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CITOTOXICIDADE DO EXTRATO DE ERVA-ME EM
CELULAS MONONUCLEARES DE SANGUE PERIFERICO HUMANO
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Brito*, Gabriela Bonfanti Azzolin®, Mariana Migliorini Parisi®

Palavras-chave: llex paraguariensis. Viabilidade celular. Toxicidade. Exposi¢do Aguda.

1 CONSIDERACOES INICIAIS

A infusdo de erva-mate (EM), produzida a partir de folhas da arvore llex
paraguariensis, € uma bebida amplamente consumida em paises da America do Sul, como
Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguali, e o consumo médio anual atinge de 3 a 10kg de erva-
mate em infusdo por pessoa. A EM €é uma planta rica em compostos bioativos, entre os quais se
destacam os compostos fendlicos, saponinas, xantinas, minerais e vitaminas. Os bioativos estdo
presentes em toda a planta, mas apresentam-se em maior concentracdo nas folhas da EM, os quais,
Ihe garantem propriedades farmacoldgicas (GAN, et al., 2018). As propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorias, antimutagénicas, anti-glicacdo e redugdo de peso desses compostos estdo bem
documentadas (GAN, et al., 2018, LIMA, et al., 2014). Estudos in vitro e in vivo demonstraram
que o extrato de EM modula as vias de sinalizacéo, possui atividades quimiopreventivas, melhora
a propulsdo intestinal, tem efeitos de vasodilatacdo, inibe a glicacdo, inibe o estresse oxidativo e
tem efeitos anti-inflamatdrios (KIM, et al., 2015).

Além dos compostos bioativos, componentes inorganicos fazem parte da composicéao
da EM, entre eles estdo os elementos toxicos (Cd, Pb, Al, F). Estes, quando consumidos em
guantidades elevadas e em alta temperatura, estdo associados a destruicdo celular e tecidual
(BARAN, et al 2018). Neste &mbito, a EM tem capacidade de alterar o fuso mitotico dos linfécitos

humanos, causando alteragfes cromossémicas na fase de divisdo celular (ALBAS, et al 2014).
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Adicionalmente, concentracGes de EM igual ou acima de 100 pg/mL induzem morte celular em

células mononucleares de sangue periférico (PBMC) in vitro (MUNHOZ, et al 2016).

Desta forma, para que a EM possa ser utilizada farmacologicamente, é necessa’rio
determinar as concentracdes seguras de utilizacdo. Assim, o presente estudo teve como objetivo
investigar, em diferentes concentracfes, a acdo citotoxica aguda do extrato de EM em células

mononucleares de sangue periférico humano (PBMC).
2 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Foram selecionados, de forma simples e aleatoria, para participar voluntariamente do
estudo, 10 individuos saudaveis, que estudam ou trabalham na Universidade de Cruz Alta, com
idade entre 18 e 40 anos, que ndo possuiam doengas nao faziam uso de medicamentos.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Cruz
Alta sob o parecer 3.085.361. Todo protocolo de pesquisa foi realizado de acordo com a
Resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Satde e com a Declaragdo de Helsinki. Os
individuos que aceitaram participar do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

Foram coletados 20 mL de sangue venoso periférico de cada individuo. Apds a coleta
do sangue, foram isoladas as PBMC através da metodologia de Gradiente de FicollPaque Plus
(GE Healthcare, EUA). Para isso, as amostras de sangue foram gentilmente acrescentadas em
tubos do Tipo Falcon® de 15 mL contendo o reagente FicollPaque Plus na proporgao de 1:2, e,
entdo, os tubos foram centrifugados a 1.500 rpm por 20 minutos em fun¢do SOFT em temperatura
ambiente (24°C). Apos a centrifugacdo, as PBMC na interface entre o reagente e o plasma foram
aspiradas com pipetas Pauster. Em um novo tubo, as PBMC foram ressuspendidas e lavadas 2
vezes com solugdo salina tamponada de fosfato (PBS). Apds a lavagem, a viabilidade celular foi
determinada pela contagem em hemocitometro.

Para realizagdo do tratamento, as PBMC de cada individuos foram divididas em 5
grupos contendo 5x10° células e incubadas com meio de cultura RPMI suplementado ou nio com

diferentes concentragdes de extrato de EM (Tabela 1) por 150 minutos a 37°C.

Tabela 1. Tratamento com extrato de EM em PBMC

20 imento
Il (Controle)
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Il +1 pg/mL de EM

I +10 pg/mL de EM

[ +100 pg/mL de EM
[ +1000 pg/mL de EM

ApoOs a incubagdo, a viabilidade celular das PBMC foi determinada através dos ensaios de
Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2-5-difeniltetrazélio (MTT) ¢ Vermelho Neutro, de acordo
com Costa, 2019. Os dados foram expressos através de média e desvio padrao e a comparacao
entre grupos foi realizada através do Teste de Anova de Uma Via seguida de Teste de Tukey,

considerando-se um intervalo de confianga de 95% (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O ensaio de captacdo de vermelho neutro (VN) fornece uma estimativa do numero de
células vidveis em uma cultura, avaliando a capacidade das células viaveis de incorporar e ligar o
corante supravital vermelho neutro nos seus lisossomos, enquanto que, o ensaio colorimétrico de
reducdo de MTT quantifica a taxa respiratéria mitocondrial das células (GARCIA-NINO, et al.,
2017, REPETTO; DEL PESO e ZURITA, 2008). Por essas particularidades, foram realizados os
dois testes de viabilidade para avaliar a citotoxicidade da EM. O resultado dos dois testes esta

representado nas Figuras 1 e 2, respectivamente.

Figura 1. Citotoxicidade do extrato de EM avaliada pelo ensaio de Vermelho Neutro
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Figura 2. Citotoxicidade do extrato de EM avaliada pelo ensaio de MTT
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A avaliagdo da citotoxicidade pelo ensaio de VN nao apresentou diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos de PBMC expostas a EM e o controle. Estes dados
sugerem que o tratamento agudo de 150 minutos de PBMC com extrato de EM ndo apresenta
efeito citotoxico.

No ensaio de MTT também nao foi constatada diminuigdo estatisticamente significativa da
viabilidade celular nos grupos tratados com extrato de EM, corroborando os dados obtidos pelo
ensaio de VN. No entanto, a concentragdo de 10ug/mL de extrato de EM aumentou
significativamente a respiracdo mitocondrial das PBMC em relagdo ao controle e a concentragao
de 1000 pg/mL. Desta forma, doses menores de extrato de EM, além de ndo serem citotdxicas,

podem ser benéficas por aumentarem a capacidade de respiracao celular.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Constatou-se que o extrato de EM, nas doses estudadas, ndo apresentou efeito
citotoxico em PBMC em tratamento agudo. No entanto, é necessario confirmar estes dados em
tratamentos a longo prazo.

Além disso, foi possivel descrever que doses de 10ug/mL de extrato de EM possuem
efeitos moduladores sobre a atividade mitocondrial, sendo necessario elucidar e detalhar melhor

estes efeitos sobre a mitocondria e se seriam benéficos as células.
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