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RESUMO

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil; Aquifoleacea) é uma espécie nativa da América do
Sul, processada e consumida principalmente na forma de infusdo, apresentando véarias
propriedades bioldgicas e nutricionais. Sua composicdo quimica tem sido explorada, e desta
forma a espécie tem ganhado destaque no cenario internacional. Algumas aplicacdes ja
foram constatadas e o consumo da espécie vem se ampliando, sendo utilizada de outras
formas além das infusBes. Para o estudo da toxidade dos metabdlitos é utilizado um modelo
animal para poder testar seus efeitos, portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o
efeito da fragdo polissacaridica, isolada da erva-mate, na regeneracdo da Girardia tigrina. A
amostra da erva-mate foi obtida de uma planta matriz (27° 37° 15”S; 52° 22’ 47" W,
altitude: 687m), em janeiro de 2014. O material foi seco a 35°C em estufa com circulagéo de
ar. O extrato aquoso foi obtido por Soxhlet, e deste extrato foi isolada a fracao
polissacaridica confirmada por espectroscopia no infravermelho. Esta fracdo foi utilizada em
diferentes concentrac@es, de acordo com o planejamento fatorial, na solucéo salina de meio
de cultura para o desenvolvimento da G. tigrina. As porc¢des da planéria foram fotografadas
diariamente durante 30 dias, e apds, as fotos foram analisadas e expressas em pixels e 0s
valores médios foram comparados em relagdo ao controle usando ANOVA seguida pelo
teste de Tukey. Os resultados obtidos indicam que a concentracdo de 10mg/L da fracédo
polissacaridica, teve um efeito positivo na regeneracdo das trés porcdes (cabeca, faringe e
cauda) da G. tigrina. No entanto, a maior concentracdo utilizada nos ensaios (60mg/L),
apresentou certo nivel de toxicidade para as porcbes de cabeca e cauda, causando
desintegracbes em algumas porgdes, na por¢do mediana, a regeneragdo foi menor que a
observada na concentracdo de 10mg/L, porém, semelhante ao teste controle. O estudo
mostra que a fragdo polissacaridica obtida da erva-mate, em determinadas concentragdes,
pode favorecer a regeneracdo de porcOes lesionadas ou amputadas de G. tigrina. Desta
forma, constata-se a possivel aplicacdo do polissacarideo extraido da erva-mate, na area de
engenharia de regeneracdo de tecidos.

Palavras-chave: toxicologia; mate; reparo celular; modelo animal alternativo.
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ABSTRACT

Yerba mate (llex paraguariensis St. Hil; Aquifoleacea) is a species native to South America,
processed and consumed mainly in the form of infusion, presenting several biological and nutritional
properties. Its chemical composition has been explored, and in this way the species has gained
prominence in the international scenario. Some applications have already been verified and the
consumption of the species has been increasing, being used in other ways besides infusions. To study
the toxicity of metabolites, an animal model is used to test its effects, therefore, the aim of the
present study was to evaluate the effect of the polysaccharide fraction, isolated from yerba mate, in
the regeneration of Girardia tigrina. The yerba mate sample was obtained from a matrix plant (27 °
37 7157 S; 52 ° 22 °47” W; altitude: 687m), in January 2014. The material was dried at 35°C in an
oven with air circulation. The aqueous extract was obtained by Soxhlet, and from this extract the
polysaccharide fraction confirmed by infrared spectroscopy was isolated. This fraction was used in
different concentrations, according to the factorial design, in the saline solution of culture medium
for the development of G. tigrina. The portions of the planaria were photographed daily for 30 days,
and afterwards, the photos were analyzed and expressed in pixels and the average values were
compared in relation to the control using ANOVA followed by the Tukey test. The results obtained
indicate that the concentration of 10mg / L of the polysaccharide fraction, had a positive effect on the
regeneration of the three portions (head, pharynx and tail) of G. tigrina. However, the highest
concentration used in the tests (60mg / L), presented a certain level of toxicity for the head and tail
portions, causing disintegration in some portions, in the median portion, the regeneration was lower
than that observed in the concentration of 10mg / L. L, however, similar to the control test. The study
shows that the polysaccharide fraction obtained from yerba mate, in certain concentrations, may
favor the regeneration of injured or amputated portions of G. tigrina. Thus, it is possible to verify the
possible application of the polysaccharide extracted from yerba mate, in the area of tissue
regeneration engineering.

Key-word: toxicology; Kill; cell repair; alternative animal model.
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1.0 INTRODUCAO GERAL

Desde a antiguidade até os dias atuais, as plantas foram utilizadas com interesse
terapéutico. Muitas substancias isoladas de plantas continuam sendo fontes de
medicamentos como, por exemplo, os glicosideos cardiotdnicos obtidos da Digitalis lanata
(popularmente conhecida como ‘dedaleira’) usados para insuficiéncia cardiaca (FOGLIO, et
al, 2006). Os estudos fitoquimico de plantas medicinais envolvem ndo somente a
identificacdo de drogas vegetais por caracteristicas morfoldgicas e anatdbmicas, mas também
o0 estudo de sua origem e forma de producdo, controle de qualidade, composi¢do quimica,
elucidacdo estrutural e conhecimento das propriedades fisico-quimicas das substancias
ativas, bem como o estudo de suas propriedades farmacoldgicas e toxicologicas
(DARTORA, 2014).

A biodiversidade do Brasil é a maior do mundo, com um grande potencial para a
pesquisa e a exploracdo na &rea de plantas medicinais, com mais de 50 mil espécies
catalogadas (ALVES et al., 2000; GASPARRI, 2005) sendo que dentre estas se encontra a
llex paraguariensis (erva-mate). Estima-se uma biota brasileira conhecida de 170.000 a
210.000 espécies (LEWINSOHN; PRADO, 2005). A erva-mate (llex paraguariensis A. St-
Hill) é uma espécie nativa extensivamente cultivada na regido sul do Brasil, na Argentina e
no Paraguai (HAO et al., 2013). Os sistemas de cultivo ocorrem principalmente na forma de
monocultura e, também com reposicdo em sistemas agroflorestais. Folhas e ramos de erva-
mate sdo processados e consumidos principalmente na forma de infusdo, no processamento,
a erva-mate passa pelo sapeco, efetuado em temperatura elevada, buscando inativacao
enzimatica. A secagem € realizada préxima aos 100°C para em seguida ocorrer a trituracao
(VALDUGA; BATTESTIN; FINZER, 2003).

A espécie apresenta grande participagdo na economia nacional, com destaque nos
estados do sul do pais, que sdo considerados os principais produtores e consumidores
(RESENDE et al., 2000; VIDOR; RUIZ; MORENO, 2002). A erva-mate também possui
uma importancia social, onde é comercializada por pequenos agricultores e contribui para a
fixacdo do homem no campo (VIDOR; RUIZ; MORENO, 2002). A exploracdo da erva-mate
consiste em uma atividade agricola importante e representa um auxilio no equilibrio dos
ecossistemas locais, pois aceita o sistema de consorciacdo com outras espécies e ajuda a
conservar a diversidade bioldgica local (PASINATO, 2004).
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O uso da erva-mate ja é conhecido desde os primérdios da ocupacdo do Paraguai,
onde os jesuitas e indios guaranis faziam uso de suas folhas (REITZ & EDWIN, 1967).
Estas, ja processadas sdo consumidas principalmente na forma de chimarrdo (infusdo com
agua quente), tereré (infusdo a frio) e cha mate (extrato de agua quente de folhas tostadas)
(KUNGEL et al., 2018). Porém existem outros produtos no mercado feitos da erva-mate,
como chas misturados, cha aromatizado, chas gelados e cosméticos que usam extratos de I.
paraguariensis (MOSELE, 2002).

Algumas das substancias presentes na erva-mate, sdo responsaveis por propriedades
bioativas, e apresentam beneficios a salde relacionados a vérios efeitos, dentre eles: efeitos
anti-inflamatério (LANZETTI et al., 2008), antioxidante (FILIP et al., 2000; GULLON et
al., 2018), anti-obesogénico (ANDERSEN; FOGH 2001; ARCARI et al.,, 2011),
antimutagénico (KAEZER et al., 2012), antibacteriano (COSTA; RACANICCI;
SANTANA, 2017), antiviral (LUCKEMEYER et al., 2012), hipoglicemiante (RIACHI;
MARIA, 2017), cardio-protecdo (SCHINELLA; FANTIRELLI; MOSCA, 2005) e no trato
digestivo (GORZALCZANY et al., 2001). Devido a esse conhecimento, a espécie vem
sendo consumida além dos seus locais de origem, sendo utilizados na producdo de
fitoterapicos (MOSELE, 2002), bem como, no desenvolvimento de novos produtos
alimenticios, de limpeza e higiene (DALLABRIDA et al., 2016).

Nas ultimas décadas, a erva-mate vem sendo estudada, reportando seu efeito gastro-
protetivo em ulceras induzidas por etanol (MARIA-FERREIRA et al., 2013), efeito
antineoplasico in vitro, em células cancerosas de colon (PUANGPRAPHANT; BERHOW,;
MEJIAMATE, 2011) cardioprotetor (SCHINELLA; FANTIRELLI; MOSCA, 2005) e efeito
anti-inflamatério (BLUM-SILVA et al., 2016; ARCARI et al., 2011), o que indica seu
potencial terapéutico.

Uma grande diversidade de metabolitos secundarios é encontrada em folhas de erva-
mate, envolvendo saponinas, metilxantinas e compostos fenolicos, como &cidos fendlicos e
flavonoides (HAO et al., 2013). Compostos fendlicos apresentam em sua estrutura sistemas
insaturados conjugados, caracteristica que condiciona capacidade de absorcdo da radiacao
ultravioleta e visivel (GUARATINI et al., 2007), enquanto que metabdlitos primarios como
polissacarideos tém sido associados ao reparo celular (DARTORA, 2014). Existem
numerosas investigacdes relacionadas aos efeitos bioldgicos de metabdlitos desta planta
(VALDUGA; GONCALVES, 2014). A infusdo da erva-mate, na medicina popular, vem



14

sendo usada para o tratamento de distirbios hepaticos e digestivos, artrite, reumatismo, entre
outras doencas inflamatérias (BRACESCO et al., 2011)

Nas plantas, a parede celular é altamente organizada, ela confere resisténcia e forma
para a célula, rigidez para a planta toda, controla o crescimento celular, participa na
comunicacdo célula-célula e protege a célula contra o ataque de patégenos e predadores
(BRETT; WALDRON, 1990), a parede celular contém muitos polissacarideos, proteinas e
compostos aromaticos. Os polissacarideos sdo 0s principais componentes da mesma,
destacando-se as pectinas, hemiceluloses e celulose (MCCANN, 2001).

Polissacarideos possuem um papel importante no desenvolvimento e crescimento de
organismos Vvivos, sdo organismos naturais que podem ser isolados de animais, fungos, algas
superiores e plantas (WANG et al., 2018). Estudos das propriedades de polissacarideos
extraidos de plantas, estdo sendo intensificados, pois exibem varias atividades bioldgicas,
incluindo efeitos anticoagulantes, antioxidantes, dentre outros (LIU, et al., 2018). Segundo
Yapo (2011), sdo conhecidos oito tipos de polissacarideos pécticos obtidos de plantas, sendo
eles, homogalacturonano (HG), ramnogalacturonano-1 (RG-1), ramnogalacturonano-1l (RG-
I1), xilogalacturonano (XGA), apiogalacturonano (ApGA), galacturonogalacturonano (gaga),
galactogalacturonano (GGA), e arabinogalacturonano (ArGA). A descoberta de
propriedades farmacoldgicas de polissacarideos, obtidos de plantas, fez aumentar o interesse
na investigacao de seus usos (YAPO, 2011; WANG et al., 2018).

Nas ultimas décadas, vem sendo estudado as propriedades de polissacarideos
extraidos de extratos vegetais. Polissacarideos isolados de plantas medicinais, certamente,
terdo uma perspectiva brilhante no campo de alimentos e produtos farmacéuticos, pois,
exibem vérias atividades bioldgicas, incluindo efeitos anticoagulantes, antioxidantes,
radioprotetores, antiplaquetarios, antitussigenos e broncodilatadores (LIU, et al., 2018).
Estas atividades tem sido exploradas em diferentes modelos animais, dentre eles, ratos e
camundongos (DARTORA, 2014; TAMURA et al., 2013).

O uso de plandrias como modelo animal em testes farmacolégicos vem sendo
abordado em diversos estudos, mostrando assim, a sua importancia como uma espécie
bioindicadora. (WU; CHEN; LI, 2012; BARROS et al., 2006; PRA et al.,2005). Planarias
sdo animais triblasticos invertebrados, da classe Turbellaria do filo Platyhelminthes,
acelomados, com hébitos bentdnicos, habitando superficie inferior de macrofitas aquéticas,
evitando a claridade, sem presenca de sistema circulatorio, respiratério ou esquelético

(KNAKIEVICZ, 2014). As planarias possuem um sistema nervoso centralizado (ganglios
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cefélicos e processos do corddo nervoso), e neurotransmissores multiplos incluindo
glutamato, dopamina, serotonina, acetilcolina e GABA (BUTTARELLI; PELLICANO;
PONTERI, 2008; NISHIMURA et al., 2010, VYAS et al., 2011). Reproduzem-se
sexualmente como hermafroditas ou assexuadamente por fissdo transversal (SALO, 2006).
A reproducdo sexuada desta ordem produz ovos que ficam envolvidos por uma céapsula dura
e cimentada a substratos. Os ovos eclodem na primavera com a elevagédo da temperatura da
agua (RIBEIRO e UMBUZEIRO, 2014).

Acredita-se que as planarias representam o primeiro tipo de organismo que possui
cefalizacio (PAGAN, 2014; OKAMOTO; TAKEUCHI; AGATA, 2005) apresentando
células pluripotentes (UMESONO et al., 2011). As planarias possuem uma capacidade
extraordinaria de se regenerar. 1sso envolve a geracdo de novos tecidos no local da ferida por
processos que incorporam a proliferacdo celular (formacéo de blastema) e remodelacédo de
tecidos pré-existentes para restaurar a simetria e a propor¢do da planaria, consistindo em
excelentes modelos de laboratério (ZEWDE et al., 2018). A partir de um pequeno pedaco,
regenereram-se, dando origem a todos os tipos de células, incluindo os neurdnios. As
respostas farmacologicas observadas nas planarias revelam a consideravel conservacéo
evolutiva, nos niveis moleculares e funcionais, de proteinas e vias de sinalizacdo presentes
em diferentes érgdos e sistemas em todo filo (RAFFA & RAWLS, 2008).

Nas planarias, a cavidade digestiva € geralmente de fundo cego, sendo a boca,
equipada com faringe protraivel, usada tanto para ingestdo quanto para egestdo (RUPPERT;
FOX; BARNES, 2005). Esses organismos sdo principalmente carnivoros e predam
invertebrados (protozoérios, rotiferos, larvas de insetos, crustaceos, lesmas e anelideos).
Enzimas proteoliticas auxiliam na perfuracdo do corpo da presa, e o contetido parcialmente
digerido é liquefeito e bombeado para o interior do trato digestivo pela peristalse faringea.
As planarias liberam o excesso de agua e, provavelmente, outros residuos metabdlicos
usando os protonefrideos, que estdo espalhados por todo o corpo.

A perda de tecido apds lesdo é uma ameaca fundamental para todos os agentes de
organismos multicelulares. Enquanto a cicatrizacdo de feridas é uma primeira resposta geral
para evitar mais danos e invasdo de patdgenos, a capacidade de induzir a restauragdo
completa e sem cicatriz de partes do corpo perdidas sdo menos comuns. Ainda, habilidades
regenerativas ocorrem em espécies de todo o reino animal, variando de restauragdo da
medula espinhal e coragdo, bem como regeneracdo de nadadeiras ou membros inteiros em

peixes teledsteos e urodelos anfibios, ao corpo inteiro e a regeneracdo bidirecional em
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cnidarios e platelmintos (ALVARADO, 2000; MATHEW et al., 2007; GALLIOT; GHILA
2010; NACU; TANAKA 2011; SEIFERT et al. 2012). Um dos fatores que auxiliam na
regeneracdo de planarias, é a capacidade de se ajustar dinamicamente aos obstaculos
externos, a espécie detecta e se adapta aos tecidos que precisam ser substituidos ou
reparados (OWLARN; BARTSCHERER, 2016).

As planarias sdo facilmente reproduzidas em laboratério e estes pequenos
platelmintos tem se mostrado importantes para testes toxicoldgicos e regenerativos, como
bioindicadores de alteragdo ambiental (PAGAN, 2017). Eles sd0 um modelo popular em
estudos na biologia regenerativa, e de baixo custo. A planaria oferece vantagens sem
precedentes, por causa de um poderoso conjunto de ferramentas fisioldgicas,
comportamentais e bioldgicas, bem como uma populacdo adulta de células estaminais
acessiveis e abundantes.

Dartora, (2014) avaliou atividades anti-inflamatdria e antitlcera de polissacarideos
extraidos de folhas de erva-mate, onde o polissacarideo inibiu significativamente lesbes
gastricas induzidas por etanol em ratas. Neste sentido, o presente estudo destina-se a
utilizacdo da fracdo polissacaridica isolada de folhas de erva-mate no processo de

regeneracdo da Girardia tigrina, bem como descobrir a toxicidade desta fragdo na especie.

2.0 OBJETIVO E ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo tem como objetivo geral, avaliar o efeito da fracdo polissacaridica
isolada de folhas de erva-mate sobre a regeneracdo da Girardia tigrina, bem como investigar
sua possivel toxicidade sobre este organismo.

A dissertacdo apresenta uma introducdo geral, contendo informagdes conceituais
sobre o tema do trabalho e um capitulo apresentado na forma de manuscrito. O capitulo 1,
intitula-se “Efeito de fracdo polissacaridica extraida da erva-mate (llex paraguariensis St.-
Hil) na regeneracdo de planarias (Girardia tigrina Girard, 1850) ”. Este manuscrito foi

preparado conforme as normas da revista “Chemical Biology & Drug Design”.
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3.0 CAPITULO 1.

EFEITO DE FRACAO POLISSACARIDICA EXTRAIDA DA ERVA-MATE (llex
paraguariensis St.-Hil) NA REGENERACAO DE PLANARIAS (Girardia tigrina
Girard, 1850)

Regina Orso; Itamar Luis Gongalves; Edivania Navarini Bampi; Bruna Maria Saorin; Luiz

Ubiratan Hepp; Nessana Dartora; Silvane Souza Roman; Alice Teresa Valduga-
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Efeito de fracdo polissacaridica extraida da erva-mate (llex Paraguariensis St.-Hil) na
regeneracado de planéarias (Girardia tigrina Girard, 1850)

Regina Orso?; Itamar Luis Gon(;alvesb*; Edivania Navarini BampiC; Bruna Maria Saorind:;
Luiz Ubiratan Hepp?; Nessana Dartora®; Silvane Souza Roman; Alice Teresa Valduga?-
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e das Missdes, Erechim-RS, Brasil; d Programa de Po6s-Graduacdo em Engenharia de
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Campus Cero Largo, Cero Largo-RS, Brasil.

Highlights

- Polissacarideo de erva-mate na regeneracao

Resumo: O presente estudo avaliou a atividade regenerativa de uma fracdo do
polissacarideo extraido de erva-mate (llex paraguariensis St. Hil) usando planarias como
modelo (Girardia tigrina). A concentragdo de 10 mg/L, melhorou a regeneragdo da cabeca,
faringe e cauda da G. tigrina. Ao final de 30 dias, a 10 mg/L, as planarias obtiveram um
tamanho 22% -72% maiores que 0 grupo controle. As partes das planérias expostas a maior
concentracdo utilizada (60mg/mL), mostrou sinais de toxicidade, produzindo desintegracdo
de alguns organismos. Assim, a fracdo polissacaridica apresentou grande potencial para
melhorar a regeneracdo de segmentos das planarias, destacando seu potencial no uso em
regeneragéo de tecidos.

Palavras-chave: llex paraguariensis; polissacarideo; toxicidade; regeneracdo; planarias.

1.Introducéo

A erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil) é uma planta originaria da América do
Sul e é intensamente investigada devido a sua composicao fitoquimica (Valduga, Gongalves,
Magri, & Delalibera Finzer, 2019). Esta planta é consumida principalmente pela infusdo de
suas folhas e ha interesse em inserir seus extratos em varios alimentos, como o queijo (Faion
et al., 2015), chocolate (Zanchett, Mignoni, Barro, & Rosa, 2016), bebidas oxidadas (Molin
et al.,2014; Molin et al., 2011), iogurte (Preci et al., 2011) e outros.

Entre os metabolitos mais interessantes presentes em suas folhas estdo compostos
fenolicos (flavondides e acidos clorogénicos), metilxantinas (cafeina e teobromina) e
saponinas (Valduga et al., 2019). Nos ultimos anos, atengdo especial tem sido focada nos
metabdlitos primarios presente nas folhas de erva-mate e sua distribuicdo em diferentes
plantas de erva-mate (Valduga, Gongalves, Dartora, Mielniczki-Pereira, & Souza, 2016).
Entre os metabolitos primarios, os polissacarideos tém um papel metabdlico e estrutural
significativo nas plantas, estando envolvido no metabolismo da energia, bem como na
arquitetura estrutural da parede celular. Este grupo de biomoléculas é um material natural
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abundante, biocompativel e biodegradavel, além de possuir propriedades distintas como
hidrofilicidade, resisténcia mecanica e estabilidade. Também é o material de partida para a
fabricacdo de hidrogel. Hidrogéis a base de polissacarideos mostrou potencial na
cicatrizacdo de feridas e na engenharia de tecidos (Zhu et al., 2019). Polissacarideos como
alginato, celulose, quitosana e &cido hialurdnico séo aplicados em produtos farmacéuticos,
formulacdes para a cicatrizacdo de feridas infectadas, como foi comprovado em modelos
animais e ensaios clinicos (Ribeiro et al., 2020).

A investigacdo inicial do polissacarideo da fracdo de erva-mate comegou com o
isolamento e caracterizacdo de um ramnogalacturonano da extragdo aquosa de suas folhas
(Dartora et al., 2013). As investigagdes mostraram o efeito desse farmaco em sepse (Dartora
et al., 2013), lesdo gastrica em ratos induzida por etanol (Maria-Ferreira et al., 2013), efeitos
antimicrobianos e antioxidantes in vitro (Kungel et al., 2018).

Planérias sdo pequenos invertebrados platelmintos que vivem em ecossistemas de
agua doce (Stocchino, Sluys, Harrath, Mansour e Manconi, 2019). Este organismo € usado
em investigacOes ligadas a regeneracdo, devido a sua capacidade de produzir um organismo
novo e completo a partir de fragmentos (Wenemoser e Reddien, 2010). Tem sido utilizado
em estudos neurofarmacoldgicos concentrando-se principalmente no comportamento de
dependéncia de drogas devido & presenca de neurotransmissores (Baker, Deats, Boor, Pruitt
e Pagan, 2011; Pagan, 2017; Pagan, 2014; Pagan et al., 2008; Raffa, 2008), bem como em
investigacdes toxicoldgicas (Pagan, Coudron e Kaneria, 2009; Pagan, Rowlands e Urban,
2006; Van Huizen, Tseng e Beane, 2017) e monitoramento ambiental (Wu & Li, 2018). O
uso da planaria estd associado as suas vantagens Unicas, que incluem: (i) facil e barata
manutencdo em laboratdrio, (ii) maior niUmero de organismos em ensaios, possibilitando
resultados a serem obtidos, (iii) maior nimero de ensaios farmacol6gicos pode ser realizado
e (iv) o uso de um animal inteiro em vez da cultura celular (Pagan, 2017).

Apesar de existirem numerosos estudos farmacoldgicos sobre os efeitos dos extratos,
uma propriedade bioldgica pouco investigada é seu possivel efeito sobre regeneracdo de
tecidos. De acordo com 0 nosso conhecimento, ndo ha publicacfes que relatem a acao sobre
a cura. Considerando essa falta de dados na literatura e a capacidade especial de regeneracédo
encontrada em planarias, o objetivo da presente pesquisa foi investigar o efeito da fracdo de
polissacarideo isolada das folhas de erva-mate na regeneragdo das planérias.

2.Experimento
2.1 Planérias

As planédrias foram gentilmente doadas por Dra. Suzana Bencke Amato
(Departamento de Zoologia Universidade Federal do Rio Grande do Sul) e mantida em
recipientes retangulares de plastico medindo 30 x 15 x 10 cm com &gua deionizada e sais
inorgénicos (NaHCO3 0,024g / L; CaSO4 0,018 g / I; MgS0O4 0,030 g / L; e KCI 0,001g/L),
constituindo 1/3 do volume do destinatario. Os recipientes foram mantidos a 23°C no escuro
e as planarias foram alimentados com pequenos cubos de figado bovino uma vez por semana
durante 1,5 horas. Apos esse processo, os alimentos foram removidos e a solucdo ibnica
substituida.
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2.2 Extracéo da fracéo polissacaridica

O material vegetal foi coletado na cidade de Bardo de Cotegipe em janeiro de 2014
(Valduga et al., 2016). Folhas com peciolos foram coletadas de uma colheita homogénea a
pleno sol. As folhas foram secas a peso constante (teor de umidade inferior a 5%) a 35°C em
estufa com circulacdo de ar e depois foram triturados e peneirados (2mm). A fracao
polissacaridica foi isolada de acordo com a metodologia publicada anteriormente (Kungel et
al., 2018). As folhas (100 g) foram submetidas a extracdo aquosa (500mL) em um extrator
Soxhlet por um periodo de 6 horas. Os extratos foram evaporados para um volume menor e
maior peso molecular. Os componentes foram ent&o precipitados por adicdo de etanol frio (3
volumes) e separados por centrifugagdo (8000 rpm a 4°C x 20 min). Os sedimentos foram
entdo dissolvidos em agua, dialisados contra dgua da torneira por 48h para remover 0s
demais compostos de baixo peso molecular, produzindo uma fracdo bruta de polissacarideo.
Isso foi trés vezes congelado e descongelado em temperatura ambiente, produzindo
polissacarideos sollveis e fragcdes insollveis, que foram separadas por centrifugacdo como
descrito acima. A fracdo soltvel foi entdo liofilizada para obter a fracdo de polissacarideo
usada em ensaios biologicos. Posteriormente, a presenca de erva-mate fragdo de
polissacarideo foi confirmada por espectroscopia de infravermelho usando um ATR
espectrofotdbmetro Spectrum BXII ATR de Perkin Elmer.

2.3 Efeito da fracéo polissacaridica na regeneracao de G. trigrina

Planarias de tamanho semelhante foram anestesiadas previamente, colocando-as no
gelo e depois fragmentadas em trés partes: cabeca, faringe e cauda. Os fragmentos foram
dispostos em Placas de Petri com solugédo idnica previamente preparada e exposta a fracdo
de polissacarideo em concentracdes de 0,6 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L no primeiro ensaio, e ap0s
10 mg/L, 20 mg/L e 60 mg/L. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e foram
utilizados planérias expostos apenas a solugdo como controle. Todos os dias, durante 30
dias, todas as placas de Petri eram fotografadas. A area de cada animal foi medida usando o
software AxioVision SE64. O valor da area foi representado em pixels quadrados. Durante
os 30 dias de investigacao, todos os fragmentos foram alimentados uma vez por semana com
pequenas porgdes de figado bovino.

2.4 Andlise estatistica

Os valores médios da area corporal de cada ensaio foram plotados contra o tempo (t)
do experimento no software GraphPad Prism 6.0. Os valores médios da area corporal foram
comparados em t = 30 dias usando ANOVA seguido pelo teste de Tukey, considerando p <
0,05 como significativo.
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3 Resultados e discussao

A fracdo polissacaridica foi isolada com rendimento de 0,65% e correlacionada
perfeitamente com as bandas de absor¢do na regido infravermelha de dados publicados
anteriormente (Kungel et al., 2018). O espectro FT-IR da fracdo polissacaridica isolada das
folhas de erva-mate pode ser consultado em informacdes de suporte eletrdnicas (Figura S1).
Para o ensaio biologico, a area corporal dos planarias foi medida em fotos usando o
Software AxionVision SE64. A média dos valores da area foi plotada contra o tempo,
produzindo uma curva de crescimento para cada segmento e cada concentracdo. O efeito do
polissacarideo isolado de erva-mate na regeneracdo das planarias foi avaliado no primeiro
momento em concentragdes de 0,6 mg/L, 1 mg/L e 2 mg/L. Essas concentragdes ndo
produziram melhoria na regeneracdo nem efeitos toxicos nos organismos expostos (Figura
S2). Devido a falta de efeito nessas concentracdes, o ensaio foi repetido usando 10 mg/L, 20
mg/L e 60 mg/L de fracdo de polissacarideo. A cabeca das planarias expostas a um
concentracdo de 10 mg/L teve maior efeito no crescimento do que o controle, da mesma
forma com 20 mg/L e 60 mg/L, ao longo do tempo investigado. A 60 mg/L, vale ressaltar
que a &rea corporal foi menor que o grupo controle, indicando a presenga de toxicidade
produzida por concentracdes da fracdo polissacaridica nesses organismos. Em concentracfes
de 20 mg/L, a resposta foi semelhante ao controle, o que pode estar associado a presenca de
leve toxicidade. A partir de t = 10 dias, a por¢édo da cabeca apresentou crescimento linear.
As curvas de crescimento para as planarias expostas a fracdo polissacaridica estdo
representados na Figura la.

Considerando o crescimento da faringe (Figura 1b), pode-se observar que 10 mg/L e
20 mg/L produziram respostas semelhantes e melhoraram o crescimento se comparado ao
controle, enquanto 60 mg/L produziram uma resposta semelhante ao controle. Esta Gltima
descoberta pode estar relacionada ao leve toxicidade de 60 mg/L em planarias. A existéncia
da faringe, como estruturas anatémicas usadas para ingestdo de alimentos, pode ter
permitido que o crescimento da faringe iniciasse antes do crescimento da cabeca, como pode
ser observado no grafico (Figura 1b), onde o crescimento linear comeca em t = 5 dias. Nas
planérias, a faringe é considerada um 6rgdo autbnomo, com uma estrutura diferenciada, com
funcdo especializada e caracteristicas especificas associadas a sua regeneragao
(Kreshchenko, 2009).

Em relagdo a cauda (Figura 1c), foram encontrados menores efeitos da fragcdo
polissacaridica sobre o crescimento. Essa porcdo precisava de mais tempo que o
desenvolvimento da faringe. Quando comparado com a faringe, era necessario um tempo
maior para iniciar o crescimento. Portanto, cada segmento exigia quantidades diferentes de
tempo para detectar o trauma e ativar seu processo de reparo. O primeiro passo na
regeneracdo das planarias envolve contracdo muscular e epiderme extensdo da ferida, um
processo que leva ao fechamento da lesdo. Como resultado dessas mudangas, as células
identificadas como blastema sdo organizadas sob a epiderme e a substituicdo de segmentos é
iniciada (Wenemoser & Reddien, 2010). Esse mecanismo pode ser responsavel pela
diminuicdo do tamanho da ferida ou falta de crescimento observado nos primeiros dias apos
a lesdo. Isso foi também observaram que a ejecdo da faringe nos segmentos de cabeca e
cauda ocorre no primeiros dias apds a amputacao, sugerindo a existéncia de uma selecdo de
tecidos para reposi¢do durante o crescimento do corpo. Uma investigacdo sobre a farinfe das
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planérias de espécies Schmidtea mediterrénea relatou que a nova faringe ficou visivel 5-6
dias ap6s a amputacdo (Wenemoser & Reddien, 2010).
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Figura 1 - Perfil de regeneracdo dos fragmentos de cabeca (A) faringe (B) e cauda (C) de
planérias tratadas com a fracdo polissacaridica de erva-mate (10mg/L, 20mg/L e 60mg/L)

monitorados por 30 dias. Os dados apresentados sdo a média das medicOes realizadas em trés
experimentos.
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A maior concentracdo (60mg/L) produziu efeitos diferentes em cada segmento. Para
cabeca e cauda, essa concentragdo produzia curvas abaixo da curva de controle, enquanto
que para a faringe, essa concentracdo produziu um comportamento semelhante ao grupo
controle. Outro interessante aspecto observado ao investigar a diferenca de toxicidade da
fracdo de polissacarideo nos segmentos, era que a faringe era o Unico segmento em que a
perda do organismo era ndo observada, fato que ndo ocorreu nos ensaios com cabecga e
cauda.

Além disso, observou-se que, ao final da investigacdo (t = 30 dias), a concentracdo
de 10mg/L produziu planarias mais compridas que o grupo controle, independentemente do
segmento (veja a Figura 2). A concentracdo de 60mg/L ndo foi analisada na Figura 2 porque
0 experimento ndo foi finalizado em triplicado devido a mortes que ocorreram em algumas
repeticbes. O potencial de regeneracdo da amostra investigada pode ser melhor analisada
através do calculo da melhora na porcentagem da area corporal em relagdo ao controle apds
30 dias. Quando esta analise foi realizada para 10mg/L, as planérias originarias do segmento
da cabeca foram 54% maiores que o controle (Figura 2a). Resultados mais extensos foram
obtidos quando essa comparacdo foi realizada com organismos originarios da faringe, que,
apos 30 dias, eram 72% maiores que o grupo controle (Figura 2b). Este resultado é
mostrado na Figura 3, onde as planarias desenvolvidas a partir da faringe do grupo controle
é comparado com as planarias expostas a 10mg/L de polissacarideo apés 30 dias de
exposicdo. O menor efeito da fracdo polissacaridica foi observado na cauda, que apds 30
dias na concentragdo de 10mg/L produziu planarias 22% maior que 0 grupo controle
(Figura 2c). A concentragdo investigada mais promissora, capaz de para estimular o
crescimento, foi de 10mg/L para todos os segmentos (cabeca, faringe e cauda).
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Nﬂwuur:r- Nﬂmﬂﬂﬂ- % 10000
X X E
2 50004 2 5000 2 5000
0- 0- 0
C 10 20 C 10 20 C 10 20
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Figura 2 - Comparacdo da area corporal em planérias originarias da cabeca (A), faringe (B)
e cauda (C) ap6s 30 dias (t = 30 dias). * p <0,05 em relagdo ao controle segundo ANOVA seguido
pelo teste de Tukey.
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Figura 3 - Em (A) planéria originaria da faringe do grupo controle em t = 30 dias e em (B)
planaria originaria da faringe do grupo exposto a fracdo polissacaridica em 10 mg/ L em t = 30 dias.

Nossos resultados ddo suporte ao papel da fracdo polissacaridica da erva-mate no
reparo tecidual em planarias. Ramnogalacturonano isolado de erva-mate na dose de 10mg/kg
melhorou a taxa de sobrevivéncia de ratos com sepse, 0 que se comparou favoravelmente
com a dexametasona usada como controle nesta investigacdo. A investigacdo também
destacou que esta dose da fracdo polissacaridica inibiu a expressdo das enzimas
inflamatorias INOS e COX-2 em 29% e 32%, respectivamente (Dartora et al., 2013). O
efeito gastroprotetor contra lesGes induzidas por etanol em ratos, também foi investigado na
fracdo polissacaridica erva mate. A fracdo de polissacarideo a 10mg/kg produziu um
resultado semelhante ao dos ratos tratados com omeprazol 10mg/kg (Maria-Ferreira et al.,
2013). O mesmo material produziu atividade antioxidante no ensaio DPPH com um valor de
IC50 de 1,25mg/mL e atividade antimicrobiana contra varias cepas bacterianas e flngicas
(Kungel et al., 2018), que podem ajudar a explicar seu efeito sobre sepse (Dartora et al.,
2013). A seguranca deste composto foi demonstrada nas células PLP2 (figado), até a
concentracdo maxima testada (400mg/mL) (Kungel et al., 2018). As planarias tém sido
utilizadas em muitos estudos ligados a regeneracdo. No entanto, € dificil comparar
quantitativamente a regeneracdo entre animais tratados de maneiras diferentes (Adler,
Seidel, McKinney e Alvarado, 2014). Investigando o efeito de certos compostos na planaria
a regeneracdo € monitorada principalmente por imunocoloracdo de células ativas mitdticas
(Kreshchenko et al.,2008) e analise do tamanho de blastema usando microscopia de
contraste de luz (Ermakova, Ermakov, Tiras, & Lednev, 2009; Porfiriev et al., 2017). Nesse
contexto, a andlise digital de fotos para avaliagdo do crescimento corporal das planérias é
outro avancgo relatado em nossa investigacdo. Essa abordagem é amplamente utilizada em
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estudos toxicoldgicos, utilizando o nematdide Caenorhabditis elegans como alternativa
modelo animal (Gongalves et al., 2020).

O efeito de compostos estruturalmente diferentes foi avaliado no crescimento
planariano. Alguns estudos relataram um efeito negativo da indole no crescimento (Lee,
Williams, Levin & Wolfe, 2018), bem como uma melhoria no crescimento produzido pelo
neuropeptideo F (Kreshchenko et al., 2008). Além disso, verificou-se que a melatonina
reduz seletivamente a atividade mitética das células na regido anterior parte das planarias
(Ermakova et al., 2009). Entretanto, nossos resultados séo a primeira investigacao do efeito
de um polissacarideo isolado de plantas neste animal.

Conclusao

A fracdo de polissacarideo isolada das folhas de erva-mate a 10mg/L melhorou a
regeneracdo de planarias amputadas. Os organismos obtidos por tratamento com esta
concentracgéo, foi 22-72% maior que o grupo controle ao final de 30 dias. Uma concentragao
60mg/L mostraram efeitos toxicos em planarias, principalmente na cabeca e cauda. Estes
resultados mostram que a fracdo polissacaridica das folhas de erva-mate representa um uso
potencial no processo de regeneracéo tecidual.
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4.0 CONCLUSAO GERAL

A presente pesquisa teve como objetivo principal avaliar o efeito da fracdo
polissacaridica isolada de folhas de erva-mate na regeneracdo de planarias (Girardia
tigrina). Em todos os ensaios, a G. tigrina apresentou capacidade regenerativa apds injuria
por amputacdo. O polissacarideo na concentracdo de 10mg/L teve um efeito positivo na
regeneracdo de todas as porcbes da G. tigrina. A maior concentracdo utilizada, 60mg/L,
apresentou toxicidade nas por¢Oes de cabeca e cauda da G. tigrina, 0 mesmo nao ocorreu
nas porcdes medianas que tiveram seu crescimento similar ao teste controle. A porcao
mediana da planaria (faringe) teve um efeito regenerativo superior quando comparadas as
demais porgdes.

Em virtude destes achados, a fracdo polissacaridica isolada de folhas de erva-mate
pode ser utilizada também na engenharia de regeneracdo de tecidos, bem como, outros
trabalhos que possam explorar mais os beneficios da fracdo polissacaridica isolada das
folhas de erva-mate, desta forma, seriam pertinentes outros estudos que abordassem
questbes como:

e Estresse oxidativo do polissacarideo;

e Comportamento da G. tigrina, através da exposicao ao polissacarideo, se 0
animal quando exposto apresenta algum comportamento diferente (teste
ansiolitico e ansiogénico);

e Composicdo centesimal das planarias, para descobrir e detalhar em qual

mecanismo o polissacarideo agiu para aumentar a regeneracao.
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Figura S1 - Espectro de FT-IR (ATR) da fracdo de polissacarideo.
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Figura S2 - Perfil de regeneracdo dos fragmentos de cabega (A) faringe (B) e cauda (C) de planarias
tratadas com a fracdo polissacaridica de erva-mate (0,6 mg/L, 1 mg/L e 2 mg/ L) monitorados por
30 dias.



