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INTRODUGAO:

As modificacdes epigenéticas representam alteragbes quimicas que afetam a expressao do DNA
e sdo herdaveis durante a divisdo celular. Entre as alteracdes epigenéticas citamos a metilagdo do DNA,
metilacéo e acetilacdo de histona, a regulagdo promovida pelos RNAs ndo codificantes (ncRNA). (MAIA
et al. 2020). Essas modificacbes criam a “paisagem epigenética”, permitindo que o genoma exiba
propriedades e padrdes de distribuicdo Unicos em diferentes tipos de células para sua identidade celular.

A metilacdo do DNA consiste na adicdo de um grupo metil a citosina, gerando assim uma
metilcitosina. As enzimas que moldam os padrdes de metilagdo do DNA s&o as DNA metiltransferases
(DNMTSs), essas sdo responsaveis por inserir na posicdo C5 do residuo de citosina, um grupo metil
(5mC). A metilagdo é considerada uma marca epigenética, todavia, pode ser removida como
consequéncia de processos de desmetilacdo estavel, essa perda pode ser resultado da replicacdo
sucessiva ou por regulacdo negativa de DNMT. Ha estudos diversos que sugerem que 0S mecanismos
epigenéticos como responsaveis pela progresséo do processo de envelhecimento, além de sua relacao
com processos patogénicos diversos através da ativagdo e desativacdo de genes importantes para
homeostase (Bouyahya et al. 2022).

O cha verde constitui um tipo de apresentacdo comercial das folhas da Camellia sinensis.
Consumido predominantemente na China, Jap&o, india e paises do norte da Africa, tem histéria antiga
usada em ritos cerimoniais, refeicdes e para fins medicinais. Seu uso farmacolégico foi introduzido no
mercado como auxiliar de regimes dietéticos, e, hoje vem sendo estudados seus efeitos no combate
do envelhecimento celular normal e induzido por radiacéo ultravioleta e na prevencao e tratamento do
cancer. (Shin et al. 2006).

Tendo em vista esse contexto, € crescente o interesse da industria farmacol6gica pelos polifendis
presentes na planta, uma vez que, apresentam inUmeras propriedades biol6gicas, com destaque para a
epigalocatequina(3)galato (EGCG),que mostrou ter propriedades antioxidantes , contribuindo para sua
utilidade terapéutica no que se refere a protecdo contra patologias diversas, como o cancer e aquelas
relacionadas ao envelhecimento, tornando interessante sua utilizacdo em formulacées tdpicas. Ademais,
outras atividades tém sido relatadas incluindo acado antiinflamatéria, antibacteriana, imunoestimulante,
anti-alérgica e antiviral e também um fung&o inibitéria na atividade de enzimas que regulam a epigenética
como as DNMTs. Sendo assim, noiso objetivo nesse estudo foi avaliar 03 diferentes concentracbes de
EGCG sobre a expressédo das enzimas DNMT-1, DNMT-3A e DNMT-3B em fibroblastos mantidos em
cultura celular in vitro.
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METODOLOGIA:

1- Culturacelular

Diante da aquisicdo dos reagentes utilizados para os testes, as células escolhidas para essa
pesquisa (fibroblastos) de linhagem especifica, foram devidamente testadas, a fim de conhecer seu
padréo de crescimento e condicfes ideais de cultivo, para assim garantir manutencdo da viabilidade
celular e resultados mais confiaveis ao final da analise. Vale destacar que a linhagem escolhida nao
sdo modificadas por material genético viral.

Uma vez certificada a viabilidade das células e tendo ciéncia das condi¢cbes de manutencao,
os fibroblastos foram cultivadas em meio Low Serum Growth Supplement (LSGS) - meio completo,
contendo: soro fetal bovino, rico em fatores de crescimento que induzem a proliferagédo e fatores de
adesao que sao responsaveis pela adesao celular ao substrato (placa) e que levam a aderéncia das
células, fatores basicos de crescimento de fibroblastos, heparina, hidrocortisona, fator de crescimento
epidermal, em condic¢des de cultivo a 5% CO2 e 37°C, sendo plaqueadas e cultivadas em placas de
cultura com 6 cm.

Tendo feito isso, as células agora em cultura foram acompanhadas diariamente certificando-
se da esterilidade do meio e crescimento. A cada 48 horas realizou-se trocas do meio de cultura até
gue se tivesse 70% de confluéncia na placa, o que foi observado com auxilio de microscépio 6ptico
invertido apds aproximadamente 7 dias apos o cultivo.

Com a placa de Petri tendo ~70% da superficie ocupada pelos fibroblastos, estes foram
coletados por tripsinizagdo e contados com auxilio de caAmara de Neubauer, para padronizar a
contagem, foram excluidas as células dispostas sobre o limite superior e direito de cada quadrante.
A contagem foi feita considerando 8 quadrantes da cdmara, ao final obteve-se cerca de 1x10"6 células
em toda solucédo (10 mL).

2- Ensaio de viabilidade celular (MTT)

A partir do cenario supramencionado, os fibroblastos foram submetidos ao tratamento com a
epigalocatequina-3-O-galato (EGCG) em trés diferentes concentrag¢des (15 uM, 30uM e 60 uM), essas
foram selecionadas de acordo com os achados na literatura cientifica.

Para certificagdo de que a droga estudada néo era toxica para as células usadas na pesquisa,
realizou-se o ensaio de viabilidade celular, teste de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di-fenil brometo
de tetrazolina), um teste colorimétrico para a determinacédo da citotoxicidade de agentes quimicos
paraas células, tal teste quantifica o dano induzido por um agente no metabolismo celular de glicideos,
pela avaliacdo da atividade de desidrogenases mitocondriais. A viabilidade mitocondrial e,
consequentemente, a viabilidade celular, é entdo quantificada pela reducédo do MTT a formazan, pela
atividade das enzimas desidrogenases. Dessa forma, a reducao do MTT a formazan é diretamente
proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular, podendo assim avaliar a viabilidade
através de um espectrofotdmetro de microplacas (Mosmann, 1983).

Para o ensaio do MTT, as 1x1076 coletadas por tripsinizacdo previamente foram plaqueadas
em duas micro-placas de cultivo cada uma contendo 96 pocos, para fins didaticos as placas
foram nomeadas de A a B (A, B).

De cada placa, utilizou-se 8 pocos (1 fileira) para controle negativo, tratando as células com
triton, 24 pocgos (3 fileiras) para grupo controle, sendo cada fileira relativo ao controle para as
diferentesconcentracéo de EGCG trabalhadas, por fim 8 pocos (1 fileira) recebeu o tratamento com
15 uM de EGCG veiculo tampéo salino-fosfato (PBS), outros 8 pogos (1 fileira) recebeu o tratamento
com 30 uM da mesma droga no mesmo veiculo e outros 8 pocos da placa contendo fibroblastos
recebeu tratamento com EGCG em uma concentracéo de 60 uM. Cada poco usado (controle, controle
negativo e tratamento) recebeu cerca de 4x10™4, quantidade de células satisfatoria para avaliacdo do
nivel de absorbancia por poco se as células estiverem em condi¢des de viabilidade.

Ap6s o plaqueamento, os fibroblastos foram analisados diariamente com auxilio de
microscopioinvertido, no 3° dia apés o plagueamento, foi feito o carenciamento visando a parada
do ciclo celular na transicao G1/S, e, ap6s 24 horas (4° dia), as células da placa B foram tratadas
com EGCG e o ensaio de MTT feito para a placa A.
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Passadas 48 horas de tratamento e o ensaio de viabilidade celular foi realizado novamente,
agora para a placa B, para que seja avaliada a viabilidade mitocondrial e, consequentemente, a
viabilidade celular dos fibroblastos diante do tratamento com EGCG nas concentra¢8es utilizadas (15
uM, 30 uM e 50 uM).

A leitura de absorbancia foi feita com auxilio de um espectrémetro e os valores resumidos em
mediana. De modo geral, os resultados revelam a viabilidade celular ap6s o tratamento em diferentes
concentracoes, isso €, através do ensaio de MTT verificou-se que nessas concentracdes a droga nao
étoxica para as células e vale sua consideracédo para andlise de seu efeito sobre a expressao de RNA.

3- Isolamento do RNA total

Uma vez que, os ensaios de viabilidade celular (MTT) foram concluidos e identificado o
comportamento das células diante do tratamento com a epigalocatequina-3-o-galato (EGCG) e
certificando-se de sua néo toxicidade na concentracéo trabalhada, foi realizada a purificagdo do RNA
total utilizando o protocolo do reagente Trizol (Invitrogen, Carlsband, CA, USA). A preparagdo do RNA
total isola todo o0 RNA em uma célula, incluindo RNA de transferéncia (tRNA), RNA ribossdmico
(rRNA),RNA mensageiro (MRNA) e micro RNA (miRNA ou microRNA).

Posteriormente, a qualidade e quantidade do material genético foi verificada em aparelho
nanodrop. O sistema de retencéo citado utiliza a tensdo superficial para posicionar a amostra entre
duas fibras oOpticas permitindo a medicdo de amostras altamente concentradas, sem a necessidade
de diluicdes com alta reprodutibilidade e precisao.

4- Andlise de Expressdao de mRNA

Para analise de expressdo de mRNA e avaliagdo do efeito da epigalocatequina-3-o0-galato
(EGCQG) na transcrigéo dos genes DNMT1, 3A, 3B em fibroblastos, foi realizado transcricaoreversa,
onde 1ug do RNA total purificado previamente, foi submetido ao tratamento com DNase | Amplification
Grade (Invitrogen Carlsband, CA), segundo protocolo do fabricante.

Nesse processo, a quantidade dos acidos nucléicos purificados foi analisada em aparelho
Nanodrop novamente, permitindo a quantificacdo do material genético em pequenas amostras
comalta precisdo. Tal feito permitiu a padronizacdo da massa do material genético para todas as
amostras variando apenas o volume, considerando que para amplificacao é necessario 1 ug de RNA
de cada amostra. Esta padronizacdo da massa € fundamental para analise dos resultados uma vez
gue permiterealizar comparacgdes dos resultados apds amplificacéo.

Feito isso, 1 ug de RNA (volume amostral obtido a partir da quantificacéo) foi diluido em volume
final de 10ul contendo 1ul de tampéao e 1ul da enzima DNase, RNA em volume variavel por amostra e
agua. Apds 10 minutos de incubacgao a 37°C foi adicionado 1ul de EDTA, somando 11yl e as amostras
incubadas por 10 minutos a 70°C para a inativagdo da enzima DNase.

Em seguida, foi realizado a reacdo de transcricdo reversa para obtencdo do DNA
complementar (cDNA), para isso, foi utilizado o kit Superscript 1l First-Strand Synthesis SuperMix
ondetemplate de RNA foi combinado com 1 pL de Oligo d(T) e 1 yL de dNTP e apds um mix em mini-
centrifuga, levado ao termociclador a 65°C por 5 minuto, nesse momento o primer se liga a cauda
Poli- A presente na extremidade do RNA mensageiro. Posteriormente, novos reagentes sdo
adicionados, incluindo, a transcriptase reversa, além de um inibidor de RNAse para inativagdo da
enzima, buffer e tamp&o. Ap6s um mix em mini-centrifuga, novamente os microtubos tipo eppendorf
sdo levados ao termociclador a 55° por 10 minutos e em seguida a 85° por mais 10 minutos.

Os primers para amplificacdo dos fragmentos foram criados a partir de sequéncias de mRNA
para os genes alvos depositadas no Genome Browser. As reactes de QPCR foram padronizadas
individualmente para cada set de primers utilizando os reagentes do sistema Fast-Start DNA Master
Plus SYBR Green kit (Roche Diagnostic Co.).
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RESULTADOS PARCIAIS E DISCUSSAO:

Os resultados parciais mostraram que as concentracdes utilizadas nos estudo ndo apresentam
citotoxicidade. O RNA total ja foi extraido como também o cDNA confeccionado. As reacdes de PCR
para os genes DNMT-1, DNMT-3A, DNMT-3B estdo padronizadas e em fase final de realizacdo para
que entéo os resultados possam ser avaliados estatisticamente.
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