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EFEITO ANTIPROLIFERATIVO, MUTAGENCIO E ANTINEOPLASICO DE
PRODUTOS COMERCIAIS DA ERVA MATE (llex paraguariensis)

RESUMO

Os efeitos da erva-mate (llex paraguariensis) na saude humana tém sido
amplamente investigados e os resultados tém-se mostrado divergentes, com alguns
indicando um potencial antioxidativo ou protetor da erva-mate contra o aparecimento
de células neoplasicas, enquanto outros sugerem sua influéncia em casos de
diversos tipos de tumores. Os objetivos deste estudo foram avaliar o potencial
mutagénico de produtos comerciais da erva-mate em ensaios biologicos utilizando
Allium cepa e avaliar o potencial antineoplasico em cultura de células de carcinoma
de laringe (HEp-2), carcinoma de célon (HT-29), carcinoma de rim (786) e uma
linhagem normal de rim de macaco (VERO). Foram avaliados seis produtos, trés dos
quais destinados a preparo com &gua fria (tereré) e trés com &agua quente
(chimarrdo). Os resultados em A. cepa mostraram que nenhuma das marcas de
tereré analisadas apresentou nivel significativo de mutagenicidade em comparacgéo
com o controle negativo apds os periodos de tratamento. Duas das trés marcas de
chimarrdo (CH-2 e CH-3) mostraram-se citotdéxicas e mutagénicas (p < 0,01) quando
comparadas ao controle negativo ap6s 72 h de tratamento. Os testes de
citotoxicidade mostraram que os menores valores de ICs, foram obtidos com o
extrato a quente de uma das amostras de chimarrdo em células de carcinoma de
rim. Os outros extratos apresentaram ICsp > 1 000 pg/mL nas linhagens HEp-2, HT-
29 e VERO em ambos os tempos de incubacdo. Com base na inibicdo do
crescimento (%) na dose de 500 pg/mL, verificou-se que o extrato a quente CH-1 foi
15,13 vezes mais seletivo contra células de carcinoma de rim do que contra células
normais, seguido de CH-3 (6,75), CH-2 (4,07) e do extrato a frio TE-3 (4,03),
indicando uma possivel acdo antineoplasica (citotoxica) para o extrato CH-1.
Quando a extracdo da erva-mate CH-1 é feita com 20 min de incubacéo, ha grande
aumento na citotoxicidade para células normais, levando a uma diminuicdo na
seletividade, de 15,13 para 5,43. Para o extrato a quente CH-2, esta seletividade é
muito reduzida (de 4,07 para 2,18). Os extratos de erva-mate (I. paraguariensis)
preparados com agua quente apresentaram efeitos distintos entre as marcas
comerciais testadas, as quais demonstraram potencial tanto para retirar células do
seu ciclo normal (CH-2 e CH-3) quanto para agir sobre células neoplasicas (CH-1).

Palavras-chave: llex paraguariensis, Mutagenicidade, Allium cepa, Citotoxicidade



ANTIPROLIFERATIVE, MUTAGENIC AND ANTINEOPLASIC EFFECT OF
BRAZILIAN BRANDS OF MATE TEA (llex paraguariensis)

ABSTRACT

Although extensive, research into the effects of mate tea (llex paraguariensis) on
human health has yielded divergent results, either indicating an antioxidative,
protective potential against the appearance of neoplastic cells or suggesting a role in
the formation of several types of tumors. The purposes of this study were to evaluate
the mutagenic potential of commercially available brands of mate tea using biological
testing based on Allium cepa and to assess their antineoplastic potential using
cultures of different cells—namely, larynx carcinoma (HEp-2), colon carcinoma (HT-
29), kidney carcinoma (786), and a normal line of monkey kidney cells (VERO). Six
Brazilian brands were evaluated, three of which are intended for preparation with
cold water (yielding the beverage locally known as tereré) and three with hot water
(yielding chimarrdo). None of the tereré brands exhibited significant genotoxicity
following the treatment period, as compared with controls. Two of the chimarrdo
brands (CH-2 e CH-3) exhibited cytotoxicity and genotoxicity (p < 0.01) at 72 h of
treatment, as compared with controls.The lowest ICs, values determined in
cytotoxicity testing were obtained for one chimarréo brand against kidney carcinoma
cells. For all other brands, 1Cs, exceeded 1000 pg/mL when tested against HEp-2,
HT-29, and VERO cells, for both steeping times. Based on percent growth inhibition
at 500 pg/mL, the CH-1 chimarrédo brand was found to be more selective against
kidney carcinoma cells than against normal cells, followed by the chimarrdo brands
CH-3 (6.75) and CH-2 (4.07) and by the tereré brand TE-3 (4.03), suggesting
potential anticancer activity of the CH-1 brand. Longer steeping times (20 min)
considerably increased the cytotoxicity of the CH-1 chimarrdo preparation against
normal cells, with decreased selectivity, from 15.13 to 5.43. For the CH-2 chimarrédo
preparation, selectivity was greatly reduced, from 4.07 to 2.18. The effects of I.
paraguariensis extracts prepared in hot water varied by brand, revealing either the
potential to disturb the normal cycle of cell development (CH-2 and CH-3) or to act
against neoplastic cells (CH-1).

Keywords: llex paraguariensis, Genotoxicity, Allium cepa, Cytotoxicity
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas para fins terapéuticos € uma pratica milenar, construida na
sabedoria do senso comum que articula cultura e salde, uma vez que esses
aspectos nao ocorrem de maneira isolada, mas inseridos num contexto histdrico
determinado. Desde a Idade Média, as plantas j& eram utilizadas com finalidades
curativas. Muito antes da grande descoberta da quimica e dos medicamentos
sintéticos, buscava-se para cada doenga uma planta que a curasse.

Dessa forma, usuarios de plantas medicinais mantém a pratica do consumo
de fitoterapicos, tornando vdlidas informacdes terapéuticas que foram sendo
acumuladas durante séculos e que, atualmente, encontra-se em expansao por todo
o mundo.

De maneira indireta, este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de
pesquisadores em estudos envolvendo &reas multidisciplinares, que juntas
enriguecem os conhecimentos sobre a inesgotavel fonte de medicina natural, a flora
mundial.

O Brasil € considerado o pais detentor da maior biodiversidade mundial e em
funcdo da significativa variedade da sua flora, um grande numero de espécies
vegetais é empregado pela populacdo para debelar diversos males, sendo utilizadas
com as mais diversas finalidades e de diferentes formas (FUNARI; FERRO, 2005).

Nos dultimos anos, no Brasil, varias pesquisas foram realizadas com
contribuicdes relevantes sobre os efeitos farmacolégicos de extratos e dos
constituintes quimicos isolados, ndo s6 quanto a aspectos fitoquimicos, mas também
guanto a atividade biolégica de plantas que ocorrem nos diferentes ecossistemas
brasileiros (ALBUQUERQUE, 2006).

A comunidade leiga costuma ter em mente e propagar o conceito de que
“tudo o que é natural ndo faz mal”. No entanto, o conceito de natural como sinénimo
de saudavel tem sido contestado por pesquisadores que investigam o potencial
deletério de algumas plantas de uso popular, por exemplo, no que diz respeito ao
efeito mutagénico de plantas medicinais (VARANDA, 2006).

Vicentini et al. (2001), relataram que os chas e infusdes de plantas medicinais
podem conter substancias téxicas com efeitos mutagénicos. Por outro lado, o
consumo de chas pode suprimir os efeitos de agentes mutagénicos que estejam

atuando sobre o organismo humano (SILVA et al., 2004).



16

Diversos extratos de plantas, tais como Pneumus boldus Mold., Matricaria
recutita L., Cymbopogon citratus (DC) Stapf, Baccharis trimera (Less.) DC, Camelia
sinensis (L) O. Kuntze (fermentado), Camelia sinensis (ndo-fermentado), Lippia alba
N.E. Brown,Mentha arvensis L., e Pyrus malus L., tém sido estudados devido ao
poder antioxidante, que pode ser atribuido ao seu conteido de compostos fendlicos
(SELENE et all., 2009). O mecanismo de agdo dos antioxidantes, presentes em
extratos de plantas, possui um papel importante na reducdo da oxidacao lipidica em
tecidos, vegetal e animal, pois quando incorporado na alimentacdo humana né&o
conserva apenas a qualidade do alimento, mas também reduz o risco de
desenvolvimento de patologias, como arteriosclerose e cancer (ANGELO, 2007).

Dentre estas espécies esta a erva-mate llex paraguariensis, cujo consumo
pode ser considerado uma tradicdo em diversas regibes do Brasil e também em
outros paises da América do Sul.

A atividade ervateira sempre apresentou grande importancia para as regides
Sul e Centro-oeste do Brasil (MACCARI JUNIOR, 2000), em especial para o estado
de Mato Grosso do Sul, onde varias geragdes cultivam o habito da “roda de tereré”
como forma de interagao e integracdo, aumentando significativamente o consumo da
bebida na regiéo.

Os efeitos da erva-mate na saiude humana tém sido amplamente investigados
e os resultados obtidos mostram-se divergentes, com alguns indicando um potencial
antioxidativo ou protetor da erva contra o aparecimento de células neoplasicas,
enguanto outros sugerem sua influéncia em casos de diversos tipos de tumores.

A erva-mate (llex paraguariensis) tem chamado a atencdo da comunidade
cientifica nos ultimos anos por seus efeitos benéficos a saude humana,
principalmente aqueles relacionados a atividade antioxidante e protetora frente a
processos degenerativos, como o0s que levam ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e a danos ao DNA (MACHADO et al., 2007). Alguns destes
resultados sao apresentados a seguir.

A propriedade antioxidativa da |. paraguariensis foi avaliada por Bracesco et
al. (2003), que utilizaram como sistema-teste levedura Saccharomyces cerevisae.
Os autores concluiram que essa espeécie se assemelha ao cha-verde quanto ao
potencial antioxidante, sendo importante fonte de polifendis.

De maneira semelhante, resultados obtidos por Schinella et al. (2000), apos

estudo com bioensaio animal (microssomas de figado de rato e membranas de
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células vermelhas do sangue), sugerem que a ingestdo do extrato de |I.
paraguariensis poderia contribuir com o aumento da defesa antioxidativa dos
organismos contra ataques de radicais livres.

Também foi relatada a atividade citotoxica de erva-mate em linhagens de
células tumorais in vitro, 0 que poderia evidenciar um papel na prevencao do cancer
(RAMIREZ-MAREZ et al. 2004; MEIJA et al. 2005; BIXBY et all., 2005).

Por outro lado, algumas pesquisas vém ressaltando os maleficios provocados
a saude humana pela ingestdo da erva-mate. Nesse sentido, casos de canceres de
bexiga (DE STEFANI et al., 2007; BATES et al., 2007), de es6fago (RONCO et al.,
2004) e de rim (DE STEFANI et al., 1998) tém sido relacionados com consumo da
erva-mate por populacées no Uruguai e Argentina. GOLDENBERG et al. (2004)
relatam a influéncia do mate no desenvolvimento de céanceres de cavidade oral,
faringe, laringe e esofago.

De acordo com o INCA (2010), as estimativas de novos casos de cancer para
0 ano de 2010 serdo validas também para o ano de 2011, e apontam para a
ocorréncia de 489.270 novos casos.

No Brasil, pesquisadores da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(BARROS et al., 2000), e da Universidade Luterana do Brasil (ZETTLER et al., 2006)
também sugerem que o consumo da erva-mate pode aumentar o risco de carcinoma
epidermdide de es6fago e a indicam como agente etioldégico de neoplasia do trato
aérodigestivo, respectivamente.

Ressaltando o exposto por Houk (1992), resultados provenientes de
bioensaios genéticos sao relevantes a saide humana porque o alvo toxicologico é o
DNA, o qual existe em todas as formas celulares vivas. Portanto, pode ser
extrapolado, pois compostos que se mostram reativos com DNA em uma espécie,
tém o potencial para produzir efeitos similares em outras espécies. Em geral,
perturbacdes do material genético sdo deletérias para o organismo e podem
conduzir a conseqiiéncias severas e irreversiveis a satde (LEITAO E BRAGA.
1994).

Héa décadas, ensaios bioldgicos tém sido considerados meios adequados para
avaliar misturas como entidades unicas (HOUK, 1992).

Para essa avaliacdo foi relevante a adequacéo do sistema-teste a ser
utilizado. Com isso, foi considerado importante que esse sistema apresentasse boas

condicbes cromossOmicas e que sintetizasse importantes enzimas metabdlicas,
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conduzindo a resultados de grande repetibilidade e alta confiabilidade

A espécie Allium cepa tem sido utilizada como padréo em ensaios biologicos,
para o0 estudo dos efeitos de extratos vegetais, visando a deteccdo de
genotoxicidade (TEIXEIRA et al., 2003; FACHINETTO et al., 2007), cujas condi¢des
cromossOmicas e enzimaticas conduzem a resultados de grande reprodutibilidade e
alta confiabilidade.

O modelo de cultura de células tumorais humanas tem contribuido para
revelar o potencial antitumoral de diversas substancias isoladas a partir de espécies
vegetais do Estado de Mato Grosso do Sul (SILVA et al. 2007; GARCEZ et al. 2006;
GARCEZ et al. 2005; MATOS et al. 2006). Além da rapidez na obtencdo dos
resultados, o ensaio é uma alternativa ao uso indiscriminado de animais pelas
industrias farmacéuticas ou de biotecnologia.

Tendo em vista a ambiguidade dos resultados advindos dos trabalhos
anteriores, o presente trabalho tem por finalidade avaliar os efeitos antiproliferativo,
mutagénico e citotoxico de produtos comerciais da erva-mate (llex paraguariensis),

em sistemas-testes bioldgicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ConsideracOes sobre a espécie llex paraguariensis St. Hil.

2.1.1 Histéria e importancia sécio-econdmica

A erva-mate era utilizada pelas tribos guaranis, que habitavam as regifes das
bacias dos rios Parana, Paraguai e Uruguai, antes da colonizacdo européia. Na
época, comunidades indigenas do Chile, Peru e Bolivia atravessavam os Andes
para comercializar as folhas secas da planta, através de permuta (LINHARES,
1969).

Os colonizadores incorporaram rapidamente o habito dos indigenas de utilizar
a infuséo das folhas secas trituradas como bebida. Entretanto, esse costume passou
a ser considerado um ‘“vicio” pelos eclesiasticos, que tentaram impedir o seu
consumo, considerando repudiados e excomungados os que fizessem uso da
bebida, resultando em um incentivo maior para a sua utilizacdo, quando entdo a
igreja resolveu suspender as puni¢cdes, assegurando o consumo e o futuro
econdmico do produto (LINHARES, 1969; LESSA, 1986).

O impulso na economia ervateira surgiu com os jesuitas, no século XVII, pois
além de intensificar o comércio, passaram a cultivar a espécie, contribuindo de
forma significativa no manejo do cultivo. A expulsdo dos jesuitas, em 1768, teve
como consequéncia a decadéncia dos ervais e a perda da tradicdo de cultivo.
Aproximadamente 100 anos depois, a Argentina voltou a plantar erva-mate,
atingindo sua auto-suficiéncia por volta de 1940 (LINHARES, 1969).

Na legislacdo brasileira do século XIX, os ervais nativos eram considerados
publicos e sua exploracdo econémica dependia de permissao. Diferentes relacdes
de trabalho e grupos sociais estavam envolvidos nas atividades de coletar, secar,
transportar e triturar as folhas e ramos da planta. Destaca-se, contudo, a importancia
da populacgéo tradicional, denominada de cabocla, que era pobre, mével e resultante
da combinacdo genética e cultural entre indigenas, luso-brasileiros, hispano-
brasileiros ou negros (GERHARDT; NODARI, 2009).
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Atualmente, a erva-mate ainda possui grande importancia econoémica, social e
cultural para o Sul do Brasil, Nordeste da Argentina e grande parte do Paraguai.
Integra um dos mais tradicionais sistemas agroflorestais, sendo uma das culturas
gue concorrem para a manutencdo do pequeno produtor no meio rural (BERKAI;
BRAGA, 2000).

No Brasil, & explorada economicamente em 596 municipios dos estados do
Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Mato Grosso do Sul, com 180 mil
propriedades rurais envolvidas, sendo na maioria, constituidas de pequenos e
médios produtores. A erva-mate abastece 750 induastrias, gerando 710 mil
empregos, com uma producdo de aproximadamente 700 mil toneladas por ano do
produto industrializado (WENDT, 2005).

Sua cultura desempenha importante papel socio-econdmico e ambiental,
sobretudo, em pequenas propriedades agricolas da regido sul do Brasil
(HEINRICHS; MALAVOLTA, 2001).

Apesar do ciclo da erva-mate (1883-1947) ndo possuir significado para a
economia brasileira, para o Mato Grosso do Sul representa parte da sua historia. Ao
lado de sua importancia econdmica a erva-mate incorpora a valorizagdao da cultura
local, a sociabilidade e a criatividade da regido pantaneira, principalmente pelo uso
de bebidas a base da erva-mate (LINHARES, 1969).

Grande parte da producdo brasileira € comercializada internamente (80%),
ficando o restante para exportacdo. Dentre os paises importadores, o Uruguai
absorve quase integralmente a erva-mate exportada, restando pequenos volumes
para Chile, Alemanha e Paraguai. (MACCARI JUNIOR, 2000).

Sua principal utilizacdo é na producéo de bebidas, principalmente na forma de
chimarréo e chas, mas devido as suas propriedades fitoquimicas apresenta grande
potencial para outras aplicagdes industriais, como corante, conservante alimentar,
medicamentos, produtos de higiene e cosméticos. Devido a utilizagcdo medicinal, foi
incorporada em varias farmacopéias como nas francesas em 1866 e 1884, na
portuguesa em 1876, na argentina em 1898, na brasileira em 1929, nas
venezuelanas em 1898, 1910, 1927 e 1939, as mexicanas em 1904, 1925 e 1952 e
na paraguaia em 1944 (WENDT, 2005).
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2.1.2 Distribuicao natural

A distribuicAo natural da erva-mate compreende uma area de
aproximadamente 540.000 km?, sendo encontrada no Brasil, Paraguai e Argentina.
Os maiores produtores da erva-mate na América do Sul sdo o Brasil, o Paraguai e a
Argentina. No que se refere a producéo, a Argentina lidera o mercado, seguida pelo
Brasil (MILOCA et al., 2006).

No Brasil, o plantio ocorre principalmente nos estado de Mato Grosso do Sul,
Parand, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e pontos isolados no leste de Sao Paulo
e sudeste de Minas Gerais (MILOCA et al., 2006).

Praticamente até hoje a atividade ervateira é extrativista, dependendo de
ervais nativos, porém, o cultivo dessa espécie vem recebendo destaque nos ultimos
anos.

A erva-mate é tolerante a solos de baixa fertilidade natural, com baixo teor de
nutrientes trocaveis e de alto teor de aluminio. Ocorre em solos com textura média
(entre 15 e 35% de argila), sendo raramente encontrada em solos arenosos (menos
de 15% de argila). Prefere solos com profundidade média, umido e bem drenado.
(CARVALHO, 2003).

2.1.3 Aspectos taxondmicos e botanicos

A erva-mate € uma arvore da familia Aquifoliaceae originaria da regiao
subtropical da América do Sul. A classificacdo botéanica foi realizada pelo naturalista
francés August de Saint Hillaire e foi registrada no Museu de Historia Natural de
Paris, em 1822, com o nome de llex paraguariensis St. Hil. (FERRARI, 2006).

O género llex pertence a familia que apresenta cerca de 600 espécies, sendo
220 nativas da América do Sul, das quais 68 ocorrem no Brasil. A erva-mate (Figura
1) é uma espécie perene, com porte arbéreo e grande longevidade, podendo
alcancar cem anos. Sua altura é variavel, dependendo da idade e do tipo de sitio,
podendo atingir até 30 m na floresta, porém, quando podada, geralmente n&o
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ultrapassa os 7 m de altura. Possui o tronco cilindrico, reto ou pouco tortuoso,
geralmente com 20 a 40 cm de diametro (CARVALHO, 2003).

Figura 1 — A - Arvore adulta de |. paraguariensis em plantio (WENDT, 2005).
B- Folhas de I. paraguariensis (HECK et al. 2007).

2.1.4 Composicédo e propriedades funcionais

A erva-mate apresenta diversos compostos bioativos que ja demonstraram
importante atividade antioxidante in vitro e in vivo (MATSUMOTO, 2008). Os



23

principais compostos bioativos presentes na erva-mate sdo os compostos fendlicos,
as saponinas e as metilxantinas (CHANDRA; GONZALES, 2004).

Dentre os compostos fendlicos, destaca-se o elevado teor de acido caféico,
acido clorogénico e outros derivados cafeoilquinicos, aos quais € atribuida a acéo
adstringente e antioxidante do produto (LARA-CARDOZO et al. 2007), além dos
flavonoides rutina, quercetina, diglicosideo de luteolina, taninos e cafeoilglicose. A
atividade anticarcinogénica dos compostos fenélicos tem sido relacionada a inibicao
dos canceres de célon, esbfago, pulméo, figado, mama e pele.

Na classe das saponinas encontram-se as agliconas, &cidos ursolico e
oleandlico, responsaveis pelo sabor amargo, pela atividade antinflamatéria e
adstringente da erva-mate (GNOATTO et al., 2008).

Dentre as metilxantinas encontram-se a cafeina, a teobromina e a teofilina,
componentes com comprovada acao no sistema nervoso central e no musculo
cardiaco, sendo a eles atribuida a acdo estimulante do mate, sendo considerados
ainda como relaxantes da musculatura lisa, diurético, analgésicos e anestésicos
(SCHUBERT et al., 2006).

Dentre os compostos volateis da erva-mate estdo, majoritariamente, terpenos
e aldeidos, sendo observados, ainda, produtos de degradacdo de carotendides
(MACHADO et al., 2007).

2.2 Ensaios Bioldgicos

2.2.1 Uso do sistema teste de Allium cepa

De acordo com Bagatini et al. (2007), o sistema teste vegetal de Allium cepa
apresenta-se como um bioindicador ideal para o0 primeiro screening da
genotoxicidade de infusdes de plantas, auxiliando os estudos de prevencédo de
danos a saude humana.

O teste classico de Allium sp. tem sido amplamente utilizado em estudos dos
efeitos de agentes quimicos (FERETTI et al., 2007), ambientais (MORAES;
JORDAO, 2001 e AMARAL et al., 2007) e de extratos de plantas (AKINBORO;
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BAKARE, 2007) em cromossomos e na divisao celular. Trata-se de um dos sistemas
de andlise mais simples e de grande validade citogenética. Esse sistema-teste
apresenta inumeras vantagens, tais como facilidade de manuseio; baixo custo;
realizacdo e obtencdo de resultados em curto espaco de tempo; boas condicdes
cromossbmicas para estudo de danos cromossdmicos ou distirbios da divisdo
celular, incluindo avaliagcdo de riscos de aneuploidia, sensibilidade e confiabilidade,
presenca de importantes enzimas necessarias a ativacao de certos pro-mutagenos
(BAGATINI, 2007).

Os efeitos das infusdes de plantas medicinais sobre o ciclo celular de Allium
cepa foram relatados por Vicentini et al. (2001); Camparoto et al. (2002); Teixeira et
al. (2003); Knoll et al. (2006); Fachinetto et al. (2007), os quais mostraram que 0S
principais efeitos que ocorrem sdo mutagenicidade e anti-mutagenicidade, bem
como aumento e diminuicao da proliferacao celular de pontas de raizes tratadas com
diferentes espécies de plantas medicinais.

A andlise de alteragbes cromossbmicas € utilizada como teste de
mutagenicidade sendo um método direto para mensurar danos em sistemas
expostos a agentes mutagénicos ou carcinogénicos potenciais.

As alteragbes cromossOmicas constituem uma fracdo relevante de danos
causados por agentes fisicos, quimicos e biolégicos ao material genético. Muitos
compostos capazes de causar mutacdes génicas também causam mutacOes
cromossOmicas. Entretanto, algumas substancias atuam apenas ao nivel
cromossémico, ndo sendo, portanto, detectadas pelos testes que usam bactérias
como sistema indicador. Assim, é imprescindivel a inclusdo dos testes citogenéticos
na avaliacdo do potencial mutagénico de um composto (RABELLO-GAY, 1991 apud
MORAES, 2001).

Os tipos de alteragbes cromossOmicas mais freqientes podem ser assim
definidos: C-metafase é descrita quando a formacdo do fuso foi prejudicada (EL-
GHAMERY et al., 2000), o que significa que nenhuma placa equatorial torna-se
organizada e que a divisdo do centrdbmero é atrasada. No entanto, ela pode ser
reversivel, o que indica um fraco efeito toxico (ODEIGAH et al. 1997).

Metafase desorganizada é a disposicao difusa dos cromossomos no plano
equatorial da célula. Esta alteracdo € considerada sinal de malformacdo ou
inativacao parcial do fuso, todavia, pouco se sabe sobre como as atividades do fuso
sao diretamente reguladas (MARCANO et al. 2004).
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A ocorréncia de migracbes precoces ou tardias, provavelmente, esta
relacionada a algum tipo de alteracdo ocorrida nos microtibulos do fuso, uma vez
que, por definicdo, estas estruturas sdo responsaveis em manter, por curto periodo

de tempo, 0S cromossomos na regido equatorial da célula.

2.2.2 — Teste de atividade antitumoral - uso de linhagens celulares

A metodologia mais utilizada para os testes de atividade antitumoral é a dos
ensaios de citotoxicidade, usando linhagens celulares de células neoplasicas
humanas.

A citotoxicidade das drogas pode ser avaliada em culturas de células tumorais
de vaérias linhagens através de métodos como: variacbes da morfologia celular,
viabilidade celular utilizando corantes como o azul de tripan e a eosina, que se
baseiam na perda da integridade da membrana celular das células ndo viaveis
causando a captacao do corante (MACIEL et al., 2002).

O uso de testes in vitro tem sido amplamente utilizado para pesquisa de
agentes anticancer. Varias linhagens neoplasicas séo utilizadas e, para se verificar a
seletividade da droga em linhagens neoplasicas, utilizam-se linhagens normais
(HOUGHTON et al., 2007).

Os ensaios de citotoxicidade podem ser desenvolvidos em varias
metodologias, tais como contagem celular, ensaios clonogénicos, medida de
incorporacdo de nucleotideos radiativos ou métodos colorimétricos (HENRIKSSON
et al., 2006). No caso dos métodos colorimétricos, a taxa de crescimento e
multiplicacéo é medida indiretamente por algum indicador de crescimento através do
aparecimento de coloracdo e a intensidade de cor € diretamente proporcional ao
namero de células presentes (HOUGHTON et al., 2007).

Existem diferentes tipos de ensaios colorimétricos, dentre os quais citam-se 0s
que empregam:

e cristal violeta: corante violeta cuja funcdo € detectar células
vivas(HENRIKSSON et al., 2006).
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e MTT: (sais de tetrazolio), Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoélio). Consiste no ensaio de proliferacdo celular que quantifica a
habilidade das células viaveis reduzirem o sal amarelo de tetrazolio a cristais
parpuras de formazan, usando uma enzima mitocondrial, a succinato
desidrogenase. O ensaio detecta células metabolicamente ativas e a leitura é
feita em espectrofotbmetro a 540 ou 570nm em leitor de ELISA (MOSMANN,
1983).

o XTT: (hidréxido de 2,3-bis (2-metodxi-4-nitro-5-sulfofenil) -5-
[fenilamina)carbonil] - 2H-tetrazodlio). Ensaio de proliferacdo celular mais
rapido e menos trabalhoso que MTT. As enzimas de células metabolicamente
ativas das células dividem o sal XTT em derivados de formazan coloridos e
sollveis em agua. A absorbancia é determinada a 450 nm em leitor de ELISA
(SCUDIERO et al., 1988)

e Alamar blue: € um corante solivel em agua que é utilizado para quantificar a
viabilidade das células, extremamente estavel e ndo toxico para as ceélulas,
considerado teste superior ao MTT. A forma oxidada do alamar blue entra no
citosol e é convertida por enzimas mitocondriais. A coloragdo do meio muda
de azul indigo para rosa fluorescente nas células viaveis (HENRIKSSON et
al., 2006). Este teste € disponivel em kits comerciais.

e Sulforrodamina B (SRB): baseia-se no principio de que o SRB cora proteinas
dentro das células. Constitui-se em um método simples, sensivel,
reprodutivel, rapido, e que permite armazenamento das placas, podendo-se
fazer a leitura das células em espectrofotometro depois do ensaio e nao
necessariamente imediatamente, como no ensaio do MTT (HOUGHTON et
al., 2007). O principio do ensaio da sulforrodamina B baseia-se na habilidade
gue tem este composto de se ligar a componentes protéicos das células,
fixadas pelo acido tricloroacético; ou seja, 0 método independe da atividade
metabdlica das células, ao contrario do MTT.

No método SRB, o corante utilizado € uma aminoxantina de cor rosa brilhante e
com dois grupos sulfénicos que sdo capazes de se ligar as porcdes terminais dos
aminodacidos das células que foram fixadas com o &cido tricloroacético (SKEHAN et
al., 1990).

Para a avaliacdo da atividade antineoplasica, os testes de citotoxicidade mais

utilizados na rotina de triagem de drogas anticancer pelo Instituto Nacional de



27

Cancer dos Estados Unidos (NCI) para uso em programas de avaliacdo de drogas
anticancer (FRESHNEY, 1994; RUBINSTEIN et al., 1990) sdo o Teste do sal de
tetrazolium- MTT (MOSMANN,1983); e Teste da Sulforrodamina B (SRB) (SKEHAN
et al., 1990).

A superioridade do método SRB em relacdo ao MTT foi descrita por Keepers et
al. (1991).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral:
Verificar 0s potenciais antiproliferativo, genotoxico e antineoplasico de

produtos comerciais da erva-mate (llex paraguariensis) em ensaios bioldgicos.

3.2 Especificos:

- Determinar os indices mitéticos e os indices de fases de células
meristematicas de raizes de Allium cepa apos tratamento exclusivo com os produtos
comerciais da erva-mate, preparados com agua gelada (terer€) e quente (chimarréo);

- Investigar as frequéncias e tipos de alteracBes citogenéticas sofridas por
células meristeméticas de raizes de Allium cepa apds tratamento exclusivo com 0s
produtos comerciais da erva-mate, preparados com agua gelada e quente;

- Avaliar o potencial citotoxico dos produtos comerciais da erva-mate em 3
linhagens de células neoplasicas em diferentes tempos de incubacao;

- Determinar a seletividade dos extratos das ervas-mate em células
neoplasicas;

- Avaliar o efeito do tempo de incubacdo dos extratos sobre a atividade

antineoplasica (citotoéxica) nas linhagens celulares.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos laboratorios de Biologia Geral do
Departamento de Biologia-DBI e de Biologia molecular e cultura celulares do Centro
de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, ambos da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (UFMS).

O critério para escolha dos produtos comerciais da erva-mate (llex
paraguariensis) foi a pureza do produto (sem aditivos), segundo a definicdo da
ANVISA (2005), e a indicacao de uso, se para tereré ou para chimarréao.

Foram utilizados como meio de tratamento para os sistemas-teste Allium cepa
e da cultura de células, seis produtos comerciais da erva-mate (llex paraguariensis),
gue atendessem ao subitem 2.3 do Anexo da Resolucéo de Diretoria Colegiada -
RDC N°. 277, de 22 de setembro de 2005 (ANVISA, 2005), dentre elas:

2.3. Erva-Mate: é o produto constituido exclusivamente pelas folhas e
ramos de llex paraguariensis St. Hil.,, obtido por processo de
secagem e fragmentacdo destinado ao preparo de "chimarrdo" ou

"tereré" podendo ser adicionado de acgucar.

Os produtos foram adquiridos em estabelecimentos comerciais locais e
custeados por projeto de pesquisa.

Os extratos foram preparados conforme instrucdes contidas nas embalagens
para obtencédo de bebidas quente (chimarrdo) e/ou gelada (tereré), totalizando seis
amostras, sendo trés preparacées com agua gelada e trés por infusédo (Tabela 1).

As linhagens celulares HEp-2 (ATCC CCL-23, carcinoma de laringe) e
linhagem normal VERO (ATCC -CCL-81, rim de macaco) foram adquiridas do
Instituto Adolpho Lutz. As linhagens de células neoplasicas: 786 (ATCC CRL-1932,
carcinoma de rim), e HT-29 (ATCC HTB-38, carcinoma de célon) foram gentilmente
cedidas pelo Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho do Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas, CPQBA-Unicamp.

O ensaio de citotoxicidade esta padronizado no laboratério de Biologia
Molecular e Culturas Celulares da UFMS (MATOS et al., 2006, BOGO 2009,
SIMIONATTO et al., 2009, BOGO et al., 2010).
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Tabela 1 — Produtos comerciais da erva-mate |. Paraguariensis.

ABREVIATURAS TIPO ORIGEM LOTE VALIDADE
CH-1 Chimarréo Abelardo Luz-SC 126 Out/10
CH-2 Chimarrao Curitiba-PR 013 Set/10
CH-3 Chimarrao Cascavel-PR 007 Jun/10
TE-1 Tereré Tacuru-MS 117 Fev/10
TE-2 Tereré Paulo Frontin-PR 201 Set/10
TE-3 Tereré Cascavel-PR 005 Jun/10

4.1 Avaliacédo do Potencial Mutagénico em Allium cepa

4.1.1 Preparo dos extratos

Para o preparo do tereré os produtos comerciais da erva-mate foram pesados
(100g) e colocados em 1000 mL de agua gelada (5°C), onde permaneceram por 10
minutos sendo, em seguida, filtrados. Essa mesma forma de preparo foi utilizada
para o chimarrdo, sendo a agua gelada substituida por infusdo em agua quente a
temperatura inicial de 98°C por 10 minutos. Posteriormente, foi feito o resfriamento
em temperatura ambiente.

Cada tratamento foi aplicado a uma série de cinco bulbos de A. cepa, 0s
qguais passaram por padronizacdo e lavagem em agua corrente por uma hora. As
raizes foram cultivadas em condi¢Bes controladas de temperatura (25°C) e aeracao
constantes, em camara de crescimento do tipo BOD, sem fotoperiodo, inicialmente
em agua mineral (P6r-do-sol, Campo Grande-MS) até atingirem aproximadamente
1,5 cm, quando foram transferidos para frascos de vidro de 80 mL, contendo os
extratos que estavam em temperatura ambiente. Agua mineral da mesma marca

comercial foi utilizada como controle negativo em todos os ensaios (Figura 2).
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Figura 2 — Demonstragdo do modelo experimental A. cepa. A - Extratos de I.
paraguariensis; B - Agua (controle negativo).

4.1.2 Avaliacdo do Potencial Mutagénico

O ciclo celular em meristemas de raiz de A. cepa, crescendo a 25° C, é de
13,5 horas (12 h em interfase, 0,7 h em profase, 0,2 h em metéfase, 0,1 h em

anéfase e 0,5 h em telofase), segundo Giménez-Martin et al.(1977).

Neste estudo, os bulbos foram submetidos ao extrato da erva-mate, por
periodos de 20 horas (tratamento em um U(nico ciclo celular) e por 72 horas
(tratamento durante varios ciclos celulares) e os seguintes parametros foram

avaliados:

a) Toxicidade: por meio de analise macroscopica do tamanho, morfologia,
coloragéo e turgescéncia das raizes de Allium cepa apos 20 horas e apos 72

horas de tratamento;

b) Citotoxicidade: para avaliagdo da acao da erva-mate sobre a divisédo celular e
suas fases, foram realizados os calculos dos indices mitoticos (IM) e dos
indices de fase (IF), por meio das seguintes formulas:

IM= nimero de células em divisdo/niimero de células observadas X 100;
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numero de células em uma determinada fase mitotica / nUmero de células

em mitose X 100.

4.1.3 Avaliacdo do Potencial Mutagénico

a)

b)

Genotoxicidade: as frequéncias de células aberrantes obtidas a partir do
tratamento com o tereré e o chimarrdo foram comparadas com as
frequéncias de aberracdes obtidas apds exposicdo das células ao
controle negativo, de acordo com as seguintes formulas:

FA (frequéncia absoluta): n° de células alteradas/ n° de células
observadas X 100;

FR (frequéncia relativa): soma de cada um dos tipos de alteracdo/total de

células alteradas X 100.

Tipos de Alteracdes: foram calculadas as frequéncias relativas das
seguintes  aberracbes (%): micronucleos (MN); aderéncias
cromossbmicas; C-metafases, cromossomos dispersos em metéfase e
em anafase, fragmentos cromossdmicos, metafases desorganizadas,
migragdo cromossOmica precoce ou tardia, pontes cromossOmicas e

células anucleadas.

Foram analisadas 1.000 células meristematicas de ponta de raiz por bulbo de

Allium cepa, sendo utilizado um total de cinco bulbos tratados com cada uma das

amostras preparadas com a erva-mate.

Apés cada tratamento as radiculas coletadas foram fixadas em carnoy (3

etanol:1 acido acético) por pelo menos 24 horas, reidratadas e coradas com orceina-

aceto-cloridrica a 2%. As regides meristematicas dessas raizes foram separadas e

esmagadas entre laminas e laminulas para observacédo e contagem de células em

divisdo e de aberra¢cdes cromossdmicas em microscopio Optico com a objetiva 40X.
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4.2 Avaliacdo da atividade antineoplésica (citotéxica) in vitro

4.2.1. Preparo dos extratos

Os produtos comerciais da erva-mate foram pesados (5g) e colocados em 20
mL de agua gelada (tereré) durante 10 e 20 minutos de incubacdo. Para o
chimarrdo, a mesma medida foi colocada em agua quente (temperatura inicial de
98°C) durante 10 e 20 minutos de incubagdo. Ambos foram filtrados em gaze estéril
para retencdo de particulas maiores, sendo posteriormente filtrados em membrana

de polietersulfona (PES) de 0.22 pm.

4.2.2. Cultura de células

Todas as linhagens celulares foram mantidas em meio completo em
incubadora de CO,, até alcancarem o crescimento exponencial. Foram entédo
divididas em aliguotas, mantidas durante 24h a —86°C para o congelamento gradual
e transferidas para conteiner de nitrogénio liquido (-196°C), para estocagem. Para 0s
testes, foram descongeladas rapidamente a 37 °C até atingir crescimento
exponencial (FRESHNEY, 2005).

4.2.3 Teste de citotoxicidade

O teste de citotoxicidade com o corante sulforrodamina B (SRB) foi utilizado
para avaliagdo da atividade citotoxica e tem como principio a coloracdo das
proteinas de membrana celular (SKEHAN et al., 1990).

As células foram cultivadas em frascos estéreis na presenca de meio de
cultura, DMEM ou RPMI 1640, contendo 10 % de soro fetal bovino, 100 U/mL de

penicilina, 0,1 mg/mL de estreptomicina e 0,25 pg/mL de anfotericina (meio
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completo) e mantidas a 37 °C em atmosfera imida contendo CO; (5%). Uma vez
que estas células sdo aderentes, € necesséario fazer a remocdo dessas com a
solucéo de tripsina (0,25% + EDTA 1 mM) em tampéo PBS, pH 7,4. Em seguida,
foram transferidas para tubos conicos contendo meio de cultura completo.

Apés centrifugacdo a baixa rotacdo, o meio de cultura e tripsina foram
desprezados e as células ressuspendidas em pequeno volume de meio completo.
Foi feita a contagem com uma aliquota dessas células em uma camara de Neubauer
e coradas com Trypan Blue® para que em cada cavidade da placa de 96 pocos fosse
depositado um volume de 100 pL de meio contendo 12.000 células (120.000/mL).

Apo6s 20 horas, foram adicionadas trés concentracdes de cada extrato em
analise, (50, 500 e 1000 pg/mL), cada um em triplicata. Apos exposicdo durante
48hs as células foram fixadas com &cido tricloroacético 40% por 30 minutos. O
sobrenadante foi descartado, a placa lavada em agua e seca para adicdo de 50uL
de SRB diluida em acido acético por 30 minutos.

ApoOs lavagem com &cido acético 1% para retirar excesso de corante e
secagem foi adicionado o tampé&o Tris Base 10mM para solubilizar o corante ligado
as proteinas de membrana das células fixadas. Em seguida elas foram submetidas a
uma agitacdo de 15 minutos para a dissolucdo das proteinas coradas e a
absorbancia foi medida a 540 nm em leitor de microplacas.

Foram obtidas as absorbéncias: extrato (T), controle negativo (CN), branco
dos extratos e a leitura do inicio da incubacédo, ou seja, antes da adicdo extratos
(TO). Em todos os experimentos foi incluido um controle positivo, doxorrubicina nas

concentragdes de 0,25, 2,5e 25 mg/mL (Eurofarma).

4.3 Andlise de dados

Os resultados obtidos por meio do bioensaio Allium cepa foram submetidos a
andlise estatistica, sendo analisadas cinco repeticbes para cada tipo de tratamento
(chimarréo e tereré).

Os resultados obtidos apés cada tratamento do sistema-teste Allium cepa
foram comparados estatisticamente com os do controle (Agua mineral), utilizando-se

analise de variancia (teste F) ou analise ndo paramétrica (teste de Kruskal-Wallis) ao
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nivel de 5 % de probabilidade, para avaliacdo dos potenciais mutagénicos das
substancias-teste em estudo.

Nos ensaios de cultura de células a inibicdo de crescimento - IC (%) de cada
dose do extrato em triplicata, foi calculada em programa Excel 2007, utilizando-se as
férmulas segundo Monks et al. (1991).

A dose que inibe 50% do crescimento celular (IC5) em microgramas/mL
(ug/mL) foi determinada graficamente em programa para graficos e analises de
dados (Microcal Origin Versdo 6.0). A citotoxicidade também foi expressa em
porcentagem de inibicdo do crescimento (%) e os resultados estdo expressos como
média + desvio padrdo (média + dp). Os ensaios em cada linhagem foram
reproduzidos pelo menos em dois experimentos independentes.

Também foi determinada a seletividade, obtida por meio da divisdo entre a
porcentagem de inibicdo de cada extrato nas linhagens de células neoplasicas e a
porcentagem de inibicAo na linhagem de células normais VERO (Seletividade=

células neoplasicas/ VERO) e encontra-se demonstrada na Tabela 7.
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5. RESULTADOS

5.1 Bioensaio Allium Cepa

5.1.1 Potencial Antiproliferativo

5.1.1.1 Toxicidade

Os efeitos toxicos dos extratos nas raizes analisadas foram evidenciados nos
periodos de 20 e 72 horas, nos dois tratamentos (chimarréo e tereré).

Apos 20 horas de tratamento, as raizes submetidas aos extratos de |I.
paraguariensis com agua quente (chimarrdo) apresentaram crescimento meédio
superior ao do controle. No mesmo periodo de tratamento, as raizes submetidas aos
extratos obtidos com agua gelada (tereré) mostraram crescimento igual ou inferior
ao controle.

No tratamento de 72h, as raizes submetidas aos extratos de chimarréo e de
tereré apresentaram crescimento igual ou inferior ao controle (Figura 3), havendo a
diminuicdo do crescimento, principalmente, nos extratos obtidos com agua quente
CH-1 (56,8%), CH-2 (17,5%) e CH-3 (41,6%). Foi verificado ainda atrofiamento de
raizes, escurecimento nas proximidades da coifa e facilidade de desprendimento do
bulbo, neste mesmo periodo de tratamento (Figura 4).
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Extratos (Chimarrdo e tereré) e Controles

Figura 3 — Tamanho médio (cm) das raizes submetidas, por 20 h e 72 h, aos
extratos de erva-mate preparadas para chimarrao (CH-1, CH-2, CH-3) e tereré (TE-
1, TE-2, TE-3) e controle negativo (CTR).

Figura 4— Aspecto das raizes de Allium cepa apoOs tratamento com llex
paraguariensis. A — Chimarrdo 20h; B — Tereré 20h; C — Chimarrdo 72h, D- tereré
72h; E — Controle chimarrdo 72h; F — chimarrdo 20h; G — controle chimarréo 20h.

5.1.1.2 Citotoxicidade

A- Indice Mitotico (IM)

O numero total de células analisadas, tratadas com |. paraguariensis, bem

como o numero de células nas diversas fases do ciclo celular estdo na Tabela 2.
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Tabela 2 - Numero total de células analisadas, niumero de células nas diferentes
fases do ciclo celular e alteracbes de células meristematicas radiculares de Allium
cepa tratados com diferentes extratos de |. paraguariensis por 20 h e 72 h de
exposicao.

Tratamentos 20h ‘ 2h

INT PRO MET ANA TEL ALT INT PRO MET ANA TEL ALT
CH-1 694 4213 0 0 0 14 1406 3594 0 0 0 0
CH-2 1070 3909 10 7 4 8 3730 196 14 14 0 1046
CH-3 4679 263 17 24 10 22 3491 587 0 0 0 922
CTR 3328 1284 175 143 70 29 4069 590 194 94 37 8
TE-1 1619 3356 14 3 8 2362 2508 0 0 0 130
TE-2 3541 1393 42 11 1773 3227 0 0 0 0
TE-3 3370 1481 38 26 85 35 2203 2797 0 0 0 0
CTR 3494 1130 190 161 25 16 2144 2696 67 61 32 3

CTR= Controle, INT=Intérfase, PRO=Profase, MET=Metafase, ANA=Anafase, TEL=
Telofase, ALT= Células com alteracdes.

A adequacédo das condicdes em gque os experimentos foram conduzidos foi
confirmada pela observacdo de ciclos celulares normais no controle negativo (agua
mineral).

Os resultados obtidos a partir dos extratos preparados com agua gelada

(tereré) ndo apresentaram reducdes significativas dos IM (Figura 5).
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Figuras 5 — indices Mitéticos (IM) das células meristematicas de raizes de A. cepa
tratadas por 20 e 72 horas com extratos preparados com agua gelada (tereré).

Apos 20 horas de tratamento, os IM das células expostas aos extratos de CH-
1 e CH-2 foram semelhantes entre si e tiveram aumento significativo em relacéo ao
controle e ao extrato de CH-3, que também apresentou IM significativamente inferior

ao observado no controle. Com 72 horas de tratamento, o IM das células tratadas
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com CH-1 foi significativamente maior, quando comparado ao controle e aos demais

extratos, enquanto CH-2 apresentou diminuig&o significativa do seu IM (Figura 6).

807 indice Mitético aiM-20h
68 A OIM-72h

70 A
60 58 A 56 A
50 A
0] 358
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20 1 13¢C 14C

10 4
0 . — — —

Controle CH-1 CH-2 CH-3
Tratamento

Figuras 6 — indices Mit6ticos (IM), das células meristematicas de raizes de A. cepa
tratadas por 20 e 72 horas com extratos preparados com agua quente (chimarréo).

B) indice de Fases

As células das raizes expostas aos extratos de CH-1 e CH-2 por 20 e 72
horas apresentaram indice de profase significativamente maior do que os verificados
nas células expostas ao controle negativo. Os indices de préfase das células
tratadas com os extratos de CH-3 somente diferiram significativamente dos indices
do controle apos tratamento de 72 horas. Nao houve diferenca significativa entre os
indices de préfase dos tratamentos, exceto a reducéo obtida com os extratos de CH-
3, em 20 horas.

Ap6s 20 horas de tratamento com os extratos de CH-1 e CH-2, as células
apresentaram inibicdo significativa dos indices de metafase, anafase e tel6fase,
gquando comparados ao controle. CH-3 ndo apresentou diferenca significativa em
relacdo ao controle em nenhuma dessas fases. Apds 72 horas, constatou-se a
reducéo dos indices de metéfase, anafase e teléfase das células tratadas com CH-1,
guando comparados ao grupo controle. Com esse mesmo tempo de tratamento, as
células tratadas com extratos de CH-2, apresentaram indices de metafase e de
tel6fase inferiores ao do controle, enquanto o tratamento com CH-3 conduziu a

reducdo significativa também do indice de anéafase.
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Os baixos indices de fases, exceto indices de profase, observados apés 72
horas de tratamento com todos os extratos, foram devidos a grande frequéncia de

células anucleadas (Figura 7).
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Figura 7 - indice de Fases (IF), A- Profase; B- Metafase; C- Anéafase; D- Teléfase
das células meristeméaticas de raizes de A. cepa tratadas por 20 e 72 horas com

extratos de |. paraguariensis, preparados com agua quente (chimarrao).
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5.1.2 Potencial MUTAGENICO

5.1.2.1 Genotoxicidade

N&o foi observada diferenca significativa nas frequéncias de alteracdes
cromossOmicas de células tratadas com extratos preparados com agua gelada
(terere).

As frequéncias de alteracdes observadas nas células tratadas por 20 horas
com CH-1, CH-2 e CH-3, nédo diferiram significativamente entre si e nem do controle.
Entretanto, as raizes tratadas com os extratos de CH-2 e CH-3, por 72 horas,
apresentaram alteracdes estatisticamente significativas em relacdo as células do
controle e as células tratadas com extrato de CH-1 (Figura 8).

357 GENOTOXICIDADE 31A

301 @20h o72h 28 A

Genotoxiciade (%)

2B 2ns . 1ns 2ns
0 - T T —
Controle CH-1 | CH-2 CH-3
Tratamento

Figura 8 — Alteracdes cromossbmicas (%) das células de raizes de Allium cepa
tratadas por 20 e 72 horas com extratos de |. paraguariensis.

5.1.2.2 Tipos de Alteragdes

Dentre as alteragbes cromossdmicas observadas, destacam-se: aderéncias,
metéfases desorganizadas, C-metafases, migracbes precoces e tardias, pontes
metafasicas e anafasicas, fragmentacdo da cromatina e, principalmente, células
anucleadas (Figura 9).
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Figura 9 — Aberrac¢@es induzidas pelos extratos de CH-1, CH-2 e CH-3, em células
de Allium cepa. A — metafase e anafase anormais, B- anafase normal, C- aderéncia,
D — ponte metafasica, E - ponte anafasica, F — células apoptéticas, G — migracao
precoce, H — C-metéfase, | — fragmentacéo da cromatina, J — células anucleadas.

As frequéncias relativas (%) das alteracOes estao na Tabela 3.
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Tabela 3. Frequéncia relativa (%) das alteracbes cromossdémicas observadas em
células tratadas com erva-mate preparada com agua gelada (tereré) e no controle

negativo, nos periodos de 20 e 72 horas.

Tempos/ 20h

Tratamentos/ TE1 TE2 TEB CTR TE1 TE2 TE3 CIR
AlteracBes

SN 0 0 0 0 100 0 0 0
METAFASE

CM 44,5 0 5,8 0 0 0 0 0
CD 0 0 2,9 0 0 0 0 0
FRG 0 0 0 0 0 0 0 0
ADR 22,2 0 20,1 25,0 0 0 0 0
DES 33,3 0 20,1 12,5 0 0 0 33,4
ANAFASE

CD 0 0 2,8 0 0 0 0 0
FRG 0 0 0 0 0 0 0 33,3
MP 0 0 2,8 25,0 0 0 0 0
MT 0 0 2,8 0 0 0 0 0
PT 0 0 37,1 31,2 0 0 0 33,3
TELOFASE

MN 0 0 2,8 0 0 0 0 0
PT 0 0 0 6,3 0 0 0 0
FRG 0 0 2,8 0 0 0 0 0
Total de cél. aberrantes 9 0 35 16 130 0 0 3
Total de cél. observadas 5000 5000 5000 5000 5000 5000 5000 5000

SN= Sem ndcleo, CTR= Controle negativo, CM=C-Metafase, CD=Cromossomo
Disperso, FRG=Fragmento, ADR=Aderéncia, DES= Desorganizada, MP=Migracéo
Precoce, MT=Migracéo Tardia, PT=Ponte, MN=Micronucleo.
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Tabela 4. Frequéncia relativa (%) das alteracbes cromossdémicas observadas em
células tratadas com erva-mate preparada com agua quente (chimarrdo) e no
controle negativo, nos periodos de 20 e 72 horas.

Tempos/ 20 h | 72h
Tratamentos/ CH1 CH2 CH3 CTR CH1 CH2 CH3 CTR
AlteracBes

SN 988 1000
METAFASE

CcM 0 0 0 0 0 0 0 125
cD 0 0 0 0 0 0 0 125
FRG 0 0 0 34 0 0 0 0
ADR 285 500 409 70 0O 05 0 0
DES o 375 181 310 0O 03 0 125
ANAFASE

cD 0 0 0 69 0 0 0 0
FRG 0 0 0 0 0 0 0 0
MP 71 125 0 69 O 0 0 250
MT 71 0 0 34 0 0 0 0
PT 35,7 09 414 0 04 0 375
TELOFASE

MN 0 0 0 0 0 0 0 0
PT 0 0 0 0 0 0 0 0
FRG 0 0 0 0 0 0 0 0
Total de cél. aberrantes 14 8 22 29 0 1061 922 8

Total de cél. observadas 5000 5000 5000 5000 5000 5000 5000 5000

SN= Sem nucleo, CTR= Controle negativo, CM=C-Metafase, CD=Cromossomo
Disperso, FRG=Fragmento, ADR=Aderéncia, DES= Desorganizada, MP=Migracéo
Precoce, MT=Migracédo Tardia, PT=Ponte, MN=Micronucleo.

5.2 Teste de Citotoxicidade em Cultura de Células

A atividade citotoxica de seis produtos comerciais da erva-mate (llex
paraguariensis) foi avaliada pelo método da SRB em periodo de incubacdo de 48
horas em trés linhagens de células neoplasicas (HEp-2, 786-0 e HT-29). A
citotoxicidade dos extratos da erva-mate em uma linhagem de células normais
(VERO), foi utilizada para a determinacdo da seletividade das células neoplasicas
em relacdo as células normais.

Os valores de ICs, para os extratos da erva-mate em cultura de células,

expressos em pg/mL, estédo representados na Tabela 2.
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Tabela 5- Atividade citotoxica (ICsp), ug/mL, dos extratos de seis produtos comerciais
de erva-mate em células normais e neoplasicas em incubac¢éo de 10 e 20 minutos.

ERVAS VERO 786 . I:AFTE-ZNR/ HT-29

10/20 MIN 10 MIN 20 MIN 20 MIN 10/20 MIN
CH-1 >1000 344,0 160,0 >1000 >1000
CH-2 >1000 603,0 533,20 >1000 >1000
CH-3 >1000 514,0 362,0 >1000 >1000
TE-1 >1000 >1000 NR >1000 >1000
TE-2 >1000 >1000 624,0 >1000 >1000
TE-3 >1000 979,0 >1000 >1000 >1000
DOXO 2,92 0,32 0,32 0,81 1,34

VERO- células normais, 786- Carcinoma de Rim, HEp-2- Carcinoma de Laringe, HT-
29- Carcinoma de Cdlon, DOXO- Doxorrubicina (controle positivo), NR- Nao
realizado.

Na analise por tempo de incubacdo (10 e 20 minutos) frente a linhagem de
células de carcinoma de rim, verifica-se que em 10 minutos o extrato a quente da
erva-mate CH-1 (IC5,=344 pg/mL) foi mais ativo do que os extratos a quente CH-3
(IC50=514 pg/mL) e CH-2 (IC50=603 pg/mL). Os extratos a frio, TE-1, TE-2 e TE-3
foram menos ativos (ICsp >1000). Com 20 minutos de incubag¢do CH-1 continuou
sendo o extrato mais ativo. Entretanto, neste tempo de exposi¢cdo CH-2, CH-3 e TE-
2 também foram mais ativos quando comparados ao tempo de incubacdo de 10
minutos.

Considerando que todos os extratos apresentaram I1Cs0>1000 pg/mL na
linhagem de células normais (VERO), bem como nas linhagens HEp-2 e HT-29, ndo
foi possivel calcular a seletividade baseado na ICso (SUFFNESS; PEZZUTO, 1991).

Na Tabela 6 estdo os resultados da porcentagem de inibicdo nas doses de
500pg/mL e 1000ug/mL . Os resultados na dose de 50ug/mL (tempo de incubacédo

de 10 e 20 min), foram proximos a zero e nao estao apresentados.
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Tabela 6. Inibicdo (%) do crescimento de células normais (VERO) e linhagens
neoplasicas (786, HEp-2 e HT), sob o efeito do extrato aquoso de produtos
comerciais da erva-mate (llex paraguariensis), em infusao de 10 e 20 minutos.

ERVAS TEMPO 786 HEp-2 HT-29 VERO
500ug/mL  1000pg/mL  500pg/mL  1000pg/mL  500pg/mL  1000ug/mL  500pug/mL  1000pg/mL

CH-1 10 75,66+2,51  99,3+0,57 0,33+0,57 2,33+3,21 NR 5+3 15,66 + 1,52

20 99,66 £ 0,57 100+ 0 5+0 4,33+1,52 3,33+2,51 18+ 0 18,33+2,51 20,66 2,30
CH-2 10 19+1 98,33+1,52 00 1+0,73 NR 4,66 +2,08 10,66+0,57

20 39,33+0,57 100+ 0 3,33+£2,30 4,33+1,52 0+0 6,33+2,51 18+2,64 21,66+1,52
CH-3 10 4912 98,33 +2,08 00 2,32 NR 7,25+2,62 17,75+4,34

20 72+4 91,33+4,72 0+0 11,66+2,08 5+ 4,35 15+ 3,46 11+1,73 18+1
TE-1 10 1+1 1,33+2,30 0,33+0,57 3,33%+2,30 NR 1,66 + 0,57 8+3

20 NR 2+1,73 233 £1,15 2,33+0,57 1,33+1,52 11,33+1,52 22+2,64
TE-2 10 0,66+1,15 166+152 1,33+1,15 0,33+0,57 NR 0+0 1+1

20 2,33+2,30 12+3,46 10,66+3,21 8,66+1,52 00 0,66+1,15 8,33+3,51 18,33+1,52
TE-3 10 2,66 +1,52 52+4 3,66 +2,88 2+2 NR 0,66 0,57 15,33 +4,50

20 7,33+0,57 74,33+1,52 7+1,73 833+1,15 2,66 +3,05 0,66 +1,15 15,66+2,51 23+1

VERO-células normais, 786-carcinoma de rim, HEp-2- carcinoma de laringe e HT-
29- carcinoma de co6lon. NR= Nao realizado;

Assim, foi calculada a média e desvio padréo da porcentagem de inibicdo do
crescimento (doses de 500ug/mL e 1000ug/mL) para todas as linhagens visando a
utilizacdo destes dados no célculo da seletividade das células neoplasicas em

relacdo as células normais nos tempos de incubacao de 10 e 20 minutos.

Tabela 7. Seletividade dos extratos de |. paraguariensis frente as linhagens testadas,
em diferentes doses.

ERVAS TEMPO 786 HEp-2 HT-29
500ug/mL 1000ug/mL 500ug/mL 1000pg/mL 500ug/mL 1000ug/mL

CH-1 10 15,13 6,34 0,06 0,14 NR

20 5,43 4,84 0,27 0,20 0,18 0,87
CH-2 10 4,07 9,22 * 0,09 NR

20 2,18 4,61 0,18 0,19 * 0,29
CH-3 10 6,75 5,53 * 0,12 NR

20 6,54 5,07 * 0,64 0,45 0,83
TE-1 10 0,60 0,16 0,19 0,41 NR

20 NR NR 0,17 0,10 0,20 0,06
TE-2 10 * 1,66 * 0,33 NR

20 NR NR 1,27 0,47 * 0,03
TE-3 10 4,03 3,39 5,54 0,13 NR

20 NR NR 0,44 0,36 0,16 0,02

786-carcinoma de rim, HEp-2- carcinoma de laringe e HT-29- carcinoma de cdlon.
NR= Nao realizado;
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6. DISCUSSAO

6.1 Bioensaio Allium cepa

6.1.1 Potencial Antiproliferativo

6.1.1.1 Toxicidade

Alteracbes morfolégicas ou inibicdo do crescimento das raizes foram
parametros adotados para avaliar a toxicidade dos extratos testados. Este efeito
pdde ser observado na forma intumescida das raizes, na coloracdo, no aspecto
pegajoso e escurecido e, ainda no tamanho das raizes, contrapondo-se as do
controle, indicando que alguns dos extratos tiveram acgéo téxica sobre as raizes. No
periodo de 20 horas, ndo houve reducdo do crescimento radicular em relacdo ao
controle, para todos os extratos testados, permitindo inferir que, para este tempo de
exposicao, o extrato ndo afetou o ciclo celular.

A reducédo do crescimento das raizes em todos os tratamentos apds 72 horas
de tratamento, notadamente naqueles cujos extratos foram preparados com agua
quente (CH-1, CH-2 E CH-3), indicam que o efeito toxico dos extratos ndo é
imediato.

Sabe-se que o crescimento das raizes se da pela formacdo de novas células,
por meio do ciclo de divisdo, que ocorre na zona meristematica e pela extensao das
células ja formadas, que ocorre tanto na zona meristematica como na zona de
alongamento da raiz (L6pez-Saez et al., 1969; Carmona e Cuadrado, 1986). A
correlagdo observada no presente trabalho indica que a divisdo celular foi um
componente determinante para a extensdo das raizes, exceto para as raizes
expostas ao extrato de CH-2 por 72 h. A acdo do tempo de exposicdo e da agua

guente parecem potencializar o efeito da erva-mate.

O efeito de infusdo de plantas utilizadas com fins medicinais sobre o ciclo
celular de Allium cepa tém sido utilizado por varios autores (CAMPAROTO et al.,
2002; TEIXEIRA et al., 2003; KNOLL et al., 2006; FACHINETTO et al.,, 2007,
BAGATINI et al., 2007), os quais mostraram que 0s principais efeitos observados

foram aumento ou diminuicdo da proliferacédo celular de pontas de raizes tratadas. A
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inibicdo do crescimento da raiz é resultado da inibicdo da divisdo celular levando a

diminuicao do indice mitotico (LIU et al., 1992).

A interferéncia na divisdo celular causada pela acdo do extrato com efeito
sobre o desenvolvimento do sistema radicular, provavelmente representa um dos
mecanismos de acao do extrato sobre o desenvolvimento da planta teste (PIRES et
al., 2001). Neste trabalho, a redugcédo do crescimento das raizes apos 72 horas de
tratamento com o0s extratos a quente, indica um provavel potencial toxico em
decorréncia do tempo de exposicao. Vale ressaltar que, embora o extrato tenha sido
preparado de acordo com as orientacdes dos fabricantes, ou seja, por infusdo em
agua quente, o tratamento das raizes foi feito, em todos o0s casos, com a solu¢cdo em
temperatura ambiente, o que descarta a acdo da temperatura elevada como causa
dos resultados observados, conforme relatam autores, dentre eles, Candreva et all
(1993), Barros, et all (2000), De Stefani et all (2002), Sewram (2003).

6.1.1.2 Citotoxicidade

A) Indice Mitético

O indice mitético e indice de replicacdo sdo usados como indicadores de
proliferacdo adequada das células (GADANO et al., 2002), o que pode ser medido
através do sistema teste vegetal de Allium cepa.

Levando em consideracao os dados constantes em estudos anteriores, e em
confronto com o controle, os resultados obtidos neste trabalho mostram que em 20
horas, houve estimulo a divisdo celular das células submetidas aos extratos CH-1 e
CH-2, o que levou ao aumento do indice mitético. Entretanto, em 72 horas, quando
comparada ao controle e a CH-1, os extratos da erva-mate CH-3 e CH-2 inibiram a
divisdo celular, causando declinio do indice mitético das células expostas.

O nivel de citotoxicidade pode ser determinado pela taxa de diminuigdo do
indice mitdtico. A reducao do indice mitotico para valores inferiores a 22% do valor
do controle negativo causa efeitos letais nos organismos teste (ANTONSIEWICZ,
apud SMAKA-KINCL et al., 1996), enquanto uma diminuicdo até 50%, usualmente
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tem efeitos sub-letais. O nivel de 50% é chamado de valor limite de citotoxicidade
(SMAKA-KINC et al., 1996).

Neste estudo, as células tratadas com extrato da erva-mate CH-3, por 20 h,
apresentaram reducdo do indice mitético em 40% e CH-2 reducdao de 52%, no
tratamento de 72 h, ambas em relagdo ao controle. Portanto, conforme os valores
anteriormente citados, extrato de CH-3 demonstrou ser citotoxico sob as condi¢cfes
utilizadas no presente estudo e baseando-se nos dados estatisticos. O percentual de
citotoxicidade observado apés tratamento com CH-2, demonstrou que 0 mesmo

apresentou seu efeito muito préximo do limite de citotoxicidade.

Para possibilitar a avaliacdo dos efeitos ou danos que agentes mutagénicos
podem causar, faz-se necessario que a célula esteja em constante divisdo mitética,
objetivando identificar os efeitos toxicos e alteracdes ocorridas ao longo de um ciclo
celular (SILVA et al., 2003).

Estudos citogenéticos de espécies vegetais informam a respeito de
possiveis alteragcdes cromossdmicas decorrentes do proprio metabolismo ou devido
a presenca de agentes mutagénicos (BAGATINI et al., 2007; FONSECA et al.,
2000), que podem ser detectados, citologicamente, pela inibigdo do ciclo celular.

De acordo com Amaral (2007), misturas complexas apresentam
componentes que podem interagir entre si e com 0s organismos, causando efeitos
genotoxicos e citotoxicos. Assim, seja analisando misturas complexas ou
determinada substancia, as alteracbes no indice mitético sdo consideradas
parametros citotoxicos que permitem estimar o nivel de citotoxicidade na amostra

estudada.

B) indice de Fases
Sabe-se que a duragdo do ciclo celular € diferente em diferentes
temperaturas de crescimento e que a proporgdo relativa de células em cada fase da
mitose mantém-se constante em qualquer temperatura.
Neste trabalho, os bulbos de A. cepa submetidos aos extratos obtidos por
infusdo (CH-1, CH-2 e CH-3) permaneceram em temperatura controlada (25°C) e a

analise das diferentes fases do ciclo celular evidencia que, tanto em 20 horas quanto
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em 72 horas, houve prolongamento da profase nos trés tratamentos, indicando uma
possivel influéncia do extrato na formacéao do fuso mitotico.

De acordo com Chandra et al.,(2005), efeitos altamente toxicos promovem
atraso nos checkpoints do ciclo celular ou ainda morte celular, se as lesées no DNA
ndo sdo reparadas. O prolongamento da préfase pode ter sido resultado de
toxicidade nas fibras do fuso mitético.

Nas fases seguintes, em 20 horas, houve compensacdo do tempo
dispensado em profase, fazendo com que as células apresentassem inibicdo a
divisao celular. Apenas o extrato CH-3 apresentou aumento significativo da atividade
proliferativa, em relagdo as demais, mas ndo em relagdo ao controle, com o qual
manteve a média.

ApoOs 72 horas, constatou-se a reducdo do indice de fase das células
tratadas com CH-2 (46% no indice de metafase e 50% no indice de anafase),
quando comparado ao grupo controle. Porém, esses resultados foram superiores
aos obtidos apds tratamento das raizes com os extratos das duas outras marcas
comerciais (CH-1 e CH-3).

Para tel6fase 20 horas, apenas o resultado das células do tratamento CH-3
foram superiores quando comparada as demais, mas ndo em relacdo ao controle.
Apébs 72 horas, verificou-se aumento significativo de células em morte celular, para
todos os tratamentos, comparados ao controle.

E interessante considerar sempre que, nas células estudadas, como em todas
as células, o desenvolvimento do ciclo celular € menos plastico e mais dependente
de um estreito controle genético, mediado por reacdes de fosforilacdes e
desfosforilacbes de proteinas especificas, muitas delas envolvidas nestes mesmos
eventos da mitose. Nesse sentido, somente estudos moleculares de deteccdo da
diversidade genética ou da expressdo génica poderiam revelar se o controle
genético € ou ndo modificado em cada condicao de estudo.

6.1.2 Potencial Mutagénico

6.1.2.1 Mutagenicidade
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Aberragcbes cromossdmicas sao parametros utilizados para avaliar a
genotoxicidade de produtos quimicos (TOPASHKA-ANCHEVA et al, 2003) e o
ensaio com A. cepa apresenta-se como um bioindicador ideal para o primeiro
screening da genotoxicidade de infusbes de plantas (BAGATINI et al., 2007), sendo
um sensor para a deteccdo de genotoxicidade em |. paraguariensis no presente
estudo.

Nos trés extratos preparados com agua gelada (tereré) nao foram
observadas frequéncias de alteracdes cromossomicas significativamente diferentes
em relacao ao controle, nos dois periodos de tratamento (20 e 72 horas).

Nos extratos obtidos com agua quente (chimarrdo), com tempo de exposi¢ao
de 20 horas, foram observadas alteracées cromossémicas, tais como aderéncia,
migracdo precoce, migracao tardia, metafase desorganizada, ponte anafasica, nos
trés tratamentos, as quais ndo foram significativas quando comparadas entre si e
com o controle. Entretanto, com 72 horas de exposicao, as raizes tratadas com o0s
extratos de CH-2 e CH-3 apresentaram alteracdes significativas em relacdo ao
controle e a CH-1.

O efeito genotoxico de véarias espécies de plantas medicinais tem sido
analisado, utilizando-se do teste de Allium cepa, tais como: Averrhoa carambola L.,
Syzygium cumini L. Skeels, Cissus sicyoides L. (VICENTINI et al., 2001); Maytenus
ilicifolia Mart., Bauhinia candicans Benth (CAMPAROTO et al., 2002) Psidium
guajava L., Achillea millefolium L. (TEIXEIRA et al.,, 2003). Nestes trabalhos, as
raizes de A. cepa foram expostas aos extratos respectivos por periodo de 24 horas e
em concentracdes diferentes. Estes autores observaram efeito antiproliferativo em
todas as plantas testadas. Entretanto, nenhuma destas plantas apresentou potencial

mutagénico, conforme observado no presente trabalho.

6.1.2.2 Tipos de alteragdes

Neste estudo, C-metafases, metafases desorganizadas, migracdes precoces
ou tardias, pontes metafasicas ou anafasicas e aderéncias, foram observadas nos
trés tratamentos com agua gelada (tereré) cuja frequéncia nao foram

estatisticamente significativos quando comparado com o controle negativo.



53

Segundo Fiskesjo (1993b), quebras cromossbmicas podem causar
fragmentos e pontes anafasicas. Dessa forma, a por¢cado da cromatina entre os dois
centrébmeros estende-se até o outro lado da célula entre os pdlos, impedindo ou
atrasando a separacao das duas células-filhas. Este tipo de aberracdo ocorre em
células humanas e é essencialmente sempre letal. E possivel que as pontes
resultem, também, de aderéncias cromossémicas, podendo, neste caso, serem
multiplas e persistirem até a telofase.

De acordo com MARCANO et al. (1998), aderéncia cromossémica ¢ um
sinal comum da acgédo tdxica sobre o material genético e decorre, provavelmente, em
um efeito irreversivel para a célula. A manifestacdo da aderéncia pode ser bastante
variavel, envolvendo poucos cromossomos ou todo o genoma. Em casos de total
aderéncia, a impossibilidade da separacdo cromossémica provoca a formacédo de
ndcleos picnoticos, que resultam na degeneracao total da cromatina (GIACOMELLI,
1999). Apesar de inumeros estudos descreverem a ocorréncia de aderéncia
cromossOmica, a causa primaria e a base bioguimica do fendmeno permanecem
desconhecidas.

Dentre os compostos quimicos apontados como causadores de aderéncias
cromossOmicas estdo o Mg e o Al (LEME; MARIN-MORALES, 2009). A alta
concentracdo de Mg e a presenca de Al na infusdo da erva-mate (HEINRICHS et al.,
2001), permitem inferir que as aderéncias cromossémicas observadas neste estudo
estejam relacionadas com a presenca destes compostos nos extratos de |I.
paraguariensis.

Nos extratos obtidos com agua quente (chimarrdo), as frequéncias de
aberracdes cromossémicas observadas apés 20 horas, ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa entre os trés tratamentos (CH-1, CH-2 e CH-3), quando
comparados entre si e mesmo quando comparados ao controle, exceto para CH-1.
Ap6s 72 horas de tratamento, o numero de ceélulas anormais aumentou
consideravelmente, apontando para uma acdo mutagénica em Allium cepa. Este
resultado foi estatisticamente significativo quando comparado com o controle.

A alteracdo mais evidenciada neste trabalho foi fragmentacdo da cromatina,
principalmente nas células tratadas com CH-2 e CH-3, demonstrando que estes
extratos inibiram a diviséo celular, em 72 h e 20 h, respectivamente, o que indica sua

atividade citotoxica.
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O aumento expressivo no numero de células em apoptose e a inibicdo do
ciclo celular, foram as alteracbes observadas por Vieira et al. (2009), que fizeram
com gque oOs autores apontassem efeito genotoxico do extrato de Matricaria recultita,
no sistema teste A. cepa.

A eliminacdo completa de genoma, aberragcbes cromossomicas e aumento
de micronucleos, séo alteragbes celulares observadas em estudos utilizando
agentes antimitoticos. Esses trabalhos evidenciaram que quanto maior o tempo de
exposicao ao tratamento, maior o namero de células com alteracbes (ABREU,
2006).

As células represadas em profase indicam o efeito antiproliferativo
(citotoxico) do extrato de |. paraguariensis e, embora metafase e tel6fase tenham
sido bastante curtas, nao foi possivel recuperar o ritmo normal de divisdes celulares.

A reducdo do IM possivelmente esta relacionado com a elevada frequéncia
de alteracdo cromossdmica, sobretudo, das células anucleadas que

impossibilitaram, de maneira irreversivel, a permanéncia das células no ciclo normal.

6.2 Bioensaio Cultura de Células

A potencial atividade antineoplasica (citotoxica) dos extratos foi avaliada em
trés linhagens de células neoplasicas (HEp-2, 786-0 e HT-29) e uma linhagem de
células normais (VERO). Na busca de agentes anticancer, extratos obtidos a partir
de produtos naturais sdo considerados ativos quando apresentam ICsy < 30ug/mL
(ITARATH et al., 2004).

No presente trabalho os menores valores de ICsy (Tabela 2), foram para CH-
1, 344 pg/mL (10min) e 160 pg/mL (20 minutos) em células de cancer de rim. Da
mesma forma, Ramirez-Mares et al. (2004) realizando experimentos de
citotoxicidade pelo método MTT, em células HEpG2 (carcinoma de figado), com
extrato de I. paraguariensis obtido por infusdo por 10 minutos, também evidenciaram
atividade citotdxica para o extrato.

A grande maioria das pesquisas refere-se a erva mate beneficiada para
chimarréo, ou seja, erva mate, verde, seca e cancheada. A torrefagdo promove

mudancas na composicdo quimica da erva mate, como a degradagdo da cafeina e
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de &cidos fendlicos e a formacgéo de melanoidinas, pirazinas e piriminas, assim como
altera a cinética de extragdo dos compostos bioativos, 0 que pode levar a
modificacdes na biodisponibilidade em atividades biol6gicas, como a atividade
antioxidante (BASTOS et al., 2006)

Na avaliagdo de extratos com atividade anticancer é utilizado o indice de
seletividade (IS), sendo considerado significativo um valor de IS maior ou igual a 2,0
(SUFFNESS; PEZZUTO, 1991). Este indice possibilita inferir que, se um extrato é
mais citotoxico (seletivo) para a linhagem neoplasica do que para a linhagem
normal, o extrato tem uma agao anticancer.

Na dose de 500pg/mL e em tempo de 10 minutos de infuséo, o extrato a
guente CH-1, foi 15,13 vezes mais potente (seletivo) em células de carcinoma de rim
(786) do que na linhagem normal (VERO), seguido de CH-3 (6,75) e CH-2 (4,07)
indicando uma possivel acdo anticancer principalmente para as duas primeiras
marcas (Tabela 6). Entretanto a ag¢do da erva-mate CH-1 no sistema-teste é
drasticamente reduzida quando a extracdo é feita com 20 minutos de incubacéo,
uma vez que houve um grande aumento na citotoxicidade em células normais,
levando a uma diminui¢céo na seletividade (de 15,13 para 5,43).

Verifica-se que o aumento da dose para (1000ug/mL) em células 786 e no
tempo de incubacdo de 20 minutos, causa condicdo semelhante para varios
extratos, ou seja, aumento da citotoxicidade para a célula normal. Além disso, a
seletividade foi menor em todos os extratos nesta concentracdo e nos dois tempos
de incubacdo, com excecdo de CH-2. Nas outras duas linhagens testadas a
seletividade foi menor que 2,0, portanto com atividade citotoxica semelhante.

Ressalta-se que nos experimentos cujos extratos foram obtidos com agua
gelada apenas o produto TE-3 apresentou inibicdo de crescimento em células 786
principalmente na concentracdo de 1000 pg/mL, na qual apresentou seletividade
maior que 2,0.

Ramirez-Mares et al. (2004) observaram a capacidade de extratos de erva-
mate inibir a proliferacéo celular através do seu teor de flavondides. Os flavonoides
sdo 0 mais importantes em extratos de erva-mate e foram capazes de inibir a
proliferacdo de carcinoma bucal através da inibicdo da topoisomerase Il (MEJIA et
al. 2005).

Nesse ultimo estudo, também foram utilizados extratos de diversos produtos

comerciais de |. paraguariensis, obtidos com 4gua quente em infusdo de 10 minutos,
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para verificar sua acdo na proliferacdo de células de carcinoma bucal, através da
inibicdo da topoisomerase. O teor total de flavonoides variou entre as marcas
comerciais estudadas, e nenhuma correlacao foi encontrada entre a sua quantidade
e o0 grau de inibicdo da topoisomerase em culturas de células. Estes autores
concluiram que os extratos de I. paraguariensis inibem a proliferacdo das células de
cancer oral, além de nédo ser citotoxico para as células normais e pré-cancerigenas
tendo, portanto, resultados semelhantes aos obtidos no presente estudo.

O extrato potencialmente mais ativo em células neoplasicas foi CH-1, o que
poderia indicar alguma atividade anticancer, além de ndo ser citotoxico para a
linhagem de células normais de mamiferos testadas. Corroborando os beneficios
deste produto comercial, no sistema A. cepa ele também néo foi citotdxico. Por outro
lado, embora CH-2 e CH-3 tenham apresentado ICsy proximo na dose de 500ug/mL
em células de carcinoma de rim e alguma seletividade para as células neoplasicas,
CH-3 foi citotoxico no ensaio A. cepa.

Embora fosse esperado que as marcas dos produtos comerciais de
chimarréo e tereré apresentassem o mesmo comportamento em relacdo aos efeitos
antiproliferativo, mutagénico e antineoplasico, uma vez que se tratava da mesma
espécie (I. paraguariensis), os resultados do presente estudo, podem estar
relacionados ao local do plantio, a idade da planta, bem como a data da colheita e a
sazonalidade, uma vez que estes fatores podem causar modificacées nos teores dos
constituintes quimicos das espécies vegetais, conforme exposto por Maciel et al.
(2002), Mejia et al. (2005), Rakocevic et al. (2006) e Schubert et al. (2006).
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7 CONCLUSOES

- Os extratos dos produtos comerciais da erva-mate (l. paraguariensis)
preparados com agua gelada ndo apresentaram efeitos mutagénicos no ensaio

Allium cepa.

- Dois dos extratos preparados com agua quente (CH-2 e CH-3) foram
considerados citotoxicos no ensaio de Allium cepa, apresentando efeito
antiproliferativo em um unico ciclo celular (CH-3) e apds varios ciclos celulares (CH-
2). Estes dois extratos também apresentaram potencial mutagénico elevado, com

alta frequéncia de células anucleadas.

- O Teste de Allium cepa mostrou ser um bioensaio adequado para as
analises propostas no presente estudo, tendo sido observada a convergéncia dos

parametros analisados na obtencao do resultado final.

- O extrato da amostra de erva-mate (l. paraguariensis) preparado a guente
(CH-1) foi mais citotoxico em células de carcinoma de rim (HEp-2) do que em células

normais (maior seletividade), seguido de CH-3 e CH-2.

- O aumento do tempo de incubacdo de 10 para 20 min. nos extratos
preparados com agua quente, aumentou a citotoxicidade nas células normais

(VERO), reduzindo drasticamente a seletividade em células de carcinoma de rim.

- O produto comercial CH-1 ndo foi citotéxico para células normais (VERO e
células meristeméticas de Allium cepa), sendo citotoxico para células de carcinoma

de rim, o que poderia indicar uma acao anticancer.

- Os extratos de erva-mate (l. paraguariensis) preparados com agua quente
apresentaram efeitos distintos entre as marcas comerciais testadas, as quais
demonstraram potencial tanto para retirar células do seu ciclo normal (CH2 e CH3)

guanto para agir sobre células neoplasicas (CH1).
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