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RESUMO

Para a utilizacdo da erva-mate (llex paraguariensis) como
planta medicinal, é necessdrio determinar concentragGes
e formas de utilizacdo seguras e eficazes. Modelos in vitro
de triagem de citotoxicidade fornecem dados
preliminares para selecionar doses seguras
potencialmente benéficas. O objetivo deste estudo foi
avaliar a citotoxicidade aguda de diferentes
concentragGes de um extrato hidroetandlico de folhas de
erva-mate em dois modelos de células sanguineas
humanas. Para isso, eritrocitos e células mononucleares
de sangue periférico de 10 individuos saudaveis foram
incubadas com diferentes concentracdes do extrato

hidroetandlico de erva-mate por 150 minutos a 37°C.
Ap0s aincubacgdo, foram realizados testes bioquimicos de
deteccdo de citotoxicidade. A concentracdo de
1000pg/mL de extrato aumentou a hemdlise, a
fragilidade osmética e a peroxidacdo lipidica em
eritrécitos, mas ndo teve efeito citotdxico em células
mononucleares. Estes dados sugerem que altas
concentragGes de extrato podem ser toxicas para alguns
tipos celulares e, por isso, concentragdes seguras de
utilizagdo sdo essenciais para a recomendacgdo da erva-
mate como planta medicinal.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas medicinais, citotoxicidade, células sanguineas, estresse oxidativo.

DIFFERENTIAL CYTOTOXIC EFFECT OF HYDROETHANOLIC YERBA MATE EXTRACT
(ILEX PARAGUARIENSIS) ON ERYTHROCYTES AND PERIPHERAL BLOOD
MONONUCLEAR CELLS

ABSTRACT

For the use of yerba mate (/llex paraguariensis) as a
medicinal plant, it is necessary to determine safe and
effective concentrations and forms of use. In vitro
cytotoxicity screening models provide preliminary data to
select potentially beneficial safe doses. The aim of this
study was to evaluate the acute cytotoxicity of different
concentrations of a hydroethanolic extract of yerba mate
leaves in two models of human blood cells. For this,
erythrocytes and peripheral blood mononuclear cells
from 10 healthy individuals were incubated with different
concentrations of the hydroethanolic extract of yerba
mate for 150 minutes at 37 ° C.

After incubation, biochemical tests for cytotoxicity
detection were performed. The concentration of
1000pug/mL of extract increased hemolysis, osmotic
fragility and lipid peroxidation in erythrocytes, but had no
cytotoxic effect on mononuclear cells. These data suggest
that high concentrations of extract can be toxic to some
cell types and, therefore, safe concentrations of use are
essential for the recommendation of yerba mate as a
medicinal plant.

KEYWORDS: Medicinal plants, cytotoxicity, blood cells, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

As ervas medicinais tem sido extensivamente utilizadas, ao longo dos anos, como terapia
alternativa e/ou complementar devido aos seus compostos bioativos (Ekor, 2014). Neste contexto,
a erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil.), uma planta nativa da regido Sul da América do Sul que
pertence a familia Aquifoliaceae, vem sendo estudada em diferentes modelos in vitro e in vivo,
devido ao seu potencial anti-inflamatério, antioxidante, antibacteriano e anti-mutagénico (Bains &
Gugliucci, 2017; Bracesco, Sanchez, Contreras, Menini, & Gugliucci, 2011; Correa et al., 2019;
Noureddine, El Husseini, Nehme, & Abdel Massih, 2018).

A fitoquimica da erva-mate inclui uma grande diversidade de moléculas bioativas, dentre
os quais se destacam componentes fendlicos, xantinas, cafeina, taninos, saponinas, rutina, acido
ursélico, acido clorogénico e componentes inorganicos, como elementos essenciais (K, Ca, Mg, Fe,
Mn, Zn e Cu) e elementos téxicos (Cd, Pb, Al, F) (Baran, Gruszecka-Kosowska, Kolton, Jasiewicz, &
Piwowar, 2018). No entanto, a atividade farmacoldgica da erva-mate pode variar de acordo com a
parte e forma de utilizagdo da planta (Heck & de Mejia, 2007). Tradicionalmente, é uma planta
utilizada pelos individuos na forma de folhas secas para producdo de chas ou chimarrdo, no
entanto, maiores beneficios terapéuticos sao encontrados no extrato hidroetandlico das folhas
(Gan, Zhang, Wang, & Corke, 2018), o qual tem sido utilizado na maioria dos estudos envolvendo
suas propriedades farmacoldgicas (Piovezan-Borges, Valerio-Junior, Goncalves, Mielniczki-Pereira,
& Valduga, 2016; Prediger et al., 2008; Rivelli, AlImeida, Ropke, & Barros, 2011).

Apesar dos inumeros efeitos benéficos, plantas medicinais em geral podem apresentar
feitos toxicos, dependendo da concentragdao utilizada, do tempo de exposi¢ao e do modelo
bioldgico testado. Neste contexto, sdo capazes de produzir uma ampla gama de reagdes
indesejaveis ou adversas, que incluem hepatotoxicidade, hemotoxicidade e envenenamentos
(Ekor, 2014). Além disso, podem possuir compostos toxicos capazes de reagir com macromoléculas
celulares, causando genotoxicidade e citotoxicidade (Ekor, 2014; Fonseca, Otto, Paumgartten, &
Leitao, 2000; Lubin et al., 2014). Desta forma, além de estudar os efeitos benéficos de plantas
medicinais, torna-se imprescindivel avaliar os possiveis efeitos téxicos em modelos celulares a fim
de determinar as doses ideais ndo téxicas para estudos in vitro e in vivo.

Um dos principais mecanismos de citotoxicidade é a inducdo de estresse oxidativo. O
estresse oxidativo ocorre quando ha a interrupc¢ao do equilibrio redox celular devido ao aumento
da geracao espécies reativas de oxigénio (EROS) ou nitrogénio (ERN). Com isso, pode ocorrer dano
macromolecular quando a producdo de EROS/ERN é superior a capacidade antioxidante das
células, podendo levar a lesdo permanente e/ou morte celular (Lingabathula & Yellu, 2016; Pires
et al,, 2016).
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Assim, apesar dos potenciais efeitos antioxidante e anti-inflamatério da erva-mate, é
necessario determinar concentragdes e formas de utilizagao seguras e eficazes. Para isso, modelos
in vitro de triagem de citotoxicidade fornecem importante dados preliminares para selecionar as
doses seguras potencialmente benéficas para a saude (Bonfanti-Azzolin et al., 2019). Neste
contexto, as células sanguineas representam um importante modelo, pois o sangue periférico é o
principal local onde ocorre a exposicdo a substancias exdgenas no organismo, sendo que as células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) e eritrdcitos tendem a representar o efeito sistémico
destes compostos (Pourahmad & Salimi, 2015). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a citotoxicidade aguda de diferentes concentragdes de um extrato hidroetandlico de folhas de
erva-mate em dois modelos de células sanguineas humanas: eritrécitos e células mononucleares.

2. METODOLOGIA
2.1 Preparo do extrato hidroetandélico

As folhas de erva-mate foram colhidas no municipio de Cruz Alta — RS, a espécie foi
identificada e registrada no herbario da Universidade de Cruz Alta, sob nimero 1124. As folhas
(514g) passaram por um processo de secagem em estufa com circulagdo de ar (+ 40°C), trituracdo
em moinho de facas e maceragdo hidroetandlica (EtOH:H20 3:2, v/v), na proporg¢do 1:6 (material
vegetal:solvente). Durante sete dias, o macerado foi submetido a agitacdes manuais em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, o material foi filtrado em algodao e
novamente recoberto com nova quantidade proporcional de solvente, por mais sete dias. Este
segundo liquido extrativo foi reunido ao primeiro e concentrado em evaporador rotatério, a
temperatura inferior a 40°C para eliminagdo do etanol. Entdo, o extrato concentrado foi submetido
a processo de secagem para obtencdo do extrato hidroetandlico (EHEM) na forma de pd, com
rendimento final de 5,60% (Simdes, Schenkel, Mello, Mentz, & Petrovick, 2016).

2.2 Amostras bioldgicas: células mononucleares de sangue periférico e eritrécitos

Este estudo incluiu 10 individuos saudaveis (6 homens e 4 mulheres), com idade entre 18 e
60 anos, nao fumantes e ndo etilistas, recrutados entre trabalhadores da Universidade de Cruz
Alta. Todos os individuos aceitaram participar do estudo e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. O protocolo da Pesquisa foi Aprovado em Comité de Etica Institucional sob
parecer 3.085.361.

De cada individuo foram coletados, em dois momentos distintos, 20 mL de sangue venoso
periférico em anticoagulante EDTA para isolamento de PBMC e 4 mL de sangue venoso periférico
em anticoagulante heparina para enriquecimento dos eritrécitos. As PBMC foram isoladas em
gradiente Ficoll Paque Plus (d=1.077 g/mL, GE HealthCare, EUA), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Para enriquecimento dos eritrdcitos, o sangue total foi centrifugado a 2.000 rpm por
15 minutos. Posteriormente, o plasma foi descartado e o pellet de eritrdcitos foi lavado trés vezes
com solucdo salina tamponada. Apds as lavagens, os eritrocitos foram ressuspendidas em solugdo
salina tamponada ajustando-se o hematdcrito em 10%.
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2.3 Protocolo de exposicdo aguda ao extrato hidroetandlico de erva-mate

O extrato hidroetandlico de erva-mate em p6 foi previamente diluido em meio de cultura
RPMI 1640 (Sigma Aldrich, EUA) para incubacdo das PBMC e em solucdo salina tamponada para
incubacdo dos eritrdcitos, ambos em concentragdo final de 2.000 pug/mL, para posterior utilizagdo
nos protocolos de exposicao.

As PBMC de cada individuo foram divididas em 5 grupos de 3x10° células e incubadas com
(1) meio de cultura RPMI 1640 (Sigma Aldrich, EUA) (controle), (2) RPMI 1640 +1ug/mL de extrato
de erva-mate, (3) RPMI 1640 +10ug/mL de extrato de erva-mate, (4) RPMI 1640 +100ug/mL de
extrato de erva-mate e (5) RPMI 1640 +1.000ug/mL de extrato de erva-mate, por 150 minutos, a
37°C.

Os eritrécitos de cada individuo foram divididos em 5 grupos de 200 plL de suspensao de
eritrécitos a 10% de hematdcrito e incubados com (1) solucdo salina tamponada (controle), (2)
solucdo salina tamponada + 1ug/mL de extrato de erva-mate, (3) solugdo salina tamponada +
10ug/mL de extrato de erva-mate, (4) solugdo salina tamponada + 100ug/mL de extrato de erva-
mate e (5) solugdo salina tamponada + 1.000pg/mL de extrato de erva-mate, por 150 minutos, a
37°C.

Apds os protocolos de exposicdo, foi avaliada a citotoxicidade através dos ensaios de MTT
e Incorporagao de Vermelho Neutro nas PBMC e dos ensaios de hemolise e fragilidade osmdtica
nos eritrocitos. Além disso, em ambos modelos celulares, foram avaliados os marcadores de
estresse oxidativo, substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS) e quantificacdo de
Compostos Tidlicos Totais.

2.4 Ensaiode MTT

As PBMC previamente submetidas ao protocolo de exposicdo foram incubadas com
1mg/mL de brometo de 3-4,5 dimetiltiazol-2, 5 difenil tetrazdlio (MTT) (Sigma Aldrich, EUA), por
120 minutos a 372C. Apods a incubacdo, os cristais de formazam formados foram dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma Aldrich, EUA) e a absorbancia foi lida em leitor de placas Biochrom
EZ Read 400 no comprimento de onda de 570nm. Os resultados foram expressos em porcentagem
da viabilidade celular em relacdo ao controle (Mosmann, 1983).

2.5 Ensaio de Incorporag¢dao de Vermelho Neutro

As PBMC previamente submetidas ao protocolo de exposicdo foram incubadas com
50mg/mL do reagente Vermelho Neutro (Sigma Aldrich, EUA) por 180 minutos, ao abrigo da luz, a
379C. Posteriormente, as células foram lavadas com salina tamponada de fosfato (PBS) e foi
adicionado um revelador (ImL de acido acético glacial, 50 mL de etanol PA, 49 mL de agua) ao
pellet celular. A absorbancia foi lida em leitor de placas Biochrom EZ Read 400 no comprimento de
onda de 540nm. Os resultados foram expressos em porcentagem da viabilidade celular em relagdo
ao controle (Borenfreund & Puerner, 1984).
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2.6 Ensaio de Hemdlise

Os eritrdocitos previamente submetidos ao protocolo de exposicao foram centrifugados a
1.500 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi removido. A presengca de hemoglobina no
sobrenadante, como consequéncia da inducdo de hemdlise dos eritrécitos pelo extrato, foi
guantificada em leitor de placas Biochrom EZ Read 400 no comprimento de onda de 542 nm. Um
branco de cada concentracdo do extrato foi realizado para evitar interferéncias espectrais. A
absorbancia de hemdlise completa (controle positivo: 100% de hemdlise) foi obtida pela adi¢do de
200uL da solucdo de eritrécitos com hematécrito a 10% de cada individuo a 1.000uL de agua
destilada. A hemolise foi determinada pela formula: % de hemdlise = ((Absorbancia do teste -
absorbéancia do branco para cada concentracdo do extrato)/Absorbancia do controle de hemdlise
completa) x 100 (Bonfanti et al., 2014).

2.7 Ensaio de Fragilidade Osmdtica

Os eritrocitos previamente submetidos ao protocolo de exposigao foram posteriormente
incubados em 1.000pL de solucdo salina tamponada em diferentes concentra¢des de NaCl (75mM,
100mM e 150mM) durante 10 minutos em temperatura ambiente. Apds a incubacdo, as amostras
foram centrifugadas e o conteldo de hemoglobina do sobrenadante foi determinado em leitor de
placas Biochrom EZ Read 400 no comprimento de onda de 542 nm. A absorbéancia de hemdlise
completa (controle positivo: 100% de hemdlise) foi obtida pela adicdo de 200uL da solugdo de
eritrécitos com hematdcrito a 10% de cada individuo a 1.000pL de dgua destilada. A taxa de
hemodlise de cada grupo foi determinada pela formula: % de hemdlise = (Absorbancia do
teste/Absorbéancia do controle de hemolise completa) x 100 (Portela et al., 2017).

2.8 Ensaio de grupamentos tidlicos

Os grupamentos tidlicos ndo proteicos e totais foram quantificados nos eritrdcitos e PBMCs,
respectivamente, de acordo com Ellman (1972), através redugdo do acido 5,5'-ditio (bis-
nitrobenzoico) (DTNB) em pH 7,0. Posteriormente, a reac¢ao foi lida em leitor de placas Biochrom
EZ Read 400 a 412 nm. Os resultados foram expressos em nmol GSH (glutationa) /mL de suspensdo
de eritrécitos a 10% ou nmol GSH/mg de proteina. O nivel de proteinas foi determinado pelo
método de Peterson (1977), utilizando como padrdo albumina de soro bovino (Peterson, 1977).

2.9 Ensaio de Peroxidacao Lipidica

A peroxidagao lipidica foi analisada através da formagao de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), com base no método descrito por Stocks e Dormandy (1971). A absorbancia
das amostras foi determinada em espectrofotdémetro, através da leitura em 532nm, utilizando
como padrdo a curva com diferentes concentracées de Malondialdeido (MDA). Os resultados
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foram expressos por nmol MDA/mL de suspensdo de eritrocitos a 10% ou nmol MDA/mg de
proteina.

2.10 Andlise dos dados

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi realizado para verificagdo da normalidade na
distribuicdo das amostras para cada variavel. Amostras paramétricas foram avaliadas pelo Teste
de Anova de Uma Via, seguida de pds-teste Tukey e as ndo paramétricas foram avaliadas pelo teste
de Kruskall-Wallis seguida de pds-teste Dunn. Para todas as analises, foi considerado significativo
*p<0,05 e **p<0,01.

3. RESULTADOS

Inicialmente, foi avaliada a citotoxicidade de diferentes concentracdes de extrato
hidroetandlico de erva-mate em PBMC. No ensaio de incorporacao de corante supravital Vermelho
Neutro, ndo foi detectada citotoxicidade do extrato nas concentracbes testadas, ndo sendo
constatada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de estudo (Figura 1A). No
ensaio de MTT nao foi constatada diminuigdo significativa da viabilidade, no entanto, houve
aumento da atividade metabdlica mitocondrial no grupo 10 pug/mL em relagdo ao controle e ao
grupo 1.000 pg/mL (Figura 1B), sugerindo a capacidade do extrato de erva-mate de modular a
atividade celular. Juntos, estes resultados sugerem que o extrato de erva-mate nas doses e tempo
testados ndo diminuiram a viabilidade celular em PBMC.
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Figura 1: Efeito do extrato hidroetandlico de erva-mate sobre a viabilidade celular de PBMC. (A) Viabilidade Celular
avaliada pelo Ensaio de Incorporagdo de Corante Supravital Vermelho Neutro. (B) Viabilidade Celular avaliada pelo
Ensaio de MTT. VN: Vermelho Neutro, MTT: brometo de 3-4,5 dimetiltiazol-2, 5 difenil tetrazolio. Dados
representados através de média e desvio padrdo, *p<0,05, **p<0,01. Diferengas estatisticamente significativas

avaliadas pelo teste de Anova de Uma Via seguido de pés-teste Tukey, n=10.

A citotoxicidade do extrato hidroetandlico de erva-mate nos eritrécitos, por sua vez, foi
avaliada pela inducdo direta de hemdlise (Figura 2A), que demonstrou aumento significativo no
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grupo 1.000 pg/mL em relagdo aos grupos 1ug/mL, 10 ug/mL e 100 pug/mL. Além disso, foi realizado
o teste de Fragilidade Osmética (Figura 2B), a fim de verificar se o extrato aumenta a propensao
dos eritrdcitos ao dano hemolitico. Este ensaio demonstrou aumento estatisticamente significativo
da fragilidade osmatica de eritrdcitos do grupo 1.000 pg/mL quando estes foram posteriormente
incubados com solugGes salinas de 75 mM e 100 mM em comparagdo ao controle. Estes dados
demonstram que a concentracdo de 1.000 pg/mL de extrato de erva-mate é citotoxica para
eritrocitos e sugere que os eritrécitos possuem maior sensibilidade a acdo de moléculas exdgenas
em relacao as PBMC.
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Figura 2. Efeito do extrato hidroetandlico de erva-mate sobre a viabilidade celular de eritrdcitos. (A) Ensaio de
Hemdlise, dados representados através de média e desvio padrdo. (B) Ensaio de Fragilidade Osmética, dados
representados através de média e erro padrao. *p<0,05, **p<0,01. Diferencas estatisticas avaliadas pelo teste de
Kruskall-Wallys seguido de pos-teste Dunn, n=10.

Posteriormente, foi quantificado o nivel de peroxidagao lipidica como marcador de dano a
macromoléculas celulares. Nos eritrdcitos, o nivel de peroxidacao lipidica foi de 1,98 £ 0,53 nmol
de MDA/mL no grupo controle, de 2,40 + 0,78 no grupo de 1 pg/mL de extrato, de 2,46 + 0,75 no
grupo de 10 pg/mL de extrato, de 2,40 + 0,93 no grupo de 100 pg/mL de extrato e de 2,95 + 0,93
nmol de MDA/mL no grupo de 1.000 pg/mL de extrato. A concentracdo de 1.000 pg/mL de extrato
de erva-mate aumentou significativamente o nivel de peroxidacao lipidica em eritrdcitos, quando
comparados ao controle (Figura 3A).

Nas PBMC, o nivel de peroxidagdo lipidica foi de 2,71 + 1,58 nmol de MDA/mg de proteina
no grupo controle, de 2,62 + 1,18 no grupo de 1 pg/mL de extrato, de 3,02 + 1,50 no grupo de 10
ug/mL de extrato, de 2,95 + 1,35 no grupo de 100 pug/mL de extrato e de 3,32 + 1,41 no grupo de
1.000 pg/mL de extrato. Diferente dos eritrocitos, nas PBMC ndo houve diferenca estatisticamente
significativa de peroxidacao lipidica entre os grupos testados (Figura 3B).
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Figura 3. Efeito do extrato hidroetandlico de erva-mate sobre a peroxidacao lipidica. (A) Avaliagdo da peroxidagdo
lipidica em eritrdcitos. (B) Avaliagdo da peroxidagao lipidica em PBMC. *p<0,05. Dados representados através de
média e desvio padrdo. Diferencgas estatisticas avaliadas pelo teste de Anova de Uma Via seguido de pés-teste
Tukey, n=10.

O efeito do extrato hidroetandlico de erva-mate sobre o nivel de antioxidantes celulares foi
avaliado através da andlise dos grupamentos tidlicos. Nos eritrocitos, o nivel de grupamentos
tiolicos foi de 74,62 + 32,15 pg de GSH/mL no grupo controle, de 67,02 + 7,37 no grupo de 1 pug/mL
de extrato, de 61,88 + 8,73 no grupo de 10 pug/mL de extrato, de 73,61 * 8,44 no grupo de 100
ug/mL de extrato e de 63,48 + 20,50 no grupo de 1.000 pug/mL de extrato.

Nas PBMC, o nivel de grupamentos tidlicos foi de 17,27 + 7,64 ug de GSH/mg de proteina
no grupo controle, de 18,89 + 10,11 no grupo de 1 ug/mL de extrato, de 17,87 + 9,59 no grupo de
10 pg/mL de extrato, de 12,37 + 7,82 no grupo de 100 pg/mL de extrato e de 12,97 + 11,80 no
grupo de 1.000 pg/mL de extrato. Nao foi constatada diferenca estatisticamente significativa entre
os grupos de tratamento na atividade antioxidante em eritrécitos (Figura 4A) e em PBMC (Figura
4B).
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Figura 4. Efeito do extrato hidroetandlico de erva-mate sobre a atividade antioxidante. (A) Avaliagcdo de
grupamentos tidlicos ndo-proteicos em eritrécitos. (B) Avaliagdo de grupamentos tidlicos totais em PBMC. Dados
representados através de média e desvio padrdo. Diferengas estatisticas avaliadas pelo teste de Kruskall-Wallis
seguido de pds-teste Dunn, n=10.
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4. DISCUSSAO

A utilizagdo de produtos naturais como fontes exdgenas de compostos antioxidantes e anti-
inflamatorios tem crescido como terapia alternativa e complementar. No entanto, é necessaria
uma completa avaliacdo dos riscos bioldgicos oferecidos por diferentes plantas para sua posterior
utilizacdo terapéutica (Bracesco et al., 2011). Desta forma, neste trabalho foi demonstrado o efeito
citotéxico diferencial do extrato hidroetandlico de erva-mate em dois modelos de células
sanguineas humanas: eritrécitos e PBMC.

No modelo agudo de exposicdo, ndo foi constatada citotoxicidade ou dano oxidativo em
PBMC. Ao nosso conhecimento, este é o primeiro trabalho que avalia a citotoxicidade aguda do
extrato hidroetandlico de erva-mate neste modelo celular. Por outro lado, ja foi demonstrado que
a infusdo das folhas de erva-mate em exposicdo crénica de 72 horas diminui significativamente a
viabilidade celular de PBMC (Munoz-Culla, Saenz-Cuesta, Guereca-Barandiaran, Ribeiro, &
Otaegui, 2016) sendo que baixas concentracdes da infusdo sdo capazes de induzir aumento
significativo de morte celular por apoptose, enquanto que concentragdes maiores induzem morte
celular por necrose (Wnuk et al., 2009).

Apesar de nao ter sido detectado efeito citotéxico do extrato de erva-mate sobre PBMC, na
concentracdo de 10 pg/mL houve aumento da atividade celular, demonstrada pelo ensaio de MTT.
Este ensaio avalia a viabilidade celular através da reducdo do MTT por enzimas mitocondriais e/ou
citosdlicas, como oxidoredutases, desidrogenases, oxidases e peroxidases, usando NADH, NADPH,
succinato ou piruvato como doadores de elétrons. Desta forma, o aumento na capacidade celular
de reduzir MTT pode ser vista como uma medida da taxa metabdlica da célula (Prabst, Engelhardt,
Ringgeler, & Hubner, 2017; Stockert, Horobin, Colombo, & Blazquez-Castro, 2018), indicando que
apenas baixas concentragdes do extrato de erva-mate podem modular positivamente o
metabolismo energético celular. Estudo semelhante mostrou que o extrato de outra planta
(Syzygium jambos) foi capaz de aumentar a capacidade de reducdo de MTT em linfocitos murinos
(Bonfanti-Azzolin et al., 2019), podendo este ser um efeito causado por compostos em comum
presentes em diferentes plantas.

Ao contrdrio do efeito observado em PBMC, o extrato hidroetandlico de erva-mate na
concentracdo de 1.000 pg/mL apresentou efeitos citotdxicos em eritrdcitos. Neste contexto, além
de ser capaz de induzir hemdlise direta, deixou os eritrocitos mais propensos ao dano hemolitico
(aumento da fragilidade osmotica) e induziu dano oxidativo. Estudos prévios na literatura
utilizando modelos de exposicdo aguda em eritrécitos demonstraram que infusdo de folhas de
erva-mate em concentracdes de até 2.000 pg/mL ndo foram capazes de induzir hemalise (Peralta,
Cogoi, Filip, & Anesini, 2013; Portela et al., 2017). Embora os modelos de incubacdo sejam
semelhantes aos utilizados neste trabalho, a forma de obtencdo do extrato foi diferente. De fato,
apesar do grande potencial da erva-mate como planta medicinal, sua eficacia varia de acordo com
a concentracdo e a extracdao dos compostos, sendo eles em menor quantidade quando sollveis em
agua e em maiores quantidades quando sollveis em solventes alcodlicos (Pilatti-Riccio et al., 2019;
PRA et al., 2006). Desta forma, nos extratos etandlicos, a maior concentracdo de compostos da
planta pode induzir maior toxicidade, mesmo em tempos de exposicdo menores.
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Além da hemodlise, a maior concentracdo do extrato induziu peroxidacdo lipidica em
eritrocitos. A peroxidacdo lipidica é um fenbmeno que ocorre principalmente nos lipidios das
membranas celulares, sendo que em eritrdcitos pode levar a diminui¢do da fluidez da membrana,
aumentando a capacidade de hemodlise (Hermann, Pianovski, Henneberg, Nascimento, & Leonart,
2016). Assim, a maior concentracdo de extrato testada apresentou acdo pré-oxidante, e o dano
causado na membrana celular parece ter propiciado maior fragilidade osmatica as células e, como
consequéncia, hemdlise. Apesar de termos constatado que uma dose alta de extrato
hidroetandlico de erva-mate induz peroxidacao lipidica, estudos prévios também ja demonstraram
gue o extrato de erva-mate possui atividade antioxidante frente ao dano oxidativo (Becker et al.,
2019; Pereira et al., 2017; Petrilli et al., 2016). Assim, é necessdrio o ajuste da dose do extrato para
gue seu uso como antioxidante seja eficaz e seguro.

Em nenhum dos modelos celulares utilizados, foi constatada a modulagdo do nivel de
grupamentos tidlicos, evidenciando que os efeitos encontrados ndo decorrem do consumo desse
tipo de antioxidantes.

As diferentes respostas celulares a exposicao ao extrato de erva-mate observadas nos dois
modelos estudados pode ter ocorrido como consequéncia da diferenca na estrutura das células.
Os eritrécitos sdao células mais sensiveis que possuem uma membrana plasmatica com estrutura
flexivel, composta por 42% de lipideos, 52% de proteinas e 6% de carboidratos. Sua camada
fosfolipidica lhe garante facilidade no transporte e na permeabilidade celular, permitindo a
passagem de substdncias do meio extracelular para o intracelular e vice-versa, o que lhe confere
maior fragilidade osmética que outras células (Maheshwari, Khan, & Mahmood, 2019). Além disso,
por ndo produzir proteinas e enzimas, € um tipo celular mais vulnerdvel ao estresse oxidativo
(Caulier, Guyonneau Harmand, & Garcon, 2017). J4 as PBMC sdo células que vem sendo
amplamente utilizadas em estudos de citotoxicidade e genotoxicidade devido a sua resisténcia,
gue confere maior reprodutibilidade das condi¢Ges dos testes (Alves et al., 2019). Nesse sentido,
o0 uso conjunto de diferentes modelos experimentais permite avaliacdo de biomarcadores
complementares que auxiliem na interpretacdo e garantem maior fidedignidade e seguranca na
leitura dos resultados.

5. CONCLUSAO

Constatou-se que o extrato hidroetandlico de erva-mate induziu efeito diferencial em
PBMC e eritrocitos. Em PBMC, ndo houve citotoxicidade em nenhuma concentragdo testada. No
entanto, ocorreu uma modulagdo metabdlica na dose de 10ug/mL, sugerindo beneficios do extrato
gue poderdo ser explorados em novos estudos.

Em eritrdcitos, a concentragdo de 1.000 pg/mL induziu citotoxicidade, aumentando a taxa
de hemolise, a fragilidade osmdtica e a dano oxidativo, sugerindo que, mesmo em exposicdes
agudas, o extrato hidroetandlico pode apresentar efeito pro-oxidante. Assim, apesar de conhecida
popularmente, uma maior investigacdo dos efeitos encontrados nesse estudo, assim como dos
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componentes do extrato responsaveis por tais atividade, sdo essenciais para a recomendacao
segura e eficaz da erva-mate como planta medicinal.
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