DOUGLAS PRADO MARCOS

ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTITUMORAL
DOS EXTRATOS BRUTO E SUPERCRITICO DA llex
paraguariensis

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
curso de Ciéncias Biolégicas - Modalidade a
Distancia, da Universidade Federal de Santa
Catarina, como requisito parcial para a obtengéo
do titulo de Licenciado em Ciéncias Biologicas.
Orientador: Dr2. Rozangela Curi Pedrosa

FLORIANOPOLIS
2013



Ficha de identificagcdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragao Automatica da Biblioteca Universitaria
da UFSC.

Marcos, Douglas Prado

ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E
ANTITUMORAL DOS EXTRATOS BRUTO E SUPERCRITICO
DA Ilex paraguariensis /
Douglas Prado Marcos ; orientadora, Rozangela
Curi Pedrosa - Florianépolis, SC, 2013.
63 p.

Trabalho de Conclusdo de Curso
(graduagdo) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas.
Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas.

Inclui referéncias

1. Ciéncias Bioldgicas. 2. Atividade
antioxidante. 3.Ilex paraguariensis. 4. erva-
mate. 5. beneficios erva-mate.I. Curi
Pedrosa, Rozangela. II. Universidade Federal
de Santa Catarina. Graduacdo em Ciéncias
Bioldégicas. III. Titulo.




DOUGLAS PRADO MARCOS

Estudo da atividade antioxidante e antitumoral dos extratos
bruto e supercritico da llex paraguariensis

Este trabalho foi julgado e aprovado em sua forma final pelos
membros da banca examinadora, como pré-requisito parcial para a
obtencdo de grau de Licenciado em Ciéncias Bioldgicas.

Floriandpolis, 20 de junho de 2013.

Profa. Dra. Maria Marcia Imenes Ishida
(Coordenadora do Curso)

Banca Examinadora:

Prof?, Dr2. Rozangela Curi Pedrosa.
(Orientadora)

Doutoranda Valdelucia M.A.S. Grinevicius (UFSC)

Doutoranda Fabiana Ourique (UFSC)






Dedico este trabalho a minha querida esposa, pelo apoio e dedicacao.






AGRADECIMENTOS

A todas as pessoas que me ajudaram na elaboragio do presente
trabalho, aos professores, equipes de pesquisa, aos meus amigos da
turma do polo de Canoinhas.

Agradeco por ter a oportunidade de conhecer pessoas que me
ensinaram, tiveram paciéncia e dedicacdo, e que almejam 0s mesmos
sonhos de fazer um mundo melhor ajudando sempre com o que €
possivel.

Agradeco a minha familia que tanto me ajuda a cada dia a
vencer obstaculos que surgem em minha vida, em especial minha esposa
Flaviana, que sempre me auxilia, a meus pais Fernando e Dircéia e meu
irmdo Guilherme, que me deram a oportunidade de continuar estudando
e me dedicando, & familia de minha esposa, Wilmar, Alba e Flamarion,
que me apoiaram em momentos dificeis deste trabalho.

As pessoas que trabalham no polo de apoio presencial de
Canoinhas, a coordenadora Sonia, a Simone Rodrigues, Simone Wendt,
Tatiana, Rosicler, ao Jodo, enfim a todos que auxiliaram em nossa longa
jornada do curso.

A professora Rozangela Curi Pedrosa pelas orientagdes e
disponibilidade de transmitir seus conhecimentos, pela prontiddo em
responder meus questionamentos.

Ao professor Jacir Dal Magro da Unochapec6, Jaqueline,
Fernanda, Melanie, que com sua esforcada equipe auxiliou na extracdo
dos compostos da erva mate.

Ao especialista Dorli Mario Dacroce da EPAGRI de Chapecd,
pelo apoio de campo.

A equipe de pesquisa da professora Rozangela, Valdellcia,
Fabiana, Jodo Francisco, Maicon, Karina, Eduardo, em especial a Nadia
que me auxiliou nos experimentos no laboratério LABIOEX, na UFSC.

Aos amigos Elizandra, Anderson e Melizza, que me apoiaram
em varios momentos que levaram ao termino deste trabalho.

E a todos que fazem parte da histéria do curso de Ciéncias
Biol6gicas na modalidade a distancia da Universidade Federal de Santa
Catarina.






RESUMO

A utilizacdo de plantas medicinais tem se difundido pelo mundo como
alternativa para tratamentos médicos na prevencdo de doengas. Dentre
os produtos utilizados temos a espécie llex paraguariensis que € uma
planta nativa utilizada para varios fins, como para a producdo de cha-
mate e chimarrdo, que estéo inseridos no mercado de produtos naturais e
possui varios usos terapéuticos na medicina popular. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar as propriedades antitumoral e antioxidante
dos extratos bruto e supercritico das folhas de llex paraguariensis, em
modelos in vitro. Inicialmente foram coletadas e preparadas as folhas
para a extracdo supercritica (ESC) e obtencdo do extrato bruto. Para
avaliacdo da atividade antitumoral foi realizado o ensaio do sal de 3-
(4,5-dimetil -2-tiazol)2,5-difenil-brometo de tetrazolio (MTT) sobre
células tumorais MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e para atividade
antioxidante in vitro os ensaios 2,2-difenil-2-picril hidrazil (DPPH’) e
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Os resultados obtidos
demonstraram que tanto o extrato bruto quanto ESC ndo apresentaram
citotoxicidade significativa (Cl,, superior a 1000 pg/mL). Entretanto

obtiveram-se resultados importantes com relacdo as atividades
antioxidantes, pois confirmam dados da literatura, os extratos estudados
apresentaram atividade antioxidante importante tanto no ensaio de
DPPH quanto de ERO. Os resultados demonstraram que quanto maior a
concentracdo dos extratos (bruto e ESC), maior a atividade antioxidante.
Portanto, os resultados obtidos nos permitem concluir que os extratos
testados ndo apresentaram atividade antitumoral no modelo utilizado,
mas tiveram importante atividade antioxidante mesmo em concentra¢des
relativamente baixas dos extratos testados (1pg/mL).

Palavras chave: llex paraguariensis, extrato supercritico, atividade
antitumoral, atividade antioxidante, ERO, DPPH.






ABSTRACT

The use of medicinal plants has spread around the world as an
alternative to medical treatments for disease prevention and
highlighting among medicinal plants can be point out llex
paraguariensis for multiple purposes such as for the production of tea-
mate. That is inserted in the natural products market and has various
therapeutic uses in folk medicine. The aim of this study was to evaluate
the antitumor and antioxidant properties of supercritical and crude
extracts from the leaves of llex paraguariensis, observed through in
vitro models. The leaves were initially collected and prepared to the
supercritical extraction (ESC) and ethanolic crude extract. To evaluation
the antitumor activity was used the 3-salt (4.5-dimethyl-2-thiazole ring)
2.5-diphenyl tetrazolio bromide (MTT) and tumor cells line MCF-7
(breast tumor) also to test antioxidant activity (radical scavenging
activity) against 2.2-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and generation
of reactive oxygen species (ROS). The obtained results demonstrated
that both the crude and ESC extract showed no significant cytotoxicity
(ICsp up 1000 pg/mL). However we obtained important results
regarding to antioxidant activities where the studied extracts showed
significant antioxidant activity both in DPPH and ERO test and these
results confirm the literature data. Besides, the results showed that the
higher the concentration of extracts (crude and ESC) the higher the
antioxidant activity. Therefore, obtained data allows us to conclude that
the extracts tested did not show antitumor activity in model used but
have important antioxidant activity even at relatively low concentrations
(1 pg/mL).

Keywords: supercritical extract, llex paraguariensis, antitumor activity,
antioxidant activity, ROS, DPPH.
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INTRODUCAO

A utilizagdo de produtos de origem natural, particularmente de
plantas medicinais, vem sendo difundida no Brasil e no mundo, pelo
fato de indicarem tratamentos alternativos para enfermidades que afetam
a salide humana, entre eles, certos tipos de cancer.

Neste contexto se insere a llex paraguariensis, conhecida
popularmente como erva- mate, que apresenta potencial protetor a salde
devido principalmente a sua atividade antioxidante, entre outras,
conforme demonstrado em diversos estudos. Segundo Souza (2009), a
alta concentragdo de compostos bioativos, como as saponinas, 0S
compostos fenolicos e as metilxantinas respondem, em conjunto, pela
atividade bioldgica dos extratos desta espécie.

Varias denominagBes sdo conhecidas para a llex paraguariensis
como, erva-mate, mate hierba, mate, té del Paraguay, Kaha e erva mate
para chimarrdo (BRACESCO et al., 2010).

A erva-mate (llex paraguariensis) é uma planta medicinal
tradicional da regido sul do pais, muito utilizada no cotidiano na forma
de chimarrdo, que é uma infusdo com &gua quente. O consumo do
chimarrdo de uma maneira bem particular pela populacdo local assume
um papel socioecondémico importante, uma vez que, este é a principal
forma de consumo da planta no Brasil sendo responsavel pela
sustentabilidade do setor ervateiro no pais (BARLETTE, 2011).

Esse habito por vezes chamou a atencdo de alguns pesquisadores
que passaram a avaliar os efeitos do consumo do chimarrdo na salde da
populagdo. Observou-se que, em certos casos, pode causar enfermidades
no sistema digestivo. Tendo sido implicado como possivel causa de
cancer do trato digestivo em pessoas na América do Sul, onde elevadas
taxas de incidéncia desta doenca sdo observadas numa area que inclui o
sul do Brasil, Uruguai e nordeste da Argentina (JOTZ et al., 2010).

Entretanto, algumas pesquisas demonstraram que o0 método de
utilizacdo da planta é que estaria provocando as enfermidades como, por
exemplo, 4gua muito quente que fere as mucosas do esdfago. Por outro
lado, as propriedades quimicas desta planta foram gradativamente sendo
avaliadas e tém sido constatadas possiveis propriedades antitumorais
além de muitas outras, que ainda podem ser mais bem investigadas
(BARLLETE, 2011; FAGUNDES et al., 2006).

Alguns autores estudaram a relagdo entre o chimarrdo e o cancer de
esofago, tendo sido demonstrado que essa associagdo esta relacionada a
contaminantes produzidos no processo de beneficiamento na exposicédo
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ao calor e fumaca, como o benzopireno, e ndo somente as lesdes
causadas pela dgua quente (FAGUNDES, et al., 2006).

Assim, alguns estudos realizados avaliaram as enfermidades
causadas pelo chimarrdo, e também relacionaram como sendo benéficas
algumas das propriedades terapéuticas de seus componentes quimicos.
No entanto, a maioria dos estudos ndo € conclusiva deixando uma
lacuna no desenvolvimento de estudos cientificos da planta. Neste
sentido o presente trabalho justifica-se como mais um passo no avancgo
das pesquisas sobre os efeitos bioldgicos da llex paraguariensis e
possiveis mecanismos de agao envolvidos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CARACTERIZACAO BOTANICA DA llex paraguariensis

Por volta de 1820, o naturalista francés Auguste Saint Hilaire
desembarcou em terras brasileiras e, com base em exemplares coletados
em Curitiba, fez a classificacdo botanica da planta, registrada junto a
Academia de Ciéncias do Instituto da Franca como llex paraguariensis
(COSTA, 1995; GIRARDI, 2010).

A erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil), espécie arbdrea, é
uma angiosperma pertencente & familia das Aquifolidceas, que pode
apresentar altura de até 15 m, dependendo da idade, mas geralmente nao
ultrapassa 7 m em decorréncia das podas constantes. Possui um caule de
cor acinzentada com diametro entre 20 e 25 cm, podendo chegar a 50
cm (PRUDENCIO, 2011).

W)

Figura 1: Erva mate in situ, remanescente de Floresta Estacional
Decidual da regido, em transicdo com a Floresta Ombrofila Mista situada em
Chapeco - Santa Catarina (APREMAVI, 2013).

Fonte: Autor

As folhas sdo simples, alternadas, geralmente estipuladas,
subcoriaceas até coriaceas, glabras verde-escuras na superficie adaxial e
mais claras na superficie abaxial, mostram-se estreitas na base e
ligeiramente obtusas no vértice, medindo em torno de 5 a 10 cm de
comprimento por 3 a 4 cm de largura; margem irregular serrilhada ou
dentada no terco da base geralmente lisa; nervuras laterais pouco
impressas na superficie adaxial e salientes na superficie abaxial; o
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peciolo é glabro, algumas vezes pubescente, relativamente curto,
medindo 7 a 15 mm de comprimento (BRAGAGNOLO, 1980;
MAZUCHOWSKI, 1991). As folhas podem apresentar variagdes no
tamanho do peciolo tanto no comprimento (9 a 16 mm) quanto no
diametro (0,8 a 1,5 mm) (MATTOS, 1985).

Em relacdo ao comportamento das flores, pode-se considerar a
erva-mate como planta didica, onde nas plantas femininas encontram-se
estames ndo funcionais e, nas plantas masculinas, o pistilo se deprime e
aborta. O florescimento ocorre entre 0s meses de setembro e dezembro e a
frutificacdo no periodo de janeiro a marco, tendo um periodo produtivo
entre 6 e 30 anos. A polinizacdo da erva-mate € basicamente entomofila,
embora alguma transferéncia de pélen pelo vento ndo deva ser descartada
(FERREIRA etal. , 1983).

No Brasil a llex paraguariensis ocorre principalmente nos
estados do Mato Grosso do Sul, S&o Paulo, e nos estados do sul do pais,
na Floresta Ombrdfila Mista (400-800 m de altitude), onde é
particularmente frequente. A arvore é ornamental e pode ser empregada
no paisagismo. Seus frutos sdo avidamente consumidos por varias
espécies de passaros. Também pode ser utilizada no plantio de areas
degradadas destinadas a recomposicao da vegetacgéo.

As folhas (figura 2) e os pequenos ramos sdo utilizados para o
consumo apds passarem por processos industriais de secagem
(MACCARI JUNIOR, 2006). Da matéria-prima seca produz-se 0
chimarrdo e o tereré. Estas sdo bebidas elaboradas com agua quente e
fria, respectivamente com as folhas secas e torradas prepara-se o0 cha
mate tostado (MACHADO et al., 2007).

Figura 2: Folhas in natura a esqurda e desidratadas (secas) a direita,
remanescente de Floresta Estacional Decidual da regido, em transicdo com a
Floresta Ombréfila Mista situada em Chapec6 - Santa Catarina (APREMAVI,

2013).
Fonte: Autor
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A figura 1 representa o ambiente onde a espécie em estudo esta
localizada. Podemos observar uma cobertura de solo no local, com
bastante sombra o que afeta a incidéncia de fatores abioticos entre os
quais as radiagbes solares (ultravioleta e infravermelho termal)
(VICKERS et al., 2009). Estes fatores influenciam na fisiologia desta
espécie especialmente em condigdes de estresse que causam alteragdes
na biossintese de metabodlitos os quais podem apresentar atividade
antitumoral ou antioxidante.

A erva-mate é considerada como espécie climax que cresce,
preferencialmente, nas associa¢cdes mais evoluidas dos pinhais. Assim, a
mata dos pinhais (Floresta Ombréfila Mista) é considerada como a
associagdo preferencial da erva-mate. A presenca de Araucaria
angustifolia e imbuias (Ocotea porosa), em geral, garante maior
frequéncia dessa planta (MEURER, 2012).

2.2 USO POPULAR E ESTUDOS FARMACOLOGICOS DA llex
paraguariensis

O uso popular de plantas no tratamento de varias doencas sofrem
influéncias das culturas indigena, africana e europeia, principalmente
portuguesa. Na regido do planalto norte catarinense ndo foi diferente,
essas influéncias foram fundamentais nas diferentes reas da cultura, sob
0 aspecto material e espiritual, constituindo a base da medicina popular
que, ha algum tempo, vem sendo retomada pela medicina natural,
dando-lhes carater cientifico e integrando-as num conjunto de principios
gue ndo visam apenas curar algumas doengas, mas permitir ao homem
uma vida natural (MARTINS et al., 2000).

Na medicina popular, a erva-mate é utilizada para diversos fins
terapéuticos, como dor de cabeca, doencas reumaticas, constipacao,
hemorroidas, fadiga, obesidade, retencdo de liquidos, hipertensdo,
desordens hepaticas e ma digestdo. Desta forma, esta planta esta inserida
em importantes farmacopeias, como a Martingdale e a British Herbal
Pharmacopeia (ANESINI; FERRARI; FILIP, 2006), ainda que ndo
tenha sido citada na mais recente farmacopeia brasileira (BRASIL,
2010ab).

Entre as atividades biologicas ja observadas se destacam a
propriedade quelante de metal de transicdo (CARINI et al. , 1998;
SOUZA, 2009), o sequestro de radicais livres (RICE-EVANS, 1996),
inibicdo da oxidacdo do colesterol proveniente da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) (FILIP et al., 2000; SALAH et al. , 1995; VINSON;
DABBAG, 1998), e a melhora de parametros do diabetes mellitus tipo 2
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em humanos atribuida aos &cidos fendlicos (JOHNSTON et al., 2004).
Conforme Souza (2009, p.44), a maioria dos efeitos benéficos da erva
mate podem ser atribuidos aos compostos fendlicos presentes na mesma.

O interesse terapéutico com relagdo & erva-mate é expressivo.
Existem evidéncias, em varias investigagdes, de que as substancias
contidas na erva tais como distintas xantinas, cafeina, teobromina,
substancias tanicas, flavonoides e vitaminas, exercem agdes sobre o
sistema  cardiovascular, respiratdrio, tecido muscular, trato
gastrintestinal e também apresentam propriedades estimulantes sobre o
sistema nervoso central, antirreumatica e diurética (CANSIAN et al.,
2003, p. 26).

Autores pesquisaram a atividade antioxidante e quimioprotetora
de extratos a base de erva-mate, que é rica em compostos bioativos,
entre eles os polifenois, flavonodides e catequinas, que sdo absorvidos
pelo organismo e podem atuar como antioxidantes ou como anti-radicais
livres (FILIP et al., 2000).

O consumo de bebidas a base de erva-mate contribui para a
ingestdo de antioxidantes em geral e tem sido correlacionada
positivamente com a concentracdo de derivados cafeoilquinicos, que
possuem efeitos benéficos para a salde humana (FILIP et al., 2000;
BRAVO et al., 2007).

De Mejia e colaboradores (2005) demonstraram que extratos de I.
paraguariensis inibiram em 50% o crescimento de células de linhagens
pré-malignas, sugerindo que compostos da erva-mate podem inibir a
proliferacdo de células que causam cancer bucal.

A tabela 1 apresenta alguns estudos cientificos onde foram
observadas importantes atividades biolégicas da erva-mate.
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Tabela 1: Estudos sobre os efeitos biologicos de erva-mate (Ilex

paraguariensis)

"(8002) orownsye|\ ap opeldepy :sjuo4

‘odIgjoutl|
aplan 0pIB/0UI0IBIEIa( -01{OUEId
249 3 (epeysol 3 BLUISIS 9 0011000]e ‘Osonbe
(002)  9pJan) aew-eAld ap  Jod oedepixo ep o o>_>c_-m9m>msom

SOTRAIX3 W3 9PJaA BYD 3
arew BYd Op ajuepIxonue
3apEPIAIE Jel[eny

‘|19 soiseg  SOJRAIXS SajUBIBLIP 0RAIgIUl 8 Hddd 8JAI|
ap aluepIXonue  [ealpel op ogdeides
apepIAne epeAs|3  Jod sjuepixonue

BpEe]S0) ‘apJan s1ew-eAlq

apepIAnY
1aH
T-NOd BWIzua ep eu ajuasaid ‘(T-NOd)
(2002) apepIAIR NojuaWwne T-NOd asouoxosed ‘ajuepixonue SIONEPNES
. - <7 sougun|oA ‘(ogarewiy)
|e 18 BUIUBIN opLRWIYD ©p BOLI9S 9PEPIAIYY  BWIZUS Bp apepIAIR B
apJaA ajew-eni3
ap ownsuod O BIOUBN[JUI OBLIBWIYD 3P
OWNSUO0J 0 85 JedlLIaA
BIOUAIRIOY $00SN[OL0S viBojopois|N 0Analao (opmsa ap odnib)

ogderedaid ap odiL

(s1suarrenBe.ed xa||) a1ew-eAIa ap $02100]0Ig SO1IAYS SO 24G0S SOPNIST :T e|aqe.l



28

"(8002) o1ownsye|\ ap opeidepy :8juo4

epliabul
350p ep a1uswajuapuadapul ‘VYNd
( ) pe ‘opehy op sen|ao op oJsedal ap eWAISIS
HmmeMS__ wa ¥NQ op ogdesedal d ©15WO9 O1esug OU BIOUZN|JUI BNS 3 SSIMS Soydew
PUBNIN olugboupiy ap opixogiad Jod 81ewW eyd Op sluepIXolue Sojey ‘epeIsol slew-eAl]
epIZnpul 0edepIxo e YNJ 9pepPIAIIE B Jel[eAy
0p BIoURISISal BP OJUBWINY
. (sasepixolad)
[e10 apepIARD S021119WQ10}01103ds8
[eJ0 BpepIARD BU
ep eAnuanaidoiwinb sopolow
(2002) sajuasald sajuepixonue JRISIAN
. oe3e ap |elousrod 3p SaAeIIe Sase|ngipueWgnS .
le1a dij4 SewIZua ap 0gdaIoes  sojey ‘apJan arew-ens]
a3 sasepixolad ap 0edaldas  sejnpuelh wa sasepixolad
ep ajuedlyiubis oluswny  3p 0Bd3108S ap apepIANY € 2100 geull A3 8p
A s “TY ojeaxe op oede e Jeljeay
(opmsa ap odnub)
BI0UIB)0Y $aQsnjou0)d onnslgo oAn_lqo

ogderedaid ap odiL

ogdenunuo) T eleqgel



29

"(8002) o1ownsye|\ ap opeidepy :8juo4

"0B3UBIal B 04 Jorew
© opuedURd[e ‘nojusWINg

"g1uepIXoNue
apepIAIe & 8 s01sodLWo9 sa1sap

) (1102) (0o9133WINjOA OBANpal 103] 0 Jeb1IsaAUl @ SOJ1JouB) "ogdesyjijoueu
ORUIPNIA 55 103e)) Ax4 0 anb epipsL s0150dW0d ap 108} Jolew Jod opeJjusouod
© Weleluawine ajuepixonue W0J SIenpisal Sowel Sop BIsed  ‘Bl1ay|0d ep Srenpisal
3pEPIAIIR B 3 S0J1|QUa) e1sodsal ©Bp OJeJ1X8 Op Ogdudlqo e eJed  SOWeI SO BISED
s01s0dwo9 ap 108} O ap aloiiadns  oedipuod Joyjaw e Jeuiwialdg  ep osonbe ojesx3
T1-€1€ "seuajold ‘(eHddQ) [ed1pel O Wod
se|njad se eled sodIx010110  Jod ogdeyidioald 021419W0]0}04103ds3 Olesua
wieloy ogu w/Bripo0T ejad a seuinbajes op saAeJle sisualienfeied  SBISS @ SAPIAA Sey|oy)
(T702) 3 Jw/Brlpg anus sopeisal Jod siguay '| ap ajuepIXONUR ap S021jQuRIB0IPIY
‘analieg sagJped 8 sojRIIXa SO ap ogdeulwlalag apepIAIIe B Jel[eAy soInIQ Soyesx3
(opmsa ap odnib)
EIRVEIETEN $9QSNoU0D eibojopols|N onnalgo oederedaid ap odiL

ogdenunuo) T elagel



30

"(8002) o1ownsye|N ap opeidepy :8juo4

"g1UepIXonue

"91eW-BAJID 3p SBY|0) apepIAlR B 3
sep osonbe 0jeAXd Op S091joua} so1sodwod
. (0t02) S02110u8). $03150dW0d ap 108] O OpuEI[eAR
lwexeInin ap OB3BJIUSIUOD ‘(4N) oe3enjioueN
BU 81UBI01Y9 ap ossad04d ‘ogdesy|iyoueU
4N 8p 0ssad0id O eisodsal ap a101y1adns ojad ogdenusouo)  Jod seyjoy sep osonbe 0jesx3
"SAIAI|
Ssieoipes ap ogdeide
3p dpepinie
"4 sop ®BU 3 S18)0) S021|QUa)
oedeides ap apepiAle ‘0o1ugbolol
eu 9 ‘slejo] sod1joud) ‘(ava opIoe ‘seunuex|naw
a 091ugbolo|d -3v1D) Sopoip ap ap $3109]
op1%e ‘eulwiolqoal  ofueire ap 4010918  SOU apepisouIwN|
‘eujajed ap w09 elougioy3 ep 3 sey|oy sep
$108] SOU NOIdUBN|JUI Bl ap epinbi|  apepl ep elouanjul ‘ulw 0z Jod 2 406
(2T02) ‘eAlIS  Seyjoy sep apepl eiyeibolewol) e Jebnsanu| B SBJ9S Sey |0} sep osonbe ojenx3
(opmsa
I IVETETEN $90SNJoU0D eibojopols|N onnalgo ap odnib) oederedaid ap odi|

ogdenunuo) T elegel



31

2.3 ESTUDOS FITOQUIMICOS DA llex paraguariensis

Estudos com relagdo & composicdo fitoquimica da erva-mate
demonstram que seus compostos presentes podem variar em termos
qualitativos e quantitativos, como o tipo de cultivo, clima, condigdes
agrondmicas, idade da planta, metodologia de analise e processamento
industrial (DUTRA, 2009).

A cafeina (1,3,7-trimetil- 1H-purino- 2,6(3H,7H)-diona) também
chamada de 1,3,7-trimetilxantina ou metilteobromina (figura 3) € uma
substancia do grupo das metilxantinas que ocorre naturalmente em
folhas, sementes ou frutos de cerca de 60 espécies de plantas em todo
mundo. As fontes mais conhecidas de cafeina sdo o café, cacau, nozes e
chés de folhas, como as de erva-mate (GIRARDI, 2010, p. 42).

A teobromina  (3,7-Dihidro-3,7-dimetil-1H-prine-2,6-diona)
(figura 3) é um alcaldide derivado da purina amplamente distribuido na
natureza numa variedade de plantas, tais como Cammelia thea,
Theobroma cacao, Cola acuminata, Paullinia cupana, e varias espécies
de llex, incluindo a I. paraguariensis (GIRARDI, 2010, p.44).

0 0
/ /
"‘x\H N H N .FI"-I>
0 T . - 0 T - {]
cafeina teobromina

Figura 3: Estrutura quimica da cafeina e da teobromina.
Fonte: National Center for Biotechnology Information (NCBI) (2013 a b).

Os flavonoides estdo entre o0s compostos naturais mais
disseminados nas plantas e sdo os mais importantes polifenois da dieta
humana. S8o consideradas substancias antioxidantes, pois atuam como
agentes redutores. Juntamente com outras substancias antioxidantes
como vitamina E, vitamina C e carotendides atuam como protetores
contra o estresse oxidativo. Devido a estas atividades, os polifendis
estdo associados a prevencdo de doencas cardiovasculares e

inflamatérias, a prevencdo do cancer e a inibicdo da oxidacdo do
colesterol proveniente da lipoproteina de baixa densidade (LDL) (FILIP
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et al.,, 2000). Segundo Barlette (2011, p.21) entre 0s compostos
fendlicos presentes na erva-mate encontram-se os polifendis, os
flavonoides rutina e quercetina (figura 4) e os derivados cafeoilquinicos
como acido clorogénico.

OH CI)H
2z P \4 /OH 2’ ~~4-OH
8
8 ‘
HO.. \T \9 0\2/q\§/ r Qg 0. 2/1 \\_/5
KWB\OH “sr’/‘"\‘(a o
0 Tutinosideo
Quercetma Rutina

Figura 4: Estruturas quimicas dos flavonoides quercetina e rutina.
Fonte: Pedriali et al., (2005).

A atividade de sequestro de radicais livres que é atribuida aos
flavonoides se da pela rapida doacdo de um atomo de hidrogénio aos
radicais e depende da sua estrutura molecular (Figura 5), da
substituicdo feita nos grupos hidroxilas, e da possibilidade de
estabilizacdo dos radicais fenoxilas formados via ligacdo com
hidrogénio ou pelo deslocamento expandido de elétrons (PEDRIALI et
al., 2005).

Figura 5: Regides estruturais dos flavonoides com atividade de sequestro de
radicais livres
Fonte: Pedriali et al, (2005).
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24 EXTRAGAO SUPERCRITICA

Atualmente, existem varias técnicas de extracdo de compostos de
plantas. Dentre elas as mais empregadas sdo representadas pelos
processos convencionais, 0s quais envolvem o arraste a vapor e extragao
com solventes organicos. Estas operacdes sdo responsaveis pela
degradacdo térmica de componentes termoldbeis presentes na matéria-
prima e pela contaminacdo do extrato e do meio ambiente com residuos
de solventes, normalmente empregados em grandes quantidades. Uma
abordagem inovadora em termos de extracdo e concentracdo de
compostos ativos é a extracdo supercritica (ESC). Esta se destaca por
representar uma tecnologia de ponta que minimiza danos ao meio
ambiente e que vem se desenvolvendo continuamente nas Udltimas
décadas (KVIECINSKI et al., 2011; PARISOTTO, 2011).

A extracdo supercritica utiliza gases densos como solventes de
extracdo, o mais utilizado nestes processos é o dioxido de carbono
(CO,) que apresenta natureza apolar e consequentemente dissolve
preferencialmente compostos apolares. O estado supercritico de fluidos
pode ser definido como o estado no qual liquido e gas sao
indistinguiveis entre si. Devido a sua baixa viscosidade e alta
capacidade de difuséo, os fluidos supercriticos apresentam propriedades
de transporte melhores que os liquidos, em fungdo de terem maior
capacidade de difusdo através de materiais solidos, resultando em
melhores rendimentos nas extracdes (PARISOTTO, 2011).

A Figura 6 representa um diagrama esquematico do processo de
ESC.
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Figura 6: Diagrama esquematico do equipamento de Extracdo Supercritica.
Fonte: Maul, Wasicki e Bacchi (1996) modificado por Parisotto (2011).
Nota: Onde E: Extrator; VT: Valvula de controle da frequéncia da bomba; V1:
Vélvula reguladora de pressdo; V2, V3 e V4: Valvulas da entrada, saida e
micrométrica do extrator, respectivamente; PI1: Mandmetro de controle do
cilindro de CO, com 99,9 % de pureza; PI2: Mandmetro de controle da bomba;
P13: Mandmetro de controle do extrator; TI: Controladores de temperatura.

Mais recentemente, a aplicacdo de ESC no desenvolvimento de
novos produtos nas areas farmacéutica e alimenticia tem despertado
grande interesse. Como exemplos comerciais, incluem-se a
descafeinizacdo do café, a extracdo da nicotina do tabaco e a obtengdo
comercial dos carotenoides da cenoura. Neste contexto, a extracdo de
matérias-primas de plantas medicinais utilizando este método inovador
de extracdo tem sido proposta devido a possibilidade de concentrar e
isolar compostos utilizando-se dessa tecnologia (MICHIELIN et al.,
2005).

Por outro lado, a extracdo supercritica tem sido considerada como
um interessante método de concentracdo diferencial de compostos
bioativos em funcdo de ser utilizado como solvente o diéxido de
carbono. Este fato representa vantagens por tratar-se de substancia ndo
toxica, ndo explosiva, facilmente e totalmente removida do extrato ao
fim do processo (DANIELSKI et al., 2007).
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Desta forma, a extracdo supercritica pode selecionar
determinados componentes cujos efeitos bioldgicos sejam mais potentes
comparativamente aos obtidos com extratos convencionais das mesmas
espécies vegetais como relatados pelo grupo de pesquisa do LABIOEX
supervisionado pela professora Dr2 Rozangela Curi Pedrosa, para ESC
de Cordia verbenacea e Bidens pilosa (KVIECINSKI et al., 2007;
PARISOTTO, 2011).

25 CANCER

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), do ponto de
vista clinico, cAncer € o nome dado a um conjunto de mais de cem
doencas que tém em comum o crescimento desordenado (maligno) de
células que invadem os tecidos e oérgdos, podendo espalhar-se
(metastase) para outras regides do corpo (INCA, 2012).

O céncer é a causa de um grande nimero de mortes no mundo
ocidental, ainda que significativos progressos tenham sido alcangados na
medicina. Dentre estes progressos inclui-se o diagndstico precoce e o
desenvolvimento de novos farmacos empregados no tratamento e
eventual remissdo da doenca.

J4 do ponto de vista bioguimico, o cancer é considerado uma
doenca celular caracterizada por um descontrole do ciclo celular, que
resulta numa perda progressiva dos processos de diferenciacdo,
proliferacdo e morte, culminando em uma divisdo celular descontrolada
e no surgimento de tumores (AUDIC; HARTLEY, 2004; FELIPE,
2010). Ressaltando que as células tumorais apresentam caracteristicas
tais como resisténcia a apoptose, manutencdo da sinalizacdo
proliferativa que em conjunto podem ser consideradas como sendo
tipicas de células imortalizadas (HANAHAN; WEINBERG, 2000;
2011).

A perda do controle sobre o ciclo e sobre a indugéo de processos
de morte celular observados no céncer pode ser associada com as
mutacdes na estrutura do DNA, as quais podem ter sido herdadas ou
adquiridas ap6s exposicdo a um agente mutagénico. Cerca de 80% dos
casos de cancer sdo decorrentes de mutacGes adquiridas, ou seja, aquelas
relacionadas ao meio ambiente (AUDIC; HARTLEY, 2004).

Lichtenthaler (2009) relata que os tumores apresentam uma série
de alteracGes epigenéticas, caracterizadas como modificacGes na
expressdo génica em que sdo observadas diferentes consequéncias
fenotipicas, sem haver nenhuma mudanca na sequéncia do DNA.
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De uma forma geral a origem do cancer envolve alteracGes de um
processo em uma populacdo inicial de células, descendentes de uma
Unica mutante, que evolui para sucessivos ciclos de mutagdo e selecdo
natural. Essa enfermidade divide-se em estagios nos quais uma célula
adquire uma mutacdo adicional com uma vantagem seletiva sobre sua
vizinhanga, se tornando mais apta a prosperar em seu ambiente.

Ocorre uma adaptacdo e a célula descendente bem adaptada ira
continuar a se dividir e se tornard o clone dominante no tumor. Entdo,
assim que mutagdes favoraveis adicionais aumentam e as células se
distinguem em vantagem, o tumor se torna cada vez mais adaptado.
(LICHTENTHALER, 2009).

O INCA, que faz o monitoramento dos casos de cancer de mama
no Brasil indica em seu banco de dados que esta é a neoplasia mais
incidente na popula¢do feminina, com estimativa de 49 casos novos a
cada 100 mil mulheres em 2010.

O mesmo se da também na regido Sudeste, onde este é o tipo
mais prevalente (65/100 mil), seguida das regides Sul (64/100 mil),
Centro-Oeste (38/100 mil) e Nordeste (30/100 mil). O cancer de mama é
também o primeiro em mortalidade por cancer em mulheres, com taxa
bruta de 11,49 a cada 100 mil, em 2007 (INCA, 2010).

2.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade oxidante ocorre devido a acdo dos radicais de
oxigénio (radicais hidroxila e peroxila) e do anion superéxido, os quais
tém um papel importante nas rea¢Ges bioquimicas/fisiolégicas do corpo
humano. No entanto, se houver produgdo excessiva destes radicais e do
anion superdxido durante os processos patofisiolégicos ou devido a
fatores ambientais adversos e, adicionalmente, se ndo houver um acao
antioxidante satisfatoria e inerente ao organismo, poderdo causar danos
oxidativos profundos nos tecidos adjacentes (DUARTE-ALMEIDA et
al., 2006).

Os antioxidantes sdo substancias que retardam ou inibem as
reacOes de oxidacdo. Estes devem estar disponiveis in vivo, para que
previnam doengas e danos profundos aos tecidos. Essas substancias
quando presentes em concentracBes baixas, comparativamente as
concentracOes do seu substrato oxidavel, retardam significativamente ou
inibem reac@es de oxidagdo do mesmo (SOUZA et al., 2007).

A disponibilidade de antioxidantes in vivo esta relacionada,
principalmente, a dieta. Alguns destes compostos estdo presentes em
diversas plantas, entre elas, a llex paraguariensis. Conforme Dartora
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(2010), folhas cancheadas (que passaram por processamento industrial)
de llex paraguariensis apresentaram um decréscimo na concentracdo de
xantinas, enguanto que as oxidadas (folhas in natura que permaneceram
muito tempo no campo apds serem cortadas) apresentaram uma menor
concentracdo de compostos fenolicos, quando comparadas com folhas
verdes (in natura).

Entre os compostos fitoquimicos aos quais se atribui atividade
antioxidante, destacam-se os compostos fenodlicos tais como acidos
fendlicos derivados do acido hidroxicinamico e flavonoides
(FURLONG et al., 2003).

2.6.1 Radicais livres

As camadas eletrobnicas de um elemento quimico séo
denominadas como K, L, M e N, e seus subniveis, s, p, d, f. De maneira
simples, o termo radical livre refere-se a &tomo ou molécula altamente
reativo que contém numero impar de elétrons em sua Ultima camada
eletronica. E este ndo emparelhamento de elétrons na Gltima camada que
confere alta reatividade aos &tomos ou moléculas (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997).

Assim, os radicais livres (RL) séo definidos como qualquer
espécie de existéncia independente que contém um ou mais elétrons
desemparelhados. A formacdo destas moléculas ocorre naturalmente
no organismo de todos os seres vivos, devido a exposicdo ao oxigénio
molecular (SANTOS; CRUZ, 2001).

Algumas espécies de radicais livres observadas na tabela 2,
podem ser geradas no citoplasma, nas mitocdndrias ou na membrana e 0
seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta
relacionado com o seu sitio de formacdo. Com relacdo a capacidade de
oxidacdo, entre as principais formas reativas de oxigénio o OH’
apresenta uma baixa capacidade de oxidacédo, o0 O," mostra uma pequena
capacidade de difusdo e é o mais reativo na inducdo de lesGes nas
moléculas celulares. O H,O, ndo é considerado um radical livre
verdadeiro e apresenta a capacidade de atravessar a membrana nuclear e
induzir danos na molécula de DNA por meio de reacfes enzimaticas
(BIANCHI; ANTUNES, 1999).

As moléculas organicas e inorganicas e 0s atomos que contém
um ou mais elétrons ndo pareados, com existéncia independente, podem
ser classificados como radicais livres e seu acimulo em determinados
tecidos podem levar ao estresse oxidativo, com consequente dano
celular (HALLIWELL, 1994). Essa configuracdo faz dos radicais livres
moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e
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quimicamente muito reativas. A presenca dos radicais € critica para a
manutencdo de muitas fungdes fisioldgicas normais (BIANCHI,
ANTUNES, 1999).

Tabela 2: Exemplos de radicais livres

Simbolo Nome
'o, Oxigénio singlete
0, Anion superoxido
oH Radical hidroxila
NO® Oxido nitrico
ONOO’ Peroxinitrito
Q- Radical semiquinona

Fonte: Bianchi e Antunes (2009).

2.6.2 Estresse oxidativo

Para Barbosa (2010), o estresse oxidativo decorre de um
desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantes e a atuacdo dos
sistemas de defesa antioxidante. A geracdo de radicais livres e/ou
espécies reativas dos ndo radicais é resultante do metabolismo de
oxigénio e nitrogénio.

Para Sies (1993) citado por Matsumoto (2008), o conjunto de
condicdes intra e extracelulares que leva a geracdo exacerbada de ERO é
denominado como "estresse oxidativo".

2.6.3  Antioxidantes e defesas antioxidantes

Morais et al. (2009), relatam que os antioxidantes podem ser
definidos como substancias capazes de retardar ou inibir a oxidacéo de
substratos oxidaveis. Tais antioxidantes podem ser enzimaticos ou ndo
enzimaticos, sendo exemplos o a-tocoferol (vitamina E), o p-caroteno, o
ascorbato (vitamina C) e os compostos fenélicos (flavonoides) (SOUSA
et al., 2007).

Algumas espécies quimicas também instaveis podem-se formar a
partir dos radicais livres, que embora, ndo tenham elétrons
desemparelhados, possuem instabilidade estrutural similar a dos radicais
livres. Assim, para designar as espécies reativas na forma de radical
livre e na forma ndo radical se utiliza o termo ERO (CARDOSO;
LEITE; PELUZIO, 2011).

A acdo dos antioxidantes ocorre em trés linhas de defesa organica
contra as ERO. A primeira linha, de prevencdo, se caracteriza pela
protecdo contra a formagdo das substancias agressoras. A segunda linha,
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de captacdo, onde os antioxidantes precisam captar as ERO, as quais
uma vez formadas podem atuar oxidando outras moléculas e causando
danos as mesmas. E a dltima linha que é a de reparo, ocorre quando a
prevencdo e a interceptacdo ndo foram completamente efetivas e os
produtos da destruicdo pelos radicais livres estdo sendo continuamente
formados em baixas quantidades e, desta forma, podem se acumular no
organismo (SANTOS; CRUZ, 2001).

Conforme Matsumoto (2008), para prevenir ou reduzir os
efeitos do estresse oxidativo, 0 organismo esta equipado com diversos
mecanismos de defesa antioxidante, tais como a presenca dos
antioxidantes ndo enzimaticos (B-caroteno, selénio,a-tocoferol, vitamina C,
compostos fendlicos, etc.), obtidos da dieta, e o0s antioxidantes
enzimaticos como a superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPX) que neutralizam ou reduzem a acdo das
ERO.

O sistema antioxidante enzimatico constitui a primeira defesa
endbgena a agir aos ataques das espécies reativas de oxigénio,
impedindo sua formacgdo ou sequestrando-as de forma a impedir sua
interacdo com alvos celulares, ou seja, bloqueiam a etapa de iniciagdo da
cadeia radicular, onde as ERO sdo formadas a partir da reagdo de
moléculas de lipideos com o oxigénio (O2) na presenca de algum agente

catalisador, como a luz, calor, ou fons metalicos. Ao sofrer ataque das
ERO, a cadeia poliinsaturada perde um atomo de hidrogénio, formando
assim um radical livre. Ou seja, 0 processo é iniciado quando o radical
hidroxila (OH") captura um atomo de hidrogénio do carbono metileno na
cadeia do acido graxo, que se torna radical alquil (MATSUMOTO,
2008).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as atividades antitumoral e antioxidante dos extratos
bruto e supercritico das folhas de llex paraguariensis utilizando
modelos in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Awvaliar o efeito citotoxico in vitro dos extratos bruto e supercritico
de llex paraguariensis sobre a linhagem tumoral MCF-7 através do
ensaio de MTT.

- Auvaliar atividade antioxidante dos extratos bruto e supercritico
através da inibicdo da geracdo do radical DPPH" (2,2-difenil-1-
picril hidrazil).

- Avaliar atividade antioxidante in vitro dos extratos bruto e
supercritico através da inibicdo da geracdo de espécies reativas ao
oxigénio (ERO) em células MCF-7.
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4 METODOLOGIA

41 COLETA, CARACTERIZAGAO E IDENTIFICACAO DA
PLANTA

A coleta do material vegetal foi realizada no oeste catarinense, na
cidade de Chapecé na sede da EPAGRI (Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural), sob a responsabilidade do pesquisador
Dorli Mario Da Croce, especialista em erva-mate. Uma exsicata da
planta foi depositada como material de estudo cientifico no herbario
FLOR da Universidade Federal de Santa Catarina sob o numero FLOR
41015, registro em 06/09/2012.

Este preparo do material vegetal coletado foi realizado em
conjunto com o grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. Jacir Dal
Magro, da UNOCHAPECO (Universidade Comunitaria Regional de
Chapecd).

42 PREPARAGAO DO EXTRATO BRUTO

Todo o material coletado (folhas) foi limpo, lavado e seco por 48
horas a 40°C em estufa. Posteriormente este material foi fragmentado
em moinho de facas e armazenado em temperatura ambiente até o
momento de sua utilizag&o.

As partes vegetais coletadas foram pesadas visando inicialmente
determinar a massa fresca (MF); depois de terem sido desidratadas em
estufa (40°C; 48h) as folhas foram em seguida trituradas em moinho de
facas. Apds ter-se determinado a massa seca (MS), esta foi destinada a
maceracdo quimica etandlica estatica. Apos filtragem, o solvente foi
evaporado para concentragdo do extrato bruto etandlico (EtOH) de |I.
paraguariensis, este extrato bruto foi pesado e armazenado. Os
resultados obtidos foram expressos através da média + desvio padrdo
(massas) ou em percentagem (rendimentos).

Parte do processo de extracdo do extrato bruto etanolico da llex
paraguariensis foi realizado pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Jacir
Dal Magro no Laboratdrio de Analise Instrumental da UNOCHAPECO.
As partes aéreas da planta selecionada foram secas, moidas e submetidas
a maceracdo com etanol a frio por 3 dias, trés vezes consecutivas. Em
seguida a equipe de pesquisa da Prof. Dra. Rozangela Curi Pedrosa,
efetuou a concentracdo do extrato evaporando o solvente sob pressdo
reduzida em rotaevaporador (evaporador rotativo Rampolph), obtendo-
se 0 extrato bruto etanolico (EtOH).
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Para a obtencdo do extrato bruto foi utilizado alcool etilico a 95%
na maceracdo das folhas fragmentadas, durante 3 dias em percolador
agitando manualmente no intervalo de 24 horas.

43 PREPARACAO DO EXTRATO SUPERCRITICO

Apds a colheita as folhas estas foram limpas e secas em estufa
por 48 horas a 40° C, em seguida foram processadas em moinho de rolo,
pesadas e reservadas para preparacdo do extrato supercritico.

O extrato supercritico foi obtido das folhas de llex paraguariensis
no Laboratério de Anélise Instrumental, coordenado pelo Prof. Dr. Jacir
Dal Magro, Departamento de Quimica da UNOCHAPECO.

Foi realizado 0 acompanhamento da extragdo supercritica no que
se refere ao controle de temperatura, pressdo, mantendo-se um
monitoramento do processo por um mecanismo ndo mecanizado
envolvendo um controle manual.

Para a obtencdo do extrato supercritico foi utilizado o
equipamento de extragdo supercritica (Figura 7), tendo sido empregadas
distintas condi¢Ges de extragdo de maneira a obter as condigbes de
maior eficiéncia e rendimento.

A ESC ¢é um processo dependente da pressdo e da temperatura
empregadas e que garante maior solubilidade e seletividade na extracédo
de compostos fitoquimicos, além de aumentar o rendimento de acordo
com a densidade do solvente CO, (MICHIELIN et al., 2005).

A cada extragdo conjunto foi mantido sob pressdo constante
visando garantir a uniformidade do fluxo de CO; supercritico e, em uma
temperatura constante (40°C) em banho termostatizado (Microquimica,
modelo MQBTZ99-20, SC, Brasil).

Durante a extracdo o solvente (CO, supercritico) flui através de
uma bobina (2 m, tubo de aco inoxidavel 18), de onde segue para o
extrator composto por uma coluna de aco inoxidavel de jaqueta (40 cm
comprimento x 2,1 cm didmetro interno-Suprilab, SP, Brasil), onde se
encontra o leito fixo onde sdo colocadas as folhas fragmentadas. A
jusante do extrator existe uma valvula (Autoclave Engineers, modelo
30VRMM4812, PA, EUA) que permite controlar a expansdo de
solvente.
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By
Figura 7: Equipamento utilizado na Extragdo Supercritica.

Fonte: Autor

Nota: (a) Sistema de Extragdo Supercritica a seta aponta o banco termostatizado
empregado na obtencédo do extrato supercritico, (b) ponto de coleta do extrato
supercritico e (c) mandmetro através do qual foi monitorada a variagao da
presséo do fluido supercritico permitindo o seu controle na obtengdo do extrato
supercritico.

O soluto (extrato supercritico) foi coletado em frascos ambar,
colocado no final da linha de processo e conectado a um medidor
calibrado onde foi monitorada a vazéo e a quantidade de CO, medido
(MICHIELIN et al., 2005)

A técnica de extracdo supercritica utilizada foi realizada segundo
apresentado por Michelin et al. (2005).

A condicdo de extracdo selecionada para a obtencdo dos extratos
empregados nos ensaios in vitro empregando CO, foi de 250 bar e 40°C,
com uma taxa de fluxo de 0,30+0,03 g/ kg/h. Utilizou-se no processo o
CO; (99,9% de pureza), que foi entregue na pressdo de 250 bar. O
procedimento experimental consistiu na utilizacdo de 29 g de particulas
das folhas secas e moidas para formar o leito fixo para a extracdo
supercritica. As amostras foram coletadas em intervalos de 90 min de
extracdo e foram pesadas em balanca analitica, para determinacdo da
eficiéncia do processo de extracdo supercritica.
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4.4 CULTURA DAS CELULAS MCF-7

As células MCF-7 (adenocarcinoma de mama), provenientes do
Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro, foram
cultivadas em meio DMEN (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
suplementado com soro fetal bovino (10%), penicilina (100 U/mL),
estreptomicina (100 mg/mL). As células foram mantidas em densidade
de 1 x 10° células/mL e em condicdes ideais de temperatura, atmosfera e
umidade (37°C, 5% de CO, e 100%, respectivamente) (DEJEANS, et
al.; 2010).

45 AVALIACAO DO EFEITO CITOTOXICO

A citotoxicidade potencial dos extratos bruto e supercritico da
llex paraguariensis, foi inicialmente avaliada em nivel de viabilidade
mitocondrial, através do método que emprega o sal de 3-(4,5-dimetil -2-
tiazol)2,5-difenil-brometo de tetrazélio (MTT) (MOSMANN, 1983).
Para o ensaio, primeiro as células foram plaqueadas em placas multiwell
de 96 pocos, sendo 10° células foram semeadas por poco seguido de
uma incubacdo de 24h para permitir a aderéncia celular. Depois, 0 meio
de cultura foi substituido por outro (200uL) contendo os extratos em
estudo nas concentragdes de 1, 10, 100 e 1000 pg/ml, para os dois
extratos. Entdo, se procedeu com uma nova incubacdo (24,48 e 72
horas), sendo feita a incubagdo do controle negativo somente com meio
de cultura fresco. Na sequéncia, 0 meio juntamente com 0s extratos
foram retirados, as células foram lavadas com tampéo fosfato (PBS) a
37°C, sendo 100 uL de MTT (Img/mL) adicionado neste momento.
Permitiram-se mais 2 horas de incubac¢do sob as mesmas condicGes
citadas acima.

Em seguida o meio contendo o MTT foi removido, sendo
imediatamente adicionados 100 ul de dimetilsuféxido - DMSO (1%)
com o objetivo de solubilizar os cristais de formazan formados por acédo
enzimatica que ocorreu durante a incubacdo. ApoOs a agitacdo por 10
minutos em agitador de placas multipogos (CIENTEC, modelo Kline
CT 150), foi efetuada a leitura com auxilio de um leitor de placas
(TECAN, Infinit M 200) no Laboratério Multiusuario do CCB da
UFSC, foi realizada a avaliacdo espectrofotométrica das placas para
determinar a viabilidade celular medida em 540 nm, a 27 ° C
(MOSMANN, 1983).

Os dados obtidos foram expressos em percentual de células
viaveis em relacdo ao controle negativo, empregando o método de



47

analise de variancia ANOVA, complementada por Tukey-Kramer e com
o teste de Barlett, quando necessario, admitindo-se um nivel de
significancia de, no minimo p < 0,05.

A disposicdo da solucdo de ESC e EB na placa multiwell com
cultura de células MCF-7, observadas na figura 8 e mostradas na tabela
3.

Tabela 3: Distribuicdo das concentragdes dos extratos testados em placa
multipocos, estas concentragdes foram estabelecidas com base em Kviecinski et
al. (2007) para a avaliagdo da citotoxicidade in vitro.

1 2 3 4 5 6 7
A CN ipg/ml 10 100 1000 @ @
B CN 1 10 100 1000 @ @
C CN 1 10 100 1000 @ @
D CN 1 10 100 1000 @ @

Fonte: autor.

Figura 8: Pocos na placa multiwell, 1, 10, 100 e 1000 pg/ml de ESC.
Fonte: Autor.

Na figura 8 pode-se perceber a coloragdo decorrente da agédo de
enzimas mitocondriais que causou a reducdo do MTT formando cristais
de formazan que apresentam coloragdo roxa, indicadora de viabilidade
celular, ou seja, o composto testado apresentou baixa citotoxicidade
(MOSSMAN, 1983).

Apds contagem hemocitdmetro ou camara de Neubauer das
células tripsinizadas sendo que a viabilidade celular foi confirmada
através do corante azul de tripan, efetuou-se a contagem e determinagédo
da densidade de células viaveis por pogo foi calculada empregando a
equacéo abaixo (DAGLI, 1989; FRESHNEY, 1999).
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NUmero médio de Células/area do hemocitémetro  ----- 1000 mL
volume de suspensdo celular 5 X 10° células densidade celular desejada
————— V umL

Onde:

VumL = volume de suspensdo celular para plaqueamento no qual a
densidade celular é fixa (5 X 10° ) para cada pocinho da placa
multipocos.

46 DETERMINACAO DO RADICAL DPPH’ (2,2-DIFENIL-2-
PICRIL HIDRAZIL)

O radical DPPH’ é considerado um radical estavel e tem sua
absorcdo méaxima em 517 nm, no entanto quando este composto recebe
um elétron ou um radical hidrogénio para se tornar um composto mais
estavel sua absor¢do diminui (MENSOR et al., 2001). Assim, este
processo de transferéncia de elétron ou hidrogénio pode ser:

a) Processo direto DPPH" +RXH —DPPHH+ RX (processo direto,
separacao do atomo).

b) Processo indireto DPPH" + RXH —DPPH+RXH+
—DPPHH + RX" (processo de transferéncia de elétron).

A técnica constituiu na reacdo por 30 minutos, a temperatura
ambiente, de diferentes concentracdes dos extratos bruto e supercritico
em andlise, diluidas em uma solucéo etandlica de DPPH" (0,3 mM), com
posterior leitura da absorbancia em UV — ELISA 517nm.

Inibicdo dos extratos testados sobre os radicais DPPH" foi
calculada convertendo-se em percentual de atividade antioxidante (AA)
pela utilizacdo da formula:

AA%-= 100 - {[(AbS amostra — Absbranco )X 100]/Abscontrole}

Apbs o calculo da AA% para cada concentracdo da amostra, foi
calculada a concentracdo eficaz (CEsy) por regressdo linear. As
concentragBes e volumes utilizados nos ensaios foram apresentados na
tabela 4.
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Tabela 4: Concentracdes e volumes dos extratos e dos reagentes utilizados na
determinagdo da atividade antioxidante in vitro através do radical DPPH’
Concentragdo Volume do Volumede  Volume de

do branco (B) etanol (mL) DPPH" (mL)
extrato e da amostra
(HL/mL) (A) (mL)
250 (B) 0,4375 1,3125 -
(A) 0,4375 0,8125 0,5
125 (B) 0,2188 1,5313 -
(A)0,2188 1,0313 0,5
50 (B) 0,0875 1,6625 -
(A) 0,0875 1,1625 0,5
25 (B) 0,0438 1,7062 --
(A) 0,0438 1,2062 0,5
10 (B) 0,0175 1,7325 -
(A) 0,0175 1,2325 0,5
5 (B) 0,0088 1,7413 -
(A) 0,0088 1,2413 0,5
Controle
1,25 0,5
Branco - 1,75 --

Fonte: Protocolo LABIOEX — UFSC.

47 DETERMINAGAO DO CONTEUDO INTRACELULAR DE
ERO

O contetdo de EROs intracelular foi avaliado de acordo com
metodologia proposta por Glorieux et al. (2011) utilizando diacetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA) que é um reagente que permeia as
células. No compartimento intracelular ele sofre a acdo de esterases,
sendo convertido a diclorofluoresceina reduzida (DCFH) e assim fica
mantido compartimentalizado. O DCFH ¢é oxidado pelas ERO,
especialmente o peroxido de hidrogénio, celulares produzindo
diclorofluoresceina fluorescente. Assim, a fluorescéncia mensurada seré
proporcional ao contetido de ERO intracelular.

Para essa determinacdo inicialmente, 15.000 células aderidas
foram incubadas com uma solu¢do de DCFH-DA (10uM) em solucdo
tampdo de Hank (HBSS) a 37° C por 30 min. Apds este tempo, a
intensidade da fluorescéncia foi medida em um leitor de microplacas
(Victor™ X2 Perkin Elmer) empregando filtro de excitagdo em 485 nm
e de emissdo em 530 nm.



50

Para avaliar a alteracdo dos niveis de ERO, o excesso de
DCFH-DA foi removido por lavagem com HBSS fresco, as células
foram entdo incubadas com os extratos bruto e supercritico da erva mate
por 2h. Na sequéncia, as células foram submetidas a mais uma lavagem
dupla com HBSS e, finalmente, mais 100 pL de HBSS foram
adicionados por poco na placa de cultura celular de 96 pogos. As
fluorescéncias foram determinadas através da equacao:

AF= (F-F0)/F0

Onde F representa a fluorescéncia média do teste registrada a
cada intervalo de 30 min e FO a fluorescéncia média do controle.

Neste ensaio, as esterases enddgenas hidrolisam (esterificam) o
DCFH-DA (composto ndo fluorescente) em DCFH (composto nédo
fluorescente) e as espécies reativas de oxigénio, principalmente os
hidroperdxidos, oxidam DCFH em um composto altamente fluorescente
o DCF, conforme esquema apresentado na figura 9, considerando
algumas das reagdes de oxidagdo associadas com a agdo das ERO sobre
outras moléculas (PARISOTTO, 2011).
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Figura 9: Reagdes de oxidagdo que levam a formagdo de composto fluorescente
(DCF).
Fonte: http://www.cellbiolabs.com/reactive-oxygen-species-ros-assay

Este ensaio foi realizado no LAMEB - CCB- MIP,
Universidade Federal de Santa Catarina.



52



53

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51 EXTRATO BRUTO

Os rendimentos foram calculados e apresentados em termos de
%, conforme exemplo no trabalho de Mendes et al. ( 2006) (Tabela 5).
Exemplo:
500 g ----> 100%
0,857 g ---—--- > X%
X = 5,83 % de rendimento

Tabela 5: Rendimento do extrato bruto obtido no rotaevaporador .
Rendimento da

. Massa de Massa do Extrato
Experimento Folhas (g) Bruto (g) Extrato Bruto
(%)
Unico 500 0,857 5,83

Fonte: Autor
5.2 EXTRACAO SUPERCRITICA

Conforme descrito anteriormente, a ESC foi realizada com
equipamento que permitia um controle manual de pressdo de COj,
temperatura, pressdo de ar comprimido, e tempo de extracdo. As
condi¢Bes otimizadas para melhor obtencdo do extrato supercritico da
llex paraguariensis estdo apresentadas na tabela 6.

Tabela 6: Parametros médios empregados na operacdo do equipamento de
extracdo supercritica para efetuar a ESC de folhas desidratadas e fragmentadas
de llex paraguariensis, foram realizadas 9 extragdes.

Pardmetro Valor médio
Massa (g) 29,46

Pressdo CO2? (bar) 247,78
Temperatura (°C) 40,42
Pressdo Ar (Ibs) 8,44
Tempo (min) 89,98

Fonte: Autor

A temperatura 6tima obtida para a extracdo supercritica da llex
paraguariensis foi aproximadamente 40°C devido provavelmente ao
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fato de que a solubilidade do fluido supercritico é afetada pela presséo e
temperatura de operacdo e esta aumenta com a pressdo de operacdo a
uma temperatura constante. Porém, o efeito da temperatura é mais
complexo, pois surge o fendmeno de retrogradacdo relativo a inversdo
das isotermas de solubilidade, e é representada pela influenciada pela
pressdo de vapor do soluto e da densidade do solvente que afetam a
solubilidade do soluto no fluido supercritico (MICHIELIN et al., 2005).

O rendimento alcancado com essas extragdes, demonstrado na
tabela 7, foi expresso pela quantidade produzida em cada extragdo com
a média de massa 29,457 gramas produzindo em média 0,16 gramas de
ESC. Este pode ser considerado um bom rendimento uma vez que
estamos trabalhando com um método de extracdo utilizando um arraste
pelo CO; ao invés de uma extracdo convencional através de solventes
organicos.

Tabela 7: Rendimento da extragdo supercritica obtida em pressdo de 250 bar a
40°C.

Rendimento da
Extragdo
Supercritica (%0)

Massa de Massa do Extrato

Experimento Folhas (g) Supercritico (g)

Experimentol 29,502 0,13 0,44
Experimento2 29,337 0,19 0,65
Experimento3 29,254 0,14 0,48
Experimento4 29,770 0,12 0,40
Experimento5 29,810 0,10 0,34
Experimento6 29,265 0,24 0,82
Experimento? 29,557 0,22 0,74
Experimento8 29,292 0,15 0,51
Experimento 9 29,330 0,14 0,48
Valor Médio 29,457 0,16 0,54

Fonte: Autor.
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Os rendimentos foram calculados e apresentados em termos de
%, conforme exemplo no trabalho de Mendes et al. ( 2006).
Exemplo:
29,502 g ----> 100%
0,13 g ------ > X%
X = 0,44 % de rendimento

A utilizacdo da ESC estabelece pardmetros satisfatdrios com
relacdo aos compostos extraidos, obtendo-se produtos de alta qualidade
e pureza, evitando a contaminacdo por solventes organicas e a
degradacdo dos compostos termolabeis (MICIC et al., 2011).

Vérias vantagens podem ser observadas com relacdo a extracédo
supercritica. Entre elas destaca-se o poder de dissolucdo do fluido
supercritico que pode ser controlado pela pressdo e/ou temperatura; o
CO; supercritico ¢é facilmente recuperavel apds a extracdo ja que se trata
de um solvente atoxico que ndo deixa nenhum residuo prejudicial; as
substancias que apresentam ponto de ebulicdo elevados podem ser
extraidas por ESC em temperaturas relativamente baixas o que permite
gue os compostos termicamente instaveis podem ser extraidos com
danos minimos de uma vez que baixas temperaturas podem ser
empregadas na extragdo (MICIC et al., 2011).

Podemos observar que o extrato bruto apresentou maior
eficiéncia na extragdo comparativamente ao ESC, onde o rendimento,
expresso em porcentagem, é de 5,83% para 0 extrato bruto contra menos
de 1% em média do ESC.

53 EFEITO pITOTOXICO DOS EXTRATOS BRUTO E
SUPERCRITICO DA llex paraguariensis

Inicialmente, os extratos, bruto e ESC, foram testados com
respeito a citotoxicidade sobre células MCF-7 através do ensaio do
MTT, uma vez que se pretendia avaliar comparativamente o efeito
antitumoral destes dois tipos de extratos. Os resultados estdo
apresentados nas figuras 10, 11 e 12. Pode-se observar, que sob a
incubacdo de 24, 48 e 72h, ambos os extratos ndo apresentaram
citotoxicidade, houve diminuicdo para 0 EB em 72 hs. Porém essa
diminuicdo ndo foi significativa de acordo com o ICs, tendo sido
observada uma diminuicdo progressiva nos niveis de viabilidade celular,
em comparagdo ao controle negativo, proporcional ao aumento da
concentracdo de cada extrato.
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A andlise estatistica dos resultados obtidos foi realizada através
da andlise de variancia ANOVA, complementada por Tukey-Kramer, e
0 teste de Barlett quando necessario, admitindo-se um nivel de
significancia de, no minimo, p < 0,05.

Os resultados da avaliacao de citotoxicidade indicam que a Cl,,

dos dois extratos da llex paraguariensis estdo acima de 1000 pg/mL, ou
seja, praticamente nas concentracdes testadas ndo houve citotoxicidade
para a linhagem tumoral MCF-7. E importante ressaltar que para um
composto ser considerado biologicamente ativo, com respeito a
atividade antitumoral, este deve apresentar a capacidade de induzir
citotoxicidade com Cl,, menor que 200 pg/mL  (SUFFINES;

PEZZUTO, 1990).

Portanto, a partir dos resultados obtidos podemos supor que tanto
0 extrato bruto quanto o supercritico da llex paraguariensis nas
concentragOes testadas ndo apresentam atividade antitumoral sobre a
linhagem celular MCF-7 (adenocarcinoma de mama). Entretanto, outros
ensaios para avaliacdo de atividade antitumoral in vitro bem como o
ensaio MTT em outras linhagens tumorais devem ser realizados para
confirmar os resultados obtidos no presente estudo.

Por outro lado, os resultados obtidos in vitro sugerem que esta
espécie vegetal representa reduzidos riscos de toxicidade para o
consumo humano uma vez que praticamente ndo foi observada
citotoxicidade para células MCF-7 quando da incubagdo com os extratos
em estudo (bruto e ESC) mesmo em concentracfes elevadas (até
1000pg/mL) (Figuras 10 — 12). O resultado do MTT de 24 h, para o
ESC foi igual ao controle negativo, sendo que, no gréafico as linhas
referentes ao CN e ESC estdo sobrepostas.
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Citotoxicidade de llex paraguariensis
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Figura 10: Efeito citotdxico dos extratos EB e ESC de llex paraguariensis nas
diferentes concentragdes testadas (0-1000 pg/mL para EB ¢ ESC) (24 h de
incubacgdo) sobre a viabilidade das células MCF-7. (a) representa diferenca
estatistica (p < 0,001) em relagdo ao grupo controle negativo (CN).
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Figura 11: Efeito citotdxico dos extratos EB e ESC de llex paraguariensis nas
diferentes concentragdes testadas (0-1000 pg/mL para EB ¢ ESC) (48 h de
incubacdo) sobre a viabilidade das células MCF-7. (a) representa diferenca
estatistica (p < 0,001) em relagdo ao grupo controle negativo (CN).
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Citotoxicidade de llex paraguariensis
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Figura 12: Efeito citotdxico dos extratos EB e ESC de llex paraguariensis nas
diferentes concentragdes testadas (0-1000 pg/mL para EB ¢ ESC) (72 h de
incubagdo) sobre a viabilidade das células MCF-7. (a) representa diferenga
estatistica (p < 0,001) em relagdo ao grupo controle negativo (CN).

Os resultados obtidos refletem a composicdo fitoquimica dos
extratos que, por sua vez, depende da acdo de fatores que alteram a
composicdo de metabdlitos secundarios nas plantas como no caso da
sazonalidade, da idade da arvore e das folhas, do clima, do periodo em
que foi realizada a colheita, do sistema de cultivo (nativa ou cultivada),
do tipo de solo, da regido produtora e da forma de estocagem. Ressalta-
se que a época de colheita da erva-mate exerce uma importante
contribuicdo na composicao fitoquimica da mesma (MEURER, 2012).

Schubert et al. (2006) demonstraram que a época de colheita tem
influncia decisiva nos teores de metilxantinas totais (cafeina e
teobromina) das folhas de erva-mate nos municipios galchos de Santa
Maria e ljui. Em ambos os municipios, os teores de metilxantinas
decresceram no final do outono e todo o inverno. No caso deste trabalho
a colheita foi realizada no oeste catarinense no més de julho.

Os teores de metilxantinas e saponinas foram observados em
quatro populagbes (RS, SC, PR e MS) de I|. paraguariensis, na
primavera e verdo. Nestes estudos foi verificado que para as coletas de
verdo, as plantas da populacdo de Mato Grosso do Sul apresentou os
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maiores teores médio de cafeina sem diferenca quanto ao teor de
teobromina. Nas coletas de primavera ndo houve diferencas
significativas para cafeina e as popula¢bes do Rio Grande do Sul e
Parana apresentaram os maiores teores para teobromina (ATHAYDE;
SCHENKEL, 2000).

Na producdo de compostos fendlicos e cafeina, o monocultivo
(onde existe maior incidéncia de luz) apresentou as maiores
concentragBes tanto para folhas jovens como para folhas maduras. A
maior concentracdo de teobromina foi encontrada no erval nativo (onde
ocorre maior sombreamento). As folhas jovens foram caracterizadas
como as que apresentaram as maiores concentragcbes dos compostos
secundarios (STRASSMANN et al., 2008). Enquanto Pagliosa (2008)
obteve resultados diferentes, nos quais as concentracBes de cafeina
foram maiores nas plantas nativas em relacdo as plantas cultivadas por
periodos entre 5 e 15 anos.

A cafeina e 4cido galico destacam-se entre 0s compostos
encontrados na populacdo de erva-mate de Santa Catarina que
apresentou niveis superiores para catequinas. Os estudos de Rachwal et
al. (2002), apontam resultados similares aos encontrados por Streit et al.
(2007) os quais observaram que plantas em locais de menor
luminosidade apresentaram os maiores teores para cafeina e a soma de
cafeina e teobromina, porém a teobromina ndo apresentou diferencas
significativas em funcdo da variacdo da luminosidade.

54 EFEITO ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS BRUTO E
SUPERCRITICO DA llex paraguariensis

Na presenca de antioxidante, o radical DPPH" recebe um elétron
do hidrogénio, tornando-se um composto mais estavel, assim, sua
absorbéancia diminui. Esse processo pode ser notado visualmente pela
descoloracdo da solucdo de DPPH quando em contato com o extrato e
através da utilizacdo de um espectrofotdmetro pode-se quantificar a
intensidade desta descoloracdo que é proporcional a concentracdo do
extrato (bruto e ESC) presente na solugéo.

Na figura 13 estdo apresentadas as concentragdes dos extratos
(bruto e ESC) e as atividades antioxidantes calculadas.

A concentracdo de 1 pg/mL revelou uma atividade antioxidante
de 32,85% para o extrato bruto e 39,42% para 0 ESC. Observou-se que
quanto maior a concentracdo dos extratos maior atividade antioxidante,
atingindo 98,59% no extrato bruto e 95,26% no ESC para a
concentragdo de 1000 pg/mL. N&o tendo sido observadas diferencas
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significativas na atividade antioxidante entre o extrato bruto e
supercritico nas concentracdes testadas exceto na concentracdo de 100
pg/mL.

Desta forma, podemos observar que quanto maior concentracao,
tanto do extrato bruto quanto do ESC, maior foi o potencial antioxidante
para os extratos estudados.

Entdo observando a figura 13, percebe-se como nossos resultados
foram relevantes com relagdo a atividade antioxidante, pois confirmam
os dados da literatura que apresentam a llex paraguariensis como sendo
rica em flavonoides e outros compostos antioxidantes, o que explica a
boa atividade antioxidante encontrada no presente estudo, mesmo na
menor dose testada ela ja causou mais de 30% de inibicéo da geragdo de

radicais livres.
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Figura 13: Atividade antioxidante in vitro de llex paraguariensis medido pelo
método de DPPH.

Embora os compostos fenélicos sejam os principais responsaveis
pela atividade antioxidante de produtos naturais, ndo caracterizam
completamente essa atividade, a qual pode ser devida a algum composto
que reage em sinergismo com outros compostos presentes nos extratos
(ROGINSKY; LISSI, 2005).

5.4.1 CONTEUDO INTRACELULAR DE EROS
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O conteudo de espécies reativas de oxigénio foi determinado pela
incubagdo das células MCF-7 com concentracBes crescentes dos
extratos (bruto e ESC) na presenca de um agente oxidante gerador de
estresse oxidativo (peroxido de oxigénio).

Apds os tratamentos das células MCF-7 com os extratos bruto e
ESC, como pode ser observado nas figuras 14 e 15, ndo houve elevacao
de ERO, exceto no caso de 1000 pg/mL. Este resultado sugere que estes
extratos apresentam atividade antioxidante na maior concentragdo
testada. Nao havendo diferenca significativa entre os dois tratamentos e
o controle negativo exceto na maior concentracio testadas. E importante
notar que esta inibicdo da geracdo de ERO foi observada mesmo em
concentracBes dos extratos bruto e supercritico relativamente baixas,
como 1lug/mL.

Nas figuras 14 e 15 as unidades de fluorescéncia por
microgramas de proteina associadas ao tratamento das células com os
extratos em estudo.
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Figura 14: Inibicdo da geracdo de ERO em células MCF-7 pelo tratamento com
concentracdes crescentes de ESC da llex paraguariensis durante 3 hs.

Segundo dados da literatura o consumo de cha mate sollvel
influenciou positivamente os pardmetros relacionados ao estresse
oxidativo de mulheres saudaveis, associados com a diminuicdo da
peroxidacdo lipidica do plasma e no aumento da expressdo génica de
enzimas antioxidantes (glutationa peroxidase, superéxido dismutase e
catalase), indicando que seu consumo regular melhora a defesa
antioxidante por multiplos mecanismos conforme ressaltado por
Matsumoto (2009, p.20).
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Figura 15: Inibicdo da geracdo de ERO em células MCF-7 pelo tratamento com
concentragOes crescentes de extrato bruto da Ilex paraguariensis durante 3 hs.
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6 CONCLUSAO:

A avaliacdo da citotoxicidade da llex paraguariensis realizadas
pelo ensaio do MTT indicou uma baixa atividade antitumoral dos
extratos bruto e supercritico desta planta, que pode ser explicado pelos
tipos de componentes fitoquimicos publicados por autores que variam
devido a diferentes fatores como, época de colheita, sombreamento,
idade das folhas, que podem influenciar diretamente nos resultados.

Para o extrato bruto etandlico, devemos considerar o sinergismo
entre 0s compostos polares existentes e suas concentracdes em situagoes
diferentes de cultivo e tratamento. Enquanto que os compostos apolares
extraidos através da ESC apresentaram menor efeito antitumoral.

Também pode-se evidenciar que 0 consumo desta espécie vegetal
estaria associado a baixo risco de toxicidade para consumo humano.

Os beneficios do consumo da erva-mate foram evidenciados
atraves dos resultados obtidos com relagéo a atividade antioxidante, pois
foi possivel confirmar que os extratos em estudo (bruto e ESC) da llex
paraguariensis foram capazes de inibir a geragéo de radicais livres.

Na obtencdo dos extratos, utilizando a ESC, ficou evidenciado
que nas condicBes de extragdo propostas neste trabalho (250 bar e 40 °C)
foram extraidos compostos com atividade antioxidante. Desta forma,
consideramos que a obtengdo de compostos com atividade antitumoral
seriam necessarias condi¢fes de um controle de temperatura e pressao,
adequadas ao tipo de massa utilizado.
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