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Resumo:

O Esteviosideo € um glicosideo extraido da planta Stevia rebaudiana e
tem sido utilizado comercialmente como uma alternativa menos calodrica de
adocante. Além do potencial edulcorante, os glicosideos da Stevia sp tem sido
investigados por serem possiveis agentes moduladores do tecido adiposo e
importantes agentes no combate a obesidade e Diabetes mellitus tipo 2. Nesse
estudo, a citotoxicidade do Esteviosideo (Stv) € investigada por meio da
exposicdo do composto a pré-adipécitos de linhagem 3T3L1 as concentragdes
de 10 nM, 100 nM, 500 nM, 1, 10, 100, e 500 uM e 1 mM por 24h (exposicéo
aguda) e 48h (exposicdo cronica), bem como maturacdo de pré-adipocitos em
adipdcitos sob influéncia do esteviosideo. Embora a exposicdo aguda tenha
aumentado a viabilidade celular nas concentracdes de 100 e 500 uM e
diminuido a viabilidade a 10 nM, a exposicao crénica ao esteviosideo parece
aumentar a viabilidade celular & 10 nM. Em ambos 0s casos, a concentragao
de 1 mM diminui a viabilidade celular, sendo um indicativo de que esta
concentracgdo € citotoxica nas condi¢des de cultura do experimento.

Introducao
Atualmente, a obesidade tem status de epidemia mundial (OMS,
2005). Individuos obesos apresentam aumento de 50 a 100% de risco de
mortalidade (Stein & Colditz, 2004; Sullivan et al., 2005). Diante desse cenario
as opcoes de tratamento da obesidade, especialmente as farmacoldgicas,
visam reducdo da massa adiposa. Entretanto, muitos dos medicamentos
disponiveis no mercado estdo associados a diversos efeitos colaterais, sendo
retirados do mercado (Oben et al, 2006). Por conta disso, pesquisadores tém
buscado abordagens alternativas que possam ajudar no tratamento da

obesidade.
Desde a primeira descricdo feita por Moisés Bertoni em 1899, a Stevia
rebaudiana vem sendo investigada sob varios aspectos, principalmente com o
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objetivo de viabilizar a sua utilizacdo para a producdo de adocantes naturais
nao caloéricos, bem como um estabilizador da glicemia em diabéticos, tendo
sido 0 médico paraguaio Ovidio Miguel o primeiro a constatar efeitos benéficos
da Stevia sp no tratamento de pacientes diabéticos (Miguel, 1953). O
esteviosideo e o rebaudiosideo A (RebA) sdo os glicosideos de maior
importancia da Stevia sp, sendo que o esteviosideo, por estar presente em
maior quantidade (9,1% contra 3,8% de RebA), tem-se destacado
comercialmente e é o produto mais conhecido e estudado da estévia (Crammer
& lkan, 1986). Entretanto, ndo ha estudos que tenham avaliado o efeito anti-
adipogénico do esteviosideo em pré-adipécitos.

Materiais e métodos

Teste de viabilidade celular. Pré-adipocitos 3T3-L1 foram cultivados e mantidos
em DMEM suplementado com 10% de CS mantidos em estufa (5% CO,,37 °C)
até atingirem 75% de sua confluéncia. Logo apos, um grupo de pré-adipdcitos
foi cultivado em placa de 96 pocos na presenca de concentracdes crescentes
de Esteviosideo (10 nM, 100 nM, 500 nM, 1, 10, 100, e 500 uM e 1 mM, mais
um grupo controle que nao foi exposto ao composto) por um periodo de 24h,
para determinacdo da viabilidade celular sob exposicdo aguda ao composto,
enquanto outro grupo foi cultivado sob as mesmas condi¢cdes, mas por um
periodo de exposicdo de 48h apds a diferenciacdo dos pré-adipocitos, para
determinacao da viabilidade celular sob exposicdo crénica ao Esteviosideo. A
seguir, as células receberam 5 mg/ml de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio brometo (MTT) e foram incubadas durante 2 horas. Os cristais
de formazan purpura gerados na reacgéo foram dissolvidos com dimetilsulfoxido
(DMSO), sendo a seguir seus valores de absorbéancia determinados a 540nm.

Diferenciacdo dos pré-adipoécitos da linhagem celular 3T3-L1. Pré- adipdcitos
3T3-L1 foram cultivados em DMEM suplementado com 10% de soro bovino
mantidos em estufa 5% CO 2 a 37°C até atingirem a confluéncia (dia -2). Apos
2 dias de confluéncia, as células foram estimuladas a se diferenciarem (dia 0)
mediante seu tratamento com coquetel pré-adipogénico composto de 0,5 mM
de 3-isobutyl- 1-methylxanthine, 1 uM de dexametasona e 1,67 uM de insulina
e DMEM acrescido de soro bovino fetal-FBS 10%. Apds 48 horas, o meio foi
trocado por DMEM (10% FBS) contendo 0,4 uM de insulina, sendo renovado a
cada 2 dias. A diferenciagdo ocorreu na presenca de esteviosideo (10nM
100nM,1uM,10uM,100uM). O grupo controle ndo foi exposto ao composto.

Resultados e Discussao

Embora a literatura descreva um efeito insulinomimético do esteviol
(Bhasker, Madhav et al. 2015), ndo ha estudos na influéncia do composto em
pré-adipocitos. Os resultados obtidos a partir do ensaio & exposicdo aguda
(24h) podem ser observados nas figuras abaixo:
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Figura 1: Resultados do teste de V|ab|I|dade celular de pré-adipécitos (3T3-L1) apds
exposicdo 24h (A) e 48h (B) de exposicdo a diferentes concentracdes do composto
Esteviosideo. Dados mostrados como médio + desvio padrdo. n=3. As diferencas foram
consideradas significantes para p<0,05.
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Figura 2: Fotomlcrograﬂa de células 3T3L1 apos d|ferenC|agao e exposicao crbnica ao
Esteviosideo nas concentragdes 10 nM (B), 100 nM (C), 1 uM (D), 10 uM (E), 100 pM (F), e
controle (A), sem esteviosideo. Os parametros contraste e brilho das imagens das colunas a
direita foram alterados para facilitar a visualizacdo das zonas refringentes (goticulas lipidicas).
Todas as imagens foram capturadas em microscépio éptico no aumento de 400x.

Ao analisar a figura 1 é possivel perceber que durante o ensaio agudo —
exposicao ao composto durante 1h — houve reducéo significativa na viabilidade
celular das células expostas a concentracdo de 10nM, quando comparada ao
controle. Contudo, isso ndo foi observado nas demais concentracdes. Na
verdade, houve de fato um aumento na viabilidade celular em todas as demais
concentracdes, sendo significativo em 100 e 500 uM. Uma sutil diminuicdo do
aumento da viabilidade celular foi observada sob a concentragdo de 1mM,
podendo ser um indicativo para citotoxicidade. Como o composto Esteviosideo
€ conhecido na literatura em estudos in vivo por diminuicdo do peso de
animais, o aumento da viabilidade celular dos pré-adipocitos ndo era um
resultado esperado.

Curiosamente, uma inversdo dos efeitos foi observada quando as
células continuaram a ser expostas ao composto: houve aumento significativo
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na viabilidade celular & 10nM, seguido de diminuicdo, embora néo significativa,
nas demais concentragdes, exceto em 500uM (na qual observa-se um sutil
aumento da viabilidade) e 1mM, na qual a viabilidade celular diminuiu
significativamente. A induzida maturagéo celular pareceu nao sofrer influéncia
da exposicdo ao esteviosideo.

Conclusbes

O esteviosideo parece, no geral, ndo apresentar citotoxicidade relevante
em concentracbes menores que 1mM em células 3T3L1 nas condicdes
estudadas nem modificar a  diferenciacdo de  pré-adipdcitos.
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