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Avaliacdo da citotoxicidade in vitro do Paraquat e
potencial efeito protetor da Erva-mate

Evaluation of in vitro cytotoxicity of Paraquat and
potential protective effect of Yerba mate

Thais dos Santos da Costa, Patricia Rizzi Vieira, Camila Pileco Capeletti, Morgane Goudinho
Brito, Kelly Silva Rodrigues, Andressa Leal Zambra, Josiane Woutheres Bortolotto, Gabriela
Bonfanti-Azzolin, Mariana Migliorini Parisi

RESUMO

Paraquat (PQ) é um herbicida altamente toxico que tem como principal mecanismo de toxicidade a
geragdo de estresse oxidativo intracelular. A erva-mate (EM), planta nativa da América do Sul, tem
sido estudada devido a uma ampla variedade de propriedades benéficas a saude, incluindo suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias. Considerando que o PQ é utilizado na agricultura em
varios paises e que a erva-mate tem potencial terapéutico, este estudo avaliou os efeitos citotéxicos
e oxidativos do PQ nas células mononucleares do sangue periférico - linfocitos e mondcitos - (PBMC)
e 0 possivel papel protetor da EM. Amostras de PBMC (n = 8) foram pré-expostas a 100 e 250 ug/
mL de extrato hidroetandlico de erva-mate por 30 minutos e, posteriormente, a 1mM de PQ por mais
2 horas. Os testes de viabilidade celular e estresse oxidativo foram realizados ap6s o protocolo de
exposigdo. Diminuigdo significativa na viabilidade celular induzida por PQ foi detectada no teste
de incorporagdo de vermelho neutro, mas ndo nos testes de MTT e LDH. N&o foram encontradas
diferengas significativas na peroxidagao lipidica e nos niveis de grupos tiélicos celulares no grupo
exposto a PQ. O extrato hidroetandlico de erva-mate néo reverte a citotoxicidade induzida pelo PQ
detectada pelo teste do vermelho neutro. Nossos dados preliminares sugerem que a erva-mate n&o
tem potencial terapéutico na prevengéo de danos causados pelo herbicida PQ.

PALAVRAS-CHAVE: Paraquat; Erva-mate; Citotoxicidade; Viabilidade celular

ABSTRACT

Paraquat (PQ) is a highly toxic herbicide that have as main toxicity mechanism generation of
intracellular oxidative stress. Yerba mate (EM), a native plant to South America, has been studied
due to a wide variety of beneficial health properties, including its antioxidant and anti-inflammatory
properties. Considering that PQ is used in agriculture in several countries and that yerba mate has
therapeutic potential, this study evaluated cytotoxic and oxidative effects of PQ on peripheral blood
mononuclear cells - lymphocytes and monocytes - (PBMC) and the possible protective role of EM.
PBMC samples (n=8) were pre-exposed to 100 and 250 ug/mL of hydroethanolic extract of yerba mate
for 30 minutes and, subsequently, to 1mM of PQ for an additional 2 hours. Cell viability and oxidative
stress tests were performed after the exposure protocol. Significant decrease in cell viability induced
by PQ was detected in the neutral red uptake test, but not in the MTT and LDH tests. No significant
differences were found in lipid peroxidation and cellular thiol groups levels in PQ-exposed group. The
hydroethanolic extract of yerba mate not reverse the cytotoxicity induced by PQ detected by the neutral
red test. Our preliminary data suggest that yerba mate has no therapeutic potential in preventing
damage caused by the herbicide PQ.

KEYWORDS: Paraquat; Yerba mate; Cytotoxicity; Cell viability
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INTRODUCAO

Paraquat (dicloreto de 1,1-dimetil-4,4id-bipiridinio) (PQ) € um herbicida néo sistémico e néo seletivo proibido ou

restrito em mais de 50 paises. E altamente toxico para humanos e animais, com varios relatos de mortes apds ingestao
acidental ou deliberada. O principal mecanismo de sua toxicidade é baseado no ciclo redox e na geragao de estresse
oxidativo intracelular -2,

O PQ tem uma ampla gama de uso na agricultura, por isso se tornou o herbicida com a maior taxa de mortalidade
por intoxicagdo aguda®. Os principais 6rgdos que sofrem danos por envenenamento por PQ s&o o coragao, figado,
rins e especialmente o pulm&o, que tem caracteristicas inflamatorias mais evidentes em um estagio inicial, incluindo
celulas epiteliais alveolares prejudicadas, hemorragia intra-alveolar, edema, infiltragéo de células inflamatdrias e fibrose
irreversivel nos alvéolos®. Outros efeitos incluem congestéo vascular e aderéncia de plaquetas ativadas e leucdcitos
polimorfonucleares ao endotélio vascular ® Além disso, o PQ tem potencial imunotéxico, podendo inibir a producéo de
imunoglobulinas e a fungéo de linfécitos e causar toxicidade, induzindo células a processos de morte celular ©7.

Por outro lado, tem aumentado a demanda por alimentos contendo substéncias biologicamente ativas com
efeitos benéficos, visto que os consumidores buscam esses produtos para uma vida mais saudavel. A llex paraguariensis,
conhecida como erva-mate, é uma planta nativa do Brasil, cultivada nos estados do sul do pais e utilizada em bebidas
tradicionais como o chimarréo ou o tereré. Varios de seus beneficios a saude ja foram descritos, como atividade
hipocolesterolémica e hepatoprotetora, estimulacdo do sistema nervoso central, agéo diurética, inibicao da proliferagéo
de células neoplasicas e atividade antioxidante, prevenindo danos causados por radicais livres ®. Estudos mostram que
a erva-mate é capaz de aumentar a capacidade antioxidante e biomarcadores antiinflamatérios no sangue © '9. Portanto,
ainfuséo e o extrato hidroetandlico de erva-mate tem potencial antioxidante que pode prevenir os efeitos citotoxicos dos
xenobioticos nos sistemas bioldgicos.

Considerando que o PQ é um agente causador de danos oxidativos as células; e que a erva-mate tem poder
antioxidante e é usada como bebida tradicional no sul do Brasil, este estudo avaliou o efeito agudo do PQ em pardmetros
de citotoxicidade e estresse oxidativo em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e o possivel papel protetor

da erva-mate sobre os danos observados.

METODO
Sujeitos da pesquisa e coleta das amostras
Foram selecionados aleatoriamente na comunidade académica da UNICRUZ oito individuos saudaveis, com

idade entre 20 e 40 anos, que néo faziam uso de nenhum medicamento, ndo fumantes, néo etilistas e ndo expostos

2 Saude (Santa Maria). 2021, v. 47, n. 1: 63822



diretamente a agrotoxicos. O Comité de Etica em Pesquisa aprovou este protocolo (N ° 3.085.361) e todos os participantes
forneceram consentimento informado por escrito. Vinte milimetros de sangue periférico foram coletados de cada sujeito
por puncao venosa em tubos de EDTA. As PBMC foram isoladas por gradiente de densidade (FicollPaque Plus 1,077¢g/
mL; GE Healthcare, EUA) de acordo com as instrugbes do fabricante. Apds o isolamento, a concentragao celular foi

determinada por contagem em hemocitémetro.

Material vegetal e preparagao de extrato

As folhas de llex paraguariensis foram coletadas no municipio de Cruz Alta (Rio Grande do Sul, Brasil),
identificados e registrados no herbério da Universidade de Cruz Alta, sob o numero 1124. As folhas passaram por um
processo de secagem em estufa com circulagéo de ar a £ 40 °C e posteriormente foram esmagadas em moinho de faca
e submetidas a uma maceragao hidroetandlica (EtOH: H20 3: 2,v/v). O macerado foi submetido a agitagdo manual diaria,
por um periodo de sete dias, durante a primeira maceragao. Ao final desse periodo, o material foi filtrado em algodéo,
e novamente coberto com o solvente por mais sete dias (segunda maceragéo). O liquido extrativo resultante das duas
maceragdes foi concentrado em evaporador rotativo, a uma temperatura inferior a 40 ° C, para eliminagao do etanol. Em
seguida, o extrato concentrado foi submetido a um processo de secagem para evaporagao total dos solventes e obtengéo

do extrato hidroetanélico (EHEM) em p6 (.

Protocolo de exposi¢ao

As amostras de células foram divididas em 5 grupos experimentais (G1 = Controle; G2 = PBS + PQ 1mM; G3
= PBS + EHEM 250 ug / ml; G4 = PBS + EHEM 100 ug / ml + PQ 1mM; G5 = PBS + EHEM 250 ug / ml + PQ 1mM). De
acordo com 0s grupos, as amostras foram pré-tratadas com 100 ou 250 pg/mL de EHEM diluido em PBS por 30 min em
banho-maria a 37°C e com agitagao. Posteriormente, as PBMC foram expostas a 1mM de PQ e incubadas em banho-
maria com agitagdo por 2 horas. No final do periodo de incubagéo, foram realizadas anélises de viabilidade celular e

danos oxidativos.

Avaliagao da Viabilidade celular

A atividade metabdlica de oxidorredutases celulares dependentes de NADPH, como uma medida de viabilidade
celular, foi avaliada pelo ensaio de Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio (MTT). Apos o periodo de
exposic¢ao, as PBMC foram incubadas com 1mg/mL de MTT (Sigma Aldrich, EUA) por 60 minutos a 37°C. Cristais de
formazan foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) e a absorbéncia lida em espectrofotémetro no comprimento de

onda de 570 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem (%) em relagdo ao controle.

ISSN 2236-5834 3
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A desidrogenase lactica (LDH) liberada das células danificadas foi medida quantitativamente usando o kit de
Ensaio de LDH por método cinético, de acordo com as instrugdes do fabricante (Labtest®). Apds o periodo de exposigéo,
as PBMC foram centrifugadas a 1500 rpm por 15 minutos e 20 pL do sobrenadante foram incubados com o reagente de
trabalho previamente preparado. A absorbancia foi lida imediatamente em espectrofotdmetro semiautomatico BioPlus em
um comprimento de onda de 340 nm em 3 tempos diferentes. Os resultados foram expressos em U/L.

Para o ensaio de viabilidade celular pelo ensaio de incorporagdo de corante supravital vermelho neutro (VN),
PBMCs foram incubadas com 50 pg/mL de reagente vermelho neutro (Sigma Aldrich, EUA) por 180 min, protegidos
da luz, a 37°C. Em seguida, as células foram centrifugadas e lavadas com PBS e o reagente revelador foi adicionado
ao pellet celular, a partir do qual a absorbancia foi lida em espectrofotémetro no comprimento de onda de 540 nm. Os

resultados foram expressos em porcentagem (%) em relagéo ao controle.

Avaliagao do dano oxidativo

O nivel de lipoperoxidagdo foi determinado medindo as Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico
(TBARS), comparado a curva de calibragdo com malondialdeido (MDA). O MDA e outros hidroperdxidos formados no
processo, quando aquecidos junto com a presencga de acido tiobarbiturico, formam um composto rosa que foi medido
espectrofotometricamente a 532 nm. Os resultados foram expressos por nmol MDA/mg de proteina ("2,

A determinacao dos grupos de proteinas tioicas (P-SH) foi realizada pela técnica descrita por de Ellman (1959).
Tampao de fosfato de potassio 0,3 M (TFK) a pH 7,0 e 50 pL do reagente 5',5'-ditio-bis-(acido 2-nitrobenzdico) (DTNB)
foram adicionados as amostras no momento da leitura. A leitura foi realizada em espectrofotémetro a 412 nm. Os dados
foram expressos como pmol GSH/mg de proteina, com base em uma curva de calibragdo com glutationa (GSH) "3,

Para a medi¢do das concentragdes de proteina total, foi utilizado o Método de Lowry modificado. A reagao
colorimétrica foi medida por espectrofotometria no comprimento de onda de 750 nm e os resultados expressos em mg/

ml ("4,

Anédlise estatistica
Os dados foram expressos em médias e desvios-padrao. As diferengas estatisticamente significativas foram
avaliadas pelo teste ANOVA de uma via, seguido do teste Tukey, no programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software

Inc., versao 6.01). As diferengas foram consideradas significativas quando p <0,05.

4 Saude (Santa Maria). 2021, v. 47, n. 1: 63822



RESULTADO E DISCUSSAO

O PQ é um herbicida que tem sido estudado por apresentar riscos a saude devido ao seu efeito toxico, que
pode resultar em alta mortalidade por ingestao oral acidental ou intencional. A indugao da formagao de espécies reativas
de oxigénio (ERO) é um dos processos biolégicos mais importantes no envenenamento por PQ, pois causa danos
a diversos tecidos e células, por meio da geragdo de estresse oxidativo '), Assim, 0 acumulo desse agrotdxico no
organismo é capaz de alterar o ciclo redox celular e a expressao de diversos genes de resposta precoce que estao
associados a citotoxicidade %),

Neste estudo, a avaliagdo dos parametros de citotoxicidade mostrou que a exposi¢do aguda a 1mM de PQ
causou diminuigdo da viabilidade celular em relagdo ao controle no teste de vermelho neutro. Porém, néo foi possivel
observar reducéo da atividade mitocondrial, avaliada pelo teste do MTT, bem como aumento da atividade da enzima

LDH, parametro que indica lise celular (Figura 1).

Figura 1. Avaliacdo da citotoxicidade de tratamentos PQ e EHEM
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A - Ensaio de incorporacéo de VN; B - atividade de LDH; C - Ensaio de MTT. Grupo G1 = controle, G2 = PQ 1Mm, G3 = EHEM 250 g
/' ml, G4 = EHEM 100 yg / ml + PQ 1mM, G5 = EHEM 250 pg / ml + PQ 1mM. Os dados foram analisados por ANOVA seguida do teste de Tukey,

expressos como média * erro padréo da média (n = 8). ** p <0,01 diferente de G1.

Esses resultados podem estar relacionados ao mecanismo de citotoxicidade do PQ e a sensibilidade especifica
das estruturas celulares afetadas. O ensaio de incorporacao de VN é um ensaio colorimétrico que mede a absorgéo do
corante por lisossomos funcionais, sendo considerado muito sensivel e prontamente quantificavel 20, O ensaio do
MTT, por sua vez, é baseado principalmente na converséo enzimatica do MTT em formazan, na mitocéndria. Compostos
citotdxicos capazes de danificar ou causar morte celular diminuem a redugdo do MTT no formazan, uma vez que havera
menos células viaveis @'

O ensaio de LDH, por sua vez, é baseado na liberagdo da enzima LDH para o meio de cultura apés dano a

ISSN 2236-5834 5
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membrana celular. Esta enzima € normalmente encontrada no citoplasma das células, no entanto, quando a viabilidade
celular ¢ afetada, o rompimento da membrana permite que a enzima LDH vaze para o meio extracelular 2. Portanto, os
ensaios de LDH, NRU e MTT sé&o os testes mais comuns usados para detectar citotoxicidade ou viabilidade celular apds
exposicao a substancias toxicas. No entanto, podem apresentar resultados diferentes, dependendo do agente e do teste
de citotoxicidade utilizado ®).

Nos Ultimos anos, cresceram os estudos com plantas medicinais com propriedades benéficas ao homem. O
interesse pelas propriedades da erva-mate e seus efeitos benéficos no organismo também tem crescido consideravelmente
na comunidade cientifica Y. No presente estudo, ndo foi possivel detectar a atividade protetora do EHEM no efeito
citotdxico causado pelo PQ em nenhum dos parametros avaliados (Figura 1).

Além disso, ndo foi observado efeito citotéxico do EHEM (grupo G3 - 250ug/ml), apesar de alguns estudos
na literatura apresentarem resultados controversos. Um estudo de Munoz-Culla e co-autores ® mostraram que altas
concentragdes de erva-mate (acima de 100ug/ml), adicionadas aos PBMC in vitro, sao tdxicas, mas que em concentragdes
mais baixas ndo causam morte celular. No entanto, Santos % demonstrou seguranca do extrato de erva-mate mesmo
em concentragdes mais elevadas.

Nos estudos que avaliam os danos celulares causados por herbicidas, destaca-se o método TBARS, procedimento
introduzido por Buege e Aust(™?, que avalia o nivel de peroxidacéo lipidica, que pode ser iniciada por oxidantes. Além disso,
para evitar o estresse oxidativo e a peroxidacao lipidica, a célula possui defesas, como os compostos tidlicos que contém
o grupo sulfidrila (-SH) em sua estrutura. Entre esses compostos estdo a glutationa, a cisteina e as proteinas tilicas,
que desempenham um papel crucial na defesa antioxidante e podem ser quantificadas em modelos experimentais 7.

O presente estudo demonstrou que a exposi¢do ao PQ 1mM néo alterou o nivel de lipoperoxidagéo e 0s grupos
tidicos celulares, assim como o EHEM néo alterou os niveis encontrados (Figura 2).

Nesse contexto, embora outros modelos experimentais utilizando diferentes tipos de células e tecidos animais ja
tenham encontrado estresse oxidativo causado por PQ, in vitro, 0 modelo aqui apresentado com PBMCs pode néo ter a
mesma sensibilidade. Ainda assim, sugere-se que outros mecanismos de defesa antioxidante, além dos grupos tidicos,
podem ser consumidos, principalmente no mecanismo oxidativo do PQ.

Além disso, um dos mecanismos de protecdo dos extratos vegetais é a capacidade de incorporagdo dos
flavondides na membrana. Pelos resultados aqui apresentados, no modelo experimental utilizado, o PQ n&o parece
atuar nas membranas celulares, uma vez que nao causa aumento na lipoperoxidacdo ou liberagdo de LDH, o que
pode dificultar a visualizagdo do efeito do extrato neste modelo. Além disso, o tempo de incubagéo e as concentragdes

utilizadas neste estudo podem ser insuficientes para causar danos que possam ser detectados pelos testes realizados.

6 Saude (Santa Maria). 2021, v. 47, n. 1: 63822



Figura 2 — Efeito de PQ e EHEM na peroxidagao lipidica (A) e grupos tiélicos celulares (B).
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A- Efeito de PQ (1mM) e EHEM sob o nivel de composto tidico ndo proteico. B - Efeito de PQ (1mM) e EHEM no nivel de lipoperoxidagéo.
Os dados foram analisados pela analise de variéncia (ANOVA) seguida do teste de Tukey expresso em média + erro padrdo da média (n = 8).

Grupo G1 = controle, G2 = PQ 1Mm, G3 = EHEM 250ug / ml, G4 = EHEM 100ug / ml + PQ 1mM, G5 = EHEM 250ug / ml + PQ 1mM

Apesar disso, a maioria das pesquisas publicadas relata efeitos do extrato aquoso da planta e usa outros modelos
de indutores de oxidag&o. Assim, este € um dos poucos estudos envolvendo o extrato hidroetanélico, um dos métodos de

preparacdo considerados mais adequados para extrair um maior nimero de fitoquimicos 29,

CONSIDERACOES FINAIS
Neste estudo, a citotoxicidade de PQ foi verificada por meio do ensaio de captacao de vermelho neutro. O extrato
hidroetandlico de erva-mate néo foi capaz de proteger os PBMCs contra a citotoxicidade causada pelo PQ. Este estudo

servira de base para estudos futuros que esclaregam o mecanismo de acdo toxica do PQ, bem como a capacidade

protetora do EHEM nas células do sistema imunolégico
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