiversidade do nosso pais, e a avaliacdo da citotoxicidade
de extratos vegetais ¢ a primeira etapa para um screening da aplicabilidade dessas moléculas visando
regeneragdo tecidual.

A cultura popular brasileira ¢ fortemente ligada ao uso de remédios caseiros como extratos,
chas e emplastros®™'®, sendo um importante indicativo do potencial de interesse das espécies vegetais.
A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) reconhece esse potencial farmacologico, e
propde a execugdo de estudos in vivo e in vitro a fim de comprovar a eficacia e seguranga dos

compostos naturais, empregando o conhecimento e a cultura popular no desenvolvimento cientifico.

1.1.  Gustavia augusta

A Gustavia augusta, nome popular Jeniparana, ¢ uma espécie arborea da familia
Lecythidaceae, distribuida amplamente em todo o Brasil''!l. Chega a 22 metros de altura, com copa em
formato piramidal ¢ com tronco de 20 a 30 cm de didmetro. De filotaxia alterna simples, tem folhas

glabras com pinas de até 45 cm de comprimento. Apresenta inflorescéncia terminal com até 8 flores,



vistosas, de coloragdo branco-réseo pubescentes. Os frutos sdo globosos, de 3 a 7 cm de didmetro, com

sementes esféricas!"'""* (Fig.02).

Fig. 02. Gustavia augusta, caule (esq.) e detalhe da flor (dir.).

Fonte: Tarcisio Ledo (caule) e Dick Culbert (flor).

Popularmente, a arvore ¢ utilizada com fins medicinais, no preparo de chas e emplastros: as
folhas sdo utilizadas descongestionantes e no tratamento de ictericia, j as raizes, como laxantes!'' 1'%,
Ainda, ¢ empregada como antiinflamatério, no tratamento da Leishmaniose e de disturbios
gastrointestinais, na forma de fitoterapico!'®'*!. Apresenta diversos indicativos de potencial
farmacologico, apresentando possiveis aplicagdes em Engenharia de Tecidos. Os extratos de G.
augusta foram relacionados a efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes!'>'*! e potencial antitumoral*.
O efeito citotoxico do extrato da casca na linhagem de cancer de prostata PC-3 foi observado em
concentracdes de 100 ug/mL sendo necessario mais estudos das atividades in vitro e in vivo para uma
avaliacdo conclusiva desse potencial.

Tanto esse potencial farmacoldgico descrito em literatura, quanto a ampla utilizagdo dessa
espécie pela cultura popular trazem um importante potencial de aplicagdo para a G. augusta. Dessa
forma, este estudo propos a avaliagao de uma espécie nacional visando verificar sua possivel aplicagao

como fator de indugdo em regeneracao tecidual.

1.2.  Ensaios in vitro: anilises morfoldogicas e quantitativas

A viabilidade celular é uma medida que pode ser definida como o nimero de células saudaveis
em uma amostra'>'"), Se destaca como uma das medidas in vitro fundamentais a qualquer anélise na
area, tanto para avaliar a taxa de sobrevivéncia celular nos processos rotineiros de cultivo (repique,
congelamento e descongelamento), quanto na obtengdo do numero de células vidveis como um

parametro para outros fatores estudados (atividade, sintese, viabilidade, citotoxicidade, etc.)!'>"'"),



Os testes morfologicos utilizam os critérios de comportamento celular associados a morfologia
das células. Para tanto, utiliza-se a observagdo em microscopios de luz ou eletronicos de varredura
para verificar os padrdes de formato celular, espalhamento, adesdo, presenca de hiper vesiculacao,

sB1317 A ISO 10993-5, considera a avaliagio morfologica como uma

integridade da célula, entre outro
metodologia indicativa de dano celular, apresentando a linhagem celular Vero como padrdo para estas
analises™'®!. A linhagem celular Vero, como observado na Figura 03, ¢ uma linhagem aderente obtida
em 1962 por Yasumura e Kawakita, a partir de células epiteliais do rim de Macaco Verde Africano!'®.
De morfologia hexagonal, possui contagem cromossomica hipodipldide. Em condi¢des ideais de
cultivo, se apresenta bem espalhada, com um ou mais nucléolos evidentes, e extensdo de

lamelipodios!™®.

Fonte: ATCC® '8,

O uso de linhagens com comportamento morfologico bem estabelecido permite uma
comparacdo mais precisa, ja que o comportamento celular em condigdes ideais de cultivo (controle
negativo) ¢ bem conhecido, facilitando a identificagdo de alteragdes nos parametros morfologicos das
populacdes de teste e do controle positivo (citotoxico). Em conjunto a analises quantitativas, a analise
morfoldgica permite uma inferéncia sobre o grau de citotoxicidade induzida™'*"!,

Os ensaios desenvolvidos variam de técnicas de analise populacional, e é constante a busca
por novas metodologias que oferecam maior sensibilidade e confiabilidade. Dentre os protocolos
classicos pode-se elencar desde a exclusdo do corante azul de Tripan por células viaveis, até analises
mais complexas, com analise individual de células, como nos ensaios com citometria de fluxot'*72!-33,

Nos ultimos anos, foram publicados estudos controversos a respeito da aplicagdo das em
técnicas utilizadas para determinagdo da viabilidade celular®*!, Muitas vezes, ocorre a interagio
entre nanoparticulas ou agentes quimicos testados e os corantes®'*?], ou a interferéncia de agentes de

23-25

determinadas vias metaboélicas, devido as condi¢des experimentaisi****], Assim, torna-se necessario um



estudo avaliativo destes testes, a fim de se estabelecer qual teste ou quais combinagdes sdo capazes de
oferecer um resultado mais exato para os indices de viabilidade nas rotinas de pesquisa:
individualmente, cada ensaio de viabilidade se baseia em um unico critério para a quantificacao de
morte celular, possibilitando resultados incompletos ou falhos amplamentes descritos na literatura,
uma vez que a defini¢do de morte celular é complexa e multifatorial®*31-37)

A Tabela 01 contém um panorama geral dos principais testes conhecidos e sua categoria. De
um modo geral, uma analise populacional é um ensaio rapido e indireto, enquanto as individuais
analisam célula a célula. O custo, o tempo de ensaio ¢ a complexidade do equipamento necessario sdo

importantes fatores a serem levados em consideragdo, ja que a escolha de um método especifico tera

uma influéncia direta na interpretacao dos dados.

Tabela 01. Principais critérios utilizados nos testes de viabilidade

Categoria do teste Testes Principios
Teste de integridade de Corantes de exclusao Determinagdo da integridade de membrana, via
membrana Corantes fluorescentes exclusdo de um corante, ou presenca de compostos
Liberag¢ao de LDH intracelulares (LDH) no meio
Testes funcionais Quantificagdo de ATP Avaliagao de componentes metabolicos necessarios a
Redugdo de MTT, XTT sobrevivéncia
Sintese protéica/ DNA
Sondas fluorescentes Conjugados fluorescentes Marcagdo de estruturas especificas (caspase ativada,
fosfatidilserina)
Testes morfologicos Observagdo ao microscopio Avalia¢ao morfologica

Fonte: O Autor

Ainda, foi demonstrado, em estudos anteriores, que a viabilidade dos extratos aquosos de G.
augusta apresentou variagdo entre metodologias testadas™. Dessa forma, esse trabalho propds a
realizacdo de ensaios de citotoxicidade que utilizem diferentes abordagens para analise da viabilidade:
integridade de membrana (exclusio do azul de tripan'>'""), aderéncia celular (coloragdo com cristal
violeta?**!), metabolismo mitocondrial (redugdo do MTT*****!) e metabolismo de ATP (retengio do
vermelho neutrot®B3'),

Foi utilizado neste estudo, como forma de quantificar a citotoxicidade, o pardmetro Lethal
Dose 50, ou LDs,. Trata-se de um calculo de progressdo linear amplamente empregado nas areas de
toxicologia, onde utilizam-se o logaritmo das concentracdes testadas, para se estimar a dose necessaria
para provocar a morte de 50% de uma populag@o. Quanto menor o LDy, de um composto, mais téxico
este ¢ considerado, ja4 que uma dose menor seria necessaria para causar a morte de 50% de uma

populagao tratada com ele.



1.3.  Metabdlitos secundarios e extratos orginicos

As plantas possuem um metabolismo complexo, adaptado para garantir a sobrevivéncia de
individuos sésseis, que precisam se desenvolver em um ambiente fixo sujeito a diversas variacdes

ambientais (calor, umidade, pH, entre outros)™¥.

Os componentes quimicos envolvidos no
metabolismo das plantas sdo divididos entre primarios (aqueles que desenvolvem fungdo essencial
para a sobrevivéncia do individuo) e secundarios. As plantas selvagens, que ao longo de sua evolugdo
foram submetidas a vérias pressdes seletivas, exibem uma quantidade e diversidade maior desses
metabolitos secundarios, que, apesar de ndo estarem relacionadas com o crescimento e sobrevivéncia,
exercem as mais variadas fun¢des ecologicas, desde atividade antioxidante, a acdo inseticida e defesa
contra herbivoros % %%,

Essas moléculas sdo extremamente diversas, ¢ podem conter as mais diversas atividades, com
aplicagdes farmacolodgicas, antitumorais ou psicoativas. Fatores de defesa contra patégenos podem
conter atividade antimicrobiana, e agentes inseticidas naturais podem exercer fung¢do neuroativa
funcionando como antidepressivos, ansioliticos ou relaxantes musculares ¢ .

Os metabolitos secundarios sdo classificados em trés grandes familias: alcaldides, fenodis e
terpenos™ (Fig. 04). E importante considerar os principais metabolitos secundérios descritos na
literatura, pois eles possuem diferentes afinidades quimicas, podendo ser mais hidrossoluveis
(caracteristicas polares) ou lipossoluveis (caracteristicas apolares). As plantas, por possuirem um
metabolismo fotossintetizante dependente de cromodforos reativos a luz solar, estio sujeitas a um grau
de estresse oxidativo gerado pelos estados excitados pela luz, que podem oxidar moléculas diversas™.
Além disso, ha o estresse por excesso de calor, ou perda de 4gua decorrente da luz solar. Dessa forma,
uma classe de metabolitos secundéarios denominada carotenodides ¢ comumente produzida, a fim de
controlar esse estresse oxidativo e proteger contra degradagdo por excesso de luz solar. Ainda, diversas

espécies possuem 0Oleos essenciais, € outras espécies quimicas de baixa solubilidade em agua.

Fig. 04. Principais familias de metabolitos secundarios das plantas

Piruvato + 3PGA oy o

Via do Mevalonato

—

Aminoacidos

aromaticos e 8 ALCALOIDES
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Fonte: UFPEL, PEREZ, Lazaro E. P. Metabolismo Secundario
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Dessa forma, fragoes diferentes das biomoléculas de uma planta sdo extraidas de acordo com a

polaridade do solvente utilizado"”

. Extratos aquosos tendem a conter maior fragdo de moléculas
polares, podendo ndo extrair as moléculas lipossoliiveis como 6leos essenciais ou carotendides de
importante acdo antioxidante. Os extratos organicos visam, entdo, a extragdo da fracdo lipossoluvel
das plantas podendo ter como solvente etanol, metanol, éter, entre outros®”. A avaliagdo dos extratos
com solventes de diferentes polaridades é denominada de perfil fitoquimico, e permite que se averigue
em quais fragdes de polaridade se encontram compostos-chave de interesse. Ainda, a técnica facilita a
separagdo ¢ purificacdo dentre as diversas moléculas provenientes do metabolismo secundério.

A comparacao realizada entre a citotoxicidade de extratos com diferentes solventes foi
importante pois avaliou a resposta celular a diferentes fragcdes do metabolismo de uma mesma planta,
indicando qual a polaridade dos compostos responsaveis pelos efeitos observados.

Pode-se perceber uma diferenca na citotoxicidade de diferentes fragdes de polaridade dos
extratos de G. augusta, o que trouxe indicios sobre a polaridade dos compostos citotoxicos, permitindo
direcionamento para trabalhos posteriores. Ainda, ao utilizar metodologias diversas para mensurar a
viabilidade celular, esse estudo gerou uma base de dados comparativa para corroborar os padrdes
citotoxicos, que foram obtidos através de parametros complementares na mensuragdo da morte celular.

Portanto, os resultados obtidos nesse trabalho além de permitirem uma analise comparativa
entre as metodologias utilizadas, fornecem um resultado mais robusto e confiavel para determinagéo
dos padrdes de citotoxicidade induzidos pelos extratos organicos de G. augusta, apurando a seguranga

e viabilidade de possiveis aplicagdes na area de fitoterapia e Engenharia de Tecidos.
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2.  OBJETIVOS

Avaliar a citotoxicidade dos diferentes extratos orgénicos do caule de Gustavia augusta
(etandlico, metanodlico), através de diferentes técnicas quantitativas de viabilidade, utilizando as
analises morfoldgicas (qualitativas) das células como padrao de acompanhamento dos ensaios.

Para isso, sdo propostos os seguintes objetivos especificos:

2.1.  Avaliar a citotoxicidade de cada extrato, em curva crescente de concentragdes.

2.2.  Calcular a Dose Letal (LDs,) para cada extrato, nas diferentes metodologias de ensaios

(descritas nos itens 3.3 a 3.6 da metodologia)

3. METODOLOGIA

Todos os protocolos foram realizados no laboratério de Engenharia de Tecidos e
Biomoléculas, localizado na sala 104 do Bloco Omega do campus Sio Bernardo do Campo da

UFABC, e na Central Multiusudrio deste Campus.

3.1. Cultura de células Vero

As células Vero (CCIAL 057) foram cultivadas em meio de cultura HAM F10, com 10% de
soro fetal bovino (SFB), e 100 pg/ml de penicilina/estreptomicina. As culturas, mantidas a 37°C e 5%
CO,. A morfologia celular foi avaliada ao longo da cultura por microscopia de luz invertida, com
contraste de fase (Axiovert A1/ Zeiss), entre repiques e trocas de meio.

Para os ensaios de viabilidade celular, as células Vero foram cultivadas em placas de cultura
de 96 pogos, na densidade de 10* células por poco, em 100 ul de meio completo (Fig. 05). A cultura
foi mantida por 24 horas para o estabelecimento da monocamada. Apds este periodo o meio de cultura
foi substituido pelos extratos de teste de Gustavia augusta. Apods outras 24 horas de contato das
células com os extratos foram realizados os ensaios de viabilidade celular (itens 3.3 a 3.6 da
metodologia). O controle positivo utilizado foi a solugéo de fenol 0,25%, e o controle negativo as

condigdes ideais de cultivo celular.

3.2.  Obtencao dos extratos de Gustavia augusta

Os extratos de teste de Gustavia augusta, foram obtidos mantendo-se as amostras vegetais de
60°C em estufa ventilada por 24 horas, até atingir teor de umidade padrao de 20%. Manteve-se 10g da
amostra seca do caule em solvente (etanol ou metanol) por 24 horas. O extrato foi posteriormente

concentrado via rotaevaporacao e avaliados nas concentragdes 1, 10, 25, 50, 75 e 100 pg/mL.
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3.3.  Ensaio de exclusio do azul de tripan

Na quantificagdo das células utilizando o azul de tripan, realizou-se, apds 24h de incubacdo
com os extratos, a suspensdo das células em solugdo de tripsina/EDTA (0,25%). O conteudo celular foi
ressuspendido em 100 uL. de meio, corando-se com azul de tripan 0,4% (Sigma), na proporcao de 1:1.

A contagem foi realizada com Camara de Neubauer, em microscopio invertido (Axiovert Al / Zeiss).

3.4. Ensaio de coloracio por cristal violeta

Para a quantificacdo das células com cristal violeta as células incubadas foram lavadas com
tampao PBS, fixadas durante 15 min em glutaraldeido 2,5% (Synth). As células fixadas foram coradas
com o cristal violeta (Synth, 0,05%, em metanol a 20%) durante 15 min, e lavadas 4 vezes com agua
destilada por 3 minutos. A dilui¢do do corante foi realizada com 100 ulL em solucdo 0,1 M de citrato

de sddio (50% etanol, pH 4,2). A leitura foi realizada a 540 nm (SpectraMax M5).

3.5. Ensaio de redu¢cao do MTT

Na analise de viabilidade celular por redu¢do de MTT, foram adicionados 100 pL da solucio
de 500 pg/mL de MTT (Sigma Aldrich) as células lavadas em PBS. Apos 3 h de incubagdo com o
corante, o meio foi removido e as células lavadas. Aplicou-se 100 pl. de DMSO (synth),

procedendo-se a leitura espectrofotométrica a 570 nm (SpectraMax M5).

3.6. Ensaio de retencao do vermelho neutro

Para a analise de viabilidade celular por vermelho neutro, as células foram lavadas com 100
pL de tampao fosfato. Em seguida, foram adicionados 100 pL da solugdo de 50 pg/mL de vermelho
neutro (Sigma). Ap6s 3 h de incubagdo com o corante, o0 meio foi removido, e as células lavadas em
tampao fosfato. Foi aplicada 100 pL de solug@o acido acético glacial (1 %) em etanol. Apos 10

minutos de incubagdo realizou-se leitura espectrofotométrica a 540 nm (SpectraMax M5).

3.7. Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata. Para analise estatistica utilizou-se o software
GraphPad Prism ™, versdo 6.0 e Microsoft Excel™. Todos os resultados estio apresentados como
média +/- desvio padrido. Foram realizadas analises de varidncia (ANOVA One ou TwoWay) ¢ o teste

posterior de Bonferroni. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo morfologico de citotoxicidade dos extratos, aquoso e organicos, de caule e folhas de
Gustavia augusta, foi executado por PADILHA, C. e colaboradores!'®, em linhagem celular Vero.. Foi
relatado, para o extrato aquoso de caule, um padrdo morfolégico de citotoxicidade para as
concentragdes iguais e superiores a 75 ug/mL do extrato'”’. Ainda, a citotoxicidade do extrato aquoso
do caule foi testada em estudos anteriores, na comparagdo entre metodologias quantitativas de
viabilidade, corroborando o potencial citotoxico expressivo a partir de 75 ug/mL do extrato”’,

Esse estudo realizou as analises morfologicas e quantitativas dos extratos organicos de
Gustavia augusta em células Vero. Os extratos organicos apresentaram efeitos de citotoxicidade para

as concentracoes a partir de 75 ug/mL do extrato.

4.1.  Analise qualitativa da morfologia celular.

O acompanhamento das células Vero no microscopio de luz invertido com contraste de fase,
demonstrou que ambos os extratos (etanolico e metandlico) de G. augusta ndo demonstraram sinais de
citotoxicidade nas concentragdes de 1 e 10 pg/mL. Para estas concentragdes, as células apresentaram
morfologia similar ao controle negativo: mantiveram-se com um formato alongado, bem aderidas e
espalhadas, com proje¢des de lamelipodios e filopddios. Os nticleos pareciam integros, contendo dois
ou mais nucléolos em cada célula. Nas concentra¢cdes mencionadas e no controle, observou-se a
presenca de células em divisdo, e de algumas células nao aderidas, com formato arredondado.

Ambos os extratos apresentaram um aumento de células ndo aderidas na concentragdo de 25
pg/mL, com formato arredondado. A morfologia da monocamada assim como sua confluéncia, porém,
mantiveram-se inalteradas. Na concentracao de 50 pg/mL, observou-se para ambos os extratos um
aumento expressivo na propor¢do de células ndo aderidas. As células aderidas apresentaram
morfologia levemente alterada, com formato mais arredondado, menor lancamento de lamelipodios e
filopodios e espalhamento menos intenso. Os nucleos estavam menos evidentes, com formatos mais
irregulares ¢ os nucléolos menos pronunciados. Ainda assim, a confluéncia da monocamada foi
mantida nas células tratadas com extrato metandlico. O extrato etandlico, por sua vez, apresentou
alguma interferéncia na confluéncia da monocamada para esta concentracao.

As concentragdes de 75 e 100 pg/mL demonstraram padrao de citotoxicidade similar ao
controle positivo: grande numero de células ndo aderidas, morfologia das células arredondada, com
pouca adesdo, ndo se observando prolongamentos de lamelipddios, nem um espalhamento evidente
(Figuras 05 e 06). Os nucleos ndo se mostravam evidentes, ou com formato definido, nem distinguiam

nucléolos. Observou-se padrdo de formag¢do de bolhas nos limites celulares, indicando o
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comportamento de blebbing apoptotico ¢ hiper vesiculagdo. O fundo da placa continha acumulo de
residuo celular, com perda completa da confluéncia da monocamada. Os sinais de citotoxicidade se

apresentaram de forma mais severa na concentragdo de 75ug/mL para o extrato etanolico.

Fig 05. Morfologia das células Vero,ap6s incubagdo com extrato metanolico do caule de G. augusta. A- Controle negativo.

B- 1 pg/mL. C- 10 pg/mL. D- 25 pg/mL. E- 50 pg/m . F- 75 pg/LL. G- 100 pg/mL. H- Controle positivo.

Fig 06. Morfologia das células Vero,ap6s incubagido com extrato etanodlico do caule de G. augusta. A- Controle negativo. B-

1 pg/mL. C- 10 pg/mL. D- 25 pg/mL. E- 50 pg/mL. F- 75 pg/mL. G-100 pg/mL. H- Controle positivo.

A acglo citotoxica dos extratos organicos do caule de G. augusta apresentou indicios de

alteracdo da morfologia das células a partir da concentracdo de 50 ug/mL. Esse resultado corrobora o
descrito por PADILHA, para as mesmas condigdes experimentais. O extrato etandlico apresentou

um maior impacto na morfologia das células em relagdo ao metanolico, a partir da concentragédo de 50
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ug/mL. Essa diferenca entre a citotoxicidade dos extratos estd provavelmente associada as
caracteristicas quimicas dos compostos do caule: € possivel que os agentes citotoxicos presentes na
amostra vegetal tenham uma afinidade apolar, sendo extraidos em maiores concentragdes nos

compostos etanolicos.

4.2.  Analises quantitativas da citotoxicidade

As analises quantitativas da citotoxicidade foram realizadas para os ensaio de viabilidade, de

acordo com os protocolos descritos na metodologia:

4.2.1.  Exclusao do azul de tripan

O teste de exclus@o do azul de tripan (grafico 01), registrou para ambos o0s extratos, variagao
em relacdo ao controle negativo para as concentragdes a partir de 25 pg/mL (P < 0.05). As
concentracdes acima de 50 pg/mL resultaram em viabilidade celular inferior a 70%, considerada
citotoxica. O ensaio demonstrou diferenga entre a citotoxicidade induzida por metanol em relagdo a

induzida por metanol para as concentragdes de 25 a 75 mL.

Grifico 01. Azul de tripan: citotoxicidade dos extratos etandlico e metanolico do caule de G. augusta.
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O resultado corrobora o padrio citotoxico observado em analise morfologica: ambos os
extratos possuem uma citotoxicidade relevante a partir de 50 pg/mL. O extrato etanodlico, de afinidade
mais apolar apresentou uma atividade citotdxica mais intensa em relacdo ao metandlico na faixa de
25-75ug/mL. Isso sugere que a citotoxicidade induzida pelos extratos do caule de G. augusta ¢é
induzida por fatores de caracteristica apolar presentes na amostra vegetal. Esses fatores teriam maior

afinidade pelo solvente etanol em relagdo aos demais (agua e metanol).
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4.2.2.  Coloracao com cristal violeta

O teste de viabilidade celular por coloragcdo com cristal violeta (Graf. 02), registrou em ambos
os extratos, algum grau de citotoxicidade em relagdo ao controle negativo para as concentragdes a
partir de 25 pg/mL. A partir de 50 pg/mL, os extratos resultaram em viabilidade celular inferior a

70%, considerada citotoxica. Verificou-se maior citotoxicidade do extrato etanolico em ao metanodlico

nas concentragdes de 25 pg/mL a 75 pg/mL.

Grafico 02. Cristal violeta:citotoxicidade dos extratos etanélico e metanolico do caule de G. augusta.
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Esse resultado refor¢a o padrao observado pela analise morfologica, com citotoxicidade
relevante (viabilidade inferior & 70%) a partir da concentragdo de 50 pg/mL. O extrato etandlico,
obtido de um solvente mais apolar apresentou uma atividade citotoxica mais intensa (em relagdo ao
metanolico) na faixa de 25 a 75ug/mL. Esse dado reforga os achados com azul de tripan, que aponta

para uma afinidade apolar dos compostos citotoxicos presentes no caule.

4.2.3. Reduc¢ao do MTT

A viabilidade celular por redugdo de MTT (Graf. 03) apresentou variagdo significativa em
relacdo ao controle negativo para as concentra¢des de 50 a 100 pg/mL dos extratos orgénicos do caule
de G. augusta. O extrato etanolico apresentou variagao a partir da concentragao de 25 pg/mL. O ensaio
por reducdo de MTT demonstrou diferenca estatistica no padrdo de citotoxicidade entre os extratos
etanolico e metanolico, para as concentragdes de 50 e 75 pg/mL (P < 0,01). O extrato etandlico
apresentou uma variacdo significativa da viabilidade a partir de 25 pug/mL, corroborando com os

demais ensaios.
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Grafico 03. MTT: citotoxicidade dos extratos organicos do caule de G. augusta, em Vero.
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Para ambos os extratos, verificou-se que o ensaio por MTT obteve percentuais de viabilidade
maiores em relagdo aos ensaios por azul de tripan e cristal violeta. Ainda assim, ambos os extratos
demonstraram citotoxicidade relevante a partir de 50 pg/mL, resultado que reforga os dados obtidos

até entdo.

4.2.4. Retencido do vermelho neutro

O teste de viabilidade celular das células Vero por retengdo do vermelho neutro (graf. 04) ndo
demonstrou uma variagdo significativa em relacdo ao controle negativo para as concentragdes de 1 a
50 pg/mL dos extratos organicos (metanolico e etandlico) do caule de G. augusta. Somente a
concentracdo de 75 ¢ 100 pg/mL dos extratos apresentaram citotoxicidade, em comparagdo ao grupo
controle negativo (respectivamente P < 0,05 e P < 0,001).

Grifico 04. Vermelho neutro: citotoxicidade dos extratos etandlico e metandlico do caule de G. augusta, em
Vero. Valores de viabilidade calculados como uma porcentagem em relagdo ao controle negativo.
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O ensaio ndo demonstrou diferengas no padrdo de citotoxicidade entre os extratos etandlico ¢
metandlico, nem representa quantitativamente as alteragdes morfologicas observadas na faixa de
concentracdo de 25 e 50 pg/mL. Esse resultado reforga o observado em trabalhos anteriores,
sugerindo que o vermelho neutro parece ter pouca afinidade de absorcdo pelas células Vero, ou sofrer
alguma interferéncia em relagdo aos extratos, ja que ndo demonstra @ mesma sensibilidade a acdo
citotoxica dos extratos de G. augusta apontada pela observacdo da morfologia ou pelas técnicas

quantitativas.

4.3. Comparativo entre metodologias

As quatro metodologias quantitativas apresentaram citotoxicidade a partir da concentracao de
75 ug/mL para os extratos. O ensaio de reten¢do do vermelho neutro demonstrou-se menos sensivel
para a quantificacdo da viabilidade celular em relagdo as demais metodologias quantitativas
empregadas, que registraram sinais de citotoxicidade a partir da concentragao de 25 pg/mL para ambos
os extratos. O ensaio que mais se assemelhou ao padrao de citotoxicidade observado na morfologia foi
o cristal violeta (graficos 05 e 06) seguido do MTT e do azul de tripan, que apresentou a maior

citotoxicidade em comparagdo aos demais ensaios.

Grafico 05. Comparativo entre metodologias: citotoxicidade do extrato metanolico de caule de G. augusta
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Grafico 06. Comparativo entre metodologias: citotoxicidade do extrato etandlico de caule de G. Augusta
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A citotoxicidade aferida variou de acordo com a metodologia empregada, para ambos os
extratos. O ensaio por vermelho neutro foi estatisticamente diferente dos demais para as concentragdes
de 25 a 75 pg/mL em ambos os extratos (P < 0.001). Os ensaios por cristal violeta e azul de tripan
apresentaram menores valores de viabilidade em todas as concentragdes para ambos extratos. O azul
de tripan obteve as menores taxas de desvio padrao médio (Tabela 02).

Essa divergéncia entre resultados ressalta a importincia da aplicagdo de multiplas
metodologias nas analises de citotoxicidade. O teste por coloracdo do vermelho neutro apresenta uma
citotoxicidade inferior aos demais testes empregados, o que poderia resultar num resultado
falso-negativo para citotoxicidade das altas concentragdes dos extratos. Esse padrdo foi observado e
relatado em estudos anteriores para o vermelho neutro: ndo se sabe se esse resultado ¢ decorrente da
ndo internalizagdo deste pelas células de linhagem Vero ou se ainda ocorre alguma interferéncia entre

o vermelho neutro e os extratos de G. augusta. Mais estudos devem se realizar para averiguacao.

Tabela 02: desvio-padrido médio associado a cada técnica.

Metodologia aplicada Desvio-padrao médio
Exclusao do azul de tripan 6,533
Coloragao por Cristal Violeta 2,398
Redugdo do MTT 5,378
Retengdo do vermelho neutro 7,992

Por outro lado, os demais testes ndo demonstraram diferenca significativa entre si, apesar de
avaliarem a viabilidade através de diferentes parametros. Com exce¢do do MTT, que apresentou as
maiores médias de viabilidade em comparagdo ao cristal violeta ¢ ao azul de tripan, demonstrando
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao azul de tripan, nas concentracdes de 75 ug/mL
do extrato etanolico e 50 ug/mL do extrato metandlico. Essa diferenga pode ocorrer da técnica de
execucdo do azul de tripan, que avalia a integridade da membrana de uma amostra coletada dentro da

populagao celular.

4.4. Comparativo entre extratos

O calculo da LDy, ¢ comumente empregado nas analises de viabilidade e em toxicologia.
Utilizando o logaritmo das taxas de viabilidade, ele fornece uma projecao da dose necessaria de um
composto para promover uma taxa de morte de 50% de uma populagdo. Ou seja: quanto menor o LDy,

de um composto, menor ¢ a concentragdo necessaria para promover toxicidade.
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O extrato etanodlico apresentou um padrdo mais elevado de citotoxicidade em relagdo ao
extrato metanolico, com diferencas estatisticas para as concentragdes de 25, 50 e 75 pg/mL nos
ensaios de azul de tripan, cristal violeta e MTT. Esse padrdo de citotoxicidade do extrato etandlico,
mais elevado em concentragdes menores resultou em um LDs, menor para o extrato, corroborando sua
maior citotoxicidade em relacdo ao extrato metandlico (Tab. 02). O ensaio por vermelho neutro foi

excecdo, nao registrando diferenca estatistica entre a viabilidade de cada extrato.

Tabela 03. LDy, referente aos extratos organicos de Gustavia augusta.

Azul Trypan Cristal Violeta MTT Vermelho Neutro| Media DP
Etandlico 32,12 36,18 38,15 NA 35,5 6,3
Metanolico 38,87 42,18 4515 NA 421 6,6

Os extratos organicos de Gustavia augusta apresentaram uma citotoxicidade mais elevada que
0 extrato aquoso testado nas mesmas condigdes, em estudos anteriores. Ainda, o extrato etandlico
apresentou a maior citotoxicidade em comparagdo ao metanolico. Isso aponta para uma provavel
caracteristica apolar dos compostos citotdxicos, ja que a viabilidade celular parece estar decrescendo
conforme se aumenta a hidrofobicidade do solvente**",
Dentre os metabolitos secundarios descritos em literatura, diversos apresentam respostas

3431 A familia das cumarinas, caracterizada quimicamente por dois anéis benzénicos

toxicas
adjacentes, ¢ especialmente apolar, tendo boa solubilidade em etanol****, As moléculas dessa familia
exercem um papel de defesa contra herbivoria, contendo agdo inseticida ou um sabor amargo®. As
cumarinas possuem efeito toxico relatado para os rins e figado humano, ¢ sdo um exemplo de
biomoléculas apolares que podem ser responsaveis pelo efeito citotoxico observado®*” ja que o
modelo celular utilizado é proveniente de células epiteliais de rins de macacos!'™. Mais estudos serdo

necessarios para verificar qual ou quais classes de moléculas sdo responsaveis pela citotoxicidade.
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5. CONCLUSOES

Houve variagdo no resultado apresentado pelas as metodologias utilizadas, em ambos os
extratos. A variagdo entre os resultados reforca a importancia da combinagdo de ensaios para
determinagdo de citotoxicidade, sendo as analises morfoldgicas, por MTT e cristal violeta, as mais
complementares ¢ indicadas neste estudo. O ensaio por retengdo do vermelho neutro apresentou uma
menor sensibilidade em relagdo aos demais para a citotoxicidade induzida pelos extratos de G.
augusta. O ensaio apresentou a maior taxa de desvio padrdo, e uma diferenga estatistica em relagdo
aos demais testes nas concentracdes de 25 a 75 pg/mL. Ja a metodologia de coloragdo por cristal
violeta apresentou os resultados mais condizentes com os achados morfologicos. Essa técnica possui o
menor valor de reagente, ¢ metodologia de mais facil execucao.

Ainda, o extrato etanolico apresentou um padrdo de citotoxicidade mais elevado em
comparacdo ao extrato metanodlico, tanto na analise morfoldgica nos ensaios quantitativos,
apresentando um menor LDs, e variacao estatistica (P < 0.01) em relagdo ao extrato metandlico. A
excecdo foi o ensaio por retencdo de vermelho neutro, que ndo demonstrou uma sensibilidade
condizente com os demais ensaios deste estudo, ¢ ndo permitiu o calculo do LDs,. S3o necessarios
mais estudos sobre os extratos para definir se essa citotoxicidade ¢ decorrente de uma maior
concentracdo de compostos toxicos apolares na fragdo etandlica, ou de uma menor fragdo de
compostos antioxidantes ou citoprotetores como os carotendides, de caracteristica levemente mais

polar, em relagdo aos demais extratos.
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