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A lignina é um dos materiais polimé-
ricos mais abundantes e importantes
dentre os recursos naturais. Na planta,
ajuda na captacdo de agua e outros
nutrientes dentro da estrutura vascular,
enquanto mantém a microestrutura ge-
ral da planta, se comportando como um
aglutinante e enchimento para organizar
os polissacarideos em pequenos feixes
ou microfibrilas. E um material aromético
renovavel e o segundo polimero orgéni-
co mais abundante depois da celulose
(Steinbtichel; Hofrichter, 2001).

A lignina pode ser obtida a partir da
madeira, de plantas anuais ou residu-
os agricolas, por diferentes processos
de extragdo (Lourengon et al., 2015).
Atualmente, sdo extraidas cerca de
70 milhdes de toneladas de lignina
no mundo e apenas 5% sao utilizados
para fins comerciais, sendo o restante
queimado para producdo de energia
(Laurichesse; Avérous, 2016). Contudo,
apesar de a lignina ser considerada um
produto de baixo valor industrial até o
presente, ela apresenta funcionalidade
quimica atraente o suficiente para que
se promova uma busca de valorizagéao,
tendo potencial de aplicagédo nos setores

energético (e.g., substituto do petréleo),
farmacéutico, alimenticio e de cuidados
pessoais (i.e., cosméticos) (Vinardell;
Mitjans, 2017).

No que diz respeito as propriedades
farmacolégicas, crescente estimulo tem
sido destinado a bioprospecgéo de com-
postos com capacidade de protecéo da
integridade do material genético (DNA)
humano (De Flora; Ferguson, 2005).
Esse estimulo deve-se ao fato de as
células estarem constantemente expos-
tas a agentes quimicos e/ou fisicos que
podem causar efeitos adversos, seja
diretamente ou indiretamente, pela gera-
¢ao, por exemplo, de espécies reativas
de oxigénio (ROS), como o anion supe-
roxido (O2-) e radicais hidroxila (OH-)
(Klaunig et al., 2011). ROS séao potentes
indutores de danos a macromoléculas,
incluindo o DNA. Sistemas de defesa
antioxidantes e de reparo no DNA agem
no sentido de impedir a agao deletéria
de ROS sobre o material genético.
Contudo, muitas vezes, esses sistemas
de defesa nao séao eficientes para evitar
os danos no DNA, promovidos por ROS
e/ou outros agentes quimicos (Klaunig
et al., 2011). Desta forma, o uso de
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compostos exdgenos antigenotoxicos,
tal como carotenoides, € indicado para a
protecdo do DNA (Wu et al., 2017).

A capacidade da lignina de seques-
trar radicais livres e, consequentemen-
te, de estabilizar as reag¢des induzidas
por oxigénio e ROS, ja é reconhecida
em estudos cientificos (Dizhbite et al.,
2004; Ugartondo et al., 2009). Nesse
sentido, a capacidade antioxidante da
lignina aponta esse composto como
promissor componente de suplementos
alimentares, com a funcado de prote-
¢do da molécula de DNA (Martinez et
al., 2012). Contudo, a verificagdo da
capacidade protetora da lignina con-
tra danos ao DNA requer a execugao
de testes de antigenotoxidade; esses
devem ser conduzidos com concentra-
¢des nao citotoxicas do composto para
certificagao da veracidade da resposta
antigenotodxica, uma vez que ha uma
intima relagdo entre danos no DNA e
processos de morte celular (i.e., efeitos
citotoxicos).

Apesar de existirem diversos testes
colorimétricos para a determinagao da

Br @ NADH

citotoxicidade de agentes quimicos,
o teste do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-
-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina]
€ um dos mais utilizados devido a sua
sensibilidade de detecgdo de citoto-
xicantes. O teste do MTT quantifica o
dano induzido por um agente no meta-
bolismo celular de glicideos, pela ava-
liacado da atividade de desidrogenases
mitocondriais. A viabilidade mitocondrial
e, consequentemente, a viabilidade
celular, é entdo quantificada pela redu-
¢ao do MTT a formazan, pela atividade
das enzimas desidrogenases (Figura
1). Dessa forma, a reducdo do MTT a
formazan é diretamente proporcional
a atividade mitocondrial e a viabilidade
celular (Mosmann, 1983).

Apesar de o protocolo do teste do
MTT ja ser bem descrito na literatura,
nesse trabalho séo apresentadas modi-
ficacOes do protocolo padrao requerido
para a avaliagdo da citotoxicidade da
lignina. Alteragbes como na forma de
manuseio das células, exposi¢do das
células e quantificacdo dos dados serao
apresentadas a seguir.
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Figura 1. Reacgdo de redugdo do MTT (um sal de coloragdo amarela e sollvel em agua) a
formazan (sal de coloragéo arroxeada e insollvel em agua).



Preparo da Lignina

Fracdes de lignina devem ser
preparadas como segue (Lourengon
et al., 2015):

Inicialmente, deve-se ajustar uma
solugdo de licor negro proveniente do
processo de polpagéo kraft de madeira
de eucalipto para uma concentragao de
40% de sdlidos, pela adi¢gdo de agua. A
partir de uma Unica amostra desta solu-
¢ao vai-se adicionando acido cloridrico
(12 M), gota a gota, até que o pH da
solugdo seja diminuido para 9. Neste
pH precipita-se uma fragédo de lignina
que é removida por centrifugacdo a
3.500 rpm por 15 minutos. Continua-se
adicionando acido ao sobrenadante até
que o pH abaixe para 7, novamente a
fracdo de lignina precipitada é retirada
por centrifugagdo. Faz-se o mesmo
procedimento retirando-se fragdes de
lignina precipitadas nos pH’'s 5, 3 e 1.
Estas fracbes sao purificadas separa-
damente, suspendendo cada fragdo em
solugdo aquosa no mesmo pH em que
a fragéo foi obtida e centrifugando-a no-
vamente. Cada fragao é lavada em filtro
com solugao aquosa acidificada (~pH 2)
seca em estufa a 50 °C e moida em gral
com pistilo.

Observagdo: A lignina apresenta
baixa solubilidade em meio aquoso (e.g.,
meio de cultivo) e requer a adigédo de sol-
vente para aumentar a sua solubilidade
no meio de cultivo. Por isso, as fragdes
estavam inicialmente na concentragao de
10 mg/mL de dimetilsulféxido (DMSO).
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Os testes para este trabalho foram
realizados com a lignina técnica kraft,
mas poderia ser utilizada qualquer ligni-
na que tenha solubilidade em DMSO.

Observagao: Todos os procedimen-
tos descritos a seguir nos itens “Cultivo
das células” e “Teste do MTT (etapas 1
e 2)” devem ser realizados em sala de
cultivo de células de mamiferos com ma-
nutencéo das condigbes de esterilidade
dos descartaveis plasticos e reagentes.

Cultivo das células

Uma semana antes da execugao
da avaliagao da citotoxicidade das fra-
¢bes de lignina, descongelar as células
HepG2 (linhagem de hepatocarcinoma
humano) e estabiliza-la em uma passa-
gem (subcultivo) antes da realizacdo do
teste do MTT.

Procedimento para o
descongelamento

1) Adicionar meio completo [Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM),
suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), contendo antibiéticos
(penicilina 1 U/mL e estreptomicina
1 upg/mL)], ao frasco de cultivo e
coloca-lo na incubadora a 37 °C para
estabilizagao do pH por, pelo menos,
15 minutos. A quantidade de meio
esta relacionada ao tamanho do
frasco, que dependera da quantidade
de células no vial (normalmente, séo



congeladas 1x10° células por vial) a
ser descongelado (para um frasco
com 75 cm? de area de superficie,
adiciona-se 1x10° células em 15 mL
de meio DMEM suplementado com
10% SFB). Observagédo: é impor-
tante evitar excesso de alcalinidade
no meio durante a recuperagao das
células pelo descongelamento. Para
isso, colocar previamente o frasco
de cultivo contendo meio completo
na incubadora de CO, a 37 °C, para
estabilizagdo do pH.

2) Remover o vial do nitrogénio liquido

e limpa-lo com alcool 70%. Leva-lo
rapidamente para o banho-maria a
37 °C e submergi-lo com cuidado.
Esperar até que o conteudo descon-
gele. Observagédo: o processo de
descongelamento nao deve durar
mais do que 2 minutos, para nao
prejudicar a viabilidade das células.

3) Limpar o vial com é&lcool 70% e

transferir seu conteudo para o

U@

Estabilizar meio DMEM
em garrafa na incubadora de
CO, a 37 °C por 15 minutos.

4. Trocar o meio ap6s 8-24 horas.
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frasco de cultivo com auxilio de uma
pipeta de 1 mL. Observagéao: alguns
tipos celulares podem sofrer choque
osmotico se um grande volume de
meio fresco é adicionado muito ra-
pidamente a suspensao de células
durante o descongelamento. Neste
caso, adicionar vagarosamente a
suspensédo do vial ao frasco de cul-
tura com meio DMEM, iniciando por
gotejamento e aumentando gradati-
vamente a velocidade de adigdo do
meio.

4) Homogeneizar delicadamente o fras-

co de cultura para distribuir uniforme-
mente as células e incubar a 37 °C,
5% CO, e atmosfera umida.

5) Apds 24 horas, descartar o meio do

frasco de cultivo e adicionar novo
meio DMEM completo previamente
estabilizado a 37 °C.

As etapas do descongelamento es-

tao ilustradas na Figura 2.

2. Retirar vial com ~1x108
células do nitrogénio liquido e
leva-lo a banho-maria a 37 °C.

l—

3. Transferir conteudo do vial
para garrafa T75 com pipeta
Pasteur.

Figura 2. Esquema ilustrativo do procedimento de descongelamento das células HepG2.



Procedimento para o subcultivo

1) Apds o descongelamento, acompa-
nhar o crescimento das células no
microscopio (Figura 3) e o espago
entre elas (grau de confluéncia).
Subcultivar quando as células atingi-
rem 80% de confluéncia.

2) Descartar o meio e lavar o frasco
com 10 mL de tampéo fosfato salino
(Phosphate Saline Buffer - PBS) 1x
concentrado (137 mM NacCl; 10 mM
PO,*7; 2,7 mM KCI) com pH 7,4.

3) Adicionar 3 mL de tripsina a 0,05%
(10 mL de tripsina-EDTA 0.5% em 90
mL de PBS 1x concentrado) e incu-
bar o frasco a 37 °C por 3 minutos.

4) Soltar as células com leves batidas
nas laterais do frasco e imediatamen-
te inativar a tripsina com meio DMEM
suplementado com 10% de SFB.

5) Transferir o conteudo do frasco de
cultivo para um tubo de centrifuga
de 15 mL estéril e centrifugar por 5
minutos a 1.500 rpm.
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6) Desprezar o sobrenadante e res-
suspender o pellet em 1 mL de meio
DMEM suplementado com 10% de
SFB.

7) Semear as células em novos fras-
cos de cultivo, na proporgédo 1:3
(~333 pL da suspensao celular para
cada um dos 3 frascos de cultivo).
Observacgao: tempo de subcultivo a
cada 3 dias.

8) Incubar os frascos de cultivo a 37 °C,
5% CO, e atmosfera iumida (umidade
relativa 95%).

As etapas do subcultivo estao ilustra-
das na Figura 4.

Observacao: é fundamental se-
guir os procedimentos de cultivo
descritos aqui, pois as células sao
suscetiveis a alteragcdes morfologi-
cas e fisiolégicas ao longo dos sub-
cultivos, o que pode comprometer
seriamente a predicdo dos efeitos
citotéxicos do composto teste, neste
caso as fragdes de lignina.

Figura 3. Células HepG2 visualizadas em microscopia dptica com aumento de 4x (A) e 10x (B).
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1. Descartar o meio e
lavar o frasco com
PBS 1x[].

2% |

5. Descartar sobrenadante,
ressuspender pellet em 1 mL de
meio e cultivar as células em
frascos na proporggo 1:3.

2. Descartar PBS,
adicionar tripsina 1x[ ] e
incubar por 3 minutos.

meio DMEM e homoge-
neizar o contelido com

auxilio de pipeta.

4. Transferir conteudo
para tubo de centrifugagao
e centrifugar por 5 minutos
a 1500 rpm.

Figura 4. Esquema ilustrativo do procedimento de subcultivo das células HepG2.

Teste do MTT modificado para
a avaliagao da citotoxicidade
de fragdes de lignina

1) Preparar a placa de 96-pogos

Para isso, coletar as células por
tripsinizagdo, como acima descrito
(subcultivo), conta-las em cémara de
Neubauer, e calcular a viabilidade celu-
lar utilizando o método de excluséo do
Trypan Blue, o qual cora as células ndo
vidveis de azul. Semear 1x10* células
viaveis/poco em 100 yL de meio DMEM
completo e reservar uma fileira da placa
de 96-pocos para o tratamento branco,
o0 qual consiste em adigdo de 100 pL

de meio completo por pogo sem adi-
¢ao de células. Incubar nas condigdes
de manutengdo de cultivo das células
por 48 horas, para adesdo celular
(estabilizagao).

Observagdo: em geral, o tempo de
adesdo das células em monocamadas
para posterior exposigdo das mesmas
ao composto teste € 24 horas. No entan-
to, células expostas a lignina apresen-
tam uma menor adeséo a placa (Figura
5) e, por isso, requerem um maior tempo
de estabilizacdo antes da exposicao da
lignina. O aumento do tempo de esta-
bilizacdo de 24 horas para 48 horas é
suficiente para que as células nido se
desprendam da placa durante as etapas
do teste do MTT.
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Figura 5. Imagem ilustrativa do problema de desprendimento das células HepG2 expostas as
fragdes de lignina na ultima etapa do teste do MTT em placas de 96 pocos. Setas brancas
indicam pocos sem desprendimento e setas pretas indicam pogos com desprendimento celular.

2) Expor as células as fracoes da
lignina

Verificar a qualidade da placa em
microscopio de luz invertido, obser-
vando se as células estdo aderidas
e se possuem morfologia epitelial.
Descartar o meio dos pogos cuidado-
samente e adicionar os tratamentos
(fragdes de lignina diluidas em meio
DMEM nas concentragdes 1,5; 3,12;
6,25; 12,5 e 25 pg/mL) consideran-
do o volume final de 100 yL de meio
DMEM sem SFB por poco. Incubar nas

condi¢cbes de cultivo requeridas pela
célula e auséncia de luz por 24 horas
e/ou 48 horas (ou tempo de exposigao
definido de acordo com objetivo do
estudo). A disposicao dos pogos esta
ilustrada na Figura 6.

Observagao: cada fragado da lignina
deve ser avaliada em uma faixa com-
preendendo 5 concentragdes, conside-
rando a concentragdo maxima 5 pL/mL
ou 5 mg/mL, qualquer que seja a mais
baixa, como recomendado para ensaio
Cometa (testes de genotoxicidade) (Tice
et al., 2000).



Método de determinacéo de concentragdes néo citotoxicas para avaliagéo ... 9

" ERDEDROEEDEEDE
5 (E B )
c@PREEEOEEEDCEN )
0 DD EEEEC)
= D@EDEDOEEEBEEC)
F@@@@@@@@%%%O

90000000 @,
HOOOOOOOOEEE0)

A

Fl Fll Flll
1,5pg/mL 3,12 pg/mL 6,25 pg/mL

vy

FIV FV
12,5 pg/mL 25 ug/mL

Figura 6. Esquema ilustrativo da disposicdo dos tratamentos na placa de 96-pocos para
exposicéo das células HepG2 as fragdes de lignina e posterior avaliagao da citotoxicidade (teste

do MTT). CN: controle negativo; CS: controle solvente; CP: controle positivo; B: branco.

3) Redugao do MTT a formazan

Apos a exposigdo, descartar os
tratamentos cuidadosamente com au-
xilio de uma pipeta multicanal. Lavar
as placas com PBS, adicionando esse
tampao vagarosamente e pela parede
dos pogos, para evitar desprendimento
das células. Adicionar 100 pL de MTT
a 0,5 mg/mL (solugéo preparada pre-
viamente em meio DMEM sem SFB)
por pogo e incubar por 3 horas nas
condicbes de cultivo requeridas pe-
las células HepG2 (37 °C e 5% CO,).
Decorridas as 3 horas de incubagéo,
descartar o MTT com cuidado para

evitar possiveis perdas de células e
adicionar 100 pL de dimetilsulféxido
(DMSO) por poco. Realizar a leitura de
absorbancia da placa em espectrofo-
tédmetro de microplacas utilizando filtro
de 540 nm.

As etapas do teste do MTT estédo
ilustradas na Figura 7.

Observagéao: solugdes de MTT apre-
sentam baixa estabilidade. Assim, a
solucédo estoque de MTT deve ser pre-
parada e armazenada a -20 °C em ali-
quotas, para evitar processos repetidos
de congelamento e descongelamento
que possam interferir na qualidade des-
se reagente.
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1: Preparar  suspensao
celular de ~1x10° células/mL.

6. Realizar leitura da
absorbéncia da placa
utilizando filtro de 540
nm.

5. Ap6s 3 horas, descartar o
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3. Descartar o meio e expor
as células a 100 pL/pogo das
frag6es de lignina.

2. Em placa de 96-pogos, adicionar
100 pL da suspensdo em cada
pogo, semeando 1x10* células/pogo
e incubar a placa por 48 horas.

4. Apds 24 e 48 horas, descartar
os tratamentos, lavar os pogos
com PBS 1x[ ] e adicionar 100
pL/pogo da solugdo de MTT a 0,5

MTT e adicionar 100 pL de mgfmL.

DMSO/pogo.

Figura 7. Esquema ilustrativo do teste do MTT para avaliacdo da citotoxicidade das fragdes de

lignina em células HepG2.

4) Calculo da viabilidade (%). A viabilidade celular é calculada com base nos
dados de absorbancia obtidos, como segue:

(absorbancia da amostra - absorbdncia branco) x 100

Viabilidade (%) =

Observagédo: quando utilizado sol-
vente, o controle negativo passa a ser
o controle solvente, como o caso da
lignina. Células em cultivo ndo toleram
muitos tipos de solventes e altas con-
centragdes. Assim, para a lignina, as
fragbes desse composto dissolvidas
inicialmente em DMSO, sao posterior-
mente adicionadas ao meio de cultivo,
tomando-se o cuidado para manter uma
concentracao final maxima de solvente
de 0,25% (v/v), no meio de cultivo.

Apds a avaliagédo da viabilidade das
células expostas a lignina, serao esco-
Ihidas duas fragdes (F3, F5, F7 ou F9)
e trés concentragbes (1,5; 3,12; 6,25;
12,5 ou 25 pg/mL) que apresentarem

~ (absorbdncia do controle negativo-absorbdncia branco)

a viabilidade celular superior a 70% em
relacdo ao controle negativo para a ava-
liacdo da capacidade protetora contra
danos no DNA (antigenotoxicidade) das
fracdes de lignina.

Cuidados a serem tomados

Vale ressaltar que ha necessidade
de uso de jalecos descartaveis, luvas
nitrilicas, mascaras e o6culos de protegao
para o manuseio das células HepG2.
Apesar de ser uma linhagem celular
adquirida comercialmente e para a qual
foi confirmada auséncia de contamina-
¢ao viral (e.g. virus da hepatite, HIV),
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ha riscos biolégicos por se tratar de
uma linhagem celular humana. Assim, o
comportamento do executor € manuseio
das células adequados no laboratério
de cultivo celular sdo fundamentais para
nao comprometer a saude do executor.
Além disso, o executor deve utilizar
jaleco, luvas e oculos de protegcdo ao
manusear o MTT e o DMSO, apesar
de ndo serem considerados compostos
perigosos pelo Sistema Globalmente
Harmonizado de Classificagcdo e
Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS)
e pelo sistema de rotulagem de substan-
cias perigosas (Directiva 67/548/EEC).
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