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Resumo: O extrato de Acécia negra (Acacia mearnsii) (EAN) possui alta atividade antioxidante e estudos recentes tém
demostrado que o extrato pode proteger o alimento. Presume-se que tenha efeito sobre 0s tecidos animais atuando como um
antioxidante tecidual. O estudo investiga a citotoxicidade e citoprotecdo do EAN em células renais de cdes (MDCK),
empregando o ensaio de MTT para avaliar aviabilidade celular. A citotoxicidade foi medida pelo acréscimo EAN sobre as
células nas concentragfes de 1.000 pg/ml, 750 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml e 25 pg/ml.
Apo6s incubacdo das células com o EAN aviabilidade celular foi realizada. No estudo de citoprotecdo o EAN foi adicionado
sobre as células nas concentragdes de 3,125 pg/mL, 6,25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL e
400 pg/mL por 20h previamente a exposi¢do ao peréxido de hidrogénio. Na sequéncia a viabilidade celular foi determinada.
Os resultados indicam uma resposta dose-dependente do extrato, com efeitos citotdxicos em concentragdes acima de 500
pg/ml, efeito citoprotetor frente ainsulto oxidativo em concentracfes acima de 50 pg/ml, e estimulo da proliferacéo celular
em concentragdes entre 200 e 400 pg/ml. Esses achados sugerem o potencial do EAN como agente citoprotetor.
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ANTIOXIDANT EFFECTSOF BLACK WATTLE BARK EXTRACT (ACACIA MEARNSII) IN
VITRO ON DOG KIDNEY CELLS

Abstract: The extract of Black Wattle (Acaciamearnsii) (EBW) has high antioxidant activity, and recent studies have shown
that the extract can protect food. It is presumed to have effect on animal tissues acting as an antioxidant in the body. The
study investigates the cytotoxicity and cytoprotection of EAN in dog kidney cells (MDCK), employing the MTT assay to
assess cell viability. Cytotoxicity was measured by adding EBW to the cells at concentrations of 1,000 pg/ml, 750 pg/ml, 500
pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, and 25 pg/ml. After incubating the cells with EAN, cell viability was
performed. In the cytoprotection study, EBW was added to the cells at concentrations of 3.125 pg/mL, 6.25 pg/mL, 12.5
pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, and 400 pg/mL for 20 hours prior to hydrogen peroxide exposure. Cell
viability was then determined. The results indicate a dose-dependent response of the extract, with cytotoxic effects at
concentrations above 500 pg/ml, a cytoprotective effect against oxidative insult at concentrations above 50 pg/ml, and cell
proliferation stimulation at concentrations between 200 and 400 pg/ml. These findings suggest the potential of EBW as a
cytoprotective agent.
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Introducgado: O género Acacia se destaca como fonte de taninos condensados (Garcia et al., 2015) que sdo compostos
fendlicos, derivados de flavan-3-ol, cuja agdo antioxidante é reconhecida (Chen et al., 2018) com potencial agéo sobre
alimentos e sobre o metabolismo animal. Uma forma de estudar o potencial destes extratos previamente ao uso na
alimentacdo animal € através de testes in vitro. A avaliacdo do efeito citoprotetor em células ou efeito citotoxico produzido
pelo extrato, podem revelar o potencial do extrato como aditivo nutricional (Grasel et al., 2019). Ainda ndo ha estudos com
aplicacdo do extrato de acécia sobre células saudaveis in vitro, ndo sendo definida dosagens de taninos condensados que
podem ser usados naindustria alimenticia. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito citoprotetor e a citotoxicidade do extrato
de casca de Acécia negra em células renais saudaveis de cées, com vistas em identificar dosagens que ndo sejam téxicas e que
a0 mesmo tempo tragam beneficios as células.

Material e Métodos: Citotoxicidade: Foi utilizada a metodologia do sal de tetrazélio usando MTT em células epiteliais
renais de caes (MDCK). O método mede a viabilidade celular. As células renais de cées (MDCK) foram semeadas em
microplacas de 96 pogos contendo 20.000 células/pocgo, cultivadas em DMEM-LOW suplementado com 10% soro fetal
bovino, 1% Penicilina, 0,2% Anfotericina-B, mantidas em temperatura de 37°C, incubadas por 24 horas. O extrato da casca
de Acacianegrafoi diluido em meio de cultivo DMEM-LOW nas concentragfes de 1.000 pg/ml, 750 pg/ml, 500 pg/ml, 250
pg/ml, 125 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml e 25 pg/ml, colocado em contato com as células por 24 h, e aviabilidade celular foi
analisada. Citoprotecdo: O efeito citoprotetor foi determinado através da pré-exposicéo das células de cdes (MDCK) aos
extratos da casca de Acacia negra em diferentes diluigdes: 3,125 pg/mL, 6,25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100
pg/mL, 200 pg/mL e 400 pg/mL, por 20 horas, seguida da exposicéo ao H202 nas concentragfes entre 6,25 e 3000 uM. Apbs
24 horas, a viabilidade celular foi avaliada por MTT. Ambos os experimentos foram repetidos trés vezes de forma
independente, sendo cada um realizado em triplicata. A andlise estatisticafoi realizada utilizando o software GraphPad Prism
8.0. A andlise de varianciafoi realizada, com posterior teste de Dunnett para comparagfes maltiplas. As diferencas foram
consideradas significativas quando o valor de P < 0,05. Para determinar a concentracdo citotoxica para 50% das células
(IC50) de cada composto testado, foi utilizada andlise de regressdo ndo linear.

Resultado e Discussdo: A viabilidade celular foi prejudicada nas concentragtes entre 500 pg/mL e 1000 pg/mL do extrato de



casca de acacia negra (Figura 1), indicando um efeito citotoxico do extrato nessa faixa. Porém, em concentragfes mais baixas,
aviabilidade celular foi mantida ou aumentada. Observou-se em torno de 125% de viabilidade celular, sugerindo um possivel
efeito estimulante a proliferagdo. Na Figura 2, observa-se uma relacdo entre a concentraggo do extrato e a viabilidade celular
apos o insulto oxidativo com (H202). Em concentragdes a partir de 50 pg/mL nado se observa reducéo significativa da
viabilidade celular, e concentracfes superiores a 200 pg/mL demonstram um aumento gradual na viabilidade celular,
acancando valores superiores ao controle e ao grupo de insulto com H202. Essa tendéncia crescente sugere um efeito dose-
dependente do extrato de casca de Acéacia negra na protegdo contra o estresse oxidativo, corroborando para utilidade como
agente citoprotetor.Os resultados deste estudo demonstraram que o extrato de acacia negra apresentou efeitos citoprotetores
nas células renais de cdes. ConcentracGes crescentes do extrato resultaram em uma maior viabilidade celular apds o insulto
oxidativo, sugerindo um efeito dose-dependente na protecéo celular. No entanto, em concentragdes acima de 500 pg/mL
mostraram induzir citotoxicidade, causando danos celulares substanciais e diminui¢do na viabilidade.
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Figura 1. Viabilidade celular em resposta a Figura 2. Avaliacdo do efeito citoprotetor in vitro dos
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Conclusdo: O extrato de Acécia hegra nas dosagens entre 200 e 400 pg/ml revela efeito citoprotetor, inclusive com estimulo
aproliferacdo celular. Esses achados sugerem que a citoprotecdo é alcangada em dosagens que devem estar entre 200 e 400
pg/ml. As dosagens dietéticas ainda precisam ser gjustadas, mas os efeitos citotdxicos foram observados em concentracdes
acimade 500 pg/ml.
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