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RESUMO 

LEAO, T. K.  Efeitos da sinefrina em associação com cafeína na indução de 

citotoxicidade, danos no DNA e modulação da expressão de genes relacionados 

à apoptose em células de hepatocarcinoma humano in vitro. 2022. 77f. 

Dissertação (Mestrado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 

Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

O consumo abusivo de suplementos termogênicos ocorre mundialmente e deve ser 

observado com atenção devido ao seu uso para estimular a perda de peso e prevenir a 

obesidade. As formulações termogênicas, geralmente contêm sinefrina (SN) e cafeína 

(CAF), compostos estimulantes extraídos de fontes naturais, mas ainda não há estudo 

de toxicologia genética, como ensaios de mutagênese, genotoxicidade, carcinogênese 

e epigenética, que analisou o potencial da associação entre os dois compostos. Este 

estudo analisou as respostas toxicogenômicas induzidas por SN e CAF isoladamente 

ou em associação, em células humanas hepáticas tumorais HepG2 in vitro. Os 

compostos isolados SN (0,03-30 μM) e CAF (0,6 - 600 μM) não diminuíram a 

viabilidade celular ou induziram danos ao DNA, conforme avaliado usando os ensaios 

MTT e cometa, respectivamente. As concentrações in vitro associadas de SN (3 μM) e 

CAF (30 - 600 μM) foram semelhantes às concentrações plasmáticas encontradas em 

suplementos alimentares comerciais após administração. SN / CAF em proporções de 

3:90 e 3:600 μM diminuíram significativamente a viabilidade celular e aumentaram os 

danos ao DNA em células HepG2. CAF (600 μM) e a associação SN / CAF nas razões 

3:60, 3:90 e 3:600 μM promoveram a morte celular por apoptose, conforme 

demonstrado por citometria de fluxo. Resultados semelhantes foram observados na 

expressão gênica (RT-qPCR): SN / CAF regulou positivamente a expressão de genes 

relacionados à apoptose (BCL-2 e CASP9) e relacionados ao reparo de DNA (XPC). 

SN / CAF em 3:90 μM também regulou negativamente a expressão de genes de 

controle do ciclo celular (CDKN1A). Em conclusão, a associação de SN / CAF reduziu 

a viabilidade celular induzindo apoptose, causou danos ao DNA e modulou a 

expressão transcricional de genes relacionados à apoptose, ciclo celular e reparo de 

DNA em células humanas hepáticas tumorais in vitro. Outros biomarcadores precisam 

ser investigados, pois a associação SF + CAF pode prejudicar a saúde dos 

consumidores de suplementos termogênicos.  

Palavras-chave: Nutrigenômica; Citotoxicidade, HepG2; Ensaio do cometa; Expressão 

gênica. 
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ABSTRACT 

LEAO, T. K.  Synephrine and caffeine combination effects on cytotoxicity, DNA 

damage and transcriptional modulation of apoptosis-related genes in human 

hepatocarinoma HepG2 cells in vitro. 2022. 77f. Dissertation (Master). Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão 

Preto, 2022. 

The abusive consumption of thermogenic supplements occurs worldwide and deserves 

special attention due to their use to stimulate weight loss and prevent obesity. 

Thermogenic formulations usually contain Synephrine (SN) and Caffeine (CAF), 

stimulating compounds extracted from natural sources, but there is still no genetic 

toxicology study, as mutagenesis, genotoxicity, carcinogenesis and epigenetic assays, 

that has analyzed the potential of the association between the two compounds. This 

study examined the toxicogenomic responses induced by SN and CAF, either alone or 

in association, in the human hepatic cell line HepG2 in vitro. SN (0.03–30 μM) and CAF 

(0.6–600 μM) alone did neither decrease cell viability nor induce DNA damage, as 

assessed using the MTT and comet assays, respectively. SN (3 μM) and CAF (30–600 

μM) in vitro were combined at concentrations similar to those found in commercial 

dietary supplements after administration. SN/CAF at 3:90 and 3:600 μM ratios 

significantly decreased cell viability and increased DNA damage levels in HepG2 cells. 

CAF (600 μM) and the SN/ CAF association at 3:60, 3:90, and 3:600 μM ratios 

promoted cell death by apoptosis, as demonstrated by flow cytometry. Similar results 

were observed in gene expression (RT-qPCR): SN/CAF up-regulated the expression of 

apoptosis- (BCL-2 and CASP9) and DNA repair-related (XPC) genes. SN/CAF at 3:90 

μM also downregulated the expression of cell cycle control (CDKN1A) genes. In 

conclusion, the SN/CAF combination reduces cell viability by inducing apoptosis, 

damages DNA, and modulates the transcriptional expression of apoptosis-, cell cycle-, 

and DNA repair-related genes in human hepatic (HepG2) cells in vitro. Other 

biomarkers need to be investigated, as the association SF + CAF may harm the health 

of consumers of thermogenic supplements. 

 

Keywords: Nutrigenomic; Cytotoxicity; HepG2 cells; Comet assay; Gene expression. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Suplementos Alimentares 

A obesidade é um problema de saúde pública que acomete 39% das 

pessoas globalmente, sendo considerada um fator de risco para doenças 

crônicas e está associada ao desenvolvimento de vários distúrbios, incluindo 

síndromes metabólicas, hipertensão, aterosclerose, dislipidemia, doenças 

cardiovasculares, diabetes tipo II e alguns tipos de câncer (DE LORENZO et 

al., 2019; PARIDA; SIDDHARTH; SHARMA, 2019). Os estudos sobre o 

tratamento da obesidade devem incluir uma equipe multidisciplinar que 

integra dieta, exercícios e farmacoterapia. As estratégias recomendadas para 

a perda de peso consistem em quatro eixos principais: modificação do estilo 

de vida (dieta e exercícios físicos), terapia cognitivo-comportamental, cirurgia 

bariátrica e farmacoterapia (KHENISER; SAXON; KASHYAP, 2021). Uma 

alternativa é o uso de suplementos termogênicos para diminuir a ingestão 

calórica, estimular a saciedade e promover a perda de peso (STOHS; 

BADMAEV, 2016). Esses suplementos são compostos biologicamente ativos 

que estimulam a termogênese e a oxidação de gorduras (KIM; PARK; LIM, 

2016; STOHS; BADMAEV, 2016). 

O consumo de suplementos alimentares tem aumentado na Europa e 

na América, sendo que aproximadamente 15% dos norte-americanos já 

utilizaram alguma vez suplementos alimentares com objetivo de perda de 

peso (FERREIRA et al., 2020). Atualmente, a maior divulgação dos 

suplementos em mídias, como TV, rádio, imprensa, internet e as vendas 

online, em drogarias e farmácias facilitaram para que o consumo desses 

suplementos alimentares tenha aumentado (CLARK; WELCH, 2021). Os 

suplementos alimentares são utilizados por pessoas em diversas idades, 

como jovens, adultos e idosos e também por atletas profissionais para 

aumentar a performance ou de forma recreativa por  atleta armadores, 

pessoas que, frequentemente, realizam alguma atividade fisica ou apenas 

desejam emagrecer (JĘDREJKO; LAZUR; MUSZYŃSKA, 2021). Estudos 

recentes identificaram que suplementos dietéticos comercialmente 

disponíveis contêm uma associação de ingredientes termogênicos que 
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aumentam a taxa metabólica de repouso (TMR). Com essa influência positiva 

na TMR, os suplementos termogênicos ganharam ainda mais magnitude e 

força para sua utilização no emagrecimento (FERREIRA et al., 2020).  

A magnitude pode variar com base no ingrediente ativo e nas 

combinações das substâncias utilizadas nos termogênicos (CAMPBELL et al., 

2016). Entretanto, suplementos termogênicos para perda de peso, 

geralmente, são consumidos sem supervisão médica (BLANCK et al., 2007) 

devido à crença de que os suplementos fitoterápicos e dietéticos são 

“naturais” e livres de efeitos adversos para os consumidores (WALTER, 

NAVARRO, ROSSI, 2018). Além disso, um estudo analisou 272 produtos 

utilizados como suplementos alimentares e 51% desses produtos 

apresentaram diferença entre os compostos apresentados no rótulo e aqueles 

que estavam de fato presentes nos suplementos alimentares (NAVARRO et 

al., 2019). 

1.2. Sinefrina e Cafeína 

Muitos dos suplementos utilizados têm como compostos ativos 

predominantes derivados de alcaloides de efedrina e, mais recentemente, a 

sua associação com outros compostos, incluindo a cafeína (CAF) anídrica, 

extratos de efedrina que são livres de alcaloide, ácido clorogenico, 

epigalocatequina galato (EGCG), com CAF e sinefrina (SN) (CLARK; 

WELCH, 2021).  A SN é um derivado de feniletilamina presente em diferentes 

frutos como na laranja amarga (Citrus aurantium), laranja de Sevilha, laranja 

verde e está presente em outras espécies de cítricos como a tangerina (RUIZ-

MORENO et al, 2021). Essa substância é utilizada como ingrediente ativo em 

suplementos esportivos por possui propriedades termogênicas com a 

intenção de promover a perda de peso, bem como melhorar a performance 

atlética e aumentar a energia (BAKHIYA et al., 2017). Estudos anteriores 

demonstraram que a ingestão aguda e crônica de suplementos contendo SN 

e outras substâncias simpatomiméticas como CAF e octopamina, podem 

induzir aumentos no gasto energético de repouso e lipólise (GUTIÉRREZ-

HELLÍN; DEL COSO, 2016). 
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A SN tornou-se muito popular nos últimos anos devido à sua 

semelhança química e estrutural com outros compostos anfetaminicos como 

a efedrina, adrenalina e noradrenalina (Figura 1), que atualmente estão 

proibidos pela Organização Internacional Anti-Doping (World Anti-Doping 

Agency - WADA) como estimulantes físicos (BAKHIYA et al., 2017; 

GUTIÉRREZ-HELLÍN; RUIZ-MORENO; DEL COSO, 2020). O consumo da 

SN tem mostrado aumentar a glicogenólise, a glicólise, e o consumo de 

oxigênio. Tal fato pode ser observado pela sinalização α- e β-adrenérgica, 

embora exijam a participação simultânea de AMPc e Ca2+ (STOHS; SHARA; 

RAY, 2020). A SN não tem efeitos perigosos significativos em doses 

comumente empregadas destinadas a promover a termogênese (STOHS, 

2017). 

 

Figura 1 - Semelhanças entre as estruturas químicas dos compostos SN, 

adrenalina, noradrenalina e efedrina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de BAKHIYA et al., (2017). 

 

A concentração de SN em alguns suplementos contendo laranja 

amarga difere significativamente da concentração declarada no rótulo 

(PAWAR; SAGI; LEONTYEV, 2020). A diretriz Health Canada recomenda 

cautela no consumo de produtos que contenham estimulantes devido aos 

graves efeitos adversos que eles podem causar. Por exemplo, produtos 

fitoterápicos com SN associados à CAF são contraindicados para pacientes 
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em uso de anti-hipertensivos, medicamentos para a tireoide e inibidores da 

monoamina oxidase (MARLES, 2011). 

Como previamente descrito, geralmente, a composição dos 

suplementos termogênicos além de conter SN, possui a adição de CAF 

(CLARK; WELCH, 2021). A CAF é conhecida como um alcaloide do grupo 

das xantinas que atua como um estimulante do sistema nervoso central e é 

um dos estimulantes mais consumidos do mundo, sendo que a quantidade de 

café consumido pela população adulta pode variar de 3 a 4 xícaras por dia, 

totalizando um consumo de aproximadamente 300 a 400 mg de CAF (GRGIC 

et al., 2021; HIGDON; FREI, 2006). O consumo diário de até 400 mg de 

cafeína proveniente de todas as fontes alimentares ao longo do dia é 

considerado seguro para adultos saudáveis. Dessa forma, o limite máximo 

diário estabelecido para ser recomendado pelo fabricante de suplementos 

alimentares de cafeína é de 200 mg (ANVISA, 2018).  

Sabe-se que a característica ergogênica da CAF depende dos 

receptores de adenosina A1 e A2A como o principal mecanismo durante os 

exercícios de alta intensidade, sendo que diminui a sensação de cansaço 

durante as atividades (COLLADO-MATEO et al., 2020). A sua ação na 

ativação do sistema nervoso central mostrou diminuir o apetite, aumentar a 

saciedade e estimular o gasto energético, em parte pelo aumento da oxidação 

da gordura (HARPAZ et al., 2017). A CAF sozinha não é citotóxica ou 

genotóxica para linhagens de células humanas em concentrações de até 

1000 μM (D’AMBROSIO, 1994). Entretanto, foi observado em 92 casos que a 

concentração plasmática de CAF (73 mg/L (375,92 μM) – 1040 mg/L (5355,58 

μM) administrada por via oral/intravenosa levaram a fatalidade em pessoas 

de diferentes gêneros e idades (CAPPELLETTI et al., 2018). Por isso, é 

importante que sejam realizados estudos adicionais para determinar os 

efeitos perigosos da SN associada com CAF.  

Inicialmente, a CAF quando associada à SN, em relação ao 

desempenho esportivo, mostrou aumentar a potência e a velocidade do 

desempenho, sugerindo um efeito termogênico aumentado (RATAMESS et 

al., 2015). Todavia, essa associação em suplementos termogênicos tem 

aumentado o número de efeitos adversos relatados à saúde humana, 

principalmente com relação aos sistemas cardiovascular (onde foram 
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descritos efeitos como hipertensão, taquicardia e cardiotoxicidade) e nervoso 

(ligado a acidentes vasculares cerebrais) (ROSSATO et al., 2011; STOHS et 

al., 2012). Em uma revisão que avaliou mais de 20 artigos, Stohs et al. 

(2012), observaram que a SN sem a associação com outros compostos como 

CAF, por exemplo, não causa quaisquer tipos de efeitos adversos em estudos 

in vivo e pré-clínicos em humanos avaliando parâmetros hemodinâmicos e 

cardiovasculares. Entretanto, os suplementos alimentares que estão 

presentes em diferentes compostos alimentares, entre eles SN e CAF, podem 

estimular significativamente o sistema cardiovascular evidenciado por 

elevação da pressão sanguínea e frequência cardíaca (HALLER; BENOWITZ; 

JACOB, 2005). 

 Em 2014, a agência Francesa de Saúde Alimentar, Ambiental e 

Ocupacional (French Agency for Food, Environmental and Occupational 

Health & Safety - ANSES)  selecionou aproximadamente 20 relatórios de 

reações adversas coletadas de 2009 a 2014, que estavam relacionados à 

saúde cardiovascular e ao consumo de suplementos alimentares que contêm 

SN. A maioria dos casos relatados diz respeito à pessoas que usaram esses 

suplementos alimentares em um contexto esportivo e/ou para fins de perda 

de peso. Os produtos consumidos em questão continham CAF, indicando que 

SN quando associaada a CAF pode causar efeitos cardiovasculares graves 

(ANSES, 2014). Bakhiya et al. (2017) realizaram estudos em ratos que foram 

tratados diariamente com extratos de C. aurantium, que contém SN, e foram 

adicionadas doses de CAF. Observou-se um aumento da pressão sanguínea 

e da frequência cardíaca em todos os grupos tratados com SN e esses efeitos 

foram mais pronunciados quando a CAF foi adicionada. 

 Todavia, estudos sobre possíveis perigos da associação de SN à 

CAF, principalmente os que aplicam ensaios de genética toxicológica que 

avaliam a citotoxicidade e genotoxicidade, ainda são ausentes na literatura.  

Deste modo, este estudo teve como objetivo examinar se diferentes 

concentrações de SN e CAF, isoladamente ou em associação, induzem 

citotoxicidade, morte celular e dano ao DNA na linhagem celular de 

hepatocarcinoma humano HepG2 in vitro. Considerando que a 

transcriptômica é a tecnologia ômica mais utilizada (SCHMITZ-SPANKE, 

2019), as respostas toxicogenômicas foram avaliadas por meio da análise da 
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expressão transcricional de genes relacionados à apoptose, inflamação, 

resposta a dano ao DNA, reparo do DNA e vias do ciclo celular. 

1.3. Ensaios in vitro 

1.3.1. Viabilidade celular 

Para avaliar o possível perigo de um composto é indispensável e 

valiosa a obtenção de informações sobre a sua toxicidade, seja esse 

composto isolado ou associado com outra substância.  Um modelo de cultura 

de células in vitro, por exemplo, pode ser utilizado inicialmente para analisar a 

toxicidade de compostos antes da avaliação em estudos com animais, sendo 

que os estudos estão cada vez mais avançando na substituição, redução e 

refinamento (3Rs) dos seus testes, além de também reduzir o custo no 

desenvolvimento de um produto (MYERS et al., 2017). Os ensaios de 

citotoxicidade são recomendados como os primeiros a serem realizados em 

estudos de genética toxicológica, pois segundo a “European Union Reference 

Laboratory for Alternatives to Animal Testing” (EURL ECVAM), é por meio 

dessa avaliação inicial detalhada, que se pode reduzir a ocorrência de 

resultados falso-positivos ou falso-negativos gerados na avaliação de 

compostos em células de mamíferos (HAMM et al., 2018; KIRKLAND et al., 

2016). Existem diferentes técnicas de detecção de toxicidade, como por 

exemplo, o ensaio de viabilidade celular, no qual há diferenciação de células 

viáveis/não viáveis através dos métodos colorimétricos que são utilizados 

como uma avaliação rápida e econômica e detectam as alterações de 

funcionamento de enzimas ou organelas (ALAMOUDI et al., 2018).   

Um destes testes é o ensaio do Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-

2,5-difenil tetrazolium] (MTT), que foi descrito inicialmente por Mosmann 

(1983) e consiste na redução do sal de tetrazolium (brometo de 3- [4,5-

dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazólio) (Figura 2) principalmente pela enzima 

da membrana interna mitocondrial, não mitocondrial e redutases de 

membrana plasmática de células formando os cristais de formazan (1-[4,5-

dimetil-2-il]3,5-diphenylformazan (NGA et al., 2020). Segundo Mosmann 

(1983), este ensaio serve como alternativa para medir a atividade celular.  
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Portanto, estes cristais produzidos estão diretamente relacionados à 

quantidade de células metabolicamente ativas, uma vez que a atividade de 

redução do MTT é atribuída à atividade de enzimas redutases intracelulares, 

fornecendo uma viabilidade estimada (GRELA; KOZŁOWSKA; 

GRABOWIECKA, 2018).  

 

Figura 2 - Redução do MTT para o cristal de formazan 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptada de GRELA, KOZŁOWSKA; GRABOWIECKA (2018).  

 

Outro ensaio utilizado para análise da viabilidade celular é a citometria 

de fluxo, que é capaz de apresentar diferentes técnicas e aplicações como 

contagem celular, ensaio de fagocitose, análise de ciclo e proliferação celular, 

análise de dano no DNA, diagnóstico de doenças e análise de apoptose 

(DELMONTE; FLEISHER, 2019; JOHANSSON et al., 2017; McKINNON, 

2018).  A análise da morte celular por apoptose pode ser identificada por meio 

de diferentes tipos de vias bioquímicas e marcadores que podem variar de 

acordo com a linhagem celular estudada, pois ocorrem mudanças 

morfológicas e bioquímicas que conduzem o processo de morte celular como 

a condensação da cromatina, fragmentação do núcleo e do material genético, 

assim como alterações na membrana celular (MAJTNEROVÁ; ROUŠAR, 

2018; TELFORD, 2018).   

O fosfolipídeo de membrana fosfatidilserina (phosphatidylserine - PS), 

que normalmente se localiza no interior da membrana celular, é translocado 

para o lado externo e através dessa alteração, a Anexina V se liga por 

afinidade ao PS, sendo possível identificar a emissão de fluorescência 

quando as células estão em processo inicial de apoptose (MARTIN et al., 

1995; MARTIN et al., 1996; VAN ENGELAND et al., 1998). Em consequência, 
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as células que passaram pelo processo de morte celular por necrose ou estão 

em fase tardia da apoptose tiveram alteração de permeabilidade na 

membrana celular, permitindo com que o fluorófulo iodeto de propídeo (IP) se 

ligue ao DNA e sendo identificado também pela emissão de fluorescência 

(VAN ENGELAND et al., 1998).  

Assim, a utilização desses testes se tornou importante para 

determinação de concentrações a serem testadas em ensaios posteriores, 

como os ensaios de genotoxicidade, que identificam possíveis danos 

causados ao material genético. A identificação do potencial genotóxico 

representa uma etapa crítica e decisiva na avaliação de compostos químicos, 

tais como fármacos, praguicidas, aditivos alimentares etc., sendo que 

agências regulatórias exigem a execução de uma série de ensaios de 

genotoxicidade e mutagenicidade para a liberação de produtos no mercado 

consumidor (DIRECTORATE et al., 2017). Efeitos como quebras de fita 

simples e duplas do DNA ou a formação de aductos podem ser utilizados 

como indicadores para prever a carcinogenicidade de um composto 

(HARTWIG et al., 2020; PETKOV et al., 2015). 

1.3.2. Ensaio de genotoxicidade 

A utilização de modelos in vitro para a determinação da genotoxicidade 

é usada como primeiro passo para a identificação de potenciais compostos 

que causem perigo à saúde (ZUANG et al., 2021). Vários métodos atualmente 

são empregados e aceitos para a detecção dos efeitos biológicos iniciais 

induzidos no DNA e cromossomos pelos agentes genotóxicos, como o teste 

de AMES, ensaio do micronúcleo e o ensaio do cometa (CORDELLI; 

BIGNAMI; PACCHIEROTTI, 2021; SASSA et al., 2021; SOMMER; 

BURACZEWSKA; KRUSZEWSKI, 2020). Nos últimos 30 anos, o ensaio do 

cometa (comet assay ou single-cell gel electrophoresis - SGCE), amplamente 

usado para a investigação de danos no DNA e reparo, tornou-se um teste 

viável financeiramente e facilmente reprodutível (MOLLER, 2018).  

O ensaio do cometa é uma técnica versátil, sensível, simples e 

econômica, usada para avaliar danos e reparo de DNA em uma célula 

individual através das análises de quebras de DNA de fita simples / dupla em 
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sítio alcalinos lábeis (locais apurínicos / apirimidínicos) e danos de pares de 

bases (ZUANG et al., 2021). Por conta de sua simplicidade e rapidez, o 

ensaio do cometa tem sido usado para estudos de exposição ocupacional e 

intervenções dietéticas com antioxidantes e suplementos alimentares 

(COLLINS et al., 2014). As investigações em toxicologia genética utilizando o 

ensaio do cometa têm tido como desafio o uso com maior frequência de 

linhagem de células in vitro, como método alternativo na redução ao uso de 

animais, sendo esta uma das propostas da International Conference on 

Harmonisation (ICH) for Registration of Pharmaceutics for Human Use (ELLIS 

et al., 2013). 

As estruturas identificadas no ensaio do cometa podem ser 

diferenciadas em forma de uma “cabeça” e uma “cauda” representando 

diferentes estruturas de DNA (Figura 3). Nesse ensaio, o DNA danificado 

migra para fora do núcleo para formar uma estrutura que se assemelha a uma 

“cauda” de um cometa durante a eletroforese e o DNA que permanece intacto 

no nucleoide apresenta uma estrutura que se assemelha a “cabeça” do 

cometa. Após a eletroforese, o DNA é visualizado por coloração com corante 

de ligação ao DNA sob microscopia de fluorescência (HONG et al., 2020). A 

estrutura denominada cabeça contém o nucleoide com DNA não fragmentado 

e a cauda consiste predominantemente em DNA de fita simples. O tamanho 

da cauda mostra o nível de dano ao DNA, sendo que o aparecimento da 

cauda pode ser induzido por necrose e apoptose (MAJTNEROVÁ; ROUŠAR, 

2018). O dano do DNA nas imagens do ensaio cometa pode ser determinado 

por score visual ou análise por software (GANAPATHY et al., 2016). Através 

do score visual, é possível dividir em categorias diferentes com base no grau 

de dano ao DNA (visualmente comprimento e forma estimados da cauda) 

subjetivamente. No entanto, a análise de imagens por software fornece 

diferentes parâmetros de cada cometa por computação baseada em pixels. 

Embora o score visual seja simples e mais econômico, a análise de imagem 

realizada por software é preferível para avaliar danos ao DNA, pois pode 

fornecer informações quantificadas objetivas dos cometas formados (HONG 

et al., 2020).  

 

Figura 3 - Estruturas do nucleoide e danos no DNA no ensaio cometa 
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Legenda: Adaptado de MATSUYAMA et al., 2009. 

1.3.3. Análise de expressão gênica 

A capacidade de identificar os efeitos de associações de fármacos ou 

de compostos bioativos em nível molecular é limitada, parcialmente pela 

dificuldade de acessar e obter respostas da associação de duas 

monoterapias. A associação pode alcançar múltiplos alvos ou a mesma via de 

sinalização, podendo reduzir os efeitos de cada composto, reduzindo a 

toxicidade, ou aumentar o mecanismo de resistência celular, ou ainda 

prolongar a exposição ao tratamento. As análises de transcriptoma 

apresentam resultados confiáveis e únicos nas investigações de associações 

de fármacos e compostos bioativos (DIAZ et al., 2020). A transcriptômica é 

uma técnica bem estabelecida na pesquisa toxicogenômica e tem sido usada 

para identificar padrões de expressão gênica de compostos hepatotóxicos 

(WANG et al., 2020; ZHU et al., 2021; VAN DEN HOF et al., 2014). Existem 

diferentes métodos utilizados para analisar a expressão gênica, como Análise 

Serial da Expressão Gênica (Serial Analysis of Gene Expression - SAGE); 

Microarranjo de DNA e reação em cadeia da polimerase (Polymerase Chain 

Reaction - PCR) (KOZIAN; KIRSCHBAUM, 1999). A técnica PCR foi 

desenvolvida por Kary Mullis e colaboradores, o que os levou a receberem o 

prêmio Nobel de Química em 1983 (GARCIA; MA, 2005).   
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Como previamente descrito, ainda não existem estudos de 

citotoxicidade e genotoxicidade com experimentos planejados e controlados 

que avaliem o perigo do uso associado de SN e CAF em células humanas in 

vitro. Desta forma, este estudo pretende analisar os efeitos citotóxicos e 

genotóxicos desta associação em células humanas HepG2 in vitro. Sendo 

assim, a hipótese básica a ser examinada neste estudo é a de que SN 

associada à CAF, por meio da indução de efeitos citotóxicos e alteração da 

expressão gênica, cause danos ao DNA (efeitos genotóxicos) em linhagens 

de células HepG2 in vitro. 
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2. OBJETIVOS  

2.1. Objetivo Geral 

O presente trabalho teve como objetivo investigar os efeitos citotóxicos e 

genotóxicos de diferentes concentrações de sinefrina e cafeína em associação e 

isoladamente em células hepáticas tumorais (HepG2) in vitro. Ademais, também 

foram avaliadas a expressão gênica e morte celular por meio dos ensaios de RT-

PCR e citometria de fluxo. 

 

2.2. Objetivo Específico 

  Avaliar a citotoxicidade de diferentes concentrações isoladas e associadas de SN 

e CAF por meio do ensaio do MTT em células humanas hepáticas tumorais 

(HepG2) in vitro; 

  Avaliar os possíveis efeitos genotóxicos de diferentes concentrações isoladas 

e/ou associadas de SN e CAF por meio do ensaio do cometa; 

  Analisar morte celular por meio do ensaio de citometria de fluxo após tratamento 

de concentrações isoladas e/ou associadas de SN e CAF; 

  Analisar a expressão gênica para citotoxicidade (apoptose, ciclo celular e 

inflamação) e genotoxicidade (resposta a danos no DNA e excisão de bases, 

excisão de nucleotídeos, incompatibilidade, recombinação homóloga, end-join não 

homóloga reparo) pelo ensaio RT-qPCR após tratamento com diferentes 

concentrações associadas de SN e CAF em células humanas hepáticas tumorais 

(HepG2) in vitro; 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Reagentes químicos 

p- (±) Sinefrina (SN; HOC6H4CH (CH2NHCH3) OH; pureza ≥ 98%; CAS: 

94-07-5), cafeína (CAF; C8H10N4O2, pureza ≥ 99%; CAS: 58-08-2), brometo [3- 

(4,5-dimetiltiazol-2-il) -3,5-difenilformazan (MTT, CAS: 298-931), etanol (CAS: 64-

17-5), metanossulfonato de metila (Methyl Methanesulfonate - MMS, CAS: 66- 27-

3), ácido perclórico (HClO4, CAS: 7601-90-3) e outros produtos químicos de grau 

analítico foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os reagentes 

para cultura de células, mistura de antibióticos 100X (penicilina, estreptomicina, 

neomicina), Meio Eagle Modificado de Dulbecco (Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium - DMEM), Soro Bovino Fetal (SBF), Tripsina-EDTA (ácido etilenodiamino 

tetra-acético) 5X; Kit de transcrição reversa de cDNA de alta capacidade (catálogo 

# 4368814), PureLink® RNA Mini kit (catálogo # 12183018A); Grau de amplificação 

de DNase I (catálogo # 18068015); Agarose de baixo ponto de fusão (Low Melting 

Point - LMP) (CAS: 39346-81-1); Agarose de Ponto de Fusão Normal (Normal 

Melting Point - NMP) (CAS: 9012-36-6); Placas de matriz TaqMan Custom RT-

qPCR (catálogo # 4413258; Array ID # RP7DPC2); TaqMan Fast Universal PCR 

Mastermix 2X (catálogo # 4352042) e MicroAmp® Clear Adhesive Film (catálogo # 

4306311) foram adquiridos da Thermo Fischer Scientific (Carlsbad, CA, EUA). 

GelRed® foi adquirido da Biotium (Fremont, CA, EUA). Frascos de cultura (25 

cm³), placas de cultura de 6 poços, 12 poços, 24 poços e 96 poços foram 

adquiridos na TPP (Trasadingen, Suíça) e Greiner Bio-One (Monroe, NC, EUA). 

3.2. Linhagem celular 

Células de hepatocarcinoma humano (HepG2) (Figura 4) foram obtidas na 

American Type Culture Collection (catálogo ATCC # HB-8065) e cultivadas de 

acordo com o protocolo relatado por Bal-Price e Coecke (2011). Resumidamente, 

as células HepG2 foram cultivadas em DMEM com 10% de SBF, 1% de antibiótico 

(5 mg / mL de penicilina, 5 mg / mL de estreptomicina e 10 mg / mL de neomicina) 

e 0,024% de NaHCO3, em uma incubadora de CO2 com 5% de atmosfera a 37 ° C 

e 96% de umidade relativa. Os meios de cultura foram trocados a cada 2-3 dias. 

Quando as culturas atingiram a confluência, as células foram lavadas duas vezes 
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com solução salina tamponada com fosfato (Phosphate Buffered Saline - PBS, pH 

7,4), tripsinizadas com tripsina / EDTA 0,25%, centrifugadas em 174 × g por 5 min 

e subcultivadas. Todos os experimentos foram conduzidos entre a terceira e a 

oitava passagem das células. O agente alquilante MMS foi utilizado como controle 

positivo, conforme recomendação de Kirkland et al. (2016) em uma lista com 

compostos químicos a serem usados como controle positivo em testes de 

genotoxicidade. 

Figura 4 - Fotomicrografia da linhagem celular HepG2 (Aumento original de 
1000x) 

 

 

 

 

 

 

Fonte: American Type Culture Collection (ATCC), 2013. 

3.3. Concentrações de SN e CAF 

Inicialmente, uma solução estoque SN (3000 µM) foi preparada em 5% de 

HClO4 (ROSSATO et al, 2010) e posteriormente diluída em meio de cultura para as 

concentrações necessárias (0,03, 0,3, 3 e 30 µM) para cada série experimental. 

Essas concentrações foram escolhidas com base no estudo de: (I) Haller et al. 

(2008), que em seres humanos, demonstraram que após uma administração oral 

de 33 μM (5,5 mg), a concentração plasmática máxima de SN foi de 2 ng/mL (0,03 

μM = 5 ng/mL) e (II) Da Silva Pereira et al. (2016), que ao avaliar o perfusato de 

saída no fígado de ratos Wistar por Cromatografia Líquida de Alto Desempenho 

(HPLC), mostraram a extração de 9 μM de SN (90%) quando administrada oral na 

concentração de 10 μM. Para a CAF (C8H10N4O2, pureza ≥ 99%) as concentrações 

de 0,6; 6; 60 e 600 µM foram escolhidas de acordo com: (I) a instrução normativa 

(IN) Anvisa nº 28, de 26 de julho de 2018 que recomenda a concentração segura 

de cafeína como dose única de 200 mg (1029 µM) e (II) nos estudos prévios de 
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Dong et al. (2015) que avaliaram os efeitos de cafeína em células HepG2 entre 

concentrações de 50 – 600 µM, obedecendo relatos que a concentração 

plasmática em humanos é limitada a 80 µg/mL (412 μM) para evitar toxicidade.  

Após a realização dos ensaios preliminares, análise dos resultados e 

levando em consideração (I) a proporção de SN/CAF (1:10 v /v), respectivamente) 

presente na formulação de suplementos e (II) limites que não ultrapassem 

possíveis valores plasmáticos para o ensaio associado das duas substâncias, 

foram selecionadas as concentrações nas proporção de proporções 1:10, 1:20, 

1:30 e 1: 200, utilizado então  3 µM de SN e 30, 60, 90 e 600 µM de CAF. 

Figura 5 - Estruturas químicas de (A) SN (B) CAF 

 

 

 

 

 

Fonte: Sigma-Aldrich (2016). 

 

3.4. Ensaio do MTT 

O ensaio de MTT foi realizado de acordo com o protocolo descrito por 

Mosmann, (1993). As células HepG2 (1 × 104) foram semeadas em placas de 

cultura de 96 poços e incubadas por 24 h antes do tratamento. Após foram 

realizados os tratamento com: SN (0,03, 0,3, 3 e 30 µM) ou CAF (0,6, 6, 60 e 600 

µM) isoladas; SN (3 µM) associada com CAF (30; 60, 90 e 600 µM); MMS (300 μM; 

controle positivo); HClO4 (0,05%; controle de veículo); e 1% PBS (controle 

negativo), por 24 horas. A solução estoque de 5 mg / mL de MTT em PBS foi 

diluída para 0,5 mg / mL em meio de cultura (10: 100 µL v / v; 0,5 mg / mL) e 

adicionada a cada poço. Após incubação por 4 h, o sobrenadante foi substituído 

por DMSO. A absorbância foi registrada em um espectrofotômetro (Biotek Elx800; 

Winooski, VT, EUA) ajustado em λ = 570 nm. A porcentagem de células viáveis foi 

calculada após a normalização com o controle negativo (PBS), considerada 100% 
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de viabilidade celular. Todos os experimentos foram realizados em cinco 

repetições técnicas (n = 5) e três experimentos biológicos (n = 3). 

3.5. Ensaio do cometa 

O ensaio do cometa foi realizado de acordo com o protocolo de Tice et al, 

(2000). Inicialmente, células HepG2 (3 × 105) foram semeadas em uma placa de 

cultura de 12 poços com meio DMEM completo e cultivadas em condições padrão 

por 24 horas. As células foram tratadas durante 4 horas com os compostos SN 

(0,03; 0,3; 3 e 30 µM) ou CAF (0,6, 6, 60 e 600 µM) isolados; SN (3 µM) associado 

com quatro concentrações de CAF (30; 60; 90 e 600 µM); MMS (300 µM; controle 

positivo); HClO4 (0,05%; controle de veículo); ou PBS a 1% (controle negativo). A 

viabilidade celular foi determinada pela técnica de exclusão de azul Trypan usando 

o Countess Automated Cell Counter (Life Technologies; Carlsbad, CA, EUA). 

Apenas as amostras com viabilidade > 80% foram submetidas ao ensaio do 

cometa. Cada pellet celular inicialmente semeado (3 × 105/200 µL) em cada poço, 

com viabilidade > 80%, foi suspenso em agarose LMP 0,5% e transferido para 

lâminas microscópicas pré-revestidas com agarose NMP 1,5%. As lâminas foram 

cobertas com lamínulas e incubadas a 4 ° C por 20 min. As lamínulas foram 

removidas e cada tratamento foi imerso em solução de lise preparada 

recentemente, (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, pH 10) durante 1 h, a 4 ° 

C. As lâminas (duas réplicas por tratamento) foram incubadas por 20 min em uma 

câmara de eletroforese fria cheia com tampão (300 mM de NaOH e 1 mM de EDTA 

pH> 13), no escuro, e a eletroforese foi conduzida em condições padrão (25 V; 300 

mA; 1,25 V / cm) durante 20 min. As lâminas foram neutralizadas com tampão Tris 

0,4 M pH 7,5, secas ao ar, fixadas em etanol absoluto por 5 min e coradas com 

GelRed® (Biotium Inc., Fremont, CA, EUA) (GelRed ™ / PBS; 1: 10.000 µL ; v / v). 

Em seguida, foram analisados em microscópio de fluorescência (Carl Zeiss, 

Axiostar Plus; Jena, Alemanha) com filtro de excitação λ = 515-560nm e filtro de 

barreira λ = 590nm, com auxílio do software Comet Assay IV ™ (Perceptive 

Instruments; Haverhill, Reino Unido). A intensidade da cauda (% DNA na cauda) foi 

usada como parâmetro de análise. Todos os experimentos foram realizados em 

três repetições biológicas (n = 3), e cem nucleoides para cada concentração foram 

analisados. Os resultados são expressos como média ± desvio padrão (DP). 
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3.6. Citometria de Fluxo  

  A análise de citometria de fluxo foi realizada utilizando o Kit Dead Cell 

Apoptosis com Anexina V-FITC e IP (Cat Nº V13242; Invitrogen), após 24 h de 

tratamento com SN (3 µM), CAF (600 µM), SN / CAF (3:60; 3:90; 3: 600 µM) ou 

seus respectivos controles negativos (1% PBS), veículo (0,05% HClO4) e positivo 

(MMS; 300 µM). As células HepG2 (2 × 105) foram semeadas em uma placa de 

cultura de 12 poços com meio DMEM completo e cultivadas em condições padrão 

por 24 h. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com solução salina 

tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4), tripsinizadas com TrypLE ™ Express 

Enzyme (1X) e centrifugadas a 300 xg por 5 min. O sobrenadante foi removido, os 

pellets celulares foram suspensos em tampão de ligação de anexina (1X) e as 

suspensões transferidas para tubos de citometria de fluxo (Falcon® Round-Bottom 

Polystyrene Tubes; Corning, Tewksbury, MA, USA). As células foram incubadas 

com Anexina V-FITC por 15 min em um banho de gelo, misturadas com IP (2 μg / 

mL), e imediatamente analisadas em um Citômetro de Fluxo BD LSR Fortessa® 

(BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), usando λ = 488 nm de laser de excitação e 

emissão detectada em λ = 530/575 nm (ou equivalente). Foram analisados 10000 

eventos em triplicata ténica para cada tratamento e as células não marcadas com 

Anexina V ou IP foram consideradas viáveis. As células marcadas com anexina 

(com marcação com IP) foram consideradas apoptóticas e as células marcadas 

apenas com IP foram consideradas necróticas. Essas análises foram realizadas no 

laboratório multiusuário de Imagens de Alta Resolução e Estudos Celulares 

(LIAREC) da FCFRP-USP. 

3.7. RT-qPCR  

A expressão de mRNA foi quantificada por PCR em tempo real (RT-qPCR) 

usando o protocolo relatado por Nolan et al. (2006). Células HepG2 (5 × 105) foram 

cultivadas em frascos de cultura de 25 cm2 com meio completo, por 24 h, a 37 °C, 

e sob 5% de CO2 para estabilização. As células foram tratadas durante 6 horas 

com HClO4 (0,05%; veículo de controle) ou SN (3 µM) associada com CAF (90 e 

600 µM). As células foram colhidas e o RNA total foi extraído com o Kit PureLink® 

RNA Mini, de acordo com as especificações do fabricante. A quantidade, 

integridade e qualidade do extrato de RNA total foram determinadas por 
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espectrofotometria (NanoDrop 2000 ™, Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA), 

considerando as taxas de absorbância A260 / 280 e A260 / 230 entre 1,8 a 2,2. A 

integridade do RNA também foi avaliada por eletroforese desnaturante em gel de 

agarose a 1%, segundo Aranda et al. (2012). Para eliminação do DNA genômico, o 

RNA total foi tratado com DNase I Grau de Amplificação (1 U / µg), de acordo com 

as especificações do fabricante. O DNA foi sintetizado a partir de 2 μg (2000 ng) do 

RNA total extraído usando o kit de transcrição reversa de cDNA de alta 

capacidade. Três reações distintas de síntese de cDNA foram realizadas para cada 

amostra testada, e os produtos resultantes foram combinados para obter uma 

única mistura para cada um, conforme descrito por Pfaffl et al. (2004) e Bustin et al. 

(2005). As placas RT-qPCR Custom Array foram adquiridas da Applied Biosystems 

(Foster City, CA, EUA) e 44 genes foram avaliados por placa qPCR array. A Tabela 

1 relata a lista de conjuntos de genes e o “ID do ensaio” com a sequência de 

primers (direta e reversa) fornecida pelo fabricante. As reações qPCR foram 

realizadas usando o TaqMan ™ Fast Universal PCR Mastermix 2X em 

StepOnePlus ™ Real-Time PCR System, de acordo com as instruções do 

fabricante. Os resultados foram analisados usando o software DataAssist ™ v3.01 

(Applied Biosystems), e o valor de corte do ciclo limite (Ct) foi definido como 40. 

Apenas o ciclo de quantificação (Cq) com uma variação de ± 1,0 entre os 

triplicados da reação foram considerados para os cálculos. A normalização foi feita 

subtraindo o valor Ct do gene alvo do valor Ct médio dos dois genes de referência 

(GAPDH e GUSB). Os valores obtidos no controle do veículo foram usados como 

referência para comparação. A expressão relativa do gene foi calculada pelo 

método 2-ΔΔCt (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002).  

Tabela 1 - Lista de genes analisados por RT-qPCR e suas vias relacionada 

Símbolo do 

gene 
Nome do gene  

RefSeq 

ID 

TaqMan Assay 

ID 

 
                                    Apoptose  

CASP9 Caspase 9 NM_962278 Hs00962278_m1 

CASP3 Caspase 3 NM_234387 Hs00234387_m1 

CASP8 Caspase 8 NM_001001719 Hs01018151_m1 

CASP10 Caspase 10 NM_1017899 Hs01017899_m1 
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CASP6 Caspase 6 NM_154250 Hs00154250_m1 

BAD BCL2 associated agonist of cell death NM_188930 Hs00188930_m1 

BAX BCL2 associated X NM_180269 Hs00180269_m1 

BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 NM_608023 Hs00608023_m1 

BID BH3 interacting domain death agonist NM_609632 Hs00609632_m1 

BIRC5 Baculoviral IAP repeat containing 5 NM_4194392 Hs04194392_s1 

DIABLO Direct IAP-binding protein with low PI NM_218976 Hs00219876_m1 

APAF1 Apoptotic peptidase activating factor 1 NM_559441 Hs00559441_m1 

FADD Fas associated via death domain NM_538709 Hs00538709_m1 

TRADD 
TNFRSF1A associated via death 

domain 
NM_601065 Hs00601065_g1 

Inflamação  

FAS 
Fas ligand (TNF superfamily, member 

6) 
NM_236330 Hs00269492_m1 

TNFRSF10A 
TNF receptor superfamily member 

10a 
NM_269492 Hs00236330_m1 

   
 

Reparo de excisão de nucleotídeo  

XPA Xeroderma Pigmentosum group A NM_902270 Hs00902270_m1 

XPC Xeroderma Pigmentosum group C NM_190295 Hs00190295_m1 

ERCC2 
Excision repair cross-

complementation group 2 
NM_361161 Hs00361161_m1 

ERCC1 
Excision repair cross-

complementation group 1 
NM_1012158 Hs01012158_m1 

   
 

Reparo de excisão de base  

NTHL1 Nth like DNA glycosylase 1 NM_267385 Hs00267385_m1 

APEX1 
Apurinic/apyrimidinic 

endodeoxyribonuclease 1 
NM_172396 Hs00172396_m1 

PARP1 Poly(ADP-ribose) polymerase 1 NM_242302 Hs00242302_m1 

PCNA Proliferating cell nuclear antigen NM_427214 Hs00427214_g1 

OGG1 8-Oxoguanine DNA glycosylase NM_213454 Hs00213454_m1 

XRCC1 X-Ray repair cross complementing 1 NM_959834 Hs00959834_m1 



22 
 

 

Reparo de incompatibilidade  

MSH2 MutS Homolog 2 NM_979919 Hs00953527_m1 

MLH1 MutL Homolog 1 NM_953527 Hs00979919_m1 

   
 

Reparação de quebra de fita dupla (homóloga, não homóloga e junção)  

BRCA1 
BRCA1/BRCA2-containing complex, 

subunit 1 
NM_1556193 Hs01556193_m1 

RAD51 
RAD51 homolog (RecA homolog, E. 

coli) (S. cerevisiae) 
NM_947967 Hs00947967_m1 

LIG1 DNA ligase 1 NM_1553527 Hs01553527_m1 

TOPBP1 
Topoisomerase (DNA) II binding 

protein 1 
NM_199775 Hs00199775_m1 

XRCC6 
X-ray repair complementing defective 

repair in Chinese hamster cells 6 
NM_1922652 Hs01922652_g1 

XRCC4 
X-ray repair complementing defective 

repair in Chinese hamster cells 4 
NM_243327 Hs00243327_m1 

   
 

Respostas ao dano no DNA  

TP53 Tumor protein p53 NM_1034249 Hs01034249_m1 

CHEK2 Checkpoint kinase 2 NM_200485 Hs00200485_m1 

TP53BP2 Tumor protein P53 binding protein 2 NM_610488 Hs00610488_m1 

GADD45A 
Growth arrest and DNA damage 

inducible alpha 
NM_169255 Hs00169255_m1 

   
 

Ciclo celular  

CDC25A 
Cell division cycle 25 homolog A (S. 

pombe) 
NM_947994 Hs00947994_m1 

CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A NM_355782 Hs00355782_m1 

Housekeeping  

GAPDH 
Glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase 
NM_99999905 Hs99999905_m1 

GUSB Beta-glucuronidase NM_99999908 Hs99999908_m1 
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4. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

A distribuição dos dados foi analisada pelo teste de normalidade Shapiro-

Wilk. Os dados do ensaio MTT e do cometa com distribuição paramétrica foram 

analisados usando ANOVA seguido pelo teste de Dunnett (p ˂ 0,05). Os dados do 

ensaio de morte celular (citometria de fluxo) foram analisados usando ANOVA de 

duas vias seguido pelo teste LSD de Fisher (p ˂ 0,05). O GraphPad Prism 7.00 

para Windows (GraphPad Software; La Jolla, CA, EUA) foi usado para realizar 

análises estatísticas e traçar os gráficos. As diferenças entre a expressão gênica 

foram consideradas significativas quando o Fold Change (FC) foi ≥ 1,50 ou ≤ 0,66. 
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5. RESULTADOS  

5.1. SN e CAF isolados não diminuíram viabilidade celular 

A viabilidade celular de células HepG2 tratadas por 24 h com SN e CAF 

isolados foi determinada usando o ensaio MTT. Em comparação com o controle 

negativo (1% PBS), SN (0,03 - 30 µM) e CAF (0,6 - 600 µM) não diminuíram 

significativamente a viabilidade celular (Figura 6), demonstrando que eles não 

foram citotóxicos para as células HepG2.  

 

Figura 6- Viabilidade celular (%) em células HepG2 tratadas após tratamento 

por 24 h com SN; 0,03 - 30 µM e CAF; 0,6 - 600 µM isoladas avaliada pelo ensaio 

MTT 

 

 

 

 

 

 

 

As barras representam a média ± desvio padrão da porcentagem de viabilidade celular em relação 

ao CN (100% de viabilidade celular), calculado a partir de três (n = 3) experimentos biológicos. CN: 

Controle negativo (1% PBS); CV: Controle de veículo (0,05% HClO4). * p ˂ 0,05 vs. NC (One-way 

ANOVA seguida pelo teste de Dunnett). 

 

5.2. SN em associação com as maiores concentrações de CAF reduziram a 

viabilidade celular 

As células HepG2 foram tratadas por 24 h com SN (3 μM) e CAF (30; 60, 90 

e 600 μM) em associação (Figura 7). As razões SN / CAF mais altas de 3:90 e 

3:600 μM reduziram significativamente a viabilidade celular das células HepG2 

quando comparadas com o controle negativo. Como esperado, MMS (300 µM) 

diminuiu significativamente a viabilidade celular de células HepG2. 
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Figura 7 - Viabilidade celular (%) em células HepG2 após tratamento por 24 h com 

associação de SN e CAF nas concentrações de 3:30, 3:60, 3:90 e 3:600 µM 

avaliada pelo ensaio MTT 

 

 

 

 

 

 

 

As barras representam a média ± desvio padrão da porcentagem de viabilidade celular em relação 

ao CN (100% de viabilidade celular), calculado a partir de três (n = 3) experimentos biológicos. CN: 

Controle negativo (1% PBS); CP: Controle positivo (300 µM MMS); CV: Controle de veículo (0,05% 

HClO4). * p ˂ 0,05 vs. NC (One-way ANOVA seguida pelo teste de Dunnett). 

 

5.3. A associação SN / CAF promoveu danos ao DNA nas maiores 

concentrações 

O ensaio do cometa foi usado para avaliar o dano ao DNA em células 

HepG2 após 4 h de tratamento com SN e CAF, isoladamente ou em associação, 

conforme ilustrado na Figura 8 e na Figura 9, respectivamente. Em comparação 

com o CN, SN (0,03; 0,3; 3 e 30 µM) e CAF (0,6; 6; 60 e 600 µM) isoladas não 

aumentaram significativamente os danos ao DNA. As associações entre a 

concentração testada de SN  (3 µM) e as maiores concentrações de CAF (90 e 600 

μM) induziram significativamente a maior % de DNA na cauda (Tail intensity). 
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Figura 8 - Dano no DNA (%) em células HepG2 após tratamento por 4 h com SN; 

0,03 - 30 µM e CAF; 0,6 - 600 µM isoladas avaliado pelo ensaio do cometa 

 

 

 

 

 

 

 

 

As barras representam a média ± desvio padrão da porcentagem de DNA na cauda, calculada a 

partir de três experimentos biológicos (n = 3; 100 nucleoides por réplica). CN: Controle negativo (1% 

PBS); CP: Controle positivo (300 µM MMS); CV: Controle de veículo (0,05% HClO4). * p ˂ 0,05 vs. 

NC (One-way ANOVA seguida pelo teste de Dunnett).  

 

Figura 9 - Dano no DNA (%) em células HepG2 após tratamento por 4 h com 

associação de SN e CAF concentrações de 3:30, 3:60, 3:90 e 3:600 µM avaliado 

pelo ensaio do cometa 

 

 

 

 

 

 

 

As barras representam a média ± desvio padrão da porcentagem de DNA na cauda, calculada a 

partir de três experimentos biológicos (n = 3; 100 nucleoides por réplica). CN: Controle negativo (1% 

PBS); CP: Controle positivo (300 µM MMS); CV: Controle de veículo (0,05% HClO4). * p ˂ 0,05 vs. 

NC (One-way ANOVA seguida pelo teste de Dunnett).  
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5.4. SN associada à CAF induziu morte celular via apoptose  

 Após 24 h de tratamento, CAF (600 μM) sozinha e todas as associações 

SN / CAF testadas (3:60, 3:90 e 3:600 μM) aumentaram significativamente a 

porcentagem de células marcadas com Anexina V quando comparadas com CN, 

demonstrando que os tratamentos induziram apoptose (Figura 10). SN (3 μM) 

isolada não induziu apoptose em células HepG2. No entanto, a porcentagem de 

células marcadas com anexina-V e PI no controle positivo (MMS 300 μM) foi alta, 

indicando forte indução de morte celular por apoptose e necrose. 

 

Figura 10 – (A) Porcentagem (%) de células viáveis, apoptóticas e necróticas em 

células HepG2 após tratamentos por 24 h com SN 3 μM, CAF; 600 μM, 

associações SN e CAF (3:60; 3:90 e 3: 600 μM) e seus respectivos controles (B) 

histogramas de distribuição celular são marcados com Anexina V-FITC / Iodeto de 

Propídio (PI). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) As barras representam a média ± desvio padrão de três (n = 3) repetições técnicas. *, # Valores 

estatisticamente diferentes do grupo CN (p <0,05; Two-Way ANOVA seguida pelo teste LSD de 

Fisher). CN: Controle Negativo (1% PBS); CV: Controle de veículo (0,05% HClO4); CP: Controle 
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Positivo (MMS; 300 μM). (B) Viáveis: quadrante esquerdo inferior (Q3; células negativas para a 

anexina V-FITC e IP); Apoptose: quadrante inferior direito (Q4; células marcadas com anexina V no 

início da apoptose) + quadrante superior direito (Q2; células positivas para anexina V e IP na 

apoptose tardia); Necrose: quadrante superior esquerdo (Q1; células coradas apenas com IP). 

5.5. SN associada à CAF modulou a expressão de genes relacionados ao 

reparo de DNA, ciclo celular e apoptose  

Os efeitos do tratamento de 6 h com SN (3 µM) associado com CAF (90 e 

600 µM) na expressão de genes relacionados a diferentes vias moleculares são 

relatados na Tabela 2. A associação SN / CAF em 3:90 μM mostrou regulação 

negativa no  gene CDKN1A (inibidor da quinase dependente da ciclina 1A) (ciclo 

celular / replicação), mas regulou positivamente a expressão dos genes Capase-9 

(CASP9) e linfoma de células B2 (BCL-2) relacionados à apoptose. A associação 

SN / CAF a 3:600 μM regulou positivamente os níveis de transcrição do gene BCL-

2, bem como regulou positivamente o gene Xerdoderma Pigmentoso tipo C 

(Xeroderma Pigmentosum C – XPC) da via de reparo de DNA por excisão de 

nucleotídeo (Nucleotide excision repair – NER). SN / CAF não alterou os níveis de 

transcrição de genes relacionados à inflamação, reparo de excisão de base, reparo 

de incompatibilidade, reparo de quebra de fita dupla de DNA e resposta a danos no 

DNA.  

 

Tabela 2 - Expressão relativa de genes associados à apoptose, inflamação, reparo 

de DNA, resposta de dano de DNA e vias de sinalização do ciclo celular na 

linhagem de hepatocarcinoma humano HepG2 

 

Símbolo do gene  Nome do gene 
RefSeq 

ID 

Fold change
a
 

3:90 µM 

(SN/CAF)  

3:600 µM 

(SN/CAF) 

     

Apoptose 

CASP9 Caspase 9 NM_962278 1.50* 1.18 

CASP3 Caspase 3 NM_234387 0.92 0.93 
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CASP8 Caspase 8 NM_001001719 1.10 1.09 

CASP10 Caspase 10 NM_1017899 1.11 0.90 

CASP6 Caspase 6 NM_154250 0.98 0.85 

BAD 
BCL2 associated agonist of cell 

death 
NM_188930 1.06 1.34 

BAX BCL2 associated X NM_180269 0.94 1.04 

BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 NM_608023 1.51* 2.01* 

BID 
BH3 interacting domain death 

agonist 
NM_609632 0.81 0.99 

BIRC5 Baculoviral IAP repeat containing 5 NM_4194392 1.04 0.96 

DIABLO Direct IAP-binding protein with low PI NM_218976 0.92 0.99 

APAF1 
Apoptotic peptidase activating factor 

1 
NM_559441 0.86 0.79 

FADD Fas associated via death domain NM_538709 0.97 1.11 

TRADD 
TNFRSF1A associated via death 

domain 
NM_601065 0.83 0.73 

Inflamação  

FAS 
Fas ligand (TNF superfamily, 

member 6) 
NM_236330 1.28 1.06 

TNFRSF10A 
TNF receptor superfamily member 

10a 
NM_269492 0.79 0.99 

      Reparo de excisão de nucleotídeo 

XPA Xeroderma Pigmentosum Group A NM_902270 1.19 0.97 

XPC Xeroderma Pigmentosum Group C NM_190295 1.18 1.52* 

ERCC2 
Excision repair cross-

complementation group 2 
NM_361161 1.18 0.92 

ERCC1 
Excision repair cross-

complementation group 1 
NM_1012158 1.01 1.07 

      Reparo de excisão de base 

NTHL1 Nth like DNA glycosylase 1 NM_267385 1.07 1.41 

APEX1 
Apurinic/apyrimidinic 

endodeoxyribonuclease 1 
NM_172396 1.08 1.06 

PARP1 Poly(ADP-ribose) polymerase 1 NM_242302 1.06 1.03 

PCNA Proliferating cell nuclear antigen NM_427214 1.07 0.93 
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OGG1 8-Oxoguanine DNA glycosylase NM_213454 1.03 1.00 

XRCC1 X-Ray repair cross complementing 1 NM_959834 0.96 1.01 

Reparo de incompatibilidade 

MSH2 MutS homolog 2 NM_979919 1.01 1.01 

MLH1 MutL homolog 1 NM_953527 0.93 0.94 

      Reparação de quebra de fita dupla (homóloga, não homóloga e junção) 

BRCA1 
BRCA1/BRCA2-containing complex, 

subunit 1 
NM_1556193 0.98 1.24 

RAD51 
RAD51 homolog (RecA homolog, E. 

coli) (S. cerevisiae) 
NM_947967 0.97 1.02 

LIG1 DNA ligase 1 NM_1553527 0.96 1.13 

TOPBP1 
Topoisomerase (DNA) II binding 

protein 1 
NM_199775 0.90 0.95 

XRCC6 

X-ray repair complementing 

defective repair in Chinese hamster 

cells 6 

NM_1922652 0.91 0.81 

XRCC4 

X-ray repair complementing 

defective repair in Chinese hamster 

cells 6 

NM_243327 0.89 0.80 

      Resposta ao dano de DNA 

TP53 Tumor protein p53 NM_1034249 1.24 1.16 

CHEK2 Checkpoint kinase 2 NM_200485 0.99 0.92 

TP53BP2 Tumor protein P53 binding protein 2 NM_610488 0.96 0.88 

GADD45A 
Growth arrest and DNA damage 

inducible alpha 
NM_169255 0.82 1.01 

      Ciclo celular 

CDC25A 
Cell division cycle 25 homolog A (S. 

pombe) 
NM_947994 0.88 0.91 

CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A NM_355782 0.62* 0.91 

 

Expressão relativa de genes associados à apoptose, inflamação, reparo de DNA (reparo de excisão 

de nucleotídeos; reparo de excisão de base; reparo de incompatibilidade; reparo de quebra de fita 

dupla), resposta ao dano de DNA e vias de sinalização do ciclo celular na linhagem de 

hepatocarcinoma humano HepG2 após 6 h de tratamento in vitro com SN associada com CAF nas 

concentrações de 3:90 e 3:600 µM. 
a 

Os valores de Fold Change (expressão relativa dos genes de 
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interesse em comparação com os genes de referência) foram obtido pelo método de 2-ΔΔCt e 

normalizado usando os genes de manutenção GUSB (NM_99999908) e GAPDH (NM_99999905). 
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6. DISCUSSÃO 

Uma série de riscos à saúde associados à ingestão de suplementos 

termogênicos foi descrita, como a ocorrência de lesões citotóxicas do sistema 

nervoso central e lesões hepáticas (GALNARES-OLALDE et al., 2019; SANTOS et 

al., 2021). De acordo com Santos et al. (2021), a hepatotoxicidade relacionada ao 

consumo de suplementos dietéticos, incluindo os termogênicos, é um crescente 

problema de saúde global. Os autores realizaram um revisão sistemática de 

estudos publicados por pesquisadores da América Latina sobre danos à saúde 

pelo consumo de suplementos dietéticos. Os resultados foram semelhantes 

aqueles de estudos dos Estados Unidos, Europa e China, com predominância de 

mulheres jovens, indução de danos hepatocelulares e insuficiência hepática aguda. 

A estimativa do LATIN DILI Network (LATIN Drug-Induced Liver Injury) é de que o 

consumo de suplementos dietéticos foi responsável por 10% dos casos de 

insuficiência hepática aguda na América Latina.  

O fígado é o alvo primário da toxicidade sistêmica causada por agentes 

químicos. A hepatotoxicidade induzida por agentes químicos, geralmente, surge da 

combinação de ações citotóxicas não específicas e outras tecido-específicas. De 

fato, a toxicidade hepática relacionada ao consumo de medicamentos é 

responsável por mais de 50% de todos os casos clínicos de insuficiência hepática 

aguda. Nas últimas duas décadas, ficou evidente que além dos medicamentos, 

outros agentes químicos, tais como produtos da indústria, praguicidas, cosméticos, 

aditivos e suplementos alimentares também podem causar hepatotoxicidade 

(TABERNILLA et al., 2021).  

Considerando que o fígado é um dos principais órgãos para o metabolismo 

de medicamentos, seus metabólitos e compostos tóxicos podem induzir 

hepatotoxicidade por vários mecanismos, como diminuição de enzimas 

antioxidantes, aumento do estresse oxidativo e indução de disfunção mitocondrial 

(MOHI-UD-DIN et al., 2019). Ao longo da história, os testes de hepatotoxicidade 

em animais têm sido usados como base para essa avaliação de segurança e 

identificação de efeitos adversos. Contudo, efeitos que não são observados em 

animais de laboratório aparecem, frequentemente, em seres humanos, o que 

mostra a relevância das diferenças interespécies, sendo pouco relacionados aos 

dados clínicos humanos, por diferenças de função hepática, farmacocinética, 

metabolismo e alvos celulares. Portanto, considerando as razões éticas e as 
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restrições científicas para extrapolar dados entre espécies diferentes, é crescente a 

tendência de métodos alternativos ao uso de animais de experimentação e 

recomendação para a realização de estudos in vitro (TABERNILLA et al., 2021). O 

perfil toxicológico de diferentes compostos pode ser previsto por sistemas in vitro 

que reduzem o uso de animais de laboratório e ajudam a elucidar os mecanismos 

moleculares relacionados à indução de toxicidade (RAMIREZ et al., 2018).  

Vários modelos de linhagens celulares hepáticas humanas são utilizados 

com o objetivo de melhor representar o ambiente in vivo, sendo que os hepatócitos 

primários humanos são considerados as melhores linhagens para estudo de 

toxicidade e análise de interações entre compostos (BULUTOGLU et al., 2020). 

Entretanto, considerando que esse modelo de linhagem celular in vitro é pouco 

acessível, tem maior custo e exige maior manutenção, outras linhagens hepáticas 

in vitro são utilizadas, como HepaRG, a Huh7 e HepG2, sendo que essa última é 

muito utilizada para  estudar as atividades enzimáticas na metabolização de 

fármacos (GUPTA et al., 2021; BULUTOGLU et al., 2020). Diferentes estudos na 

literatura mostram a utilização da linhagem HepG2 in vitro nos ensaios de 

toxicidade de diferentes compostos, inclusive na análise de compostos bioativos 

comumente utilizados na dieta (DATTA; BOSE; KUMAR MANDAL, 2020; 

LEVORATO et al., 2018; ŠTAMPAR et al., 2022). O presente estudo usou células 

HepG2 para avaliar os efeitos toxicogenômicos na associação de SN/CAF. 

Alguns estudos na literatura mostram que extratos de laranja amarga e SN 

são consumidos isoladamente ou em associação com outros ingredientes, sendo 

que estão entre os consumidores homens e mulheres de diversas idades. Esses 

estudos demonstraram que o consumo associado da CAF à SN melhora o 

desempenho do exercício fisico, sem alterar o valor de marcadores bioquímicos no 

sangue (RATAMESS et al., 2016). Stohs e Ratamess (2017) fizeram uma análise 

da literatura com mais de 30 ensaios clínicos com seres humanos, estudos em 

animais e ensaios in vitro e foi possível observar que nenhum risco cardiovascular 

foi relatado ou observado ao usar a associação de SN e CAF, assim como não foi 

observado diferença nos valores dos biomarcadores sanguíneos. Mesmo estudos 

conduzidos em animais, utilizando concentrações elevadas da associação de SN e 

CAF, não foram evidenciadas alterações no sistema cardiovascular e nos 

biomarcadores sanguíneos, fato que corrobora os resultados dos ensaios clínicos 

realizados em humanos. Bush et al. (2018) realizaram um ensaio clínico 

randomizado duplo cego com 16 participantes que entraram em diferentes grupos 
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de randomização, nos quais alguns participantes ingeriram diferentes 

concentrações de SN e CAF isoladamente ou associadas ou placebo. Esse estudo 

demonstrou que os participantes que receberam apenas CAF mostraram aumento 

de concentração, energia e vigor e quando houve ingestão de CAF com a SN, esse 

último composto não apresentou evento adverso negativo nos parâmetros 

sanguíneos, assim como não aumentou o efeito da CAF ou mostrou ter efeitos de 

humor perceptivos semelhantes a estimulantes. 

A SN apresenta baixa afinidade com receptores α-1, β-1 e β-2 adrenérgicos, 

no entanto exibe maior ligação seletiva aos receptores β-3 adrenérgicos (STOHS; 

PREUSS; SHARA, 2011; STOHS; SHARA; RAY, 2020), demonstrando assim a 

atividade lipolítica. Além disso, Zheng et al (2014) demonstraram que a SN 

também pode atuar no sistema nervoso central e regular a ingestão alimentar e a 

homeostase energética por ser agonista do receptor 2 da neuromedina-U 

(NMU2R), enquanto a CAF ativa os receptores α-adrenérgicos do sistema 

cardiovascular (KALMAN, 2004; SCHMITT et al., 2016). Por outro lado, vários 

estudos demonstraram que o consumo de diferentes suplementos dietéticos pode 

levar a lesão hepática (KOTHADIA et al., 2018; STICKEL; SHOUVAL, 2015; 

ZHENG; NAVARRO, 2015). Nesse sentido, é recomendado primeiro realizar 

ensaios de citotoxicidade em estudos toxicológicos porque a avaliação inicial 

detalhada da toxicidade evita resultados falso-positivos / falso-negativos durante a 

avaliação dos compostos (HONG et al., 2012).  

As estratégias dos experimentos in vitro, inicialmente, incluem a avaliação 

da citotoxicidade. A citotoxicidade denota a capacidade de um agente químico 

danificar células vivas, em particular por comprometer as características funcionais 

e estruturais relacionadas com a organização celular. A análise pode ser dividida 

em três etapas: (i) lesão celular inicial; (ii) disfunção mitocondrial e (iii) morte 

celular (VINKEN; BLAAUBOER, 2017).  

Corroborando com prévios estudos realizados, a SN demonstrou não 

diminuir a viabilidade celular em células humanas HepG2 in vitro. No trabalho de 

Cui et al. (2015), que avaliaram os possíveis efeitos citotóxicos da SN em linhagem 

celular de hepatocarcinoma de rato (H4IIE) após realizar o ensaio do MTT com 

concentrações de 1 a 100 µM, não foram observadas diminuições na viabilidade 

celular dessa linhagem hepática, demonstrando assim, como no ocorrido em 

células hepáticas humanas HepG2, que a SN, não possui efeitos citotóxicos 

mesmo após a sua possível metabolização. Rossato et al. (2010), por exemplo, ao 
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executarem o ensaio de citotoxicidade da Lactato desidrogenase (LDH) com 

células de adenocarcinoma colorretal (Caco-2) em concentrações de 500 e 1000 

µM, após 3 horas de tratamento, também relataram não encontrar efeito citotóxico 

de SN. Quando o efeito dessa substância foi avaliado em linhagem de células 

musculares esqueléticas L6 de ratos in vitro, os estudos de Hong et al. (2012) não 

demonstraram efeitos citotóxicos de SN em concentrações de até 100 µM e nesse 

estudo foi possível observar que houve maior consumo basal de glicose, 

envolvendo o canal GLUT-4 (Transportador de glicose 4) dependente e 

estimulação da fosforilação da proteína quinase estimulada pela ativação AMP. 

Em outro estudo, Guo et al. (2019) utilizaram o ensaio MTS (3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazólio) para avaliar 

a viabilidade celular de pré-adipócitos 3T3-L1 após o tratamento com SN (0-200 

µM) por 24 ou 144 horas e não foi observado citotoxicidade, nem mesmo na 

concentração mais alta testada. Ribeiro et al. (2021) demonstraram em um estudo 

mais recente que, após ensaio do MTT, SN nas concentrações de 25-500 µM não 

foi citotóxica após 24 horas de tratamento nas linhagens celulares Caco-2 e na 

linhagem celular da mucosa do estômago (MNP01). Entretanto, Xu et al. (2018) 

demonstraram a diminuição da proliferação celular em linhagens tumorais celulares 

escamosas de esôfago de maneira concentração dependente após tratamento com 

SN (0-20 µM) durante 120 horas utilizando o ensaio contagem de célula kit-8 

(CCK-8), assim como observaram a diminuição de formação de colônias, 

diminuição da migração celular e capacidade de invasão após tratamento com 10 

µM de SN. 

Em relação aos resultados de viabilidade celular, nesse estudo foi possível 

observar que as concentrações de CAF testadas não diminuíram a viabilidade 

celular na linhagem HepG2 in vitro. Nobre et al. (2010) observaram que a CAF 

manteve viáveis as células mesencefálicas de rato e impediu apoptose quando 

comparada ao controle exposto apenas a substância 6-OHDA que é uma 

neurotoxina para os neurônios dopaminérgicos e noradrenérgicos. Assim como 

Downey et al. (2014), que demonstraram que CAF em concentrações de 10, 100 e 

1000 µM, sem a associação de outra anfetamina (MDMA/Ecstasy), não possui 

efeitos citotóxicos em células renais (HK-2, MDCKII), intestinais (Caco-2), 

hepáticas (HepG2) ou neuronais (N2a) in vitro. Paini et al. (2016) analisaram a 

citotoxicidade pelo ensaio do MTT em células hepáticas humanas HepG2 após o 

tratamento com diferentes concentrações de CAF (34,3 a 75.000 µM) e, assim 
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como em nossos resultados, foi possível observar que concentrações de até 600 

µM não foram citotóxicas. Demonstrou-se nesse estudo de Paini et al. (2016) que 

apenas concentrações de CAF acima de 25000 µM reduziram estatisticamente a 

viabilidade celular. Outro estudo demonstrou que o tratamento na linhagem celular 

osteoblástica humana (hFOB 1.19) por 24 horas com concentrações de CAF 

superiores a 500 µM diminuiu a viabilidade celular de maneira dependente da 

concentração (LU; LAI; WEN-HSIUNG, 2008). Jang et al. (2002) demonstraram 

que CAF na concentração de 10 mM em diferentes tempos de tratamento (12, 24 e 

36 h) diminui a viabilidade celular de maneira concentração-dependente na 

linhagem celular de neuroblastoma SK-N-MC in vitro. 

 Conforme relatado nos objetivos propostos, esse estudo pretende auxiliar 

principalmente na compreensão dos perfis citotóxicos da SN associada à CAF em 

células humanas in vitro. Nos ensaios prévios de citotoxicidade, foram testadas 

concentrações maiores e menores com base em concentrações que poderiam 

estar presentes a nível hepático ou plasmático de usuários de suplementos 

termogênicos consumidos pela população em geral, e essas demonstraram 

ausência de citotoxicidade para células HepG2 in vitro. Seguindo os critérios de 

escolha previamente descritos na metodologia, foi realizado o ensaio do MTT 

associando uma concentração de SN (3 µM) e as concentrações de 30, 60, 90 e 

600 µM de CAF, que representam proporções iguais (1:10) ou maiores (1:20, 1:30 

e 1:200) destas duas substâncias presentes na formulação de suplementos 

termogênicos vendidos mundialmente. 

Haller, Benowitz, Jacob (2005) relataram que um suplemento termogênico 

contendo 5,5 mg (28 µM) de SN e 239,2 mg (1231 µM) de CAF aumentou a 

pressão arterial sistólica e diastólica em humanos normotensos. Em casos mais 

graves, Jordan, Murty, Pilon (2004) relatam que dois indivíduos que ingeriram um 

suplemento dietético contendo SN, CAF e efedrina morreram devido a 

complicações cardíacas, sugerindo que essa associação pode aumentar 

significativamente a cardiotoxicidade. No presente estudo, podemos concluir que a 

associação de SN com a CAF, nas concentrações avaliadas, diminuiu a viabilidade 

celular em linhagem de células hepáticas humanas HepG2 in vitro nas 

concentrações mais elevadas de CAF associada com SN (3: 90 e 3:600 µM). 

No entanto, a ausência da diminuição da viabilidade celular de SN e CAF 

não significa que sua ingestão simultânea não cause efeitos adversos. Como 

outros mecanismos de ação podem levar a danos ao DNA sem causar morte 
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celular, é necessário analisar as atividades genotóxicas causadas por SN e CAF 

isoladamente e em associação. Para isso, o ensaio do cometa tem sido utilizado 

para avaliação de ecotoxicologia, nutrigenômica e reparo de DNA, sendo 

considerado versátil, um ensaio de baixo custo, sensível e fornece resultados 

estatísticos confiáveis para avaliação de quebras de DNA, dentre os testes de 

genotoxicidade disponíveis (CORDELLI; BIGNAMI; PACCHIEROTTI, 2021). O 

parâmetro analisado foi a porcentagem (%) de DNA na cauda (Tail Intensity), que é 

a medida mais utilizada por ser reconhecida como o desfecho primário mais 

adequado para avaliação e interpretação dos resultados, além de ter a vantagem 

de ser um parâmetro padronizado entre os relatórios da literatura (LOVELL; 

OMORI, 2008).  

Os resultados do ensaio do cometa aqui relatados corroboram com os 

dados sobre a ausência de danos ao DNA e de mutagenicidade (mutações 

genéticas e danos cromossômicos) de SN em diferentes concentrações na 

linhagem HepG2 (2, 20 e 200 μM) e em células de infoma de rato L5178Y (120 – 

21500 μM) (MCGREGOR et al, 1988; RIBEIRO et al., 2019; RIBEIRO et al., 2021). 

Da mesma forma, concentrações de CAF de 515 a 51500 µM não foram 

genotóxicas nem citotóxicas para linfócitos humanos em uma amostra de quarenta 

indivíduos jovens saudáveis (AL-WASITI et al, 2016). A CAF induziu danos ao DNA 

apenas em concentrações ≥ 2.500 µM em células mamárias tumorais da linhagem 

MCF-7 após 24 h de tratamento (MACHADO et al, 2020) e induziu mutagenicidade 

apenas em concentrações ≥ 1.000 µM em linfócitos do sangue periférico (PBLs), 

conforme avaliado usando o ensaio de micronúcleo (MN) com bloqueio da 

citocinese- citoma (CBMN-cyt) (HATZI et al., 2015). Até o momento, não há relatos 

na literatura que analisem o dano ao DNA induzido pela associação SN / CAF, 

sendo este o primeiro estudo a avaliar parâmetros citotóxicos e de dano ao DNA 

em células humanas hepáticas.  

Há evidências indicando que espécies reativas (ERs) podem contribuir, 

direta ou indiretamente, com os mecanismos de toxicidade da SN (KOVACIC; 

COOKSY, 2005; RIBEIRO et al., 2019; RIBEIRO et al., 2021), resultando em 

alterações no estado redox intracelular e estresse oxidativo. Está bem estabelecido 

que espécies reativas, tais como radicais hidroxila (OH·), são os principais 

causadores do estresse oxidativo (GURER-ORHAN et al., 2004; ZHIMING et al., 

2018) que está diretamente associado aos danos em macromoléculas, como 

membranas lipídicas, e também no desenvolvimento da carcinogênese de várias 
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maneiras, incluindo danos diretos ao DNA sob a forma de quebras de fita simples e 

duplas, oxidação de bases nitrogenadas e formação de aductos (FEDERICO et al., 

2007; VALLÉE, LECARPENTIER, 2018; THANAN et al., 2014) que podem ser 

detectados no ensaio cometa, por exemplo.  

Possivelmente, o estresse oxidativo seja o principal fator para esses efeitos 

adversos relatados e para os efeitos citotóxicos e genotóxicos observados nesse 

estudo na associação de SN e CAF com células hepáticas HepG2. No entanto, foi 

visto que a SN e a CAF, quando não estão associadas, não demonstraram efeitos 

citotóxicos ou genotóxicos. Curiosamente, existem poucos relatos de casos de 

toxicidade cardíaca aguda quando essas substâncias não estão associadas 

(BAKHIYA et al., 2017). Haller, Benowitz, Jacob (2004) analisaram o possível 

mecanismo quando há o consumo de produtos que contenham a associação da 

CAF com a efedrina, uma substância simpatomimética, assim como a SN. Quando 

se tem associação da CAF com um agente simpatomimético, há um aumento do 

efeito agonista dos receptores de adenosina, pelo efeito da CAF, e um efeito 

agonista β-adrenérgico, efeito causado por SN, que podem aumentar a produção 

de espécies reativas e de danos ao DNA. 

Considerando a diminuição da viabilidade celular das concentrações 

associada SN / CAF, realizamos experimentos de citometria de fluxo para elucidar 

os mecanismos de morte celular em células HepG2, a terceira etapa da avaliação 

de citotoxicidade. A citometria de fluxo pode medir várias características com base 

na detecção de membrana, citoplasma e antígenos nucleares (ADAN et al., 2017). 

Em nosso estudo, CAF isolado (600 µM) ou associado com SN (3:60, 3:90 e 3: 600 

µM) aumentou a porcentagem de células marcadas com anexina-V, indicando 

indução de apoptose. Por outro lado, SN e CAF, isoladamente ou em associação, 

não alteraram a porcentagem de células marcadas com IP, demonstrando que não 

levaram a morte celular por necrose (CROWLEY et al., 2016). 

Nossos dados sugerem que a CAF alterou significativamente a taxa de 

morte celular devido à indução de apoptose, independentemente de seu uso 

isolado ou em associação com diferentes concentrações de SN. Esses resultados 

estão de acordo com os relatos de que CAF (500 µM) levou a apoptose em células 

gástricas SGC-7901 após 24 h de tratamento (LIU; ZHOU; TANG, 2017). Assim 

como CAF nas concentrações 50-450 µM aumentou a porcentagem de células 

apoptóticas de maneira concentração-dependente em linhagem epidérmica de 

camundongo JB6 Cl 41 (HE et al., 2003). Além da análise de viabilidade celular, 
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danos ao DNA e ensaios de citometria de fluxo, as ferramentas toxicogenômicas 

são complementos valiosos para os testes in vitro estabelecidos que fornecem 

informações mecanicistas sobre o modo de toxicidade (BOURDON-LACOMBE, 

2015; CORVI; MADIA, 2017).  

Atualmente, muitos modelos in vitro baseados em células de fígado humano 

são combinados com análises toxicogenômicas, principalmente como uma 

alternativa aos testes em animais para estudar os mecanismos de 

hepatotoxicidade. A aplicação de abordagens baseadas em ômicas para modelos 

in vitro de células hepáticas humanas pode revelar alterações nas vias e redes 

intracelulares associadas à exposição aos agentes químicos, aumentando assim a 

chance de identificar modificações moleculares mais específicas e confiáveis 

capazes de melhorar as respostas in vitro e gerar dados que podem ser 

empregados em estudos futuros (JIANG et al., 2019).  

O presente estudo realizou análises transcriptômicas por RT-qPCR de 

genes relacionados às vias de citotoxicidade (apoptose, ciclo celular e inflamação) 

e genotoxicidade (resposta a danos no DNA e excisão de bases, excisão de 

nucleotídeos, incompatibilidade, recombinação homóloga, end-join não homóloga 

reparo). Em relação às vias de apoptose, os genes CASP9 e BCL-2 foram 

regulados positivamente após os tratamentos SN / CAF. CASP9 ativa a via de 

apoptose intrínseca, também conhecida como apoptose mitocondrial  (CAZZALINI 

et al., 2010), e estimula caspases executoras que coordenam o processo de morte 

celular (JANG et al., 2002).  

Em nosso estudo, a regulação positiva de CASP9 pode estar associada à 

morte celular por apoptose em células HepG2 in vitro tratadas com SN / CAF, 

conforme evidenciado por citometria de fluxo. O resultado está de acordo com o 

estudo de Lu; Lai e Wen-Hsiung (2008), que após o tratamento de 24 horas de 

osteoblastos humanos com CAF nas concentrações de 0,5 mM – 2 mM ativou a via 

dependente da mitocôndria CASP9 e aumentou a porcentagem de células 

apoptóticas. Jang et al. (2002) demonstraram que após o tratamento de 24 h e 26 

h com CAF nas concentrações de 1 mM e 10 mM houve aumento da atividade 

enzimática Caspase-3, sendo um possível mecanismo apoptótico em células de 

neurobaslatoma in vitro. Em outro estudo foi observado que CAF (0,5-8 mM) inibiu 

a progressão do ciclo celular nas fases G0/G1 nas linhagens celulares de câncer 

gástrico MGC-803 e SGC-7901 in vitro. Nesse mesmo estudo foi analisado que 

após tratamento de 24 h com CAF houve apoptose e no ensaio de western blot foi 
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observado um aumento na expressão das caspases 9 e 3 (LIU; ZHOU; TANG, 

2017). A expressão do gene BCL-2 também foi regulada positivamente no presente 

estudo. BCL-2 é um gene anti-apoptótico que codifica uma proteína da membrana 

mitocondrial que bloqueia a morte celular por apoptose (EBRAHIM et al., 2016). A 

regulação positiva de genes anti-apoptóticos é um mecanismo para prevenir a 

morte celular induzida por fármacos (MAJI et al., 2018). 

Em relação à genotoxicidade, o dano ao DNA desencadeia diferentes vias 

de reparo, incluindo a via de reparo por NER que pode ser dividida nas vias do 

Genoma Global (Global-genome nucleotide excision repair - GG-NER) e 

Transcrição-Acoplada (Transcription-coupled nucleotide excision repair  - TC-NER) 

(KITSERA et al., 2019), sendo que o gene XPC é o principal sensor de dano ao 

DNA do GG-NER (CHATTERJEE; WALKER, 2017). Tratamento com SN e CAF 

em associação regulou positivamente a expressão de XPC. Esta evidência pode 

explicar os resultados do ensaio do cometa, uma vez que os níveis de transcrição 

aumentados deste gene podem ser uma resposta a danos no DNA, assim como é 

visto também no estudo de Cheng et al. (2008). Esse estudo analisou a formulação 

de um medicamento utilizado na medicina tradicional chinesa, o San-Huang-Xie-

Xin-Tang (SHXXT) e a sua composição com diferentes componentes proveniente 

de plantas. Assim como nos resultados aqui demonstrados, o estudo mencionado 

realizou a análise da expressão gênica de células HepG2 in vitro, na qual também 

foi observado uma regulação positiva do gene XPC.  

Um dos reguladores primários do ciclo celular é a p21, uma proteína 

codificada pelo gene CDKN1A que impede a fosforilação de substratos da quinase 

dependente da ciclina, bloqueia a progressão do ciclo celular na fase G1, garante a 

estabilidade genômica e costuma ser desregulado no câncer humano (BARR et al., 

2017; KREIS et al., 2019; KREIS; LOUWEN; YUAN, 2019). A proteína supressora 

de tumor p53 controla a expressão do gene em resposta a vários estressores, 

incluindo a resposta a danos no DNA, onde a regulação negativa de p21 

desencadeia a apoptose e favorece a morte celular (CHATTERJEE; WALKER, 

2017; MARTINEZ et al., 2002). Em nosso estudo foi possível observar diminuição 

da expressão do gene CDKN1A na menor concentração associada testada de SN 

e CAF (3:90 uM). O dano ao DNA promovido pela associação SN / CAF é mediado 

pela via de reparo do DNA via mecanismos NER associados à regulação negativa 

da transcrição de p21 para induzir a apoptose. 
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Analisando os resultados aqui relatados, é possível observar que SN e CAF 

isolados não diminuíram a viabilidade celular e não induziram danos no DNA de 

células HepG2, nas concentrações testadas. No entanto, a associação SN / CAF 

normalmente encontrada em produtos termogênicos levou a diminuição da 

viabilidade celular, induziu danos ao DNA e apoptose nas concentrações mais 

altas testadas e, possivelmente, pode causas efeitos perigosos para os 

consumidores (LEÃO et al., 2021). Esses achados foram confirmados pelo 

aumento da expressão de genes relacionados ao reparo e apoptose do DNA e à 

regulação negativa de genes relacionados ao controle do ciclo celular. 
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7. CONCLUSÕES 

 No Ensaio do MTT nenhuma concentração de sinefrina avaliada (0,03 - 30 µM) 

diminuiu a viabilidade celular em HepG2, quando em comparação ao controle 

negativo, indicando ausência de citotoxicidade, assim como as concentrações de 

cafeína testadas (0,6 – 600 µM); 

 Quando avaliada a citotoxicidade por meio do ensaio do MTT, a sinefrina (3 µM) 

associada com quatro concentrações de cafeína (30, 60, 90 e 600 µM) demonstrou 

efeitos citotóxicos significativos na associação com as maiores concentrações de 

cafeína (3: 90; 3:600 µM); 

  No ensaio do cometa nenhuma concentração de sinefrina avaliada (0,03 - 30 µM) 

demonstrou potencial genotóxico na cultura celular de HepG2 em comparação ao 

controle negativo, indicando ausência de genotoxicidade, assim como as 

concentrações de cafeína testadas (0,6 – 600 µM); 

  Ao avaliar a genotoxicidade na associação de sinefrina (3 µM) com cafeína (30, 

60, 90 e 600 µM), foi possível observar potencial genotóxico nas duas maiores 

concentrações avaliadas (3:90 e 3:600 µM); 

 Após o ensaio de citometria celular foi possível identificar morte celular por 

apoptose na concentração de cafeína isolada (600 µM) e nas concentrações 

associadas de SN / CAF (3:60; 3:90; 3: 600 µM) testadas; 

 No ensaio de RT-qPCR foi possível analisar o aumento da expressão de genes 

relacionados a apoptose (CASP9 e BCL-2) e a diminuição da expressão gênica de 

genes relacionados ao controle do ciclo celular (CDKN1A) na concentração 

associada 3:90 μM; Na maior concentração associada testada 3:90 μM foi possível 

observar aumento na expressão gênica de BCL-2 e XPC (relacionado a via de 

reparo de DNA). 

 Sinefrina associada a cafeína em altas concentrações em suplementos 

termogênicos, pode oferecer possíveis perigos a saúde de usuários devido a sua 

indução de efeitos citotóxicos e genotóxicos em células humanas hepáticas HepG2 

in vitro. 
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9. Anexo 

9.1. ANEXO A – MENÇÃO HONROSA – XXI CONGRESSO BRASILEIRO DE 

TOXICOLOGIA 2019 
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9.2. ANEXO B – MANUSCRITO- SYNEPHRINE AND CAFFEINE COMBINATION 

PROMOTES CYTOTOXICITY, DNA DAMAGE AND TRANSCRIPTIONAL MODULATION 

OF APOPTOSIS-RELATED GENES IN HUMAN HEPG2 CELLS 

 

  



60 
 

 

 


