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1 INTRODUCAO

O paraquat (dicloreto de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridinio) (PQ) é um herbicida amplamente
utilizado na agricultura. No entanto, € altamente toxico para humanos e animais, com
numerosos relatos de fatalidades apds ingestdo acidental ou deliberada deste agrotéxico.
Devido a ampla gama de uso na agricultura, o PQ tornou-se o herbicida com maior taxa de
mortalidade por intoxicacdo aguda e teve seu uso proibido ou restrito em mais de 50 paises
(KONTHONBUT et al., 2018). O principal mecanismo de sua toxicidade é baseado no ciclo
redox e na geragdo de estresse oxidativo intracelular (WU et al., 2018), que pode ser causador
de morte celular.

A erva mate (llex paraguariensis) (EM) tem sido estudada devido a uma grande
variedade de propriedades benéficas, entre elas as antioxidantes, geralmente atribuidas a
compostos fendlicos e alcaloides (FERNANDES et al., 2017). Estudos mostram que a EM é
capaz de aumentar a capacidade antioxidante do sangue, além de prevenir o dano oxidativo
celular (COLPO et al., 2018). Sendo assim, a EM apresenta um potencial antioxidante que
pode prevenir efeitos citotdxicos de xenobidticos sobre sistemas bioldgicos.

Desta forma, considerando que o PQ é um agrotdéxico amplamente utilizado na
agricultura e é um agente causador de danos oxidativos celulares e que a EM possui poder
antioxidante e é amplamente utilizada como bebida na regido do Rio Grande do Sul, este
estudo avaliou o possivel efeito citotdxico do PQ sobre células mononucleares do sangue

periférico (PBMC) e o possivel efeito protetor da EM sobre os danos observados.
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2 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Foram selecionados, de forma voluntaria, 8 individuos saudaveis para participar do
estudo. Foram coletados de cada individuo 20 mL de sangue venoso periférico com EDTA, do
qual foram isoladas as células mononucleares (PBMC) através da metodologia de Gradiente
de FicollPaque Plus. Para realizar o tratamento, foram utilizadas 15x10° células de cada
individuo, divididas em 5 grupos (3x10° PBMC em cada grupo). O grupo G1 foi o grupo
controle, o qual foi incubado por 150 min apenas com PBS; o grupo G2 foi incubado com
PBS por 30 minutos seguido de PBS suplementado com 1mM de PQ por mais 120 min. O
grupo G3 foi incubado com PBS suplementado com 100mg/ml de EHEM por 150 minutos. O
grupo G4 foi incubado com PBS suplementado com 100 mg/ml de EHEM por 30 minutos
seguido de PBS suplementado com 100 mg/ml de EHEM e 1mM de PQ por mais 120
minutos. O grupo G5 foi incubado com PBS suplementado com 250 mg/ml de EHEM por 30
minutos seguido de PBS suplementado com 250 mg/ml de EHEM e 1mM de PQ por mais 120
minutos. Apds o tratamento, foram realizados os seguintes ensaios de viabilidade celular:
incorporacdo de corante supravital vermelho neutro (VN), atividade de desidrogenases
mitocondriais (MTT) e liberacdo de desidrogenase lactica (LDH).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Cruz
Alta (CAAE: 02850818.8.0000.5322, Parecer: 3.085.361).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos nos trés testes de viabilidade estdo representados na Figura 1.

Figura 1. Citotoxicidade do PQ e efeito protetor da EM em diferentes ensaios de viabilidade celular.
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Fonte: Thais da Costa, 2019. LDH: liberacdo de desidrogenase lactica; MTT: atividade de
desidrogenases mitocondriais; PQ: paraquat EM: erva mate.
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Foi possivel constatar, através do ensaio de VN, que a exposi¢cdo agua a lmM de PQ
causou diminuicdo significativa da viabilidade celular em relagcdo ao controle. Estes resultados
foram semelhantes aos do estudo de HOSHINA et al. (2018), que mostrou diminui¢do da
viabilidade celular apds tratamento in vitro de células A549 com 250 uM de PQ durante 24h.
Neste contexto, tem sido descrito que a viabilidade celular diminui de uma maneira
dependente da dose ap0s a exposicdo ao PQ (KANNO et al., 2019).

Quando avaliamos pelo teste de MTT e de LDH, ndo foi possivel detectar
citotoxicidade de 1ImM de PQ em PBMC. Um ponto importante de se avaliar € que a geragédo
de EROs sustentada por substancias quimicas, como o PQ, pode desencadear a apoptose
(PAPACONSTANTINOU; HSIEH, 2010), processo no qual as células ndo sofrem danos na
membrana celular, pois sdo englobadas por fagdcitos para impedir a liberagdo de materiais
intracelulares potencialmente nocivos para o meio extracelular (JENZER et al., 2018). Isso
explicaria a ndo deteccdo de citotoxicidade pelo ensaio de LDH, ja que a perda de LDH
intracelular e sua liberacdo no meio de cultura indica morte celular devida aos danos na
membrana celular (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006).

Ja a EM, nas duas concentracdes testadas (100 e 250 mg/ml), ndo foi capaz de proteger
as células expostas ao PQ da citotoxicidade, no tempo testado. Entretanto, é possivel perceber
uma tendéncia no aumento da atividade de desidrogenases mitocondrias em todos grupos
expostos a EM quando avaliamos pelo teste de MTT. Os antioxidantes presentes na EM
podem interferir na geracdo e destino de radicais livres, tanto em niveis mitocondriais e
nucleares, como também no meio extracelular (BRACESCO et al., 2018). Sendo assim, uso
da EM pode ser considerada de grande importancia farmacolégica devido a sua facilidade de
disponibilidade e também pela presenca de uma grande variedade de compostos benéficos a

salde.

4 CONCLUSAO

Neste estudo foi constatado a citotoxicidade do PQ através do ensaio de VN. A EM
ndo foi capaz de proteger as PBMC contra a citotoxicidade causada pelo PQ, no tempo e
concentracOes testadas, apesar de apresentar uma tendéncia no aumento da atividade de
desidrogenasses mitocondrias em todos grupos expostos a EM. Este estudo sugere que a EM
deve ser melhor estudada em prol de melhor avaliar os seus possiveis efeitos benéficos sobre

PBMC na prevencdo de danos induzidos por PQ.
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