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Resumo: O cha é uma das bebidas mais consumidas mundialmente, tradicdo de cultura milenar, de
origem chinesa, e configura relevante aumento de consumo na populacdo ocidental. Os chas de
Camellia sinensis sdo conhecidos por possuirem atividades antineoplasicas, antioxidantes,
antimicrobiais, antiinflamatérias, conferindo protecdo contra varias doencas. O objetivo deste estudo é
avaliar as atividades toxica, citotoxica, e mutagénica de cha branco industrializado, saché (para o
preparo da infusdo) através dos testes A. cepa e micronucleo de mucosa oral ex-vivo. Observou-se que
a infusdo de cha branco apresentou efeito toxico e citotoxico (P < 0, 0001) pelo teste A.cepa mas ndo
apresentou efeito genotéxico pela frequéncia de aberragBes cromossOmicas. Pelo teste de
microndcleos da mucosa oral ex-vivo as concentracBes testadas ndo apresentaram frequéncia
significativa (P > 0,05) de caridlise e células binucleadas, no entanto apresentou significancia através
da frequéncia de cariorrexe (P < 0,05) indicando possivel potencial apoptético. Estudos indicam que
os chas provindos da Camellia sinensis possuem varios beneficios a salde, tais como: atividade
antitumoral, anti-inflamatéria, antioxidante, entre outras. No entanto, deve-se atentar a dosagem diaria
administrada, pois 0 excesso pode aumentar a ingestdo de componentes toxicos produzidos
naturalmente pela planta.

Palavras—chave: Camellia sinensis, Cha branco, Allium cepa, micronicleo ex-vivo.

1. INTRODUCAO

O ché €é a segunda bebida mais consumida no mundo. E amplamente utilizado, em tradigoes
culturais e consumido devido a suas caracteristicas aromaticas e suas propriedades medicinais
(NISHIYAMA et al., 2010). Estudos epidemioldgicos e laboratoriais, sugerem gque o consumo de cha,
confere protecdo contra o desenvolvimento de doencas crbnicas, como doencas cardiovasculares e
cancer (TIJBURG et al., 1998; YANG et al., 2000).

Tais beneficios do cha séo atribuidos devido a presenga de flavonoides, como catequinas e
polifendis (tantinos), em sua composi¢do. Ainda ndo se sabe ao certo o mecanismo de acdo dos
taninos, no entanto, estudos sugerem que 0 mesmo pode atuar na eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), no controle celular e morte programada da célula (apoptose), na modificacdo das vias
de transducédo de sinais, e na inducdo de varias enzimas envolvidas no metabolismo de drogas e na
desintoxicacdo (SANTANA-RIOS et al., 2001).

A planta Camellia sinensis (CS) é comumente cultivada em paises com clima ameno e (mido,
no entanto, a planta de melhor qualidade é a proveniente da China. A planta CS é um arbusto que pode
atingir até 15 metros, com folhas simples, lanceoladas, coriaceas de 4 a 7 centimetros de comprimento,
possui flores brancas, solitarias ou em grupos de duas ou trés nas axilas foliares. Os frutos sdo
capsulas deiscentes e oblongas possuindo uma ou trés sementes (LORENZI, 2002). O ch& branco €
produzido a partir do brotos jovens de folhas, cobertas por pequenos filamentos prateados,
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semelhantes a cabelos, colhidos apenas na primavera. Os brotos sdo cozidos no vapor e secos, este
processo deve ser realizado logo apds a colheta para evitar a oxida¢do (RUSACK et al., 2008).

Estudos realizados com chas demonstram que a CS possui amplos beneficios fisiologicos e
farmacoldgicos. Atuam retardando o catabolismo das catecolaminas, exercem efeito antiinflamatorio,
acentuam a atuacdo do acido ascorbico, agindo como antioxidante, inibe a enzima conversora de
angiotensina, possui acao hipocolesterolémico, inibe o crescimento de células malignas, dentre outros
(HAMILTON-MILLER, 1995). O consumo de cha de CS aumenta a capacidade antioxidante do
sangue em humanos, que consomem quantidades moderadas de cha por dia, este efeito antioxidante
promove a reducgdo de danos oxidativos, reduzindo-os a macromoléculas tais como lipidios, proteinas,
acidos nucléicos e membrana plasmatica (COOPER et al., 2005).

Estudos epidemioldgicos relacionam o consumo de chas da CS com resultados favoraveis em
relacdo a doencas cardiovasculares, inflamagdes, obesidade e diabetes tipo 11 (GONDOIN et al.,
2010). A utilizagdo destes chas tem sofrido grande aumento na comunidade ocidental devido a suas
propriedades de aceleragdo do metabolismo. Estudos comprovam que os componentes fenélicos do
cha reduziram a massa adiposa em roedores e aceleram a digestdo de lipidios in vitro (KAO et
al.,2006). Comprovou-se também eficacia antibacteriana na inibicdo de Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Salmonella typhi, S. typhimurium, S. enteritidis, Shigella flexneri, S. dysenteriae e Vibrio
spp. incluindo V. cholerae (TODA et al., 1989).

Habitos dietéticos saudaveis e o estilo de vida também sdo importantes na prevencdo do
cancer e no retardo ao envelhecimento. Assim, a entrada de agentes quimiopreventivos e
fotoprotetores a preparacdes tdpicas, ou de forma oral, fornece maior aproximacdo a prevengdo do
cancer e ao envelhecimento celular. Para que se comprove a real eficacia dos constituintes do cha
nesses processos, € necessario o investimento em estudos de fase Il e Ill, prevendo assim as reais
potencialidades bioldgicas do chd em humanos. (CAVALCANTI et al., 2007).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostra e preparo da infusao

O cha branco a ser utilizado nesta pesquisa foi adquirido com comércio local (Floriano-Piaui).
Sdo brotos de flores e folhas de CS secas e trituradas até a textura de p6 e acondicionadas
industrialmente em sache (para infusdo). Foram testadas trés concentrac6es do cha branco, mensuradas
a partir da dose recomendada pelo fabricante C1 = 0,771 g/L, C2 = 1,542 g/L e C3 = 3,084 g/L. Foi
considerado tempo de infusdo de no maximo 10 minutos.

2.1.1 Avaliacao tdxica, citotoxica e genotoxica atraves do teste Allium cepa

Foram utilizadas cebolas pequenas de tamanho uniforme que foram adquirido no mercado de
Floriano (PI). Os bulbos foram limpos e colocados em agua corrente por 15 min. e colocados para
germinar, com a parte inferior mergulhada na solugdo. Foram preparadas pelo menos trés
concentragdes da infusdo de cha branco. Como controle negativo foi utilizado &gua desclorificada e
como controle positivo de sulfato de cobre (0,0012 g/L). Para cada tratamento foram utilizado 5
bulbos de cebola para cada controle. Apds 48h de exposigdo em local escuro as raizes foram medidas,
com o auxilio de uma régua. Em seguida, as raizes das cebolas de cada controle, foram cortadas e
colocadas em Solucdo Carnoy e estocadas em solucéo etanol-a4gua (70-30). As raizes foram lavadas 3
vezes com &gua destilada por 5 min. e em seguida colocadas em solu¢do de HCI 1N por 11 min. e
lavadas com agua destilada. As raizes foram transferidas para frascos escuros, contendo Reagente de
Schiff e depois foram lavadas para a retirada do excesso de corante. Para o preparo da ldmina, uma ou
duas raizes foram colocadas sobre a Iamina e com uma pinga e bisturi, a regido meristematica de
aproximadamente 1 mm de comprimento foi retirada, desprezando o restante da raiz. Uma gota
carmim aceético 2% foi adicionada na amostra e uma laminula foi colocada sobre a mesma. Depois do
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“squash”, o material foi levado para o microscopio. Foram feitas uma lamina para cada bulbo. A
presenca de micronucleos foi determinada em 1000 células por lamina.

2.1.2 Atividade mutagénica ex-vivo através do teste de micronudcleos em mucosa
bucal humana

Células da mucosa bucal foram coletadas das duas bochechas, com o uso de escovas cytobrush
(usadas na ginecologia para coleta de células cervicais). De acordo com KASSIE et al. (2001) e
CASARTELLI et al. (2000) a “cytobrush” é a forma mais apropriada para a coleta de células
esfoliadas de mucosa bucal. As células foram colocadas em 5 mL de solucéo salina (0,9% de NaCl),
considerada um excelente meio de conservagdo das células até a etapa de preparacdo das laminas
(CASARTELLLI et al., 2000; KASSIE et al., 2001). Os controles utilizados foram: controle negativo
(células ndo expostas); controle positivo (peroxido de hidrogénio-0,0005%), infusdo e suas variaveis
de cha branco e a diluicdo do contetdo da capsula de cha branco. Foram preparadas duas laminas por
controle. As amostras de células foram lavadas duas vezes em solucéo salina e centrifugadas por 10
min a 1.500 rpm seguido de remoc¢do do sobrenadante e substituicdo da solucdo sempre no volume
final de 5 mL de solucdo salina. Numa terceira lavagem foram expostas ex-vivo a infusdo e suas
variaveis de cha branco por 30 min.. Em seguida foi centrifugado e retirado o sobrenadante. Antes da
preparacdo do esfregaco as ldminas foram pré-aquecidas a 37° C. As células foram homogeneizadas no
vortex e colocadas sobre as laminas para e deixadas em temperatura ambiente para a secagem durante
15 minutos na chapa quente. A fixagdo foi feita com metanol: &cido acético (3:1) por 15 min
(CERQUEIRA et al. 2004; CERQUEIRA et al. 2008; THOMAS et al., 2008). Apos a fixacdo, as
laminas ficaram em temperatura ambiente durante 12 horas e em seguida foram imersas em agua
destilada durante 1 min antes da coloracdo com Giemsa a 2% (GABRIEL et al., 2006). A observacao
das células foi feita com o uso de microscopio Optico. Cerca de 1000 células foram observadas por
lamina (TOLBERT et al., 1991).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise da atividade tdxica pelo crescimento das raizes observou-se que todas as
concentracdes testadas de cha branco possuem efeitos toxicos quando comparado com o controle
negativo, pela significante (P < 0,0001) diminui¢do do tamanho das raizes. De forma semelhante, 0s
dados da Tabela 1 mostram inibicédo significante (P < 0,0001) da divisdo celular das raizes de A. cepa,
indicando efeitos citotoxicos. Entretanto, ndo foram encontrados efeitos genotdxicos significantes
(P>0,05) para as concentracdes testadas de cha branco (Tabelal).

Tabela 1 — Indice mitdtico, aberragbes cromossdmicas e crescimento das raizes (média + desvio
padrdo) de espécimes de A. cepa expostos as concentracdes de 0,771; 1,542 e 3,084 g/L de infusdes de
cha branco.

indice Mitético Total de AbAerl_’ag(”)es Toxicidade
Grupos (Células em Cromosso-mlcas (Comprimento da raiz -cm)

divis&o/1000) Frequéncia (%)

CN? 54,8 + 13,6 0,94 + 0,31 1,30 = 0,10

CP® 11,3 + 4,8 2.80 +041 0,16 +0,017

CS (0,771g/L)" 80+ 15 0,82 +0,75 0,25 + 0,047

CS (1,542 g/L)" 76 217 0,54 + 0,41 0,45 + 0,17

CS (3,084 g/L)* 73+ 35 0,36 * 0,35 0,46 + 0,05

= Controle negativo (Agua sem coloro); "= Sulfato de cobre (Sulfato de Cobre -0,0012 g/L); ¢= Infusdo de Cha
Branco (0,771 g/L); ® = Infusdo de Cha Branco (1,542 g/L); © = Infusdo de Cha Branco (3,084 g/L) ;
***Dijferenca estatistica P < (0,001) em relagdo ao controle negativo. ANOVA teste de Tukey.
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A citotoxicidade pode ser avaliada pela inibicdo da atividade mitética. E isso pode ser
acompanhada pelo aumento da frequencia de células com aberra¢Ges cromossdmicas. A supressao da
atividade mitética foi provavelmente devido ao bloqueio de G1, suprimindo a sintese de DNA da
celula, ou bloqueio de G2, prevenindo as células de entrarem na mitose (FERETT] et al., 2008).

Em estudo similar os efeitos toxicos e citotoxicos de infusdes do cha verde organico com o
teste A. cepa em trés concentragdes observou-se uma significativa inibi¢do do crescimento e do indice
mitdtico das raizes (P < 0,0001) em relacdo ao controle negativo (LUZ et al., 2011).

Os parametros mutagénicos encontram-se expressos na Tabela 2. Nao se observou aumento
significante (P > 0,05) pela frequéncia de micronucleos quando comparado com o controle negativo. A
frequéncia de caridlise (dissolucdao nuclear) e células binucleadas ndo foram significantes (P > 0,05)
estaticamente, mas frequencia de células com cariorrexe (fragmentagdo nuclear) foi significante (P <
0,05) quando comparado com o controle negativo. Ndo ha indicativos de citotoxicidade nas células de
mucosa oral ex-vivo devido a ndo significancia de células binucleadas. Indicativos apopt6ticos foram
encontrados através cariorrexe. A apoptose pode ser iniciada a partir da ativagcdo do ciclo celular
(JOURDLHEUIE et al, 1997; MARKS-HONCZALIK, 1998).

Tabela 2. Mudancas em células esfoliadas de mucosa bucal de humanos ap6s exposicdo de 30 minutos ex-vivo
as expostos as concentragdes de 0,771; 1,542 e 3,084 g/L de infusdes de cha branco.

Grupos MN %MN KL %KL KR %KR BN %BN
CN® 15+07 0,15 0,0 7014 07+0,1 12535 12403 25+07 0,25 +0,007
cp 6,0 £1,4* 06+0,1* 91,0 £ 1,4%** 9,1 40,1%%* 2785 +51,6** 27,851 140+2,1 14+021
cs 0771gy 1000 01+00 180+140  18+14 437,0£1200*  437+12,0% 30%14 03+0,14
CS(1,542g/L)’ 1507 0,1+0,07 95+35 0.95+0,35 5485+139,3*  545:139*  15%07 0,15 +0,07
cs@osagLy 20%00 02+0,0 6,0+0,0 06+00 534,0+60,81*  534+60*  55+49 0,55 +0,49

Média + Desvio Padrdo de 1.000 células por laminas de cada amostra (La&minas em duplicata); MN (micronucleos); KL
(cariélise); BN (células binucleadas); KR (cariorrexe);* Controle negativo = &gua desclorificada; ® Controle Positivo =
Peréxido de Hidrogenio ( 0,0005%); ¢ = Infusdo de Cha Branco (0,771 g/L); ® = Infusdo de Cha Branco (1,542 g/L); ¢ =
Infusdo de Ch& Branco (3,084 g/L). Significancia em relaco a frequéncia dos dados obtidos apds a exposicao, observada
com o teste-Tukey (**P<0,001 e***P< 0, 0001).

Na busca de uma melhor qualidade de vida, atualmente, pode-se observar um aumento
significativo no consumo de produtos naturais. A utilizacdo de plantas como fonte de produtos
terapéuticos acompanha a histéria da humanidade e, apesar do enorme desenvolvimento da sintese
guimica atualmente, grande parte das drogas prescritas no mundo sdo de origem vegetal
(CARVALHO, 2006).

No entanto, contrapondo-se as pesquisas dos possiveis efeitos antioxidantes do cha preto,
outros estudos realizados mostram que essa bebida em excesso pode ser danosa ao homem (CAO et
al., 2004). InteragBes quimicas entre os polifendis do cha e sais inorgénicos, incluindo os de ferro
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(Fe), devem ser mais observadas, pois quando em meio de cultura celular, tais interacdes levam a
geracdo de perdxido de hidrogénio (H202), que pode atingir niveis citotoxicos (CHAI et al., 2003
apud BABICH et al., 2005).

Muitos alimentos possuem toxinas naturais em niveis muito baixo, variantes entre poucas
partes por bilhdo, estas toxinas sdo um subconjunto importante de substancias quimicas naturais da
dieta, As plantas produzem pesticidas naturais para defender-se contra parasitas e predadores, existe
aproximadamente dez mil pesticidas naturais presentes na dieta humana, testes realizados com alguns
destes pesticidas revelou que alguns apresentaram atividade carcindgena em roedores (DA SILVA et
al., 2003).

6. CONCLUSOES

Através dos testes realizados observou-se que as concentragdes testadas da infusdo de cha
branco apresentaram atividades toxicas e citotoxicas, porém, ndo genotdxicas perante ao teste 4. cepa
através da frequéncia de aberragdes cromossomicas. Com relacdo ao teste de micronucleos em mucosa
oral ex-vivo as concentragdes testadas ndo apresentaram efeitos genotdxicos pela frequéncia de
micronicleo. Ndo ha indicativos de citotoxicidade nas células de mucosa oral ex-vivo devido a ndo
significancia de células binucleadas. No entanto, indicativos apopt6ticos foram encontrados através da
frequéncia de cariorrexe.

O consumo de cha vem adquirindo crescimento exponencial devido a, principalmente, os seus
inumeros efeitos benéficos. No entanto, deve-se atentar a dose administrada diariamente, uma vez que
0 excesso pode vir a provocar alguns danos celulares e no material genético. Pesquisas a cerca dos
efeitos dos chas obtidos através da CS devem passar para um novo estagio, onde deve-se chegar a
dosagem diaria ideal para que a populagdo seja informada quanto aos riscos do consumo exagerado de
substancias quimicas.
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