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RESUMO

Este estudo avaliou o potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico da taxifolina em
linfécitos humanos. Trata-se de um flavonoide natural encontrado em espécies
vegetais como Larix gmelinii (laricio-da-Dahuria), Silybum marianum (cardo-de-leite)
e em frutas como cebola, maca e uva. As células foram tratadas com concentracdes
de 50 a 500 uyM do composto e analisadas pelos ensaios MTT, Cometa e
Micronucleo. No MTT, observou-se reducao da viabilidade em 24h e aumento em
48h nas maiores concentracdes testadas (450 e 500 uM). No ensaio do Cometa,
apenas a concentragdo de 500 uM apresentou aumento de danos ao DNA, além do
controle positivo. No Microndcleo, somente o controle positivo elevou a frequéncia
de micronucleos e reduziu a proliferacao celular. Os resultados sugerem que a
taxifolina apresenta efeito tempo-dependente, com baixa citotoxicidade e auséncia
de efeitos mutagénicos significativos.

INTRODUCAO

Os flavonoides constituem uma ampla classe de metabdlitos secundarios
presentes em plantas, reconhecidos por seus efeitos antioxidantes e protetores a
saude. Entre eles, a taxifolina, também chamada de dihidroquercetina, encontrada
em espécies como Larix gmelinii (laricio-da-Dahuria), Silybum marianum (cardo-de-
leite) e em frutas como cebola, macd e uva, tem sido estudada por suas
propriedades antioxidante, anti-inflamatéria e antitumoral (Liu et al., 2023).

Apesar dos potenciais beneficios relatados, é fundamental investigar
possiveis efeitos adversos, especialmente em células normais como os linfcitos
humanos, essenciais na resposta imunologica. Para isso, podem ser utilizados
ensaios in vitro, como o MTT, que avalia a citotoxicidade, o Teste do Cometa, que
identifica quebras no DNA, e o Teste de Micronucleo, que detecta danos
cromossémicos associados a mutagenicidade. Assim, o objetivo deste estudo foi

AUEM% @CNP q ﬁzﬁs\/\m




34° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica i 12 e 13 de novembro de 2025
14° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica JUnior

analisar a atividade citotéxica, genotdxica e mutagénica da taxifolina em linfécitos
humanos.

MATERIAIS E METODOS
Solucao tratamento e cultura de células

A taxifolina (CAS 480-18-2, Sigma®) foi adquirida comercialmente e dissolvido
em tampao fosfato-salino (PBS). A coleta de sangue, aprovada pelo Comité de Etica
da UEM (CAAE: 70612823.1.0000.0104), contou com o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido dos participantes. Foram coletados 40 mL de sangue periférico
de trés voluntarios saudaveis. Apos isolar os linfécitos com Ficoll Paque Plus, as
células foram ressuspendidas em meio RPMI-1640 com 20% de SBF e 2% de
fitohemaglutinina A e contadas na camara de Neubauer para os experimentos.

Teste de citotoxicidade — MTT

O ensaio foi conduzido conforme Mosmann (1983), com adaptacdes. Placas
de 96 pocos foram semeadas com 1x10¢ linfocitos/poco. Apds estabilizacao, foram
definidos os grupos: controle negativo, controle positivo com metilmetanosulfonato
(MMS, 100 uM) e taxifolina nas concentragbes de 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350,
400, 450 e 500 puM. Apds 24 e 48 horas de incubacgéo, o meio foi substituido por 100
ML de solugdo de MTT (2 mg/mL), permanecendo por 4 horas. Em seguida,
adicionou-se 100uL de dimetilsulfoxido (DMSQO) para solubilizagdo dos cristais de
formazan e a leitura foi realizada em leitor de microplacas (550 nm).

Ensaio de genotoxicidade — Cometa

O protocolo utilizado foi o de Tice et al. (2000), com modificacdes. Uma
suspensdo de 1x10° ceélulas/mL foi tratada por 3 horas nos grupos: controle
negativo, MMS (100 uM) e taxifolina (300, 400 e 500 uM). Apés tratamento, as
células foram incorporadas em agarose de baixo ponto de fusdo, submetidas a lise
celular, eletroforese alcalina, neutralizacao e fixagao. As laminas foram coradas com
brometo de etidio (0,002 mg/mL) e analisadas em microscopio de fluorescéncia,
classificando as células em classes 0 a 3, conforme o nivel de dano ao DNA,
excluindo-se células apoptéticas.

Ensaio de mutagenicidade — Microntcleo (CBMN)

De acordo com Fenech (2000), apds 44 horas de cultura, os linfécitos foram
separados nos grupos: controle, MMS (100 uM) e taxifolina (300, 400 e 500 uM).
Apbs 48 horas, adicionou-se citocalasina B (5 ug/mL), para bloqueio da citocinese.
Em 72 horas, as células foram colhidas, fixadas em metanol/acido acético e coradas
com Giemsa a 5%. Foram analisadas 1.000 células binucleadas por tratamento para
micronucleos (MN), pontes nucleoplasmaticas (PNP) e brotos nucleares (NBUD),
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além de 500 células para calculo do indice de proliferacao celular com bloqueio de
citocinese (CBPI).

Analise estatistica

Os dados obtidos no ensaio do MTT foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA One-way), seguida do teste de Dunnett (a=0,05; p<0,05), utilizando o
programa GraphPad Prism (versao 5.01).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de viabilidade celular pelo MTT mostrou que, em 24 horas, o0 MMS
reduziu significativamente a viabilidade (41,55%), e as concentracdes de 450 uM
(81,38%) e 500 uM (82,52%) de taxifolina também apresentaram reducao em
relagéo ao controle. Em 48 horas, o MMS novamente reduziu a viabilidade (32,95%),
enquanto as concentracdes de 450 uM (145,09%) e 500 uM (166,85%) indicaram
aumento da viabilidade celular, sugerindo um efeito proliferativo em doses elevadas.

No ensaio do Cometa, os resultados preliminares de um doador apontaram
inducdo de danos apenas no controle positivo e na concentragcdo de 500 uM, sem
alteragdes nas demais doses. No teste do Micronucleo, apenas o MMS elevou a
frequéncia de micronucleos e reduziu o indice de proliferagdo celular, ndo sendo
observados efeitos mutagénicos relevantes para a taxifolina.

Estudos anteriores também descrevem seletividade da taxifolina, reduzindo
danos ao DNA em células normais e apresentando citotoxicidade em células
tumorais (Salehi Moghaddam et al., 2023). Além disso, revisdes recentes destacam
seu potencial antioxidante e protetor, associado a auséncia de efeitos adversos
significativos em células saudaveis (Das et al., 2021). Assim, os resultados obtidos
neste estudo reforcam o perfil seguro da taxifolina, embora a conclusao da analise
dos testes com todos os doadores seja necessaria, para confirmar sua seguranca de
uso.

CONCLUSOES

Os resultados indicam que a taxifolina, em altas concentracdes, reduziu a
viabilidade celular em 24h, mas em 48h foi observado aumento, sugerindo que os
efeitos podem variar de acordo com o tempo de exposicdo. Indicios de
genotoxicidade foram detectados apenas na maior concentracéo testada (500 uM), e
nao foram observados efeitos mutagénicos. Esses achados apontam para uma acao
tempo-dependente da taxifolina, enquanto ndo foram detectados efeitos
mutagénicos, sugerindo baixa citotoxicidade associada a auséncia de atividade
mutagénica significativa.
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