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Resumo

A garantia de mensuracdo da citotoxicidade constitui um pardmetro crucial no uso de
plantas medicinais. Este estudo avaliou a atividade citotoxica in vitro de extratos de
folhas Terminalia sericea em células mononucleares do sangue periférico humano
(PBMCs) por dois métodos citometria e microscopia. As PBMCs de doadores saudaveis
foram expostas a concentra¢des variadas (1.95, 3.91, 7.8125, 15.625, 31.25, 62.5, 125,
250, 500,1000 pg/ml) por 24 horas. Foi usado o corante azul de tripano para a
microscopia ¢ Corante de Viabilidade Fixavel (FVS) para a citometria a fim de
determinar a viabilidade e inviabilidade das PBMCs humanas apos o tratamento com os
extratos. O extrato de Terminalia sericea apresentou baixa citotoxicidade para ambos os
métodos a microscopia (LC50=2,4) e citometria (LC50=2,2). Houve uma correlacdo
positiva e forte entre ambos os métodos submetidos na mensuragdo da citotoxicidade de
Terminalia sericea (r=0,97; p=0,001) ¢ uma boa concordancia na mensuragdo da
citotoxicidade pela citometria e microscopia (p=0,262; viés=-0,9).

Palavras-chave: Citotoxicidade, Terminalia sericea, PBMCs, Citometria, Microscopia



Abstract

Ensuring cytotoxicity measurement is a crucial parameter in the use of medicinal plants.
This study evaluated the in vitro cytotoxic activity of Terminalia sericea leaf extracts on
human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) by two methods cytometry and
microscopy. PBMCs from high donors were exposed to varying concentrations (1.95,
3.91, 7.8125, 15.625, 31.25, 62.5, 125, 250, 500,1000 pg/ml) for 24 hours. Trypan blue
dye was used for microscopy and Fixable Viability Dye (FVS) for cytometry to
determine the directiveness and nonviability of human PBMCs after isolation. The
Terminalia sericea extract showed the lowest level of cytotoxicity for microscopy
(LC50=2.4) and cytometry (LC50=2.2). There was a positive and strong testimony
between both methods submitted in measuring the cytotoxicity of Terminalia sericea
(r=0.97; p=0.001) and a good agreement in measuring cytotoxicity by cytometry and
microscopy (p=0.262; bias=-0, 9).

Keywords: Cytotoxicity, Terminalia sericea, PBMCs, Cytometry, Microscopy
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Lista de abreviaturas
FCNM- Faculdade de Ciéncias Naturais e Matematica

CISPOC- Centro de Investigacdo e Treino em Saude do Polana Canico
CIDE- Centro de Investigagdo ¢ Desenvolvimento em Etnoboténica
OMS- Organiza¢ao Mundial de Saude

FDA- Administracdo Federal de Drogas

PBMC- Mononuclear cells from peripheral blood /Células Mononucleares de Sangue
Periféric
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RPMI- Meio de cultura Roswell Park Memorial Institue;

pg- Micrograma

pL- Microlitro

mL- Mililitro

EtOH- Etanol

CO,- Didxido de carbono

°C - grau Celsius

h - Hora

pH- Potencial hidrogenionico

LC50- Concentragdo letal de 50%



1 Introducio
Desde tempos antigos, a populagdo humana tem utilizado as plantas medicinais como

agentes terapéuticos.

De acordo com a Organizagdio Mundial de Saude (OMS) e Kale et al., (2019),
actualmente cerca de 80% da populagdo mundial usa remédios extraidos de plantas
medicinais. Portanto, a avaliagdo da citotoxicidade desempenha um papel fundamental
na pesquisa farmacoldgica e na descoberta de novas terapias, fornecendo informagdes
cruciais sobre os efeitos potenciais de compostos em células vivas. Assim como,
garantir contagens precisas de células ¢ fundamental para a administracdo de dosagens
adequadas, evitando a ineficacia ou respostas autoimunes indesejados em pacientes

submetidos a tratamentos terapéuticos, (ABRAHAM et al.,2021;HUANG et al.,2021).

O Congresso dos Estados Unidos reconheceu-se a importancia da padronizacdo dos
métodos, conforme destacado no 21st Century Cures Act em 2016, para agilizar o
desenvolvimento, garantir a qualidade e facilitar a aprovagdo regulatoria de produtos de
terapia celular e genética, (SARATA, 2016). O workshop “Synergizing Efforts in
Standards Development for Cellular Therapies and Regenerative Medicine Products”
realizado pela FDA em 31 de marco de 2014, identificou a contagem de células ¢ a
garantia de medicdo de viabilidade foram identificadas como oportunidades para o
desenvolvimento de padroes, (JUDITH et al.,2018; LIN-GIBSON et al.,2018). Desde
entdo, a ISO publicou dois padroes de contagem de células, “ISO 20391-1:2018
Biotechnology — Cell Counting — Part 1: General Guidance on Cell Counting Methods”
e “ISO 20391-2:2019 Biotech nology — Cell Counting — Part 2: Experimental Design
and Statistical Analysis to Quantify Counting Method Performance”, que servem como
orientagdo para pesquisadores que trabalham na area de imunoterapia e terapia celular
adotiva, onde medicdes precisas, robustas ¢ de alta qualidade de contagem de células

sdo essenciais para produtos biologicos e celulares.

Embora a literatura ainda seja escassa em relacdo a estudos sobre a validagdo de
métodos de contagem de células em Mogambique, uma pesquisa entre 400
pesquisadores que trabalham com culturas de células animais revelou que 71% usam
camaras de contagem, também conhecidas como hemacitometros e microscopio, para
realizar calculos de densidade celular viavel e nio viavel, (CAMACHO-FERNANDEZ
et al.,2018).



Neste estudo, concentramo-nos em comparar a avaliacdo da citotoxicidade in vitro da
Terminalia sericea por meio de dois métodos principais: o método manual, que envolve
a observagdo direta e contagem manual de células, e a citometria de fluxo, uma técnica
automatizada que oferece analises rapidas e quantitativas. Busca-se também avaliar se
ambos os métodos sdo igualmente eficazes na detec¢do de efeitos citotoxicos da
Terminalia sericea, além disso, busca-se quantificar a concordancia entre os resultados
obtidos por ambos os métodos e considerar as implicagdes praticas dessas descobertas

para a pesquisa farmacoldgica e a avaliac@o da citotoxicidade.

1.1  Objectivos

1.1.1 Geral:
+ Avaliar a citotoxicidade in vitro de Terminalia sericea utilizando os métodos

Microscopia e citometria de fluxo
1.1.2 Especificos
+ Determinar a citotoxicidade in vitro da Terminalia sericea pela microscopia e

citometria de fluxo;

+ Correlacionar os resultados da microscopia e citometria de fluxo na mensuragao

da citotoxicidade in vitro de Terminalia sericea;

+ Verificar a concordancia entre a microscopia e citometria de fluxo na

mensuracao de citotoxicidade in vitro de Terminalia sericea.



1.2 Problematizacao
De acordo com Herrera et al., (2015) e ISO 20391-2 (2019), a mensuragdo da

inviabilidade/viabilidade celular é um pardmetro crucial para estudos baseados em
células. Esses estudos podem ser para diversos propdsitos, como a citotoxicidade, o
gerenciamento de culturas de células em pesquisa biologica, avaliagdo da poténcia e
eficacia da terapia baseada em células e controles em processo ou bioprocessos
industriais. Os avangos na instrumentacdo resultaram em uma ampla gama de técnicas ¢
instrumentos de contagem de células, tanto para contagens totais e/ou diferenciais de

forma precisa.

Dentre as técnicas de contagem de células viaveis e inviaveis desenvolvidos até o
momento no ambito da citotoxicidade, a contagem manual com microscopio optico tem
sido a técnica mais utilizado devido ao seu baixo custo e versatilidade. No entanto, a
contagem de células com essa técnia ¢ considerada sujeito a variagdo inter- observador.
As razdes para tal variagdo podem incluir, contar poucos quadrados e poucas células,
distribuicdo desigual de células na amostra ou nas camaras do hemacitometro (erro de

amostragem), Rubeai et al., (1997).

Nos ultimos tempos no mundo, com o surgimento de terapias baseadas em células
aumentou a necessidade da qualidade, robustez e validade das medi¢cdes da
inviabilidade/viabilidade celular, (LIN-GIBSON, SARKAR & ELLIOTT,2018). Sob
essa Optica, a ISO 20391-2 (2019), assinala a necessidade de determinar a precisdo e a
exatiddo de uma técnica utilizando uma abordagem de comparabilidade com uma

técnica mais estabelecida, padrao.

Em Mocambique, relativamente a microscopia, ndo existe uma informacdo especifica
(estudo) sobre a validagdo dessa técnica para a mensuragdo de células no ambito da
citotoxcidade. Dentro desta perspectiva surge a seguinte questdo: Serd que a técnica de
microscopia ¢ tdo eficaz quanto a técnica de citometria de fluxo no que concerne ao

teste de citotoxicidde in vitro?



1.3 Justificativa
Considerando a relevancia da contagem precisa do numero de células viaveis e ndo

viaveis na citotoxicidade in vitro, este trabalho tem o intuito de se aprofundar no tema e
gerar informacgdes relevantes para os ensaios da citotoxicidade. Em paises em
desenvolvimento, como Mogambique, recursos limitados podem dificultar o acesso a
tecnologias mais avangadas, como a citometria de fluxo. Portanto, a adogao de técnicas
de contagem celular mais acessiveis ¢ de baixo custo, como a contagem por
microscopia, pode ser crucial para incentivar e viabilizar a realizagdo de estudos de

citotoxicidade.

Ao validar a medigdo de citotoxicidade por microscopia, este estudo contribuird para a
consolidagdo de métodos alternativos, isso ¢ especialmente relevante em regioes onde a
disponibilidade de recursos e tecnologias de ponta ¢ limitada, podendo fornecer uma
abordagem eficaz para identificar plantas medicinais potencialmente toxicas garantindo
a seguranga ¢ a eficacia da medicina tradicional em comunidades onde o uso de plantas

medicinais ¢ difundido.

Esta pesquisa desempenha um papel importante na otimizagdo dos métodos de
avaliagdo de citotoxicidade e contribuindo para o avango da pesquisa cientifica em areas
como biologia celular, farmacologia e medicina tradicional, assim como informacgdes e

percepgdes importantes para o desenvolvimento de terapias mais seguras e eficazes.

Ao mensurar a citotoxicidade de Terminalia sericea, ¢ fundamental para geracdo de
informagdes importantes sobre uso seguro e consequente validacdo do uso tradicional
com base em evidéncias cientificas contanto o seu amplo uso pela populagdo em adulta

¢ em criangas como remédio de lua.



1.4 Questoes cientificas
+ Existe correlacdo entre microscopia e citometria de fluxo na mensuracao da

citotoxicidade in vitro de Terminalia sericea?
+ Serd que existe concordancia entre microscopia e citometria de fluxo na

citotoxicidade in vitro de Terminalia sericea?

1.5 Hipoteses
H;: Existe alguma correlag@o entre a microscopia e citometria de fluxo na mensuracao

da citotoxicidade in vitro de Terminalia sericea

Hy: Nédo existe nenhuma correlagio entre a microscopia ¢ citometria de fluxo na

mensuracao da citotoxicidade in vitro de Terminalia sericea

H,: Existe alguma concordancia entre a microscopia e citometria de fluxo na

mensuracao da citotoxicidade in vitro de Terminalia sericea

Hy: Nao existe nenhuma concordancia entre a microscopia e citometria de fluxo na

mensuracao da citotoxicidade in vitro de Terminalia sericea



2 Revisio de literatura
2.1 Aspectos taxonémicos da Terminalia sericea

2.1.1 Familia Combretaceae
Combretaceae ¢ wuma familia botanica da ordem Myrtales, que ocorre

predominantemente em areas tropicais e subtropicais. A familia apresenta uma ampla
distribuicdo das espécies incluindo arvores, arbustos e lianas distribuidas em
aproximadamente 20 géneros, dos quias o Combretum e Terminalia sdo mais
comumente distribuidas nas regides de Africa e Asia, (SOUSA,2010; BATISTA, 2011;
DUARTE,2021). Essa familia, apresenta folhas opostas, simples, estipulas ou vestigiais,
margem inteira, peninérveas, frequentemente concentrados no 4apice dos ramos,
ocasionalmente nectarios extra-florais. Inflorescéncia racemosa e¢ geralmente espiga.
Apresenta também flores geralmente pouco vistosas e bissexuadas, actinomorfas, mono

ou declamideas, geralmente com disco nectarifero, (SOUSA,2010).

Em paises dos continentes Africano e Asidtico muitas espécies da familia
Combretaceae pertencentes relativamente aos géneros Combretum ¢ Terminalia sdo
usadas na medicina popular para combater diversas doencas como malaria, infe¢des,
tosse, feridas, diarreia, inflamag¢des, e disenteria, (SOUSA,2010; SANTOS,2012;
HAIDARA et al.,2022).

2.1.2 Género Terminalia
O género Terminalia é o segundo maior género da familia Combretaceae apds o

Combretum, com cerca de 200 espécies de arvores e arbustos, sendo amplamente
distribuidas nas regides tropicais do mundo, (FAHMY, AL-SAYED e
SINGAB,2015;NAIR, ANJUM e TRIPATHI, 2018; RIBEIRO, LOIOLA e
SALES,2018). O nome genérico do género Terminalia ¢ derivado do latim Terminus,
que significa “ limite” referindo-se ao fato de as folhas aparecem nas pontas dos brotos.
As espécies desse género variam de arbustos a grandes arvores florestais deciduas

chegando em altura até 75 m de altura.

Conforme referéncia de FAHMY, AL-SAYED E SINGAB (2015) os membros do
género Terminalia sdo amplamente utilizados na medicina tradicional em varios
continentes do mundo para o tratamento de inimeras doengas incluindo distirbios
abdominais, infecgOes bacterianas, resfriados, dores de garganta, conjuntivite, diarréia,

disenteria, febre, lceras gastricas, dores de cabega, Doengas cardiacas, ancilumbante,



hipertensao, ictericia, hanseniase, sangramento nasal, edema, pneumonia e doengas de
pele.

2.1.3 Descricio botianica da planta Terminalia sericea

T. sericea (Fig.1) é uma espécie conhecida popularmente em Maputo como Gonono,
Miputua e Nkonola. Essa espécie é comum como arbusto ou arvore decidua, com cacho
de folhas prateadas crescendo até uma altura de cerca de 9 m na floresta, mas
isoladamente pode atingir 23m de altura, com casca marrom acinzentada que se

desprende em tiras, (VIRIATO,2013).

Conforme referéncia de NAIR, ANJUM e TRIPATHI (2018) ¢ ORWA et al., (2009), as
folhas sdo verde-azuladas, simples e alternadas, estritamente elipticas a estreitamente
abovadas-elipticas, dispostas em espirais ou cachos. Paralelamente sdo ovais com
margens inteiras e ambas as superficies revestidas de pélos prateados. A floragdo ocorre
principalmente em setembro-janeiro, colapsando com frutos com uma cépsula achatada
de duas asas, de cor rosada ou marrom-purpura, com cheiro desagradavel.

2.14 Ocorréncia ’

Segundo ORWA et al., (2009), a Terminalia sericea é endémico na Africa, cresce em
floresta aberta mista e em solos arenosos e distribui-se desde a Tanzania ¢ Republica
Democratica do Congo ao sul da Africa do Sul, Namibia, Botswana, Zimbabué, Angola,

Mogambique, Zambia, Malawi ¢ Tanzania.

Em Mocambique ¢é distribuida em todo o territorio do Rovuma a Maputo,

(VIRIATO,2013).

2.1.5 Descri¢cdo farmacologica
Em muitas partes de Africa, as raizes, casca de caule e folhas da Terminalia sericea sao

amplamente aplicados no sistema tradicional de medicamentos. E relatado que
diferentes partes da planta sdo utilizadas para varios fins terapéuticos. Informagdes
etnomédicas revelaram que a planta ¢ comumente usada para o tratamento de tosse,
infeccbes de pele, diabetes, diarreia e gonorreia, venéreas, disenteria, colica,
pneumonia, tosse, nariz entupido e insonia, tuberculose, esquistossomose, ciclo
menstrual, problemas de infertilidade e inflamagdes, (ORWA et al. 2009; NAIR,
ANJUM E TRIPATHI, 2018).



A triagem da literatura disponivel sobre a 7. sericea revelou numerosas atividades
biologicas em varios modelos in vivo e in vitro. As atividades biologicas incluiram
atividades antidiabética, antioxidante, antibacteriana, antifungica, antiviral, anti-

inflamatoéria, (FAHMY, AL-SAYED E SINGAB,2015).

Nome cientifico: Terminalia sericea (Nkonola)

Classificacao Sistemdtica
Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida
Ordem: Myrtales
Familia: Combretaceae
Género: Terminalia
Espécie: Terminalia

sericea

Figura 1: Terminalia sericea, Planta (A) e Folhas e fruto (B).

Fonte: Fonte: https://wildflowernursery.co.za/indigenous-plant-database/terminalia-sericea/

2.2 Metabolitos Secundarios de plantas
As plantas produzem uma grande variedade de compostos organicos que parecem nao

desempenhar um papel vital para crescimento e desenvolvimento, mas sim sdo
importantes na interagdo entre a planta e seu ambiente, sendo conhecidas como

Metabolitos secundarios, (LIMA,2015).

Metabolismo secundario de plantas é o conjunto de processos metabdlicos que originam
compostos que ndo possuem distribuicdo universal nos vegetais, por ndo serem
necessarios a todas as plantas. Assim sendo, sdo responsaveis pelas relagdes entre o

individuo e o ambiente onde eles encontram-se actuando como agentes:

+ De defesa para combate de organismos patogénicos, insectos fitofagos e
herbivoros predadores;
+ Capazes de atrair animais polinizadores ¢ dispersores de sementes, provendo

assim a perpetuacdo de uma dada espécie.



De acordo com TAIZ & ZEIGER (2004 apud LIMA,2015) os metabdlitos secundarios
podem ser divididos em trés principais grupos quimicamente distintos: terpenos,
compostos fenodlicos e compostos nitrogenados sendo varios destes metabolitos ja
descritos na Terminalia sericea como € o caso de:

2.2.1 Terpenos

Os terpenos ou terpenodides constituem o maior e mais diversificado grupo de
metabolitos secundarios, estando presentes amplamente nas folhas, flores e frutos. Sdo
derivados do elemento estrutural isopreno (C5) (Fig.2) e sdo classificados em
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) ¢
tetraterpenos (C40) e politerpenos (+ C40), (NEVES & CUNHA,2015; NISSAR et.
al.,2018).

Alguns terpenos possuem fun¢do bem caracterizada no crescimento e desenvolvimento
vegetal, podendo ser considerados em alguns casos como metabdlitos primarios ao
invés de secundarios (BERGAMASCHI, 2010). Os terpenos também sdo toxicos para
muitos parasitas e herbivoros, exercendo assim um importante papel de defesa do reino

vegetal.
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Figura 2: Estrutura basica dos terpenos

Fonte:https://oetnobotanico.wordpress.com/2015/05/08/este-quimico-sou-eu-a-borracha-e-

outros-metabolitos-secundarios/

2.2.2 Alcaloides
Sdo compostos nitrogenados que possuem em sua estrutura o nitrogénio (Fig.3). Os

alcaloides constituem uma familia com mais de 15000 metabolitos secundarios
nitrogenados, sintetizados a partir de aminoacidos (lisina, tirosina e triptofano). Sua
estrutura quimica ¢ composta de atomos de carbono e nitrogénio, tendo em seu anel
heterociclico um atomo de nitrogénio (BERGAMASCHI, 2010). Esses compostos

podem ser encontrados em toda a planta ou, as vezes, em uma parte especifica da planta



atuando na defesa das plantas contra os parasitas e herbivoros. Assim como tem
despertado um grande interesse devido as suas propriedades medicinais apesar de

apresentarem um alto grau de toxicidade, (BERGAMASCHI, 2010; KAUSHIK,2021).

MORFINA

Figura 3: Estrutura quimica de alguns alcaloides

Fonte: NEVES & CUNHA,2015

2.2.3 Compostos Fenolicos
Os compostos fendlicos sdo substidncias que possuem anel aromatico com um ou mais

substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais, os quais sdo originados do
metabolismo secundario das plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reprodugdo. Os
compostos fenolicos ou polifendis contribuem para as propriedades antioxidantes e sensoriais
(cor, aroma, adstringéncia) dos vegetais. Essas substincias estdo envolvidas na adaptagdo a
condicdo de estresses ambientais, seja na defesa contra a radiagdo ultravioleta ou agressdo por
patogenos, (LIMA,2015; HOLANDA,2017). Segundo TAIZ E ZEIGER (2004 apud
LIMA,2015), os fenois vegetais constituem um grupo quimicamente heterogéneo, com
aproximadamente 10.000 compostos, dentre eles, destacam-se os flavonoides, fendis simples,

cumarinas, taninos e antraquinonas

2.2.4 Flavonoides

Os flavonoides sdo metabolitos secundarios de baixo peso molecular ubiquamente
presentes nas plantas, abrangendo mais de 10.000 estruturas. Eles representam a classe
mais comum ¢ amplamente distribuida de fendlicos de plantas. Esses possuem 15
carbonos (Fig.4) dispostos em dois an€is aromaticos conectados por uma ponte de trés
carbonos. Os flavondides sdo classificados em diferentes grupos, principalmente com
base no grau de oxidagdo dos trés carbonos ponte sendo chalconas, flavonas, flavonois,

flavandiois, antocianinas e proantocianidinas, (NISSAR et. al.,2018).
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Figura 4: Estruturas basica de Flavonoides

Fonte: https://www.infoescola.com/bioquimica/flavonoides/

2.2.5 Taninos
Taninos sdo polifendis encontrados principalmente em folhas, casca e madeira de

plantas, sdo soluveis em 4gua, com pesos moleculares geralmente entre 500 e 3000
Daltons (Mangan, 1988 citado por CORDAO et al. 2010) e com a habilidade de formar
ligagcdes com e precipitar, varios tipos de proteinas, aminoacidos e polissacarideos. Os
taninos sdo classificados em hidrolisaveis ¢ condensados (Fig.5) com base na sua

estrutura quimica e propriedades, (NISSAR et. al.,2018).

(a)

- HO
Cc=0
HO OH
0=|c HO | OH I OH
OH OH HO

leucoantocianidina
acido hexadihidroxifénico.

Figura 5:Taninos hidrolisaveis (a) e Condensados (b)

Fonte: http://www.faacz.com.br/repositorio de tccs/.pdf

2.2.6 Cumarinas
A cumarina ¢ um composto quimico organico perfumado da classe quimica benzopirona

(Fig.6), que ¢ uma substancia cristalina incolor em seu estado padrdo (Raj et al., 2015
citado por MATHEW,2016. Na perispectiva de SANTOS, SIQUEWIRA & FILHO
(2013) a cumarina ¢ um principio ativo natural que pode ser encontrado em diversas
plantas principalmente nas familias, como na Fabaceae, Lamiaceae, Asteraceae, sendo

em concentragdes abundantes nos frutos, sementes ¢ raizes.
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Figura 6: Estrutura basica das cumarinas

Fonte: SIMOES et. al.,2017

2.3 Defini¢oes
Citotoxicidade pode ser conceituada como a capacidade que uma substancia possui de

inibir a proliferacdo celular ou causar danos e lesdes as células, que as levam a morte

celular,( SUDEEP et.al.,2017).

Viabilidade celular ¢ definida como o numero de células sauddveis em uma amostra e
a proliferacdo celular ¢ um indicador vital para compreender os mecanismos em acdo de
certos genes, proteinas e vias envolvidos na sobrevivéncia ou morte celular apos

exposicao a agentes toxicos, (ADAN, KIRAZ & BARAN, 2016).

2.4 Técnicas de mensurac¢io de Citotoxicidade
Como a grande maioria das técnicas analiticas, também a contagem de células foi

sofrendo evolugdes ao longo dos tempos, desde métodos unicamente manuais a

métodos cada vez mais automatizados e expeditos.

De acordo com RODRIGUES (2011), de uma forma geral, a contagem de células no

ensaio de citotoxicidade pode ser efectuada, por:

+ Microscopia;

4+ Citometria de Fluxo;

+ Espectofotometria;

4+ Impedancia eléctrica;
2.4.1 Citometria de fluxo
A citometria de fluxo ¢ um método para medicdo qualitativa e quantitativa de células e
outras particulas em suspensdo, submetidas a um fluxo, (ALFONSO ¢ RUBEAIL_2011;
ROCHA, 2019). Dentro desta 6tica CARVALHO, RIBEIRO e FERRAZ (2010)

afirmam que a medicagdo da qualidade ¢ relativa ao tamanho das células, granularidade
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relativa ou complexidade interna (DNA, RNA, actividade enzimatica, produgdo de

citocinas, ions).

De acordo com RODRIGUES (2011), a primeira citometria de fluxo foi projetada como
um simples contador de células, mas aplicagdes de citometria de fluxo de dois
parametros foram desenvolvidas imediatamente. Portanto a citometria de fluxo ¢ uma
técnica amplamente utilizada na andlise de células e particulas em varias areas da
pesquisa biomédica. Seu desenvolvimento ao longo dos anos remonta a década de 1950
e foi marcado por avangos tecnologicos significativos. As raizes da citometria de fluxo
remontam a 1934, quando Andrew Moldavan desenvolveu um sistema inicial para
contar células usando um detector fotoelétrico. Posteriormente, em 1948, Wallace
Coulter inventou o contador Coulter, que permitiu a contagem de células com base na
impedancia elétrica. O uso de corantes e fluorescéncia foi introduzido nos anos
seguintes, permitindo analises mais complexas de células e particulas. Desde entdo, a
citometria de fluxo tornou-se uma ferramenta indispensavel em aplicagdes clinicas,
diagndstico de doengas, pesquisa de células-tronco, andlise de DNA e muito mais,

(BRAGA et al.,2016; VEMBADI at al.,2019)

2.4.2 Principio Basico
O principio basico da citometria baseia-se no citometro fluxo (Fig.7) e resume-se no

emprego de uma radiagdo laser direcionada, que excita fluorocromos presentes nas
células, através das quais pode-se interpolar informagdes biologicas, moleculares e/ou

quimicas das células em suspensdo, (BECTON e DICKINSON, 2002).

Assim sendo as células entdo marcadas sdo transportadas e protegidas por um fluxo
hidrodindmico continuo (solugdo salina), que acomoda as mesmas, de forma que
individualmente sejam interceptadas pelo laser. Ao ser excitado pela radiagdo do laser, o
fluorocromo emite luz, que dependendo do comprimento de onda, possui uma cor
caracteristica. Os sistemas oOticos (espelhos) e eletronicos, coletam, filtram e convertem
em pulsos elétricos os pardmetros de dispersdo de luz e fluorescéncia emitidos. A
aquisicdo destes pardmetros se da através de um sistema computacional especifico,
permitindo ainda que o usuério interaja com o citdmetro e controle as fungdes da
mesma. A seguir, os pulsos elétricos sdo convertidos em dados digitais ou analdgicos,
enviados a um computador e avaliados em software especifico capaz de reproduzir

através de graficos mono e biparamétricos, informacdes fisicas, quimicas e biologicas
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de cada célula, em funcdo da intensidade de fluorescéncia e da luz dispersada,

(BECTON e DICKINSON, 2002; CARVALHO, RIBEIRO e FERRAZ, 2010)
Vantagens:

+ Rapidez e confiabilidade na medigao de viabilidade;

Desvantagens:
+ Complexidade do instrumento;
+ Alto custo de manutengdo.

Figura 7: Citometro de fluxo (BD FACS Canto II)
Fonte: Autora, 2023

2.4.3 Microscopia com hemocitometro
De acordo com Rubeai et al (1997) e Kummrow (2012) a microscopia com

hemocitometro constitui uma técnica cldssica e versatil que permite avaliar
qualitativamente as células usando diferentes técnicas de coloragdo de acordo com a

finalidade das analises.

Historicamente, a microscopia Optica teve seu inicio com o trabalho do holandés
Antony van Leeuwenhoek, no inicio do século XVII especificamente no ano de 1674 o
que promovendo uma verdadeira revolucdo na ciéncia médica, (Braga et al.,2016).

Nessa época 0 microscopio era um instrumento rudimentar, de pequenas dimensoes,
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composto por um suporte da amostra, um tradutor da amostra, um botdo de foco, por
unica lente de vidro. Contudo, o instrumento possibilitou a ampliagio de
aproximadamente 300 vezes, com o qual observou-se pequenas estruturas
micrométricas (células), de resolucdo variavel entre um a dois micrémetros, com

moderada nitidez.

Posteriormente, Robert Hooke aperfeicoou o microscopio de Leeuwenhoek, com a
criagdo do primeiro microscopio composto por duas lentes, que permitiu melhor
ampliacdo da imagem. Embora os estudos conduzidos por Leeuwenhoek e Hooke
tenham contribuido para as primeiras descobertas no campo da biologia celular,
somente em 1856, com a descoberta do primeiro corante sintético, a anilina roxa, por
William Henry Perkin, houve um avanco significativo na analise de células. Finalmente,
em 1870, Paul Ehrlich comegou utilizar corantes em suas amostras, o que permitiu a
distingdo entre diferentes tipos de células brancas. A partir dessa descoberta, a analise

celular foi acrescido ao microscopio e aos corantes sintéticos.

Depois que o hemocitdometro foi inventado por Louis Charles Malassez em 1874 e
melhorado significativamente por Karl Burker (1872-1957) possibilitou amplamente a
investigacdes de doencas como a maldria a partir da analise clinica das células e
diagndsticos foram determinados pela enumerag@o de células, assim como realizagdo de
estudos envolvendo células, (GREEN ¢ WACHSMANN-HOGIU, 2015; VEMBADI et
al.,2019).

2.4.4 Principio basico
Entre os métodos de contagem de células viaveis bem conhecidos e desenvolvidos até

agora, a contagem manual com um hemocitdmetro ¢ microscopio optico (Fig.8) tem
sido 0 método mais comumente usados para determinar o nimero de células e avaliar a

viabilidade em uma populagéo de células, (KIM et al.,2011; Herrera et al.,2015).

A suspensdo de células ¢ arrastada para as camaras por agdo capilar entre a grade do
hemocitometro e a lamela, formando uma camada fina. Usando o contador manual,
conta-se as células vivas/mortas nos quadrantes dos cantos. De uma forma geral, neste
método utiliza-se uma suspensdo diluida da amostra a analisar que vai ser colocada na

camara de contagem de Neubauer e observada ao microscopio.

O principio basico da microscopia baseia-se na reflacdo da luz direcionada sobre a

amostra, ao chegar na amostra, ela ¢ absorvida e posteriormente refratada e concentrada
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na objectiva formando uma imagem ampliada que pode ser vizualizada pela ocular e
consequente enumeracdo de células dentro de um numero especifico de campos
microscopicos pela coloragdo seletiva de células mortas geralmente com azul de tripano,
(ASBC,2011; Riss et al., 2019).

Vantagens:

+ Simplicidade do método;

+ Baixo custo e versatilidade
Desvantagens
+ Altamente propenso ao erro de amostragem (distribuicdo desigual de células na

amostra ou nas cdmaras do hemocitometro);
'4- Altamente trabalhoso e lento ao lidar com um grande nimero de culturas;

+* Sujeita a erros de contagem (~10%)

Figura 8: Microscopio 6ptico e Camara de Neubauer/ hemocitémetro

Fonte: Autora, 2023.
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3 Metodologia
3.1 Caracterizacdo da area de estudo

CITY OF MAPUTO

MATOLA KaMubukwana

Y KaMavota

maport 4

* Nikamankulu

é».._ Maputo city

Distrito Municipal KaMaxaquene

Figura 9: Representacdo da area de estudo

Fonte: Autora, 2023.

O Distrito Municipal KaMaxakeni é um dentre os sete distritos municipais que
estruturam as unidades orgénicas do Municipio de Maputo, definidas pelo Estatuto

Organico dos Servicos Técnicos e Administrativo do Municipio, aprovado pela
Resolugdo n.° 50/AM/2020 de 15 de Dezembro.

O distrito encontra-se localizado numa zona de confluéncia de trés distritos municipais,
apresentando como limite norte o Distrito Municipal KaMavota, pela Av. Das FPLM,
sul pelo Distrito Municipal KaMpfumu, na Av. Marien Ngouabi e Joaquim Chissano,

oeste com Distrito Municipal Nhlamankulu, na Av. De Angola e a este pela Av.

Marginal e a Praia, na zona do Clube Naval, (UAQUESSA,2016; CHIBAMO, 2021).

O distrito ocupa uma superficie de 19,9 km?, com uma populac@o estimada em cerca de
222.756 habitantes por Km? nos quais neste universo podemos encontrar 109.528

homens e 113.228 mulheres e em termos de agregado familiar temos um universo total

de 84380, (UAQUESSA,2016).
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3.2 Tipo de pesquisa
A presente pesquisa € quantitativa a qual fez-se a avaliagdo quantitativa de citotoxidade

de Terminalia sericea, pela mensuragdo de morte celular em linhagem celular de PBMC
apos o tratamento com o extrato, assim como a quantificacdo da concordancia entre os
resultados obtidos por ambos os métodos microscopia, citometria de fluxo e posteriores
inferéncias estatisticas, seguindo a perspectiva de SCHNEIDER (2013), o qual afirma
que a pesquisa de caracter quantitativa constitui uma pesquisa na qual o investigador
coleta e analisa dados, integra os resultados e faz inferéncias usando abordagens

quantitativos/ numéricos no estudo/investigagao.

3.3 Populacio/amostra
Fazem parte da populagdo em estudo os pacientes doadores de sangue para o isolamento

de células para a mensuragdo da citotoxicidade de Terminalia sericea, tendo sido
escolhidos utilizando o método de amostragem ndo probabilistica por conveniéncia na
qual visa selecionar aqueles individuos que atendem aos critérios de uma populagéo-
alvo e em melhores condi¢des de acessibilidade, (FONTELLES,2012). Com base nesta
afirmativa, os pacientes que fazem parte da amostra foram selecionadas utilizando como
critérios aceitabilidade pela assinatura do consentimento, saudaveis, sem historico de

doenga cronica ou doenga autoimune.

3.4 Material e Métodos
Tabela 1: Lista dos materiais usados

Analise Materiais Reagentes

Ensaio de citotoxicidade Tubos de falcon de 15 ¢ 50, Tubos FBS, PBS, DMSO, RPMI-
de Leucosep, Micropipetas, Pipetas 1640, Ficoll, Trypan Blue,
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serologicas de 10ml, Criovials, Fixable viability Stain, Etanol

Garrafas de cultura, Papel de filtro, a70%
Pontas, Balanca, Camara de

Neubauer ou hemocitémetro,

Microscopio optico, Laminulas,

Contadores manuais, Tubos de Facs,
Citometro de fluxo, Eppendorfs,

papel de lentes



3.5 Obtencao do extrato das folhas
Os extratos liofolizados da folhas de Terminalia sericea foram preparados no Centro de

Investigacdo e Desenvolvimento em Etnobotanica (CIDE), onde as plantas foram
colhidas no distrito de Matutuine . Apds a recepgdo dos extratos, eles foram diluidos em
DMSO a uma concentragdo de 0,5% (100mg —— 1ml), em seguida, divididos em
aliquotas de 300 pl ja codificadas com nome da planta, concentracdo, parte da planta e
data de preparacao . Essas aliquotas foram armazenadas a uma temperatura de -80°C no
CISPOC até o momento de sua utilizacao.

3.6 Consideracdes éticas, colecta de sangue e isolamento das células PBMC

Para a presente pesquisa, utilizou-se uma linhagem de Células Mononucleares do Sangue
Periférico Humano (PBMCs). Esta pesquisa foi realizada de acordo com a aprovag@o do
comit¢ de Bioética com o numero de referencia 84/CNBS/22 para estudos de
citotoxicidade desenvolvidos no Laboratério de Centro de Investigagdo e Treino em

Satde da Polana Canigo (CISPOC) onde o ensaio foi realizado.

A colecta de sangue periférico foi realizada por profissionais capacitados, utilizando-se
seringas esterilizadas e descartdveis. Para tanto, o sangue foi colhido em um voluntario
saudavel Anexo IV e V, sem historico de doenga cronica ou doenga autoimune em tubos
de heparina (Vacuette) e as células monoclonais foram obtidas seguindo a técnica de
gradiente de concentracao (Ficool-Paque) cnforme descrito por Bicalho e colaboradores

(1981 apud ESPINDOLA, 2016).

As células PBMC foram isoladas a partir de uma amostra de 20mL de sangue heparinizado
acrescida de 20 mL de PBS (GIBCO). Essa mistura foi colocada em um tubo de Leucosep
(Fig.10) com 10mL de Ficoll-Paque (CYTIVA) e submetida a centrifugacdo 800xg por
30minutos a 25 °C. Em seguida, a regido intermediaria entre hemacias e o soro,
correspondente ao anel de células PBMC foi aspirada e adicionada a um terceiro tubo
(falcon de 15mL) e teve seu volume completado com PBS para duas sessoes de lavagens a
400xg por 10 min cada. Apds as lavagens o sobrenadante foi descartado e o pallet de
PBMC foi ressuspendido em 5Sml de PBS e posterior contagem no Sysmex. Posteriormente
a contagem, o volume de PBS foi completado para mais uma sessdo de centrifugagdo a
400xg por 10min, o sobrenadante foi descartado e o pallet foi suspensa CPS
(FBS+DMSO) ajustando-se o volume final volume de 10 X 10° células em 1mL, as quais

foram armazenadas no -80°C e posteriormnte no nitrogénio liquido.
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Figura 10: Esquema resumido do isolamento de células PBMC’s.
Fonte: Autora,2023.

3.7 Determinacio da citotoxicidade in vitro da Terminalia sericea pela
microscopia e citometria de fluxo

3.7.1 Cultura de células
A linhagem PBMC foi descongelada e cultivada em meio RPMI 1640 (BIOCONCEPT)

suplementada com 10% de FBS (GIBCO) a uma temperatura de 37°C em atmosfera de
5% de CO,. As células (670 pl/pogo) foram semeados em triplicata nos eppendorf a

uma concentracdo de 5 X 10° células/pogo e incubadas num periodo de 24horas.

3.7.2 Ensaio de citotoxicidade
A citotoxicidade da Terminalia sericea foi avaliada em PBMCs in vitro usando como

colorimetro o Trypan Blue Stain para microscopia ¢ Fixable Viability Stain (FVS) para
citometria de fluxo, (POTESTA et. Al.,2019). O Fixable Viability Stain ¢ um marcador
reactivo a amina usado para discriminar células viaveis de ndo-viaveis de mamiferos
usando como base a intensidade da fluorescéncia. O reagente liga-se covalentemente a

superficie celular ¢ aminas intracelulares resultando numa coloragdo fraca para
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membranas ndo permeaveis (células viaveis) e uma coloragdo intensa para membranas
permeéveis (células invidveis). E o Trypan Blue Stain ¢ um corante azul de exclusiao
usado para colorir seletivamente células viaveis de ndo-viveis de mamiferos com base
no comprimento de onda do feixe de luz. O reagente ndo ¢ absorvida por células
viaveis, mas que cora as células com uma membrana celular danificada, células ndo
viaveis

O procedimento

Dia 0

1. Removeu-se o vial de células do nitrogénio liquido e limpa-lo com alcool 70% ¢
levou-se rapidamente para o congelador de -80 °C por 30 minutos;

2. Ligou-se o Banho-Maria, adicionou-se a agua destilada limpa e definiu-se 37°C,
assim que atingiu 37°C iniciou-se o trabalho;

3. Pipetou-se 10 ml de R20 (RPMI, suplementado 20% FBS) num falcon de 15ml
com uma pipeta seroldgica estéril;

4. Levou-se os falcon de R20 (ponto 3) e coloco-se no banho-maria a 37 °C para
estabilizacdo do pH por, 10 minutos

5. Removeu-se o vial do congelador levou-se ao banho-maria a 37 °C e submergiu-
se com cuidado com ajuda de pinga, esperou-se até que o conteudo descongele
sem ultrapassar 2 minutos. Fez-se apenas um criovial de cada vez;

6. Limpou-se o vial com alcool 70% e com uma pipeta de pasteur estéril,
transferiu-se 0,5 ml do R20 pré-aquecido do falcon de 15 mL para a amostra no
criovial descongelado, vagarosamente e por gotejamento;

7. Misturou-se o conteudo pipetando lentamente para cima / para baixo 3 a 5 vezes
com a pipeta de pasteur, transferiu-se toda a suspensdo celular para o falcom o
restante R20 pré — aquecido;

8. Homogeneizou-se delicadamente para a distribuicdo uniforme das células e
levou-se a centrifugacdo a 400 xg 10 min;

9. Decantou-se o sobrenadante, soltou-se as células com leves batidas nas laterais
do falcon e ressuspendeu-se o pallet com 10 ml de R10 (RPMI, suplementado
10% FBS);

10. Levou-se o falcon novamente para a centrifugacdo a 400 xg 10min;
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

Dia 1

Decantou-se o sobrenadante e soltou-se as células com leves batidas nas laterais
do frasco, ressuspendeu-se o pallet com 4ml de R10 (RPMI, suplementado 10%
FBS);

Usando uma pipeta transferiu-se 200 pl da mistura de células e levou-se ao
sysmex (XN-550) para a contagem;

Calculou-se o numero de células presentes multiplicando o valor da
concentracdo obtida na contagem com o volume de ressuspensao;

Transferiu-se o contetdo do falcon para a garrafa de cultivo ja codificado (n° de

células, participante, volume e data);

Acrescentou-se 25ml de R10 (RPMI, suplementado 10% FBS) na garrafa de
cultivo;
Incubou-se a garrafa de cultivo a 37 © C com 5% de CO, por 24 horas para

permitir que as células se liguem a garrafa, e sem fechar totalmente a tampa da

garrafa de cultivo para permitir a recepcao CO,.

Retirou-se a garrafa de cultivo da incubadora e homogeneizou-se delicadamente
a cultura para distribuir uniformemente as células;

Transferiu-se 200 pl para o tubo ensaio ¢ levou-se ao sysmex para a contagem
confirmatoria;

Calculou-se a quantidade estimada de células presentes, multiplicando o valor da
concentracdo de células obtida pelo volume total presente na cultura;
Calculou-se o numero total de células necessarias para os 36 pogos (n° total de
células necessarias = 500 mil/pogo x 36 pogos);

Subtraiu-se o valor do nimero total de células presente pelo nimero total de
células necessarias para o experimento e retirou-se o excesso;

Dividiu-se o volume da ressuspensdo restante pelo nimero de pogo necessario
para o experimento (36), multiplicou-se o valor obtido por 1000, para a
conversao do volume em pl ;

Rotulou-se 10 eppendorfs em triplicado com as seguintes concentragdes:

1000 pl, 500 pl, 250 pl, 125 ul, 62.5 pl, 31.25 pl, 15.625 pl, 7.8125 pl, 3.91 pl,
1.95 ul;
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+ Rotulou-se também 1 eppendorf para controlos, (Unstimulated) em triplicado e 1

eppendorf para Unstain em triplicata;

+ Distribuiu-se 5 X 10° células para cada um dos eppendorfs;

+ Centrifugou-se as amostras a 600 xg por 5 minutos;

+ Retirou-se sobrenadante e soltou-se as células com leves batidas nas laterais dos
eppendorfs;

+ Para inser¢do dos extratos pegou-se um vial da solucdo stock preparado pela

dissolugdo de 100mg do extrato a 1ml de DMSO (100mg/mL) e filtrado usando
um filtro com 45 pl didmetro;

+ Rotulou-se 9 eppendorfs de S1-S9 e adicionou-se 100 uL. de DMSO nos 9 viais
eppendorf para preparacdo de diluicdes seriadas do extrato stock de Terminalia
sericea (S0).

+ Transferiu-se 100 pl. do extrato SO para o primeiro Eppendorf SI,
homogeneizou-se e depois descartou-se a pontas. Transferiu-se 100 ul da Sl
para o proximo eppendorf e assim sucessivamente até S9 obtendo assim 10
concentracdes diferentes;

+ Rotulou-se igualmente 10 eppendorfs cada um deles em triplicado com as
concentragdes: 1000 ul, 500 ul, 250 pl, 125 ul, 62.5 pl, 31.25 ul, 15.625 pl,
7.8125 pl, 3.91 pl, 1.95 pl;

+ Preparou-se 14 ml de R10 (RPMI, 10% FCS) e alicotou-se 297 ul de em cada
eppendorfs codificados no ponto anterior;

+ Pipetou-se 3 pl de cada uma das concentragdes (S0-S10) para 297 ul de R10
(RPMI, 10% FBS) em cada um dos eppendorfs e vortexou-se;

+ Da solucdo resultante (no ponto 18), alicotou-se 200 pl a cada eppendorf ja
contendo células (ponto 12);

+ Para os eppendorfs de Controlo o Unstimulated e Unstain adicionou-se apenas
200 pl de R10;

+* Incubou-se os tubos por 24 h a 37 °C a 5% de CO2, sem fechar totalmente as

tampas dos eppendorfs para permitir a entrada de CO2 .

3.7.3 Mensuracio da citotoxicidade por Microscopia
A mensuragdo de células por microscopia foi feita usando a camara de Neubauer

(HAUSSER SCIENTIFIC. HORSHAM, PA 19044) e microscopio 6ptico (OLYMPUS
CX23) com ampliagdo de 40X. A exclusdo do azul de tripano foi usado para a

viabilidade. Assim, 50 pl da amostra foram misturados com 50 pl de azul de tripano a
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0,4% pipetando suavemente e, em seguida 10 pl da mistura foram carregadas para uma

das camaras do hemocitometro e fez-se a contagem de acordo a concentragdo e réplica

(Anexo I).

Procedimento

+

+ + =

Retirou-se as amostras da Incubadora e aliquoto-se 100 pl de cada concentracdo
nos tubos de Facs Counter respectivamente ja codificadas, da concentragdo
maxima de 1000 pg/ml— 1,95 pg/ml;

O volume restante nos eppendorfs foi utilizada para a leitura no microscopio;
Limpou-se o hemocitémetro e a laminula de vidro com EtOH 70%;

Colocou-se a laminula de vidro sobre as cdmaras de contagem;

Vortexou-se a suspensdo de células de cada amostra e misturou-se na propor¢ao
de 1:1 com 0,4% de azul de tripano (50ul: 50ul) em um novo eppendorf;
Carregou-se 10 ul da mistura resultante e pipetou-se na borda inferior da lamela
lentamente para a camara inferior hemocitometro até ser preenchida;
Aguardou-se 30 segundos para que as células se assentem;

Colocou-se o hemocitometro sob um microscopio, usando uma objetiva de 10x
explorou-se o campo até que as células e as linhas dos 4 quadrantes foram
claramente visiveis;

Passou-se entdo para a objectiva com maior ampliacdo 40X e explorou-se até
que visualizou-se um dos quadrantes;

Concentrando-se no padrdo de grade e nas particulas celulares e contou-se o
numero total de células encontradas em 4 grandes quadrantes dos cantos. As
células que setavam tocando os 4 lados do perimetro de um quadrado de canto,
foram contadas apenas as células em 2 lados externos para todos os quadrantes;
Com auxilio do contador manual, contou-se as células vivas (sem azul de
tripano) e células mortas (com azul de tripano);

Limpou-se o hemocitometro e uma lamela novamente com etanol 70% para a
contagem até o final e colocou-se 0 hemocitometro limpo no armario no final

da actividade.
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3.7.4

Mensuracio da Citotoxicidade por Citometria de fluxo

A contagem de citometria de fluxo foi feita usando o citdmetro (BD FACS Canto II) e o

corante FVS foi usado para a viabilidade. Dos 100 pl da amostra de cada réplica, foram

feitas duas lavagens com 200 pl PBS apos a marcagdo. As células foram ressuspensas

em PBS e os eventos foram contados para cada a amostra na velocidade media. A

avaliagdo do numero de células foi obtida por meio de areas de gating no grafico de

pontos FS vs log SS, visualizando assim a populago de células vivas e mortas.

Procedimento

+

Rotulou-se 10 tubos de Facs Counter em triplicado com as concentragdes: 1000
pl, 500 pl, 250 pl, 125 pl, 62.5 pl, 31.25 ul, 15.625 pl, 7.8125 pl, 3.91 pl, 1.95
pl;

Retirou-se as amostras da Incubadora e aliquotou-se 100 ul de cada
concentra¢do nos tubos de Facs Counter respectivamente;

Centrifugou-se as aliquotas dos tubos de Facs Counter a 600 xg por 5 minutos;
Decantou-se e retirouse todo o excesso em papel toalha, soltou-se as células do
tubo com a raspagem,;

Preparou-se o FVS, adicionando 2 pl de FVS a 2 ml de PBS;

Marcou-se as células de todas as concentra¢des incluindo o Unstimulated com
FVS adicionando 50 ul de FVS/pogo excepto o Unstain;

Incubou-se as amostras por 30 min na geleira de 2-8° C;

Passados 30 minutos retirou-se os tubos da geleira e adicionou-se 1000 ul de
solugdo de lavagem (PBS);

Centrifugou-se as amostras a 600 xg por 5 minutos;

Retirou-se da centrifuga, decantou-se e soltou-se as células.

Repetiu-se a lavagem 1000 pl de (PBS), a 600 xg por 5 minutos e retirouse
todo o excesso em papel toalha, soltou-se as células do tubo com a raspagem;
Adicionou-se 200 ul de PBS e fez-se a aquisicdo (leitura) das células no
cirtometro de fluxo, a uma velocidade media e tempo medio Smin de leitura por

cada tubo de Facs Counter.
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Figura 11: Esquema resumido do ensaio de citotoxicidade
Fonte: Autora,2023.

3.8 Analise Estatistica
Os dados obtidos na microscopia de viabilidade e inviabilidade celular foram

submetidos no Microsoft Excel, calculou-se o factor de dilui¢do e do hematocitometro e
posteriormente expressos em percentagens, considerando o grupo de controlo. E os
dados obtidos na citometria foram exportados para o FLOW JO, onde houve a
subsequente separagdo das duas populagdes de células vidaveis e ndo viaveis.
Igualmente, os dados foram transferidos para o Microsoft Excel e expressa em

percentagens considerando igualmente o grupo controlo.

Para verificar a normalidade na distribui¢do dos dados, utilizou-se o teste de Shapiro-
Wilk. Apos a confirmagdo da ndo normalidade na distribui¢do dos dados, foi realizado
um teste de regressao logistica em relacdo ao efeito citotoxico em resposta as diferentes
concentra¢des de Terminalia sericea. Em seguida, utilizou-se a correlagdo de Spearman
para verificar a relacdo entre os dois métodos usados na medicdo da citotoxicidade de
Terminalia sericea. Por fim, para avaliar a concordancia entre os dois métodos,
empregou-se o teste de Bland-Altman. Todas as analises estatisticas foram realizadas no
software GraphPad Prism 9.5.1, com excepgdo do teste de normalidade, que foi
conduzido na IBM SPSS Statistics 20. Em todos os calculos, um intervalo de confianga

de 95% foi estabelecido.

26



4 Resultados

Neste capitulo estdo apresentados resultados obtidos na determinacdo de citotoxicidade
de Terminalia sericea por microscopia e citometria de fluxo, consequente comparagao
desses dois métodos de mensuracéo.

4.1 Anailise da Normalidade
No presente estudo, foi realizado um ensaio de citotoxicidade de Terminalia sericea em

10 concentragdes e cada concetragdo testada em triplicata. Para verificar a normalidade
dos dados da citotoxicidade de Terminlia sericea, empregou-se o teste de Shapiro-Wilk.
Os resultados indicaram que para a citotoxicidade mensurada por citometria, houve
diferengas estatisticamente significativas (p = 0,013), e para a microscopia, também
foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p = 0,014). Portanto, os

dados ndo apresentaram uma distribuicdo normal, como evidenciado na tabela (2).

Tabela 2: Analise da normalidade dos dados da citotoxicidade de Terminalia sericea

Técnicas de mensuracio  N° de dados de Citotoxicidade p- value
Citometria 33 0,013,
Microscopia 33 0,014

4.2 Determinacio da citotoxicidade por microscopia e por citometria
O ensaio de citotoxicidade foi conduzido na linhagem de células PBMC, utilizando

extratos de folha de Terminalia sericea, ¢ os resultados foram mensurados por meio de
microscopia e citometria sendo esse expresso percentualmente em relagdo a

concentracdo do extrato.

O teste de regressdo logistica revelou um baixo potencial citotdxico, como
demonstrado na Figura 12. Olhando para as duas curvas da figura abaixo, € possivel ver
que o LC50 ¢ de 2,3 (243,9 pg/ml) para a microscopia e 2,1 (142,5 pg/ml) para a
citometria, dentro de uma concentracdo maxima de 3 (1000 pug/ml) para ambos os
métodos. Igualmente é possivel ver que o efeito citotoxico varia conforme o aumento da
concentracdo, o que significa que o efeito cototoxico possa ser condicionada pela
concentagdo do extrato em ambas as curvas. Contudo, na citometria (curva vermelha)
verificou-se mais o efeito do extrato sobre as células com R? = 0,87 em relagdo a

microscopia (curva azul) com R*=0,69.
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Figura 112: Efeito citotoxico do extrato das folhas de Terminalia sericea em PBMCs
mensurada por microscopia ¢ Citometria. A linha celular PBMC foi tratada em diferentes
concentracdes de Terminalia sericea (1.95, 3.91, 7.8125, 15.625, 31.25, 62.5, 125, 250,
500,1000 pg/ml) por 24 horas. Fonte: Autora,2023.

4.3 Analise da correlacio dos resultatos entre os métodos microscopia e
citometria de fluxo
O coeficiente de Spearman foi utilizado para verificar se as duas técnicas em estudo

(microscopia e citometria) estdo linearmente relacionados. Como pode-se observar na
figura abaixo (13), andlise apontou um coeficiente de correlagdo estatisticamente
significativo, (p = 0,001), com intervalo de confianga de 95%. Tomando-se a atengdo
para o valor do coeficiente de correlagdo (r = 0,97) ¢ visivel que existe nessa analise

uma relac¢do positiva entre ambas as técnicas citometria ¢ microscopia.

40+
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Figura 13: Grafico de correlagdo da citotoxicidade do extrato de folhas de Terminalia sericea
mensurada por citometria de fluxo (eixo Y) versus citotoxicidade do extrato de folhas de

Terminalia sericea mensurada por microscopia (eixo X) com IC de 95% . Fonte: Autora,2023.



4.4 Comparacio entre citotoxicidade mensurada por microscopia e citometria de
fluxo
Avaliou-se a existéncia de concordancia entre as duas técnicas de determinagdo de

citotoxicidade: Microscopia e Citometria, em relagdo a 33 amostras tratadas com
Terminalia sericea em 10 concentragdes diferentes seguindo a norma ISO 20391-
2:2019 para contagem de células, parte 2: Experimental Design and Statistical Analysis

to Quantify Counting Method Performance.

Assim a analise de Bland-Altman ndo indicou diferencas estatisticamente significativas
(p=0,262) como demostrado na figura abaixo (14). Este grafico representa as diferengas
(Microscopia - Citometria) em relacdo as médias da citotoxicidade de Terminalia
sericea, com limites de concordancia de -8,5 a 6,6 dentro de um intervalo de confianca
de 95% , onde cada ponto no grafico representa um par de medi¢des de citotoxicidade

de T. sericea, determinadas pelos métodos de microscopia e citometria.

Pode abservar-se ainda que os limites de aceitacdo variam de -3,9 a 2,0 com um viés

de -0,9.

Bland-Altman Plot: Microscopia - Citometria
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Figura 14: Grafico de Bland-Altman comparando a citotoxicidade medida por microscopia e

citometria . Fonte: Autora,2023.
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5 Discussio dos resultados
5.1 Analise da Normalidade
Em relagdo a andlise inicial realizada para verificar a normalidade dos dados, o teste de

Shapiro-Wilk apresentou diferencas estatisticamente significativas (p = 0,013) para a
citometria e (p = 0,014) para a microscopia. Esse resultado pode ser atribuido ao facto
de que o presente estudo avaliou a citotoxicidade de Terminalia sericea em diferentes
concentragcdes impactando directamente na obtencdo de dados com distrubuicdo
anormal ¢ influecindo na escolha dos testes estatisticos pelo que NORMANDO
et.al.,(2010) afirma que testes usados para dados com distribuicdo anormal sdo
conhecidos como testes ndo-paramétricas como o caso da regressdo logistica, o
coeficiente de Spearman.

5.2 Determinacio da citotoxicidade por microscopia e por citometria

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade realizada na linhagem PBMC com extratos
de folha de Terminalia sericea pela microscopia e citometria apresentaram baixo
potencial citotoxico conforme o LC50 de 2,3 (243,9 pug/ml) para a microscopia e de
2,1 (142,5 pg/ml) para a citometria, dentro de uma concentracdo maxima de 3 (1000
ug/ml) para ambas as técnicas. Esses resultados sugerem que as folhas da planta
Terminalia sericea sao menos toxicos as células PBMC (Peripheral Blood Mononuclear
Cells), apdés um periodo de exposi¢do de 24 horas para ambas as técnicas de
mensura¢do. De acordo com os critérios estabelecidos por MEYER et al. (1982), a
LC50 obtida indica que o extrato ¢ "ndo toxico", ja que LC50 > 30 pg/ml, demostrando

assim seguranca em concontragdes baixas.

Esses achados estdo em consondncia com estudos anteriores que investigaram outras
espécies do género Terminalia destacando o DHARMARATNE et al. (2018) relataram
resultados similares ao testar extratos de frutos de Terminalia bellirica, enquanto
BESERRA et al. (2018) observaram resultados comparaveis ao avaliar extratos de

folhas de Terminalia argentea.

Em relgdo ao efeito citotoxico de Terminalia sericea na linhagem PBMC foi observado
que a percentagem de citotoxicidade das PBMCs tende a aumentar com o aumento da
concentragdo do extrato de Terminalia sericea para ambas as curvas. Isso sugere que
quanto maior a concentracdo do extrato, maior a citotoxicidade sobre as PBMCs,
consequentemente a menor viabilidade. Esse resultado ¢ de se esperar, pois as

concentracdes mais baixas do extrato podem conter uma quantidade menor de
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fitoquimicos citotoxicos e, portanto, ndo prejudicam significativamente as células,
contudo, concentragdes altas de extratos de plantas pode conter uma quantidade maior

de fitoquimicos citotoxicos, (HAMID et al., 2022).

O baixo efeito citotoxico verficado na microscopia R* =0,69 deve-se a varias razdes a
destacar, contagem de poucas células e distribui¢do desigual de células na amostra ou

nas camaras do hemacitometro (erro de amostragem), Rubeai et al., (1997).

5.3 Analise da correlacio dos resultatos entre os métodos microscopia e
citometria de fluxo
No que diz respeito a correlacdo diferencas estatisticamente significativas (p = 0,001)

foram observadas em relagdo a analise do coeficiente de correlacdo entre as duas

técnicas, num intervalo de confianca de 95%.

Portanto, a citotoxicidade de Terminalia sericea mensurada por microscopia e
citometria de fluxo esta correlacionada o que significa que as medigdes de
citotoxicidade obtidas por essas duas técnicas tende a aumentar juntas ou diminuir
juntas, se obtive-se uma medigdo alta de citotoxicidade usando a técnica de
microscopia, igualmente obter-se-ia uma medigdo alta usando a técnica de citometria
de fluxo, e vice-versa. No entanto, tomando em consideragdo o que BLAND &
ALTMAN (1986) referem, provavelmente se tenha a resposta que justifique a
correlagdo, pelo que eles salientam que é muito improvavel duas técnicas diferentes

concebidas para medir o mesmo pardmetro na mesma amostra ndo estivessem

relacionados.

E importante destacar o coeficiente de correlagio (r = 0,97) estando proximo de I,
sugere-se uma relagdo positiva forte entre as variaveis analisadas como ¢ possivel
observar que quanto maior for a citotoxicidade mensurada pela técnica padrao de ouro
(citometria) no eixo X, maior também ¢ a citotoxicidade mensurada pela microscopia no
eixo Y. Isso sugere que ambas as técnicas microscopia ¢ citometria estdo medindo a
mesma citotoxicidade de Terminalia sericea de maneira consistente. Portanto, tendo
acesso apenas a microscopia, mas niao a citometria de fluxo (vice-versa), pode-se
confiar nas medigoes de citotoxicidade sabendo-se claramente que obter-se-ia resultados

semelhantes na outra técnica.
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Essa descoberta ¢ consistente com estudos prévios realizados por COLLINS et al.
(2010) em Califérnia na sua comparagdo entre citometria de fluxo e a técnica de
contagem manual, esse autor observou que a correlagdo linear entre ambas as técnicas

era de 0,86.

Em outro estudo realizado por KIM et al., (2011) em Coreia na sua comparacdo de
testes de viabilidade por microscopica de fluorescéncia com microscopia optica e
citometria de fluxo sobre a correlacdo, os mesmos apresentaram uma relacio positiva
forte, igualmente o estudo de SOARES (2021), em seu estudo de comparagdo de
microscopia e citometria em Brasil, apontou que estimativa tradicional (microscopia)
apresentou 6tima correlagdo com a contagem automatizada (citometria).

5.4 Comparacio entre citotoxicidade mensurada por microscopia e citometria de

fluxo
Quanto a concordancia entre as ténicas de microscopia e citometria de fluxo na

mensura¢do da citotoxicidade in vitro de Terminalia sericea. Todas as diferengas
individuais cairam dentro dos limites de concordancia, sugerindo que as duas técnicas
estdo em concordancia. Os resultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com
os obtidos por COLLINS et al.,, (2010) e PATTI et al.,, (2016) na comparagdo de
microscopia e citometria na mensura¢ao da toxicidade pulmonar em roedores e apontou
uma concordancia extremamente boa, porém esse autor ndo olhou o viés da microscopia

em relacdo a citometria embora houvesse concordancia entre ambas.

Embora haja uma concordadncia entre as duas técnicas, é importante referir que
observou-se que a tendéncia de dispersdo das diferencas em fungdo do par de medigdes
de citotoxicidade de 7. sericea ¢ negativa. Isso sugere que a microscopia tende a
subestimar a citotoxicidade em comparagdo com a técnica de citometria o que significa
que a medida que a citotoxicidade aumenta, as medi¢cdes de Microscopia tende a ser
menores do que as medi¢des de citometria, a isso, a distribuicdo desigual de células na
amostra ou nas camaras do hemacitometro (erro de amostragem), pode estar a
influenciar negativamente a performance da técnica, (Rubeai et al., 1997). No entanto, ¢
importante destacar que essa tendéncia ndo alcangou significancia estatistica (p =

0,262).

O viés de -0,9 (X das diferencas / n das medi¢cdes) observado sugere que a
citotoxicidade de Terminalia sericea medida por Microscopia ¢, em media,

aproximadamente 0,9 unidade inferior a medida por Citometria nesta compara¢do. O
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que significa que na medicdo de citotoxicidade usando microscopia, espera-se que a
medigdo seja cerca de 0,9 unidade menor do que se tivesse usado a citometria. No
entanto, ¢ importante lembrar que, o intervalo de confianca de 95% para o viés inclui o
zero (-3,9 a 2,0). Isso significa que a diferenga pode ser tdo baixo até -3,9 ou tao alta até
2,0 ou ate mesmo inexistente, ou seja, viés = 0, havera ainda concordancia entre ambas
as técnicas. Contanto, como o intervalo de confianca do viés inclui zero, isso indica que
a diferenga observada entre os dois métodos ndo ¢ estatisticamente significativa (p =
0,262), ou seja, as variagdes nas medigdes de citotoxicidade entre essas técnicas podem

se atribuidas a aleatoriedade.

De um modo geral, com base nos limites de concordancia obtidos (-8,5 a 6,6) e o viés -
0,9 no intervalo de confianca de 95% (p= 0,262) pode-se afirmar a técnica de
microscopia pode ser utilizado para avaliar a citotoxicidade das plantas, uma vez que a
diferenga observada ¢ tdo pequena que ndo afetaria as decisdes tomadas com base nessa

avaliagdo.

O estudo de THOLUDUR et al., (2006) na comparacao de microscopia e Vi-Cell a qual
as duas técnicas apresentaram uma concordancia e observaram um viés negativo na
mensura¢ao do método microscopico. Em contraste, estudo realizado por KUMMROW
et al., (2013) de comparagdo microscopia e citometria incluindo outros métodos
automaticos revelou que a microscopia apresentava uma boa concordancia com todos os
métodos automaticos incluindo citometria, porém um viés inverso ao observado nesse
estudo e dos outros autores relatados acima, foi relatado, sendo esse positivo em
relagdo a citometria e maioria dos outros métodos automaticos utilizados na
comparagdo, ou seja, a microscopia tinha tendéncia de superestimar as células

mensuradas esse resultado de viés positivo difere do observado nesse estudo.
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6 Conclusao
Nesse estudo, de avaliacao da citotoxicidade de Terminalia sericea em celulas PBMCs

por microscopi foi concluido que o extrato de folha de Terminalia sericea mostrou
baixo potencial citotoéxico em células PBMC, com LC50 de 2,3 (243,9 ug/ml) para
microscopia e 2,1 (142,5 pug/ml) para citometria, apds a exposi¢do por 24 horas,
indicando seguranga em concentragdes baixas. Houve um efeito de dose-dependente
entre a concentragdo do extrato e a citotoxicidade observada nas células PBMCs,
sugerindo que concentragdes mais altas podem resultar em maior citotoxicidade, como

esperado.

Em relagdo a analise de correlagdo dos resultados entre as técnicas de mensuracdo da
citotoxicidade, citometria e microscopia mostrou uma correlacdo significativa, sendo
esta positiva e forte, sugerindo que ambas as técnicas medem a citotoxicidade de
maneira consistente. Foi observado ainda que a microscopia tende a subestimar a
citotoxicidade, havendo se verificado que o extrato de Terminalia sericea teve um efeito

de 69% sobre as células em relacdo as 87% verificados na citometria de fluxo.

Embora a microscopia tenda a subestimar a citotoxicidade em comparagdo com a
citometria, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p = 0,262) dentro dos

limites de aceitagdo de -3,9 a 2,0.

Por outro lado, apesar das diferencas observadas entre microscopia e citometria, os
resultados estdo dentro dos limites de concordancia de -8,5 a 6,6 ¢ indicando que a

microscopia pode ser usado de forma para avaliar a citotoxicidade das plantas.
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7 Limitac¢oes
v' A comparagdo entre os métodos de microscopia e citometria foi feita apenas com

uma corrida de citotoxicidade, por questdes do tempo e material podendo ser dificil
avaliar a robustez dos dados;

v' Nio foi possivel atingir a mortalidade de 100% de células PBMCs com a
concentra¢cdo maxima de 1000 pg/ml, podendo ser dificial afirmar até que ponto vai

a citotoxicidade de Terminalia sericea sobre essas células.
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8

Recomendacoes

Recomenda-se:

v

AO CISPOC a realizagdo de um estudo mais abrangente, que inclua experimentos
adicionais de citotoxicidade para garantir a representatividade dos dados;

A FCNM a melhorias de condigdes do laboratério de pesquisa para garantir a
implementacdo de ensaios de citotoxicidade de plantas medicinais utilizando
microscopia;

Ao pesquisadores prosseguirem com esse trabalho de avaliacdo da citotoxicidade de
Terminalia sericea em células PBMCs com concentragdes adicionais até que se

ache o LC100.
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10 Anexos
10.1 Anexo I- Formulario de contagem de células pela microscopia

44



10.2 Anexo II- Ilustracio do processo de determinacio da citotoxicidade através
dos dois métodos: citometria de fluxo e microscopia.
As imagens subsequentes demonstram como cada método realiza a contagem de células.

A citometria de fluxo, embora ndo permita uma observagdo direta das células, fornece
dados representados como um histograma com dois parametros correlacionados (células
viaveis ¢ ndo viaveis) Fig.15. Por outro lado, a microscopia permite uma observacio
directa das células, distinguidas em dois parametros (células viaveis e ndo viaveis)

Fig.16.

250K 250K
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200K

150K 150K

Ssc-A
SSC-A
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0C515-A 0OC515-A

Figura 15: Determinagao da citotoxicidade observada através da citometria, gating das
populacdes de células vidveis (Live) e células ndo viaveis (Dead)

Figura 16: Determinacdo da citotoxicidade observada através da microscopia. As células
mortas sdo indicadas pelas setas laranjas e as células vivas pelas setas amarelas
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Figura 17: Determinagdo da citotoxicidade observada através da microscopia. As células
mortas coradas pelo azul de tripano s@o indicadas pelas setas laranjas e as células vivas sem a
coloracdo de azul de tripano sdo indicadas pelas setas amarela. A figura A corresponde ao
campo da camara de Neubauer observada no microscopio optico na objectiva de 10X e a figura

B campo da camara de Neubauer observado na objectiva de 40X
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9.3 Anexo III- Analises estatisticas
Tabela 2: Analise Estatistica 1- Teste de Shapiro-Wilk para avaliacdo da normalidade dos
dados da citotoxicidade de T. sericea

[DataSet0] J:\Comparacao de metodos\Terminalia sericea\Citotoxicidade
Cetometria.sav

Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
Citotoxicidade 11 100,0% 0 0,0% 11 100,0%

Descriptives

Statistic Std. Error

Mean 11,1879 3,83469
95% Confidence Interval for Lower Bound 2,6437
Mean Upper Bound 19,7321
5% Trimmed Mean 10,6573
Median 3,7933
Variance 161,753
Citotoxicidade Std. Deviation 12,71823
Minimum ,00
Maximum 31,93
Range 31,93
Interquartile Range 24,73

Skewness ,568 ,661

Kurtosis -1,613 1,279

Tests of Normalit)

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Statistic df Sig. Statistic df Sig.

Citotoxicidade ,265 11 ,030 ,811 11 ,013




[DataSet0]

Microscopia.sav

Case Processing Summary

J:\Comparacao de metodos\Terminalia sericeal\Citotoxicidade

Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
Citotoxicidade 11 100,0% 0 0,0% 11 100,0%
Descriptives
Statistic Std. Error
Mean 8,7724 3,24956
95% Confidence Interval for ~Lower Bound 1,5319
Mean Upper Bound 16,0129
5% Trimmed Mean 7,8236
Median 3,9703
Variance 116,156
Citotoxicidade Std. Deviation 10,77756
Minimum ,00
Maximum 34,62
Range 34,62
Interquartile Range 13,22
Skewness 1,621 ,661
Kurtosis 2,451 1,279
Tests of Normalit)
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Citotoxicidade ,217 11 ,153 ,812 11 ,014
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Tabela 3: Analise Estatistica - Teste de regressdo ndo linear para verificar a citotoxicidade T.
sericea mensurada por Microscopia

,Citotoxicidade M

log(inhibitor) vs. response -- Variable slope (four parameters),

Best-fit values,

Bottom,0.2483

Top,6911

LogIC50,6.609

HillSlope,0.6402

1C50,4061966

Span,6911

95% CI (profile likelihood),

Bottom,-9.880 to 5.048

Top,???

LoglC50,2.417 to ?7?

HillSlope,0.2768 to 2.282

1C50,261.1 to 7?7

Goodness of Fit,

Degrees of Freedom,26

R squared,0.7442

Sum of Squares, 1098

Sy.x,6.498

b

Number of points,

# of X values,30

# Y values analyzed,30

Outliers (excluded, Q=1%),0(?)
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Tabela 4: Analise Estatistica 3-Teste de regressdo ndo linear para verificar a citotoxicidade T.
sericea mensurada por Citometria

,Citotoxicidade C

log(inhibitor) vs. response -- Variable slope (four parameters),

Best-fit values,

Bottom,-0.9245

Top,36.37

LogIC50,2.266

HillSlope,0.9818

1C50,184.5

Span,37.29

95% CI (profile likelihood),

Bottom,-14.41 to 2.149

Top,26.81 to 77?7

LoglIC50,1.959 to ?7?

HillSlope,0.2216 to 2.060

1C50,90.89 to 7?7?

Goodness of Fit,

Degrees of Freedom,24

R squared,0.9104

Sum of Squares,327.7

Sy.x,3.695

b

Number of points,

# of X values,30

# Y values analyzed,30

Outliers (excluded, Q=1%),2
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Tabela 5: Analise Estatistica 4- Teste de Correlagdo de Spearman para verificar a correlagao
entre os métodos na mensuragao da citotoxicidade de T. sericea

Correlation ;"Citotoxicidade Citometria
Vvs.
Citotoxicidade Microscopia"
Spearman r;
r 0,9722
95% confidence interval,
P value;
P (two-tailed);< <.001
P value summary;***
Exact or approximate P value?; Exact
Significant? (alpha = 0.05); Yes
Number of XY Pairs; 10

Tabela 6: Analise Estatistica 5-Teste Bland- Altman para verificar os limites de concordancia

entre os dois métodos de avaliag@o da citotoxicidade

Bland-Altman Bias & agreement Data 1

Bias -0,9526

SD of bias 3,888

95% Limits of Agreement

From -8,572

To 6,667
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ANEXO 3 — FORMULARIO DE CONSENTIMENTO INFORMADO PARA
MAIORES DE 18 ANOS

FORMULARIO DI CONSENTIMENTO INFORMADO

Titulo do estudo: Estudo in vitro do potencial anti-inflamatério de extratos de Moringa
oleifera no imhito da COVID-19.

Senhor (a),

Gostariamos de convida-lo(a) a participar como voluntario num estudo que esta sendo conduzido
pelo Instituto Nacional de Satde no ambito da pandemia da COVID-19. Este ¢ o formulario de
consentimento informado, que The dard a informagio necessaria sobre todos detalhes do estudo. O
estudo foi aprovado pelo Comité de ética do Instituto Nacional de Saide ¢ pelo Comité Nacional

de Bioética para a Saude (CNBS) de Mogambique.

1. Objectivo do estudo
Este estudo tem como objectivo avaliar a actividade anti-inflamatéria dos extractos de Moringa
oleifera isto ¢, avaliar se a Moringa pode ser usada para ajudar no tratamento de pacientes com

COVID-19. Queremos também ver nos doentes outras formas de avaliar como a doenga progride.

2. Informagio geral

SARS-CoV-2/COVID-19 é um virus de transmissio rapida que atinge de forma répida grande
parte da populagdio e causa morte de vdrias pessoas em pouco tempo. O virus passa de uma
pessoa para outra por contacto com goticulas de pessoas doentes, e pode causar doenga grave
principalmente em pessoas mais velhas. A presenga de virus nos pﬁlmﬁcs cria lesdes e ¢ a
principal causa de problemas respiratorios graves que podem complicar a vida dos doentes. Para
a infecgdio pelo virus que causa a COVID-19. ainda ndo ha tratamento especifico. Para o
tratamento da COVID-19, foram propostas plantas medicinais como Moringa (Moringa oleifera).
Batata africana (Hypoxis hemerocalidea), Coragio de boi (Annona senegalensis), Mogostio
africano (Garcinia livingstonei) e Chibala (Warburgia salutaris), utilizadas em Mogambique no

{ratamento de doengas respiratorias. Essas plantas podem ser facilmente encontradas e sdo dc

baixo custo.
Estudo in vitro do potencial anti-inflamatério dos extractos de Moringa oleifera no ambito da
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3. Procedimentos do estudo

Neste estudo serdo colhidas informages dos participantes. Serdo feitas algumas perguntas os
participantes, sobre a idade, residéncia. viagens, data de inicio da doenga, os sintomas ¢ outras
perguntas importantes para o estudo. Outra informagio sua, como participante do estudo poderd
ser retirada do seu processo clinico. Para além das amostras usadas para o diagnostico da
COVID-19, vai ser pedido o fomnecimento de amostras de fezes e cerca de 28 ml de sangue. As
amostras de sangue a serem colhidas serdo usadas para contagem das células do sangue
(Hemograma), para avaliar o balango entre virios indicadores bioquimicos de saude no
organismo (Bioquimica), para testagem de HIV e para isolamento de células do sistema de defesa
do corpo, que a posterior serdo usadas para a realizagio dos ensaios com 2 Moringa e avaliago

de indicadores do estado da satide em ralagio a COVID-19, especificos para este estudo.

4. Riscos/ Beneficios de participagio no estudo
Os resultados deste estudo terio um potencial beneficio para individuos com infecgdo pelo
SARS-CoV-2, para Mogambique ¢ o mundo no geral pela possibilidade de descoberta de um
tratameto de facil acesso e de baixo custo. Numa perspectiva mais futura, os resultados deste
estudo podem melhorar a vida da populagio no geral pela redugio do numero de doentes ¢
mortes por COVID-19 e redugio de gastos de medicamentos. Contudo, o estudo ndo trard
beneficios imediatos. Ndo irdo ocorrer mudungas imediatas para o sistema de saide. Se os
resultados desejados forem alcancados, havera necessidade de desenvolver outros estudos com
desenho apropriado e um nimero maior de doentes. Como participante do estudo vocé poderd
beneficiar-se a curto prazo de resultados de testes de hematologia, bioquimica ¢ HIV, que sio
testes que ndo fazem parte da rotina de rastreio de pacientes com SARS-CoV-2. Os participantes
vivendo com o HIV poderdo beneficiar-se dos resultados CD4 e de carga viral do HIV-1. Casos
novos de individuos vivendo com o HIV-1, serdo encaminhados para unidades de satde para o
devido seguimento.
Antes da colheita de amostras serd feita uma preparagio psicoldgica aos participantes de modo a
minimizar o impacto. A colheita de zaragatoas nasofaringeas ¢ um procedimento desconfortivel,
contudo faz parte dos procedimentos normais de colheita de amostras para 0 diagnéstico de
SARS-CoV-2. A colheita de amostras de sangue podera causar um pequeno desconforto aos

participantes, ¢ vocé poderd correr 0 fisco de ter hematomas se houver alguma dificuldade

Estudo in vitro do potencial anti-inflamatdrio dos extractos de Moringa oleifera no dmbito da
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durante a colheita, mas nads
a, mas nada que altere o seu estado de saude. Aos participantes que tverem
hematomas depoi a9 & s : )
: pois da colheita, serd feita uma massagem no local e o participante serd instruido a
fazer massage ] ;
assagem com panos quentes ao chegar em casa, se for o caso. Serdo colhidos até 28 ml de

sangue a i 3 : .
angue ao paciente o correspondente a cerca de § colheres de sopa, ¢ ndo terd penhum 1mpacto
sobre 0 estado de saide do participante.

5. Confidencialidade

Scus resultados serdo mantidos em sigilo, somente os pesquisadores terdo acesso as suas
informagBes. Depois de accitar participar no estudo ser-lhe-d atribuido um codigo unico,
exclusivo para este estudo ¢ confidencial. O seu questionério € as suas amostras serio codificadas
utilizando este codigo tnico de tal modo que ninguém poderé relacionar o seu questiondrio € suas
amostras a si. Os documentos que contém sua informagio serdo guardados em um lugar seguro ¢
apenas a equipa de estudo terd acesso a eles. Quando o estudo terminar, os documentos contendo
os resultados ¢ informagdes pessoais serdo destruidas. O relatério final do estudo nio mencionard
o seu nome. Qualquer participante estd livre de retirar-se do estudo a qualquer momento, MESMO
depois da colheita de amostras ¢ estas ndo serdo usadas para os procedimentos acima descritos.
No entanto isto ndo vai afetar no seu tratamento. Uma copia do consentimento serd arquivada no

seu processo do estudo ¢ outra deve ser entregue a si ou acompanhante.

6. Quem pode contactar em ¢aso de problemas?

Se vocé tiver qualquer duvida pode contactar a Investigadora Principal do estudo, Raquel
Matavele Chissumba, telefone: +258 827393830, email: raquelmatavele@gmail.com. Se vocé
tem alguma davida sobre seus direitos entre em contato com o Comité de Bioética de
Mogambique localizado fisicamente no edificio central do Ministério da Saude, Av. Eduardo
Mondlane 1008, R/C, Maputo, ou pelo telefone (+258) 21 430814. Se vocé concordar em
participar deste estudo, por favor assinar o termo de consentimento. Obrigado por participar neste

estudo.
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7. Participagio voluntiria

A sua participagio nes

blc a ; " ) ' .

) | estudo € voluntéria. £ livre de aceitar ou ndo participar neste estudo.
(Caso recuse em participar neste

es| i o afectara i ithri
- tudo isto ndo afectard o seu tratamento na unidade sanitdria ¢
serd tratado normalmente

DECLARACAO DO PARTICIPANTE

Fui informado/
a J o 1
verbalmente e por escrito sobre este estudo ¢ compreendo do qué se trata.
Concordo em participar neste estudo

Nome do participante no estudo:

Assinatura do participante/ acompanhante/ representante legal

Data: Hers;

——

Nome ¢ assinatura do representante da equipa

R S Homs .

Nome ¢ assinatura da testemunha (s aplicavel)

Horae oo o 0 - =

Data:_

A L N | = T -

Local da administragio do consentimento
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