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1. INTRODUCAO

Para avaliar a toxicidade de novos compostos em estagios iniciais de
desenvolvimento de farmacos sao utilizados os testes de citotoxicidade (PUTNAM
et al., 2002), visando o equilibrio entre os efeitos farmacoldgicos e toxicolégicos
de um componente, que, para a sua aplicabilidade como agente terapéutico, € um
requisito indispensavel (MELO et al., 2002).

A viabilidade celular pode ser analisada por varios métodos, utilizando-se
cultivo de células em microplacas, o que permite uma analise rapida e simultanea
de um grande numero de concentracBes. Esses testes de citotoxicidade podem
ser analisados utilizando diferentes parametros para identificar proliferacdo e
morte celular, dentre eles, colorimetria e absorbancia, devido a incorporacédo de
certas substancias (WEYERMANN et al., 2005).

O MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide) é um
teste colorimétrico que tem como base o sal tetrazdlio. Esse ensaio baseia-se na
reducdo metabdlica do sal em um produto final, o formazan, processo que ocorre
somente em células viaveis e € utilizado extensivamente em procedimentos
histoquimico, andlises de citotoxicidade e proliferacéo celular, analise enzimatica
e rastreamento bacterioldgico (BERRIDGE et al, 1996).

A quercetina € um flavondide amplamente distribuido no reino vegetal,
presente em frutas, vegetais, flores, graos, chas e vinhos (NIJVELDT et al, 2001).
Com um consumo diario variando entre 50 e 500mg, € considerada o principal
flavondide presente na dieta humana (DESCHNER et al, 1991).

Alguns estudos atribuiram a quercetina acdo anti-inflamatéria (MORIKAWA
et al.,2003), espasmolitica (SILVA, 1993), antimicrobiana para alguns tipos de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (LIMA et al., 1990), antiviral
(OHNISHI; BANNAI, 1993) e antioxidante (AQUINO et al., 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade do flavondide quercetina
em células renais de origem felina, pelo método colorimétrico MTT.

2. METODOLOGIA

Foram utilizadas células CRFK (Crandell Rees feline kidney) preparadas
em duas placas de 96 pocos com E-MEM (Meio Essencial Minimo — Gibco)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco). As placas foram mantidas a
37°C em uma estufa com 5% de CO,. Ap6s a confluéncia celular foram
adicionados ao cultivo de células 10mg/ml de quercetina (Sigma Aldrich) e
realizadas diluicbes seriadas em E-MEM. AplOs esse processo, as placas
retornaram a estufa a 37°C com 5% de CO2 durante 72 horas adicionais. Células
mantidas como controle ndo receberam adicdo de quercetina. As células foram
avaliadas diariamente, verificando sua analise morfolégica em microscépio
invertido, observando as possiveis alteracdes do tapete celular.
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Apoés 72 horas de incubacdo, o meio contendo quercetina foi retirado, e
adicionado meio contendo MTT (1mg/ml) em cada poco. Apés a incubacdo de
quatro horas a 37°C e 5 % de CO2, a solucdo foi removida e as células lavadas
com E-MEM. Em seguida, foi adicionado 100uL de etanol. A placa foi mantida em
temperatura ambiente por dez minutos para a posterior leitura das densidades
Opticas em um espectrofotdmetro em comprimento de onda de 540nm.

Para obtencao da percentagem de viabilidade celular foi calculada mediante
a formula AT/AC x 100, sendo AT a absorbéncia dos tratados e AC a absorbancia
dos controles. Foram consideradas concentracfes ndo toéxicas as que permitiram
uma viabilidade celular igual ou maior que 90% quando comparada com o
controle de células.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos apontam a quercetina como um componente de grande
disponibilidade nos alimentos e com propriedades benéficas ao organismo. Por
outro lado, € de suma importancia saber quais sdo os niveis de toxicidade deste
flavonoide, para auxiliar na producédo de farmacos.

ApoOs a leitura das placas, os valores obtidos foram submetidos ao célculo
para obtencéo da percentagem de viabilidade celular.

O ensaio com MTT foi eficaz em apontar concentracbes toxicas de
quercetina sobre as células CRFK, sendo a concentracdo 11ug/ml a Unica que
permitiu uma viabilidade celular > 90%; Nas condi¢cdes utilizadas a partir de 22
pg/ml foi observado algum grau indesejado de toxicidade, representado por morte
e desprendimento do tapete celular.

Em um estudo avaliando a quercetina como um possivel agente antiviral
contra o parvovirus canino em células CRFK, CARVALHO e colaboradores (2013)
encontraram como concentracdo maxima ndo toxica de quercetina o valor de
5ug/ml. Essas diferencas podem estar ligadas a qualidade da célula e ou em
algumas alteracdes na execugédo do procedimento.

4. CONCLUSOES

O conhecimento da concentracdo téxica do flavondide as células € de
extrema relevancia, pois garantira maior seguranc¢a nos estudos envolvendo a sua
aplicacao terapéutica. A maior concentracao de quercetina incapaz de apresentar
toxicidade a linhagem CRFK foi de 11ug/ml.
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