XIIINIC

WHEPG

ILINIC)r

ACAO DA QUERCETINA EM CULTURA DE CELULAS HEP-2
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Resumo- O presente trabalho mostra a acdo do flavonéide quercetina em diferentes concentracdes sobre a
linhagem celular Hep-2 (carcinoma de laringe humana). Foi realizado o teste de viabilidade celular (MTT)
para a avaliacdo da acdo do flavonoide nas concentragdes 1uM, 5uM, 10uM, 25uM, 50uM e 100uM. A
leitura do teste foi realizada no leitor de Elisa Spectracount (Packard, USA). As analises evidenciaram que a
guercetina em concentragdes elevadas é toxica para a linhagem celular Hep-2.
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Introducéo

Em varios paises do mundo, incluindo-se o
Brasil, tem sido crescente o interesse pelo uso
terapéutico de principios ativos de origem vegetal.
Indmeros  grupos de pesquisadores tém
demandado esforcos no sentido de identificar
novos principios e investigar suas acbes
biologicas e seus efeitos.

Alimentos, chas, ervas e temperos tém sido
investigados quanto a sua propriedade
antioxidante, devido ao conhecimento da
importéncia dessa classe de compostos para a
manutencdo da salde (VELIOGLU et al., 1998;
CALLISTE et al, 2003), pois o0s agentes
antioxidantes auxiliam na eliminacdo de radicais
livres e principalmente das espécies reativas de
oxigénio (ROS) gerados pelo metabolismo, tais
como o oxigénio singleto, o radical superdxido, o
peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila .

A quercetina, (3,5,7,3",4'—pentahidroxiflavone)
(figura 1), caracterizada por conter o grupo
hidroxila situado nos anéis de benzeno e no anel
heterociclico pirano, é um dos flavondides mais
comuns na hatureza, encontrado em uma grande
variedade de frutas, vegetais e em bebidas como
cha e vinho ((WEN-FU et al., 2003; CALDWELL et
al., 2006), assim como no broto da samambaia
Pteridium aquilinum L. Kuhn.

Figura 1 - Férmula estrutural da quercetina
(CASAGRANDE; DARBON, 2001)
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Esse flavonéide tem sido incansavelmente
estudado devido a algumas de suas acOes
farmacoldgicas, principalmente acdo antioxidante,
gue interage com os radicais livres, protegendo o
DNA contra danos oxidativos, assim como na
prevencdo de arteriosclerose e de inflamacdes
cronicas, também agindo como anticarcinogénico,
antineoplasico, antibacterial, antiviral, antialérgico,
antimutagénico e exibindo atividade
cardiovascular. Adicionalmente, pode atuar como
um fitoestrégeno, o que leva a reducao do risco
para alguns tipos de carcinoma. No entanto, a
literatura € relativamente farta de relatos de
desenvolvimento e malignizacdo de tumores em
humanos e animais, destacando-se 0s bovinos,
gue apresentam o habito de ingerir o broto da
samambaia Pteridium aquilinum L. Kuhn, que tem
a quercetina como seu principal principio ativo.

Além disso, tem sido relatado que a
guercetina reprime o crescimento de tumores in
vivo e in vitro, provavelmente devido a sua acao
citostatica e sua capacidade de induzir apoptose
(WEN-FU et al., 2003), além de demonstrar
interferir na progresséo do ciclo celular por induzir
um bloqueio na transicdo de G1/S ou G2/M do
ciclo, dependendo do tipo celular (YANG et al.,
2005; RASPAGLIO, G. et al.,, 2003; CHOI et al.,
2001).

Esse trabalho visa a compreensdo da atuacdo
da quercetina, através da avaliagdo da acao desse
flavonoide, na viabilidade das células de
carcinoma de laringe humana (Hep -2).

Materiais e métodos

Linhagem Celular:

O tipo celular utilizado: - linhagem Hep - 2
(carcinoma de laringe humana). As células foram
cultivadas em garrafas plasticas Nunc 25 cm?,
contendo o meio de cultura adequado MEM ( Meio
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Minimo Essencial) com 10 % de soro fetal bovino.
Mantidas em incubadora (Forma Scientific), com
controle automatico de temperatura (37C),
presséo de gases (5% CO,).

Meios de Cultura (GibcoBRL)

Meio Minimo Essencial - MEM. Na composicao
basica destes meios de cultura sdo encontrados
todos os aminoacidos fundamentais, D-glicose,
indicador vermelho de fenol, vitaminas e sais
inorgénicos. Ocorrendo a conservacao em camara
fria de 2 a 8C.

Quercetina

A quercetina  (3,5,7,3",4'—pentahidroxiflavone]
(quercetin dihydrate) e, para 0s ensaios in vitro, a
mesma foi preparada em dimetilsulfoxido (DMSO)
em uma concentracdo de 1 mM e armazenada a
10°C. Para se chegar as diferentes concentracdes
de quercetina (1uM, 5uM, 10uM, 25uM, 50uM e
100uM) foi utilizada a solugcédo estoque de 1mM e
Meio Minimo Essencial - MEM

Crescimento e Manutenc¢éo da Cultura Celular:
Partindo-se inicialmente de um estoque de
células estocado em nitrogénio liquido, foi
preparada uma garrafa de cultura de 25cm?;
contendo 1ml de cultura de células (~10°
células/ml), e adicionadas a 2ml de meio de
cultura, enriquecido com 10% de soro fetal bovino
(Gibco BRL). A mistura foi entdo incubada a 37°C,
em atmosfera de 5% CO, por 24 horas. Estas

células foram  subcultivadas através de
tripsinizacdo, quando a densidade de células
formarem uma monocamada confluente.

Teste de viabilidade celular através da técnica
MTT:

A citotoxidade foi avaliada pela analise
baseada na reducédo do sal 3-/(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide/ (MTT)
soluvel em agua para um formazan insolavel de
cor  roxa, produto das  desidrogenases
mitocondriais presentes apenas em células
metabolicamente ativas (vivas). O MTT foi
dissolvido em PBS (0,01M; pH 7,4) a 5mg/ml,
filtrado e estocado em -20°C. As células (L929)
foram plaqueadas na concentracdo de 5x10°
células/mL para cada poco de uma placa NUNC
de 96 pocos e mantidas em estufa a 37°C com
atmosfera de 5% de CO,. Apds incubacgéo, o meio
contendo o corante foi retirado e os pocos lavados
com PBS e em seguida adicionado o MTT na
concentracdo de 0,5mg/mL em PBS. As placas
foram incubadas por 90 minutos. Os cristais de
formazan formados foram dissolvidos através da
adicdo de 100ul do solvente orgénico Dimetil
Sulféxido (DMSO) e mantidos por 30 min sob
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agitacdo. Apos estes procedimentos foi efetuada a
leitura das placas no leitor de Elisa Spectracount
(Packard, USA), utilizando filtro de 570nm. O
mesmo processo sera repetido com diferentes
tempos de incubagéo.

Resultados

A figura 2 mostra a acdo da quercetina em
diferentes concentracdes (1pM, 5pM, 10uM,
25uM, 50uM e 100uM) na cultura de células Hep-
2. Concentra¢gBes de quercetina de 1pM, 5uM e
10uM foram ndo téxicas a linhagem celular Hep-2;
concentracdes acima  de 25uM foram
consideradas toxicas.
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Figura 2: Acao de Diferentes Concentracfes de
Quercetina na Viabilidade Celular (HEP-2).

Discussao

A utilizacdo de doses elevadas do flavonéide
quercetina pode ser prejudicial aos organismos,
visto sua interferéncia na viabilidade celular de
Hep-2. Varios alimentos possuem quercetina em
sua composi¢cdo nutricional, como a uva e seu
derivado o vinho (CALLISTE et al.,, 2003) dentre
outros utilizados no cotidiano de muitas pessoas.
O uso elevado e/ou prolongado desse
componente pode interferir nos mecanismos
celulares, causando danos (BIANCHI, 1999).

Conclusao

O flavonéide quercetina ndo interferiu na
viabilidade celular quando nas concentracBes de
1uM, 5uM e 10uM. Porém, nas concentracdes
acima de 25uM houve acéo téxica. Sugere-se que
esse flavondide em doses elevadas e/ou
continuas possa causar danos celulares. Novos
estudos sdo necessarios para elucidar o
mecanismo de acdo da quercetina em relagcéo a
cada um dos componentes celulares.
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