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RESUMO

Bebidas a base de Camellia sinensis tem sido utilizadas por muitos séculos na medicina tradicional, sendo a infusdo preparada com as suas fo-
Ihas. Um dos produtos a base de C. sinensis amplamente consumido é o cha verde, e seus beneficios vém sendo associados a sua composi¢do
quimica. Por este motivo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a possivel atividade genotoxica do extrato de chd verde por meio da avaliagdo de
danos no DNA pelo Teste Cometa. Desta forma, foi conduzido um ensaio in vitro a partir de leucécitos isolados de sangue periférico de indivi-
duos saudaveis. Os leucdcitos isolados foram tratados com diferentes concentracGes de extrato de C. sinensis, posteriormente sendo avaliado
o dano no DNA pelo Teste Cometa. Os resultados encontrados neste trabalho indicaram que nas concentracdes 3ug/mL, 10ug/mL, 30ug/mL,
100ug/mL e 300ug/mL, o extrato de C. sinensis comportou-se igual ao controle, ndo apresentando diferenga significativa no indice de danos
do DNA, o que indica que nas concentragdes utilizadas o extrato ndo apresentou efeito genotdxico. O uso do cha verde na dieta pode ter mui-
tos beneficios para o organismo, principalmente pelos seus compostos bioativos e, por este motivo, fazem-se necessarios estudos para avaliar
sua toxicidade para melhor avaliar a seguranga em seu uso.
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IN VITRO EFFECT OF CAMELLIA SINENSIS EXTRACT IN HUMAN DNA LEUKOCYTES
ABSTRACT

Beverages based on Camellia sinensis have been used for many centuries in traditional medicine, with the infusion being prepared with its
leaves. One of the widely consumed products of C. sinensis is green tea, its benefits being associated with its chemical composition. For this
reason, the objective of this work was to evaluate the possible genotoxic activity of the green tea extract through the evaluation of DNA dama-
ge by the Comet Assay. In this way, an in vitro assay was performed from leukocytes isolated from peripheral blood of healthy subjects. The
isolated leukocytes were treated with different concentrations of C. sinensis extract, after which the DNA damage was evaluated by the Comet
Assay. The results obtained show that DNA damage index to differente concentratios to C. sinensis extract was similar to the control, with no
significant difference, which show that at the concentrations used the extract had no present genotoxic effect. The use of green tea in the diet
can have many benefits for the organism, mainly for its bioactive compounds, therefore, studies are necessary to evaluate its toxicity, to better
evaluate the safety in its use.
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INTRODUCAO

Plantas medicinais tém sido amplamente uti-
lizadas pela populacdo, justamente pelo fato de seus
consumidores acreditarem que seu uso, por serem
naturais, é inerentemente seguro. Este aumento do
uso estaria embasado no apelo de que ndo haveria
contraindicagOes, por se tratar de produtos naturais
(AKRAM et al., 2014). Desta forma, a andlise quimica
detalhada de plantas medicinais é necessaria para que
sejam destinadas ao uso terapéutico de forma segura,
pois existem varios fatores que podem levar a variagdes
no contetdo de metabolitos secundarios (GOBBO-NE-
TO; LOPES, 2007) e suas interacées com o organismo.

Os compostos bioativos, ingeridos tanto pelo
uso de plantas medicinais quanto pelos compostos
presentes na dieta, desempenham um papel crucial
em processos fisioldgicos e no status de saude dos in-
dividuos. Tal ingestdo pode ter um impacto tanto posi-
tivo quanto negativo sobre a interacdo destas molécu-
las com o metabolismo. Neste contexto, muitas plantas
tém sido estudadas para avaliar seus efeitos sobre o
organismo humano. Dentro disso, podemos destacar
as espécies de familia Theaceae, em especial a Co-
mellia. sinensis, popularmente conhecida como cha
verde (SENGER; SCHWANKE; GOTTLIEB, 2010; SIMOES
et al., 2004; MANFREDINI; MARTINS; BENFATO, 2004).

Camellia sinensis é um arbusto de pequeno
porte, de origem da Asia continental e da Indoné-
sia, pertencente & familia Theaceae (Figura 1). E um
arbusto perenifélio grande ou arvoreta de 3-4 m de
altura, de copa piramidal e densa. Apresenta folhas
simples, elipticas, coridceas, quase glabras, de 4-7 cm
de comprimento; as flores sdo de cor branca, solita-
rias ou em grupo de duas ou trés nas axilas foliares.
Os frutos sdo capsulas deiscentes e oblongas com 1-3
sementes. E cultivada principalmente na China, india,
Sri Lanka, Japdo, Quénia e Indonésia (SIMOES et al.,
2004; LORENZI; MATQS, 2008).

Figura 1 — Arbusto de Camellia sinensis
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Fonte: http://www.photomazza.com/?Camellia-sinensis&lang=en.
Acesso em: 15 jan. 2019.
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As folhas e botdes de C. sinensis tém sido utili-
zados popularmente, principalmente na forma de cha.
Os principais tipos de chds obtidos a partir desta plan-
ta sdo o cha verde, o chd oolong, o cha preto e o cha
branco. As folhas jovens e brotos foliares sdo apresen-
tados comercialmente como cha verde, este é produ-
zido por dessecac¢do das folhas sem fermentacdo, o
chd oolong sofre fermentacdo parcial apenas e o cha
preto é produzido por dessecacdo apds fermentacao
(LORENZI; MATQOS, 2008).

As propriedades farmacolégicas da C. sinensis
estdo relacionadas a presenca de compostos bioa-
tivos. As folhas ndo fermentadas contém proteinas
(15% a 20%), glicideos (5%), acido ascorbico, vitami-
nas do complexo B e bases puricas, especialmente a
cafeina (2% a 4%), polifendis (30%): monosideos de
flavondis e flavonas, catecéis e epicatecdis livres e
esterificados pelo acido gélico e produtos de conden-
sacdo, taninos (10 a 24%) (PRADO et al., 2005; SILVA;
SILVA; MICHELIN, 2013; PINTO et al., 2015; PEREIRA et
al., 2009).

Pesquisas revelam seu efeito benéfico em algu-
mas patologias e, por tratar-se de uma bebida ampla-
mente disponivel e de baixo custo, seu uso torna-se
vidvel como um importante coadjuvante em diversas
patologias (SENGER; SCHWANKE; GOTTLIEB, 2010; CA-
VALCANTI et al., 2007; SUZUKI-SUGIHARA et al., 2016;
PRASAD; KATIYAR, 2015). A dose didria recomendada
de chd verde ainda é estudada, pois ndo ha consenso
da quantidade e frequéncia do uso do cha. Na litera-
tura, entretanto, hd indicios de que para alcancgar be-
neficios a saude a ingestdo diaria seja de 5 a 7 xicaras
de cha/dia (WEISBURGER, 1999; SENGER; SCHWANKE;
GOTTLIEB, 2010).

Dentre os compostos bioativos presentes no
chd verde, as catequinas sdo as que estdo em maior
guantidade e possuem vdrias atividades bioldgicas,
como antioxidante, antiangiogénica, antiprolifera-
¢do do cancer e tem sido relevantes para a preven-
¢do do cancer. (CAVALCANTI et al., 2007; COOPER;
MORRE; MORRE, 2005; THIELECKE; BOSCHMANN,
2009).

Apesar do potencial uso farmacoldgico da C. si-
nensis, estudos sobre as suas propriedades funcionais
e toxicoldgicas ainda estdo sendo realizados. Por este
motivo, o objetivo deste estudo é avaliar os possiveis
danos no DNA de leucdcitos de individuos sauddveis
expostos ao extrato de C. sinensis, contribuindo, as-
sim, para um uso mais seguro da C. sinensis.
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METODOLOGIA

Delineamento

O estudo foi realizado em uma Unica etapa,
guando o sangue foi coletado de diferentes individuos
por puncdo venosa e, logo apds a coleta, os leucdcitos
foram separados. A separacdo de leucdcitos foi reali-
zada por centrifugacdo, e os leucdcitos obtidos foram
divididos em microtubos com igual suspencdo celular
(10%cels/mL) e mantidos em Hank’s até o tratamento.
A suspensdo celular foi tratada com extrato de C. si-
nensis em concentragdes finais de 3ug/mL, 10ug/mL,
30ug/mL, 100pug/mL e 300ug/mL por 1h a 37C2. Em
seguida foram avaliados os danos no DNA pelo teste
cometa.

Preparo do extrato de Camellia sinensis

O extrato utilizado neste estudo foi previamen-
te preparado deixando as folhas de C. sinensis em con-
tato com agua destilada (1g de folhas/100mL de agua)
a 80°C por 15 minutos. Apds, o extrato obtido foi ro-
taevaporado e liofilizado e armazenado a +42C até o
momento de uso. Para utilizagdo nos testes in vitro o
extrato foi diluido em agua.

Coleta, preparo da amostra e tratamento

O sangue foi coletado de trés individuos sau-
ddveis por puncdo venosa, utilizando heparina sddica
como anticoagulante. Os leucdcitos foram obtidos por
centrifugacao e, posteriormente, lavados com solucao
lisante de hemadcias. Para os testes in vitro, o pellet ob-
tido foi ressuspendido em Hank’s e a densidade celu-
lar determinada com o auxilio de camara de Neubauer
com corante Trypan blue 0,4%.

A suspensdo celular obtida foi dividida igual-
mente para os tratamentos, de modo que todos apre-
sentaram 10° células/mL e mantida em Hank’s. O ex-
trato foi diluido em agua na concentracgdo de 1,5mg/
mL e adicionado aos tratamentos de forma a obter
concentracgdes finais de 3ug/mL, 10ug/mL, 30ug/mL,
100ug/mL e 300ug/mL em um volume de 250uL; para
o controle foi adicionado solugdo de Hank’s apenas.
Apds preparo, os tratamentos foram mantidos a 372C
por 1h e, em seguida, realizado o teste cometa. Todas
as analises foram realizadas em duplicata.

Avaliacdao do dano no DNA pelo Ensaio do Cometa

Para a avaliagdo de danos no DNA foi utilizado o
teste Cometa, que segue o protocolo de deteccao de
danos em células eucaridticas em condicGes alcalinas,
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elaborado por Singh et al. (1988). Apés a realizagdo
dos tratamentos, a suspensdao celular foi misturada
com agarose de baixo ponto de fusdo, e em laminas
de microscopia pré-cobertas com agarose de alto pon-
to de fusao. As laminas foram mantidas em solugao de
lise por pelo menos 1 hora, apds foram submetidas ao
tratamento alcalino (20 minutos) e, em seguida, sub-
metidas a eletroforese (25V, 300 mA por 20 minutos).
Logo apds foi realizada a neutralizagao, fixacao e co-
loracdo das laminas com solucgdo a base de nitrato de
prata.

As laminas foram analisadas com o auxilio do
microscépio éptico (50 células/lamina), em que cada
célula foi analisada individualmente e o dano classifi-
cado visualmente de zero a quatro, e a extensdo da
migracdo do DNA foi relacionada com o dano ocorri-
do (TICE et al., 2000 ); posteriormente, foi calculado
o indice de danos multiplicando o niumero de células
pela classe do dano, obtendo-se, assim, um indice de
danos de zero-200.

Andlise estatistica

Os dados foram plotados em planilha eletréni-
ca Excel e, posteriormente, transferidos e analisados
pelo programa estatistico SPSS versao 12.0. As varia-
veis quantitativas foram analisadas pelos testes Stu-
dent t para a comparagao dos tratamentos com extra-
to nas diferentes concentragdes, com o controle e a
analise de variancia One-way para comparacao entre
os grupos. Foram consideradas significativas as com-
paragdes com P<0,05.

Aspectos éticos

O estudo esta registrado sob o numero
56972216.5.0000.5350, e foi aprovado pelo Comi-
té de Etica em Pesquisa (Unijui) sob parecer nimero
1.692.526.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A C. sinensis é uma planta conhecida em todo
o mundo e também muito utilizada na medicina tra-
dicional, sendo a forma mais ingerida a do cha verde.
Com a descoberta de diversos compostos bioativos
presentes na planta, o uso se tornou ainda maior. Nes-
te estudo foi avaliado o efeito do extrato de C. sinensis
no dano ao DNA de leucdcitos utilizando o teste co-
meta. Foi observado que nas concentragdes de 3ug/
mL, 10ug/mL, 30ug/mL, 100pg/mL e 300upg/mL o
extrato de C. sinensis comportou-se igual ao controle
(Figura 2), ndo apresentando diferenca significativa no
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indice de danos do DNA, o que pode indicar que nas
concentracgGes utilizadas o extrato ndo apresenta efei-
to genotdxico.

Figura 2 — Avaliacdo do efeito genotdxico in vitro
do extrato de Camellia sinensis (em leucdcitos
humanos (n=3), teste student t (comparagdo com
o controle) e andlise de variancia One Way
(comparacdo entre os grupos)
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Fonte: Dados dos autores.

Na literatura ja é bem descrito que o cha verde é
rico em flavonoides, que apresenta em sua composi¢ao
diversos compostos como cafeina, catequina, epicatequi-
na e epigalocatequina galato, e também é descrito que
este apresenta atividade antioxidante (NISHIYAMA et
al., 2010). Diante disso, neste estudo optou-se por utili-
zar o extrato aquoso obtido por infusdo, mimetizando as
condi¢cOes de uso comum, e, por este motivo, também
optou-se por utilizar o extrato bruto e ndo os componen-
tes isolados. Ainda com base na literatura, foi optado por
utilizar o extrato em diferentes concentragdes, observan-
do, assim, se em altas concentracdes este poderia apre-
sentar efeito genotodxico (CABRERA, 2006).

O Ensaio do Cometa consiste em um método
sensivel para detectar danos no DNA, os quais acon-
tecem por meio da quebra da cadeia de DNA. Este en-
saio tem sido utilizado amplamente em diversos mo-
delos experimentais, incluidos testes in vitro, ou em
estudos de monitoramento em humanos para avaliar
danos decorrentes de exposicdo a pro-oxidantes, ge-
ralmente associados ao estresse oxidativo (COLLINS,
2014; VENTURA et al., 2013).

A instalacdo do estresse oxidativo se da por
meio de um desequilibrio entre os fatores pré-oxidan-
tes e antioxidantes, sendo os fatores pré-oxidantes re-
lacionados principalmente as exposi¢Ges ambientais e
habitos de vida. Ja o sistema de defesa antioxidante
tem por objetivo manter o processo oxidativo dentro
dos limites fisiolégicos e passiveis de regulacao, impe-
dindo ou reduzindo danos causados pela acdo dele-
téria de espécies reativas geradas pelo metabolismo
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(BARBOSA et al., 2010). Diante disso, a dieta, é sem
duvida, um fator de grande importancia na modula-
¢do do estresse oxidativo, dada a importancia de an-
tioxidantes presentes em sua composic¢ao.

A ingestdo regular de cha verde associa um me-
nor dano ao DNA e uma maior resisténcia do mesmo
a efeitos antioxidantes, sendo relatados estes efeitos
em estudos in vitro. No estudo de Ho et al. (2014), lin-
focitos periféricos de voluntarios saudaveis foram in-
cubados em solugdes de cha recém-preparadas por 30
minutos a 372C. Os efeitos genoprotetores do cha ver-
de foram avaliados por meio do ensaio do cometa e
observou-se que baixas doses de cha verde poderiam
estar relacionadas a protec¢do antioxidante direta, de-
corrente dos polifendis presentes em sua composigao.
Estudos in vitro com leucécitos humanos ainda nao fo-
ram realizados para observar o efeito genotdxico do
extrato de C. sinensis, sendo este o Unico estudo com
um modelo parecido ao utilizado, o qual mostra que
o cha verde tem protecdo antioxidante na célula e o
mesmo se da pelos seus compostos bioativos.

No estudo realizado por Magcwebeba et al.
(2016) foram avaliadas as propriedades quimiopre-
ventivas do cha verde, utilizando-se um modelo in
vivo na pele do rato. O objetivo foi determinar o efeito
antiproliferativo e a atividade pré-apoptdtica em dife-
rentes células da pele, empregando o chd verde como
referéncia. A atividade metabdlica na célula foi inter-
rompida pela despolarizacdo da membrana mitocon-
drial, e observou-se que a atividade antiproliferativa
do extrato de cha verde foi mediada, principalmente,
pelos flavonoides. Nas concentragdes mais baixas a
proliferagao celular foi inibida, a medida que, a uma
concentracdo mais elevada, foi observado aumento
na apoptose, dirigindo-se, principalmente, a remocao
de células pré-cancerosas.

Durgo et al. (2011) avaliou os potenciais efeitos
citotdxicos e pro-oxidativos do extrato de cha verde
em seus dois principais constituintes flavonoides: as
epigalocatequina galato (EGCG) e galato de epicate-
quina (ECG) na linha celular de carcinoma de laringe
humana (HEp2) e sua linhagem celular resistente CK2
(citoqueratina). O objetivo foi verificar se o extrato e
seus dois flavonoides poderiam aumentar a sensibi-
lidade da linhagem celular CK2 resistente a cisplati-
na em compara¢do com a linhagem celular parental.
Extrato de cha verde e catequinas no extrato de cha
verde causam efeitos antioxidantes e pré-oxidantes,
dependendo do tipo de célula, tempo de exposicao
e concentra¢do. De forma geral, foi observado que os
compostos biologicamente ativos, presentes no extra-
to de chd verde, podem ter um efeito significativo so-
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bre células resistentes, sugerindo, entdo, que o consu-
mo de cha verde pode ajudar na prevencado de cancer
em razdo de seu efeito inibitdrio sobre o crescimento
das células da laringe.

Diversos estudos abordam os efeitos benéficos
do cha verde, no entanto sdo escassos os que avaliam
seus efeitos toxicos, decorrentes do uso de altas doses
do cha. Desta forma, estudos como este, que avaliam
a genotoxicidade, sao importantes para a seguranca e
o uso do cha verde em diversas terapias. Os resulta-
dos apresentados neste estudo indicam que o extrato,
nas condicdes e concentracdes estudadas, ndo apre-
sentou efeito genotoxico.

CONSIDERAGOES FINAIS

Conhecer o efeito dos componentes quimicos
presentes nas plantas torna-se cada vez mais impor-
tante, e o uso das mesmas na dieta tem crescido. O
uso de chads e extratos de plantas tem sido foco de es-
tudos e, a partir dos efeitos que estes produzem, po-
de-se ter beneficios, com uma dose a ser tomada dia-
riamente em concentragles certas. Diversos estudos
in vitro vém sendo feitos para provar este efeito nao
somente no organismo humano, mas, também, no
DNA, avaliando sua toxicidade para melhor estabele-
cer a seguranga para seu uso. Neste sentido, o presen-
te trabalho demonstrou que o extrato de C. sinensis
nao apresentou efeito genotdxico in vitro em leucéci-
tos humanos observado pelo Teste Cometa.
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