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RESUMO

Conhecida popularmente como erva-mate, a llex paraguariensis, € uma
espécie naturalmente distribuida em alguns paises da América do Sul como
Argentina, Brasil e Paraguai, onde seu cultivo desempenha importante papel
econbmico. Muito utilizada inicialmente pelos povos indigenas habitantes dessa
regido, seu consumo esta bastante ligado a fatores culturais que envolvem o habito
da ingestédo de bebidas como o chimarrdo e o mate. Entre os efeitos atribuidos aos
seus fitoquimicos, estdo o0s potenciais antioxidantes, anticarcinogénico e
antiobesogénico. Por outro lado, estudos epidemiolégicos trazem a associacdo de
seu consumo a incidéncia de tumores como os de esobfago, rins e bexiga. Com isso,
0 objetivo do presente trabalho foi investigar o possivel efeito citotoxico de extratos
hidroalcoolicos do fruto e da folha de llex paraguariensis A. St. Hil sobre a linhagem
de cancer de bexiga humano T24. As células foram cultivadas em meio de cultura
RPMI, suplementadas com 10% de soro fetal bovino e mantidas em incubadora a
37°C, 95% de umidade relativa do ar e 5% CO,. Para a realizacdo dos tratamentos,
as células foram semeadas e, ao atingirem a semiconfluéncia, foram tratadas com
extratos hidroalcéolicos do fruto imaturo (40% EtOH) e da folha (80%EtOH) da erva-
mate. As concentracdes utilizadas em ambos os tratamentos variaram de 5 a
1000pg/mL, pelo periodo de 48h. Apds esse periodo, para o ensaio de contagem
celular, as células foram lavadas, tripsinizadas e contadas em hemocitdmetro. Para
0 ensaio de viabilidade celular, foi utilizado MTT 0,5mg/mL, e a densidade Optica do
produto formado foi avaliada a 570nm e 630nm, em espectrofotbmetro. Os
resultados obtidos para o tratamento com o extrato da folha mostraram reducéo
significativa das células tumorais nas concentragées de 300, 600, 800 e 1000ug/mL,
0 que se confirmou com o ensaio de viabilidade celular, que apresentou menor
numero de células viaveis inclusive na concentracdo de 150ug/mL. Quanto ao
extrato do fruto, parece ocorrer um efeito citotoxico dose-dependente, mas
significativo em ambos os testes apenas nas concentragdes de 800 e 1000ug/mL.
Os resultados confirmam o potencial citotoxico da erva-mate em células tumorais e
trazem novas perspectivas de investigacdo da acdo dessa planta nesse tipo de
tumor.

Palavras-chave: llex paraguariensis, erva-mate, cancer de bexiga.
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1. INTRODUCAO

1.1 CANCER

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), cancer é o nome dado a um
conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum o0 crescimento desordenado
(maligno) de células que invadem os tecidos e o6rgdos, podendo espalhar-se
(metastase) para outras regides do corpo (1).

As células, apés estimulo, podem sofrer alteracdes genéticas hereditarias que
permitem uma proliferagcdo excessiva e ndo regulada, formando neoplasias
malignas, as quais, ao contrario das neoplasias benignas, sdo geralmente pouco
diferenciadas, possuem alto indice mitético e a frequente presenca de metastases
(2).

Os fatores de risco para essa doenca podem ter origem ambiental e genética,
sendo que cerca de 80% dos casos de céancer estdo relacionados a fatores
ambientais, como tabagismo, habitos alimentares, alcoolismo, fatores ocupacionais
e radiacado solar (1).

De acordo com o Global Cancer Statistics (GLOBOCAN), realizado pela
Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC), em 2008, ocorreram 12,8
milhdes de novos casos e 7,9 milhdes de mortes por cancer no mundo, sendo uma
das maiores causas de morte atuais (aproximadamente 13%). Estima-se que, em

2030, o numero de mortes seja de 12 milhdes (3).

1.2 CANCER DE BEXIGA

1.2.1 Aspectos gerais

O tumor de bexiga é a neoplasia mais comum do sistema urinario. E a sétima

forma de cancer mais comum em homens no mundo (Figural), acometendo, em



cerca de 80% dos casos, individuos idosos, com mais de 60 anos. Quanto a sua
distribuicdo geografica, ha um predominio na regido ocidental, como nas Américas e
na Europa Ocidental, em ambas, ocupando o quarto lugar em incidéncia. Também
considerando a populacdo masculina, ocupa ainda o segundo lugar em incidéncia na

regido leste mediterranea (3).
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Figura 1: Canceres mais frequentes em homens, GLOBOCAN,2008(3).

No Brasil, em 2009, a estimativa para novos casos de cancer de bexiga foi de
13.110, incidéncia maior que a de tumores como os de esbdfago, de figado, de
laringe, leucemia, linfomas, entre outros. Ja o numero de mortes, em 2008, foi de
2.821, sendo 1.967 homens e 854 mulheres (1).

1.2.2 Fatores de Risco

O tabagismo possui uma importante influéncia na ocorréncia desse tipo de

cancer. Em homens, o fumo estd associado em 50% a 80% dos casos (4). A
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exposi¢cdo ocupacional a aminas aromaticas e seus derivados, nas industrias de
borracha, téxtil e de tintas, também é um importante fator no desenvolvimento do
cancer de bexiga (5). Outro fator é o longo periodo de utilizacdo de analgésicos.

Sao descritas, também, neoplasias secundarias como consequéncia de
radioterapia pélvica e quimioterapia com agentes irritantes a bexiga, como a
ciclofosfamida, um imunossupressor que também estd envolvido na inducdo de
cistite hemorragica (4, 5).

A associacdo entre o consumo total de liquidos e o desenvolvimento de
cancer de bexiga vem sendo estudada, mas os resultados ainda nao sé&o
conclusivos em populagcbes caucasianas (6, 7). Recentemente, um estudo com
populacdo chinesa demonstrou que um aumento naingestdo de liquidos foi
associado a uma diminuig&o do risco de cancer da bexiga (8).

1.2.3 Origem e classificagao

Os tumores que surgem na bexiga urinaria podem variar desde pequenos
papilomas benignos até grandes tumores invasivos. Os papilomas benignos sao
muito raros e quase sempre ndo invasivos, raramente recidivam depois de
removidos (2). A bexiga humana possui diferentes camadas, as quais sdo
denominadas, em sequéncia, da parte mais interna para a mais externa: urotélio,
[amina propria, musculo e gordura perivisical (Figura 2). Os carcinomas de células
transicionais sao originados no urotélio, camada mais interna da bexiga, e
representam a maior parte dos casos (mais de 90%) (4, 9, 10). Apenas 5% dos
tumores de bexiga sdo carcinomas de células escamosas (2) e 2%,
adenocarcinomas (9).

A classificacdo desse tumor é feita conforme o grau de invasividade a essas
camadas, considerando o envolvimento de linfonodos regionais e a presenca de

metastases (Figura 2 e Tabela 1).
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Figura 2: Camadas da bexiga e classificacdo tumoral (11).

Gordura perivisical

O sistema desenvolvido e publicado pela Unido Internacional contra o Cancer
— UICC, TNM - Classification of Malignant Tumours, € o mais utilizado para a
classificacdo de tumores malignos e a descricdo de sua extensao anatomica (12)
(Tabela 1).

Tabela 1: Classificacdo dos tumores de bexiga pelo sistema TNM.

Tumor primario (T)

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Ta Carcinoma papilar ndo invasivo

Tis Carcinoma in situ: “tumor plano”

T1 Invaséo do tecido conjuntivo subepitelial

T2 Invasdo do musculo

T2a Invasdo do musculo superficial (metade interna)
T2b Invasdo do musculo profundo (metade externa)
T3 Invaséo do tecido perivisical

T3a Invaséo do tecido perivisical microscopicamente
T3b Invaséo do tecido perivisical macroscopicamente
T4 Invaséo de estruturas adjacentes

T4a Invaséo da préstata, do Utero ou da vagina

T4b Invaséo da parede pélvica ou da parede abdominal
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Linfonodos regionais (N)

NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO Auséncia de metastases em linfonodos regionais

N1 Metastases em um unico linfonodo com dimensdo maxima de 2 cm
5 Metastases em um linfonodo com dimensao entre 2 e 5 cm; ou

N metastases em multiplos linfonodos de até 5 cm

N3 Metastase em um ou mais linfonodos maiores de 5 cm

Metastases a distancia

MX Metastases a distancia ndo podem ser avaliadas
MO Auséncia de metastases a distancia
M1 Metéastases a distancia

1.2.4 Sintomas

As manifestacbes clinicas sdo dependentes do grau do tumor, em geral
assemelham-se a afeccdes benignas, como infeccdo urinaria, cistite intersticial e
nefrolitiase (10). A hematuria indolor € a apresentacdo mais comum e, muitas vezes,
€ 0 unico sintoma. O aumento da frequéncia e urgéncia urinaria, assim como a
disuria, ocasionalmente podem também ocorrer. Quando atingem os orificios
uretrais ou ureterais, causam obstrucdo do aparelho urinario por pielonefrite ou
hidronefrose (2, 4).

1.2.5 Tratamento

Os tumores menos invasivos sao a maioria dos casos diagnosticados (9), no
entanto 50 a 75% desses casos progridem para formas mais severas, atingindo a
camada muscular. O tratamento mais utilizado nesses casos é a resseccdo do
tumor, seguida de imunoterapia baseada na instilacéo intravesical com o bacillus

Calmette-Guérin (BCG), o qual provoca uma reacgdo inflamatoria local que destréi o
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tumor. No entanto, a administracdo de BCG esta associada a muitos efeitos
colaterais, incluindo efeitos graves, como a sepse (13).

Nos tumores mais avancados (cerca de 25% dos tumores uroteliais), quando
h& invasdo da camada muscular, o tratamento mais utilizado € a cistectomia radical
com a dissecacdo dos linfonodos pélvicos bilaterais (4, 9, 10). Com o objetivo de
conseguir uma resposta terapéutica completa, a quimioterapia, também esta
associada a esse tratamento na forma neo-adjuvante e adjuvante, a fim de evitar a
evolucao de metastases (que ocorrem em cerca de 50% dos pacientes com doenca
musculo invasiva) (9, 10). Dentre os tratamentos quimioterapicos, o protocolo mais
utilizado é o MVAC (metotrexato, vimblastina, doxorrubicina e cisplatina). Na doenca
metastatica, apesar de inUmeras combinacdes antigas mostrarem-se eficazes, o
esquema MVAC parece ser o mais eficaz, no entanto é bastante toxico. Outra
associacdo com resultados promissores é a de gemcitabina e cisplatina, utilizada
também na forma adjuvante (9, 14).

Quanto aos custos, o tratamento do cancer de bexiga possui os mais altos
entre diversas malignidades, sendo que cerca de 60% desses custos sao

associados com a vigilancia e com o tratamento de recidivas (15).

1.3 llex paraguariensis A. St. Hil

1.3.1 Aspectos gerais

Conhecida popularmente como erva-mate, a llex paraguariensis € uma
espécie distribuida em alguns paises na América do sul. Sua area de abrangéncia
natural é de 540.000 km? contemplando os estados Parana, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul e Mato Grosso do Sul, no Brasil, e parte da Argentina e do Paraguai,

onde ocupa a area entre o0s rios Parana e Paraguai (16).
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Figura 3: Distribuicdo natural de ocorréncia da erva mate. (16)

Muito utilizada inicialmente pelos povos indigenas habitantes dessa regido,
seu consumo estd bastante ligado a fatores culturais que envolvem o habito da
ingestao de bebidas como o chimarrdo, o mate e o tereré, nas quais sao utilizados
folhas e talos processados em infuséo.

1.3.2 Caracteristicas e classificacdo botéanica

A erva-mate € uma arvore perene, de crescimento lento e de médio porte, que
floresce entre os meses de setembro e dezembro, tendo a maturacéo de seus frutos
de janeiro a abril. Seus frutos sdo globulares, com tamanho variavel de 4 a 8 mm,
sua coloracdo, quando madura, € vermelho-arroxeada. Suas folhas, de coloracéo
verde, sdo alternadas e com bordas denteadas, medindo de 8 a 10 cm de

comprimento e de 4 a5 cm de largura (17).

sl 7} A

rien
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Coletada no Parand, em 1822, pelo botanico francés Augusto de Saint-Hilaire,
seu nome cientifico foi publicado em 1825 (18). De acordo com o sistema de
classificacdo de Engler, a taxonomia de llex paraguariensis obedece a seguinte

hierarquia:

Tabela 2: Classificagdo taxondémica da erva-mate.

Divisédo Angiospermae

Classe Dicotyledoneae

Subclasse Archichalmydae

Ordem Celestrales

Familia Aquifoliaceae

Género llex L.

Espécie llex paraguariensis A. St.-Hil

1.3.3 Producéo e economia

Em 2009, a colheita nos ervais nativos do Brasil foi de 443.126 toneladas de
folhas (19). O maior produtor do pais € o estado do Parana, com uma producéo de
70,4% do total nacional. Em seguida estdo Santa Catarina, Rio Grande do Sul e
Mato Grosso do Sul (20). Essa producdo mostra-se importante para o pais,
abrangendo aspectos ambientais, visto que seu plantio pode auxiliar no combate a
erosdo; sociais, como geradora de empregos; e econdbmicos, sendo a principal
atividade econdémica de muitos produtores e municipios, rendendo anualmente R$
175 milhdes (16).

1.3.4 Processamento

Atualmente a erva-mate ndo costuma ser consumida em sua forma bruta;

assim como é pouco difundido o consumo de seus frutos. Antes de chegar ao
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consumidor, as folhas e talos passam por diversas etapas de processamento. As
condicbes de tratamento podem variar dependendo do produtor e do perfil de
caracteristicas organolépticas desejado (21). No entanto, em geral, seu
processamento apos a colheita até a embalagem e comercializacao segue as etapas
descritas na figura 5 (16, 21), nas quais o fruto ndo esté incluido.

'\
+Choque térmico através de chama direta para a inativacao das
enzimas oxidantes.
Sapeco
J
*Fogo indireto, para retirada do restante da umidade do produto
obtendo-se a erva-mate triturada e seca que € denominada de
Secagem| erva-mate cancheada. |
*Etapa voltada para o mercado externo, o produto acondicionado
A em embalagens plasticas perde a coloracgao verde, e conforme
'maze-|  Leriodo sofre alteracdes no sabor.
namento y,
~
Pendira- +Selecao das diferentes partes da planta (po, talos, folhas).
mento J

Figura 5: Processamento da erva-mate.

1.3.5 Composicéao

A erva-mate pode ter variacbes em sua composicdo dependendo de alguns
fatores que envolvem seu cultivo, como as condi¢Bes de solo, a posicéo e a idade
das folhas, o clima e a época de colheita (22). Apesar da existéncia dessas
variacles, a presenca de certos fitoquimicos na composicdo da llex Paraguariensis
ja € descrita por diversos autores. Entre eles estdo: alcaloides, esteroides e/ou
triterpenos, compostos fendlicos e acidos organicos (22, 23, 24).

Muitos desses compostos sdo amplamente estudados, por seus beneficios a

saude, alguns deles séo:
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Saponinas: encontradas em maiores quantidades nos frutos verdes (25),
foram inicialmente consideradas um fator antinutricional em alimentos e
apresentavam uso restrito, devido ao seu gosto amargo. Mais recentemente, foram
confirmadas evidéncias de seus beneficios para a saude, como a reducgéo de niveis
de colesterol e propriedades anticancerigenas (26).

Metilxantinas: dentre as mais abundantes estdo a cafeina, a teobromina e a
teofilina, as quais sdo constituintes importantes de varias bebidas alimenticias e
estimulantes como mate, chas, guarana e café, consumidas mundialmente (27). Os
efeitos bioldgicos depurativo, diurético e estimulante atribuidos a erva-mate devem-
se ao seu alto contetdo desses compostos, podendo ser, inclusive, a fonte primaria
de metilxantinas da dieta (28), em regifes de alto consumo dessa erva.

Compostos fendlicos: também presentes na erva-mate (29), sdo conhecidos

como polifendis. Encontram-se amplamente distribuidos no reino vegetal, sendo os
flavonoides um grupo muito disseminado na dieta humana. Possuem seus efeitos

antioxidante, anti-inflamatorio e anticarcinogénico, bastante estudados e descritos.

1.3.6 Interacdes com a saude

Devido a ampla utilizacdo da erva-mate e aos seus possiveis potenciais
terapéuticos atribuidos a sua composicao quimica, essa planta vem sendo cada vez
mais estudada quanto ao seu impacto na saude, principalmente nas ultimas duas
décadas (21). Seus efeitos tém sido associados a perda de peso, a carcinogénese e
a capacidade antioxidante.

A capacidade antioxidante de extratos de llex paraguariensis € amplamente
descrita (21, 30 - 33). Esse efeito, atribuido a acdo de seus compostos fitoquimicos,
como os polifendis, pode ser observado na inibicdo do estresse oxidativo causado
por espécies reativas de oxigénio (ROS) (33), demonstrando inclusive efeito
cardioprotetor (34); assim como na inibicdo da propagacdo da oxidacdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (31).

A erva-mate também se mostrou eficiente na inibicdo da geracdo de produtos
de glicacao avancada (AGESs) (35, 36), os quais s&o um dos principais mecanismos

desencadeadores das doencas associadas ao diabetes mellitus, que incluem
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cardiopatia, retinopatia, neuropatia e nefropatia (37). Essa inibicdo ainda possuiu
maior efetividade quando comparada ao chéa verde (36).

Recentes estudos trazem um potencial efeito contra a obesidade, sendo que
a ingestdo da erva-mate induziu a perda de peso em animais, reduzindo gordura
visceral, assim como 0s niveis séricos de glicose, colesterol total, LDL- colesterol e
triglicerideos (38, 39, 40). Além disso, provocou um efeito modulatério sobre a
expressao de varios genes relacionados a obesidade (39). Ainda, foi observada uma
reducdo na atividade da lipase pancreatica humana in vitro (40). A reducao de peso,
retardo do esvaziamento gastrico e maior sensacdo de saciedade foram
demostradas em individuos que ingeriram um suplemento a base de erva-mate,
guarana e damiana (41).

Ramirez et al. (42) analisaram o efeito quimiopreventivo da llex
paraguariensis sobre a linhagem de células HepG2 de figado, observando a reducao
da atividade de ornitina descarboxilase, marcador e promotor de crescimento
tumoral, e inibindo a acédo da topoisomerase I, que também apresenta-se elevada
em tumores, devido a alta taxa de divisdo celular. Em diferentes linhagens de tumor
da cavidade oral, a erva-mate também foi capaz de inibir a topoisomerase Il e a
proliferacdo celular significativamente (43). Em um estudo in vivo, no qual foi
comparada a histologia do trato aerodigestivo de ratos submetidos ao consumo de
erva-mate com outros que nao tiveram esse consumo, nao foi evidenciada a relacéo
entre a ingestdo da bebida e carcinogénese. No entanto, o trato aerodigestivo foi
afetado com o aparecimento de traqueite e bronquiolite (44). Adicionalmente, quanto
ao cancer de lingua, ratos submetidos a ingestdo de erva-mate na forma de infusédo
nao possuiram alteracbes nos exames anatomopatolégicos ou imuno-histoquimico,
compativeis com processo neoplasico (45).

E crescente o nimero de estudos epidemiol6gicos que buscam investigar
uma possivel associacdo entre o consumo de erva-mate e alguns tipos de cancer,
como os do trato aerodigestivo superior, bexiga e renal.

Estudos de caso-controle no Uruguai mostraram uma associacdo positiva
entre 0 consumo de mate em cancer renal (46) e de bexiga (47). Confirmando esse
achado, um estudo argentino mostrou a associacdo entre cancer de bexiga e
ingestdo de mate em fumantes, contudo, essa relacdo ndo se mostrou significativa

em individuos ndo fumantes. Considerando que o tabagismo € um importante fator
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de risco para esse tipo de tumor, é possivel que essa relacdo esteja atribuida ao
fumo ou aumentada por ele, e ndo apenas ao consumo de erva-mate (48).

A associacao entre o consumo de mate e cancer de esofago foi relatada em
casos-controle, na Argentina, entretanto ndo ocorreu a mesma associacdo em
outros canceres do trato aerodigestivo superior estudados (cavidade oral, orofaringe,
hipofaringe, laringe) (49). Sewram et al. (50) também mostraram essa relagdo com o
cancer de es6fago no Uruguai, sendo que o risco aumenta quase trés vezes quando
a ingestao ultrapassa um litro. Embora haja essa associacdo, as altas temperaturas
nas quais o mate é consumido, podem ser um fator de confusao, visto que muitos
estudos tém relacionado o consumo de bebidas quentes com a incidéncia de
tumores do trato aerodigestivo (51). No sul do Brasil, a temperatura média na qual o
chimarréo é consumido é de 69,5°C. Essas altas temperaturas podem causar lesao

térmica crénica a mucosa do esoéfago (52).

2. OBJETIVO

Considerando os dados expostos, principalmente a ampla utilizacdo da erva
mate, os efeitos atribuidos aos seus compostos e a controversa interagdo com
diferentes tipos de tumores, incluindo o cancer de bexiga, o objetivo do presente
trabalho foi investigar o efeito de extratos da folha e do fruto de llex paraguariensis

A. St. Hil sobre a proliferacao celular na linhagem humana de cancer de bexiga T24.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Os extratos liofilizados utilizados nesse estudo foram obtidos no Laboratoério

do professor George Gonzalez Ortega, da Faculdade de Farméacia da Universidade



20

Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). (ANEXO).

3.2 CULTURA CELULAR

A linhagem humana de cancer de bexiga T24, derivada de um tumor T3 de
grau lll, foi adquirida da American Type Culture Collection (ATCC). Essas células
foram cultivadas em meio de cultura RPMI suplementado com 10% de soro fetal
bovino e mantidas em incubadora a 37°C, com umidade relativa do ar de 95% e
atmosfera de 5% CO,. Para a realizacdo dos tratamentos, as células foram
semeadas em placas de 24 pocos com densidade de 6 x 10° células/poco em 500pL
de meio de cultura ou em placas de 96 pocos, com densidade de 3 x 10°
células/poco em 100uL de meio de cultura.

3.3 TRATAMENTOS

Para o tratamento com o extrato hidroalcoolico do fruto da llex paraguariensis,
0 extrato liofilizado foi dissolvido em agua estéril e, ao atingirem a semi-confluéncia,
as células foram tratadas com as concentracdes de 5, 10, 25, 50, 100, 150, 300,
600, 800 e 1000 ug/mL. Para a preparagao do tratamento com o extrato
hidroalcodlico da folha, foi feita a dissolucdo com o solvente dimetilsulfoxido
(DMSO), e as células, ao atingirem a semi-confluéncia, foram tratadas nas
concentracfes de 5; 10; 25; 50; 100 e 150, 300, 600, 800 e 1000ug/mL por 48 horas.

A concentracéo final maxima de DMSO nos tratamentos foi 0,5%.

3.4 CONTAGEM CELULAR

Ao atingirem a semiconfluéncia na placa de 24 pocos, as células foram

tratadas como acima descrito. Ao final dos tratamentos, o0 meio de cultura foi
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removido e as células lavadas duas vezes com CMF (“calcium and magnesium free
buffer’). Em seguida, foram adicionados 150 uL / pocgo de tripsina a fim de solta-las.
Para inativar da acdo da tripsina, foi acrescentado meio de cultura RPMI (300
pL/poco). ApoOs cuidadosa homogeneizacdo e dissociagdo mecéanica, as células

foram contadas em hemocitbmetro.

3.5 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do MTT, onde as mitocondrias
das células viaveis reduzem o composto brometo de 3- (4,5-dimetil), -2,5
difeniltetrazolio (MTT) e formam um produto de coloragdo azul formazam. Apos o
periodo de tratamento, as células foram lavadas duas vezes com CMF e a solugéo
de MTT (5mg/mL) foi adicionada junto ao meio de incubacéo celular (RPMI) em uma
concentracao final de 0,5mg/mL. As células foram incubadas por 2 horas, a 37°C,
em atmosfera com umidade relativa do ar de 95% e 5% CO, para que ocorresse a
reacdo. Logo, o meio foi removido e apos a secagem da placa, DMSO foi adicionado
aos pocos re-suspendendo o produto formado. A densidade 6ptica de cada amostra

foi avaliada em 570nm e 630nm, em espectrofotdmetro.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram apresentados como média £ DP (desvio padréo).
Os dados foram analisados por ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Tukey.
As diferencas entre as médias foram consideradas significativas para valores de P <
0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITO DO EXTRATO DO FRUTO SOBRE A CITOTOXICIDADE

Para verificar o efeito do extrato hidroalcodlico do fruto da llex sobre a
citotoxicidade, as células da linhagem humana de cancer de bexiga T24 foram
tratadas primeiramente com o extrato nas concentragdes 5, 10, 25, 50, 100 e 150
pMg/mL pelo periodo de 48 horas. Esse efeito foi analisado por contagem em
hemocitdmetro. Como pode ser observado na Figura 6, apenas a concentracao de
150 ug/mL foi capaz de inibir significativamente o numero de células T24 apos 48h
de tratamento.
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Figura 6. Efeito citotoxico do extrato do fruto da erva-mate na linhagem humana T24 de
tumor de bexiga. Os experimentos foram realizados com n=3 em triplicata e os valores

expressos como médiatDP e analisados pelo teste estatistico ANOVA de uma via, seguido
pelo pés-teste de Tukey. ** p <0,001 comparado ao controle.

Considerando-se a atividade antiproliferativa observada para o extrato do
fruto apenas na maior concentracdo testada e observando a aparente tendéncia
dose-dependente, as células foram tratadas com concentracdes maiores do extrato,
150, 300, 600, 800, 1000ug/mL pelo mesmo periodo, 48 horas (Figura 7). Os dados

obtidos foram representados em diferentes graficos, devido ao fato de que os
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experimentos ndo foram feitos em momentos préximos, onde diferiram também no

namero de células presentes no controle, e no nimero de passagens das células.
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Figura 7. Efeito citotoxico do extrato do fruto da erva-mate na linhagem humana T24 de
tumor de bexiga. Os experimentos foram realizados com n=3 em triplicata e os valores
expressos como meédiatzDP e analisados pelo teste estatistico ANOVA de uma via, seguido
pelo pds-teste de Tukey. * p <0,05 comparados ao controle.

Nessas concentracdes, em 800 e 1000 pg/mL, foi verificada uma reducéo
significativa das células vivas, no entanto, essa significancia nao foi confirmada na
concentracdo de 150 pg/mL, como no primeiro experimento. Apesar de nao
significativa, a porcentagem de reducdo no numero de células foi semelhante e

manteve a tendéncia dose-dependente.

4.2 EFEITO DO EXTRATO DA FOLHA SOBRE A CITOTOXICIDADE

Para verificar o efeito do extrato hidroalcoodlico da folha da llex paraguariensis
sobre a citotoxicidade, o extrato liofilizado foi dissolvido em DMSO (0,5%). As células
da linhagem humana de cancer de bexiga T24 foram tratadas primeiramente com o

extrato nas mesmas concentragdes utilizadas para o fruto (5 a 150 pg/mL) pelo
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periodo de 48 horas e o efeito, com esse tratamento, foi comparado ao controle-
DMSO, no qual as células receberam a concentragdo maxima de DMSO utilizado
para a dissolucdo dos tratamentos. Nenhuma dessas concentracdes testadas foi
capaz de reduzir significativamente o niumero de células, no entanto a concentracéo
de 150 pg/mL apresentou uma reducdo de 19,59% (+8,935DP) no numero de

células vivas.
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Figura 8. Efeito citotdéxico do extrato das folhas da erva-mate na linhagem humana T24 de

tumor de bexiga. Os experimentos foram realizados com n=3 em triplicata e os valores
expressos como médiaxDP e analisados pelo teste estatistico ANOVA de uma via, seguido
pelo pés-teste de Tukey.

A partir desses resultados, conforme protocolo utilizado para o tratamento
com o extrato do fruto, foi realizado o tratamento com as concentracfes maiores
(150, 300, 600, 800, 1000ug/mL) por 48 horas. Confirmou-se uma tendéncia de
reducdo na porcentagem na concentracdo de 150 pg/mL. A partir da concentracdo
de 300pg/mL, essa reducao foi significativa, e nas concentragées de 600, 800 e
1000pg/mL, o extrato foi capaz de reduzir as células vivas em 94,89%, 94% e

99,43%, respectivamente.
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Figura 9. Efeito citotdxico do extrato das folhas da erva-mate na linhagem humana T24 de
tumor de bexiga. Os experimentos foram realizados com n=3 em triplicata e os valores
expressos como médiatDP e analisados pelo teste estatistico ANOVA de uma via, seguido
pelo pés-teste de Tukey. ** p <0.001 ; *** p <0.0001 comparados ao controle DMSO.

4.3 EFEITO DOS EXTRATOS DE ERVA-MATE SOBRE A VIABILIDADE CELULAR

Levando em consideracgao os resultados obtidos com os ensaios de contagem
celular, resolveu-se testar a viabilidade celular através do método do MTT apds os
tratamentos de ambos os extratos, a fim de confirmar os efeitos desses sobre a

morte das células T24.

4.3.1 Extrato do fruto

Utilizando as concentracbes que variaram entre 150 e 1000 pg/mL, o
tratamento com o extrato do fruto de llex Paraguariensis diminuiu significativamente
a viabilidade celular da linhagem T24 apenas na concentracdo de 800ug/mL,

reduzindo-a em 26,99%.
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Figura 10. Efeito do extrato do fruto de erva-mate na viabilidade celular da linhagem
humana T24 de tumor de bexiga. Os experimentos foram realizado com n=3 em triplicata e
os valores expressos como médiatDP e analisados pelo teste estatistico ANOVA de uma
via, seguido pelo pés-teste de Tukey. * p <0.05 comparado ao DMSO.

4.3.2 Extrato da folha

Neste ensaio, o tratamento com o extrato liofilizado hidroalcodlico da folha de
llex Paraguariensis diminuiu significativamente a viabilidade celular da linhagem T24
ja na concentragao de 150ug/mL, reduzindo-a em 35,35%, e nas concentracfes de
300, 600, 800 e 1000ug/mL em 76,82%, 76,56%, 76,41% e 70,08%

respectivamente.
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Figura 11. Efeito do extrato da folha de erva-mate na viabilidade celular da linhagem
humana T24 de tumor de bexiga. Os experimentos foram realizados com n=3 em triplicata e
os valores expressos como médiazDP e analisados pelo teste estatistico ANOVA de uma
via, seguido pelo pés-teste de Tukey. * p <0.05 ; *** p <0.0001 comparados ao DMSO.

5. DISCUSSAO

Tido seus usos mais remotos pela civilizagdo Inca do Peru, a llex
paraguariensis, planta nativa da América do sul, teve o aperfeicoamento do seu
cultivo, o aumento de sua producédo, de seu comércio e de sua exportacdo pelos
jesuitas. Por se tratar de uma planta nativa, o consumo do mate funciona como um
elo cultural entre os povos dos diferentes paises da regido sul da América, assim
como entre moradores dos estados do sul do Brasil (53). No Rio Grande do Sul, em
uma area urbana da regido metropolitana, entre os consumidores de chimarréo,
mais de 90% faziam o consumo diario e em média em quantidades superiores a 1L
(54). Devido a ampla utilizacdo da erva mate, as suas propriedades terapéuticas, e
aos impactos na saude, ela vem sendo cada vez mais estudada.

O consumo da erva mate na forma de bebidas, como chimarrdo, tem sido

guestionado quanto a sua participacdo como fator de risco para o aparecimento de
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alguns tipos de canceres, como o de bexiga, renal e do trato aerodigestivo superior,
principalmente de esobfago.

Em contrapartida, os beneficios de seus metabdlitos secundarios s&o
descritos, inclusive quanto ao potencial anticarcinogénico em diferentes tipos de
tumores (55,56,57), incluindo linhagens de cancer de bexiga (55,58), como a T24,
estudada no presente trabalho. A ampla busca por novos compostos no tratamento
dessa neoplasia e possiveis efeitos quimiopreventivos resultantes do seu consumo,
fundamentam-se no fato de que os atuais tratamentos mais utilizados para a
neoplasia de bexiga, além de permitir um alto nimero de recidivas, ainda
apresentam diversos efeitos adversos (13).

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que o extrato da folha da
erva mate foi capaz de reduzir o niumero de células na linhagem de tumor de bexiga
T24, nas concentracdes que variaram de 300 a 1000 pg/mL. Tais resultados
corroboram o potencial anticarcinogénico in vitro, descrito em outras linhagens
celulares, como linhagens de carcinomas orais de ceélulas escamosas OSCC-3
e SCC-61(43) e linhagem de células HepG2 de figado (42).

Dos extratos utilizados, o extrato de folha € o que mais se assemelha a erva-
mate comercializada, ja que tem como matéria prima as folhas e talos da planta, ndo
incluindo seus frutos. Contudo, a forma de obtencdo do produto final nédo foi
realizada como € feita comercialmente, seguindo as etapas basicas de
processamento ja descritas anteriormente. O extrato hidroalcoolico utilizado,
possivelmente, foi capaz de extrair mais fitoquimicos que 0s extratos aquosos
utilizados popularmente como bebidas. O que pode explicar o potencial citotoxico
encontrado e ndo a promocdo tumoral, como sugerem alguns estudos
epidemiologicos (46, 47).

Além disso, na primeira fase pds-colheita do processamento da erva-mate
comercial, na qual h4 o branqueamento da erva mate através do sapeco com fogo
direto, sugere-se que haja a formacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA) (59, 60). Gerados na combustdo incompleta de matéria organica, podem ser
formados em queimadas florestais, poluicdo ambiental e em alguns tipos de
processamento como defumacdo, torrefacdo e secagem direta com madeira.
Machado et al., citado por Camargo et al. (59), encontrou niveis de 0,22ug de
benzo[a]pireno em 250mL de chimarrdo, excedendo recomendacdes desse HPA

para agua pura. Fagundes et al. correlacionaram a presencga de 1-hidroxipireno-
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glicuronideo (I-OHPG), um derivado e marcador de HPAs na urina de individuos com
0 consumo de mate (60). Os HPAs, por sua vez, possuem potencial mutagénico e
carcinogénico ja descritos inclusive em tumores de bexiga (61, 62). Christian C.
Abnet relacionou a presenca de HPA na urina de individuos do Rio Grande Sul, com
a presenca de diferentes polimorfismos (63).

Os frutos da erva-mate sdo pouco estudados quanto a suas possiveis
atividades bioldgicas. Schubert et al. relatou atividade antioxidante em extratos do
fruto, mas inferior quando comparada ao extrato da folha (64). Quanto a sua
composicao, tem sido relatada a presenca de saponinas, € em maior concentragao
nos frutos imaturos. As saponinas sdao um grupo diverso de compostos amplamente
distribuidos no reino vegetal, que se caracterizam por sua estrutura contendo um
glicosideo triterpeno ou esteroide e uma ou mais cadeias de glicidios. Suas
propriedades hipocolesterolémicas e anticancerigenas ja sao evidenciadas (27).
Saponinas provenientes de Ardisia gigantifolia mostraram-se citotoxicas em
linhagens de cancer de bexiga, carcinoma gastrico e cervical (65).

Quanto aos resultados obtidos com o tratamento com o extrato hidroalcodlico
do fruto da erva-mate, dentre as concentracdes que variaram de 5 a 150ug/mL,
apenas a maior concentragao, 150ug/mL, foi capaz de reduzir significativamente o
numero de células tumorais em 25,46%. Entretanto, essa reducdo nao se repetiu
quando tratadas nas concentragdes maiores, de 150 a 1000ug/mL. Apesar de néo
significativa, a porcentagem de reducdo no numero de células da concentracédo de
150ug/mL foi semelhante ao primeiro teste (24,9%) e manteve a tendéncia dose-
dependente nas concentragfes seguintes. No entanto, apenas nas concentracdes
de 800 e 1000ug/mL de extrato houve uma reducéao estatisticamente significativa no
namero de células vivas. Esses resultados devem-se ao fato de o desvio padrao,
nas maiores concentracoes testadas (150 a 1000ug/mL) ter sido evidentemente alto.
Para a confirmacdo dos resultados dessa segunda etapa, a repeticdo do
experimento seria o mais indicado.

No ensaio do MTT, confirmaram-se os resultados de citotoxicidade obtidos
nas contagens, mais efetivamente com o tratamento do extrato da folha,
demonstrando a morte celular ja na concentracao de 150ug/mL. No tratamento com
o extrato do fruto, os resultados também se confirmaram, exceto quanto a maior

concentragao, 1000ug/mL, a qual ndo mostrou reducao significativa. Uma possivel
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causa seria atribuida a algum erro experimental, o que traz a necessidade de

repeticao do experimento.

6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, ndo é possivel afirmar que a ingestao de erva-
mate tenha uma participacdo no tratamento ou prevencdo de tumores de bexiga,
considerando que: i) 0 extrato popularmente utilizado é aquoso, e ndo hidroalcodlico,
como sdo os extratos de folhas e de frutos utilizados no presente estudo; ii) os
resultados so foram significativos em altas concentracdes; iii) a composicao de cada
planta pode variar quanto a suas condi¢des de cultivo; iv) ha limitagdes do modelo
in vitro. No entanto, os extratos hidroalcodlicos de folhas e de frutos utilizados,
reduziram o numero de células tumorais de bexiga em cultura apos 48h de
tratamento, promovendo a citotoxicidade das ceélulas tumorais, e trazendo novas
perspectivas de investigacdo para a acdo dessa planta nesse tipo de tumor. A
avaliacdo do tipo de morte celular e a avaliacdo da citotoxicidade em células nao
tumorais, bem como estudos em modelo animal de cancer de bexiga também seriam

importantes a serem estudados, visando a aplicabilidade de possiveis tratamentos.
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ANEXO - Procedéncia e preparo dos extratos

Extrato liofilizado dos frutos:

Os frutos de llex paraguariensis A. St. Hil utilizados, doados pela Ervateira
Bardo Com. Ind. de Erva-Mate Ltda. (Bardo do Cotegipe, RS, Brasil), foram
coletados no més de janeiro de 2008, ainda imaturos. Para a preparacdo do extrato
liofilizado, os frutos imaturos secos foram macerados em uma solucéo hidroetandlica
a 40% (v/v) por 40 minutos. Posteriormente, 0 macerado foi submetido ao processo
por turbo-extragdo, em aparelho de Ultra-Turrax (IKA, Alemanha) a 11.000 rpm por
15 min, a temperatura ambiente, sendo este periodo dividido em 3 etapas, com
intervalos de 3 min entre as etapas para evitar o sobreaquecimento. Posteriormente,
a mistura foi centrifugada a 2.01 g por 30 min e filtrada a pressao reduzida. A
solucéo extrativa obtida foi concentrada sob vacuo em evaporador rotatorio a 50°C
até metade do volume inicial para eliminacdo do solvente orgénico, sendo a solucao

extrativa concentrada congelada e liofilizada (Modulyu, 4L—Edwards, USA).

Extrato liofilizado das Folhas:

A matéria prima para esse extrato foi adquirida em janeiro de 2011, da
ervateira Bardo do Cotegipe (Bardo do Cotegipe, RS, Brasil) contendo uma
proporcado de folhas:talos (70:30, m/m). A erva-mate foi submetida a maceracao
dindmica a 300rpm durante 2 h com uma soluc¢éo hidroetandlica a 80% (v/v) em uma
proporcao droga-solvente de 1:10 (m/v), a temperatura ambiente e sob protecao da
luz. A mistura foi filtrada a presséo reduzida e, posteriormente, a solucao extrativa
obtida foi concentrada sob vacuo em evaporador rotatorio a 50°C até metade do
volume inicial para eliminacdo do solvente organico, sendo a solucdo extrativa

concentrada, congelada e liofilizada (Modulyu, 4L—-Edwards, USA).



