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RESUMO

A fitoterapia é valorizada por ser um processo histérico, visto que os povos do
passado ja utilizavam plantas para fins terapéuticos. Atualmente sabe-se que 0s
complexos fitoterapicos podem desencadear uma menor frequéncia e intensidade de
efeitos colaterais do que os induzidos por drogas empregadas pela medicina
tradicional. E da planta Camellia sinensis que s&o derivados quatro tipos de chés,
com diferencas em seus graus de processamento: o preto, o oolong, o verde e o
branco. A exposicdo prolongada a radiacdo solar € um dos fatores chave para o
surgimento de patologias pigmentares, como por exemplo, o melanoma. Este e
outros tipos de tumor podem ter seu crescimento reduzido pelo cha verde e seus
polifendis. O ch& branco tem uso mais recente, € referido popularmente como mais
potente que o verde, contudo, h& poucos estudos cientificos sobre 0 mesmo. O
objetivo deste estudo foi caracterizar e comparar o efeito dos chas verde e branco
sobre a viabilidade e o conteldo de melanina de células de melanoma murino
B16F10. Ambos os chas tiveram o po diluido em agua, fervido, filtrado e
esterelizado, originando as solucfes-estoque, posteriormente diluidas até as
concentracdes finais, aplicadas nas células B16F10. Estas foram mantidas a 37°C,
5% de CO2 e em meio de RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino e
gentamicina 80mg/ml a 0,1%, pH 7,4. Para o ensaio de viabilidade celular, 4x10*
células foram semeadas em frascos de 25cm2. Apds 24h da semeadura foram
adicionados os chas e apos mais 24h de incubacéo, as células foram destacadas
dos frascos, diluidas em Trypan Blue e contadas com o auxilio de um
hemocitdmetro. J4 para o ensaio de conteido de melanina, as células destacadas
foram tratadas com Triton-X 1%, centrifugacdo, etanol/éter (1:1), vortexacao,
evaporacdo, NaOH 0,2N e aquecimento a 60°C, para extracdo/solubilizacdo da
melanina. Uma curva-padrdo de melanina sintética foi confeccionada para referéncia
e as leituras, em duplicata, efetuadas em espectrofotbmetro/ELISA a 490nm. A
absorbancia de cada amostra foi convertida graficamente em melanina/10°células.
Os dados finais de viabilidade celular e contetdo de melanina foram expressos em
porcentagem. A andlise estatistica dos dados efetuou-se através de ANOVA (“one
way”) e teste Student Newman-Keuls para comparacdo entre controle e
experimentais ou por teste t de Student/teste Mann-Whitney para comparacao da
poténcia entre os chas. Os chas verde [0,2; 0,6 e 1,2mg/ml (p<0,05)] e branco [0,05;
0,1; 0,2; 0,6 e 1,2mg/ml (p<0,05)] reduziram significativamente a viabilidade das
células B16F10. A resposta a concentracfes menores de cha branco em relacédo ao
verde sugere uma maior poténcia do primeiro em relagcdo a este, embora somente
as respostas as concentracdes 0,02 e 0,05mg/ml tenham sido significativamente
diferentes. Apenas o cha verde reduziu significativamente o conteido de melanina
das células B16F10 nas concentra¢des de 0,1, 0,6 e 1,2mg/ml (p<0,05; 0,001; 0,01),
Os resultados em geral ndo foram dose-dependentes. Em conclusdo, ambos os
chas mostraram-se citotéxicos e o cha verde, hipomelanogénico, sobre as células
B16F10. A maior poténcia do ch& branco em relacdo ao verde, conforme sugerido
pelo conhecimento popular, foi confirmada apenas quanto ao efeito sobre a
viabilidade celular.

Palavras-chave: Fitoterapia. Melanoma. Camellia sinensis. Cha verde. Cha branco.
Viabilidade celular.
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INTRODUCAO

1.1 A FITOTERAPIA

Ha muito tempo a humanidade vem utilizando os produtos naturais em
busca de alivio e cura para doencgas. A ingestao de ervas e folhas com finalidade
terapéutica talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizagdo dos produtos
naturais (BARTON & OLLIS, 1986). Somente mais tarde € que o homem veio a
isolar e sintetizar os principios ativos componentes dos vegetais (SALLE, 1996).
Assim, a Fitoterapia, valorizada por seu longo processo histérico, costuma ser
amplamente utilizada, pois as plantas sdo de facil aquisicdo e encontram-se bem
distribuidas no ambiente (BARTON & OLLIS, 1986).

As substancias quimicas componentes dos vegetais, juntamente com o
principio ativo, formam o chamado complexo fitoterapico, que, além das acdes
farmaco-fisioldgicas terapéuticas, costuma apresentar uma menor freqiéncia e
intensidade de efeitos colaterais em comparagdo ao obtido quando se utiliza o
principio ativo isolado. Ou seja, os medicamentos sintéticos, além de normalmente
mais caros, podem causar maiores efeitos colaterais, sendo assim mais agressivos
ao organismo (MILLS & BONE, 2000). No entanto, quando as substancias naturais
ocorrem em concentragdes diminutas nos vegetais, acabam originando farmacos de
alto custo no mercado (DAVID et al., 2004). Este é o caso de alguns alcaldides
extraidos da vinca, Catharanthus roseus, que por ocorrem em baixas concentracoes
tornam necessaria a utilizagao de cerca de 250 kg de talos floridos da planta para a
obtencao de uma dose de 500 mg dos farmacos (TYLER, 1999).

Por outro lado, a extracdo do principio ativo pode, também, empobrecer a
planta, pois ha a separagao do todo em partes, ndo ocorrendo, entdo, a acao
conjunta dos compostos quimicos (SALLE, 1996).

Os produtos naturais vém sendo utilizados nos ultimos anos como um
importante recurso no tratamento de patologias humanas contemporaneas, por
exemplo, o cancer, contra o qual podem servir como quimioterapicos. No entanto,
para desenvolver compostos menos toxicos e mais ativos do que os propiciados

pela medicina tradicional, muitos estudos ainda sdo necessarios para melhorar o



emprego dos compostos vegetais como um tratamento alternativo
(DASSONNEVILLE et al., 1999; SUFFREDINI et al., 2006).

Embora a industria fitoterapéutica esteja em franco crescimento (KATE &
LAIRD, 1999) e mesmo com todo esse possivel potencial curativo, segundo
CORREA JUNIOR. et al. (2004), ha pouco ou nenhum investimento em pesquisas
para determinadas espécies vegetais, tendo em vista a imensa biodiversidade da
flora em nosso pais. Em alguns casos isto se justifica porque as substancias de
interesse sdo encontradas em concentragdes muito baixas nas plantas, tornando
dificil a sua obtengdo em grandes quantidades e resultando em farmacos finais de

altos valores comerciais (DAVID et al., 2004)

Nos paises considerados como “megadiversidades” estdo presentes 50%
das espécies vegetais do mundo. Tais paises sdo: Brasil, Coldombia, México, Zaire,
Madagascar, Indonésia e Australia. Por isso, os trépicos sdao o maior foco de
pesquisas cientificas, em busca de novas drogas de origem vegetal (JOFFE &
THOMAS, 1989).

Além disso, muitos brasileiros ndo tém acesso a rede publica de saude e
acabam recorrendo aos recursos naturais de que dispdem, contribuindo assim, para
o fortalecimento da medicina popular local. Portanto, o Brasil deveria priorizar a
caracterizagdo farmacolégica de novas drogas e a realizagcdo de pesquisas
cientificas que resgatassem o conhecimento popular/indigena no tratamento ou
prevencdo de doencas, para associa-lo a caracterizagdo e conservacdo da
biodiversidade da flora brasileira acima mencionada (JOFFE & THOMAS, 1989).

Em pesquisas etnofarmacologicas, ou seja, na selegcdo de plantas de
conhecimento popular para fins terapéuticos, foi descoberto o dobro de drogas anti-
tumorais do que nas espécies vegetais recolhidas ao acaso (SPJUT & PERDUE
JUNIOR, 1976).

Dentre as descobertas farmacoldgicas de origem vegetal, talvez uma das
mais expressivas tenha sido a dos alcaléides da vinca (Catharanthus roseus,
Apocynaceae): vincristina e vimblastina. Ambos sdo utilizados no tratamento do
cancer de pele e a, vincristina, também contra patologias ndo cancerosas (TYLER,
1999).

As células de melanoma murino B16F10 vém sendo muito utilizadas como

modelos para estudos fitoterapicos. Segundo WANG et al. (2003), substancias de



origem vegetal como o taxol e a camptotecina inibiram a migracdo e a adesao das
células de melanoma B16F10. ARAI et al. (2006) afirmam que, a vincristina pode
mediar a expressido de um supressor de tumor, a proteina p53, a qual inibe a
expressao de tubulinas também nesta linhagem celular.

O emprego de fitoterapicos em desordens de pigmentagdo humana
talvez possa ser uma forma de tratamento menos invasiva ao organismo do que as
utilizadas na terapéutica tradicional (KWAM & MIHN JUNIOR, 1983).

1.2 MELANOCITOS, MELANOGENESE E MELANOMA

1.2.1 Melanécitos e melanogénese

A pele humana é a barreira mais eficaz contra efeitos negativos de ordem
ambiental e agentes xenobidticos, protegendo, portanto, os 6rgaos internos do
corpo, de agentes externos fisicos e quimicos, incluindo a radiagao ultravioleta (UV)
solar e os poluentes ambientais (KWAN & MIHM JUNIOR, 1983).

As principais camadas da pele incluem a epiderme, a derme e a
hipoderme. Os mais importantes componentes celulares da epiderme sdo os
queratinécitos, as células de Langerhans e os melandcitos (KWAN & MIHM JUNIOR,
1983). O cancer de pele esta associado principalmente com a camada epidérmica e
seus tipos celulares, a qual pode chegar a quinze subcamadas de células em
humanos e trés em ratos (SUCHITRA et al., 2007).

Os melandcitos sao células de forma dendritica capazes de sintetizar
melanina, a qual fica armazenada no interior de melanossomos (HADLEY, 1996;
KWAN & MIHM JUNIOR, 1983). A melanina € um biopolimero heterogéneo de
estrutura complexa (SANCHEZ-FERRER et al., 1995), possui muitos tipos diferentes
de mondémeros conectados entre si por fortes ligacées carbono-carbono (ITO et al.,
2000) e constitui-se no principal pigmento contido nas estruturas tegumentares dos
vertebrados (RIDLEY, 1997).
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Acredita-se que em humanos, a melanina tenha fungdo genoprotetora e
fotoprotetora em células expostas a radiagcbes potencialmente mutagénicas
(RIDLEY, 1997).

A melanogénese (Fig. 1) ocorre no interior dos melandcitos, a partir da
tirosina e € desencadeada através da atividade da enzima tirosinase (BENETT,
1993). O reticulo endoplasmatico granular sintetiza a tirosina, esta entdo se acumula
nos melanossomos, vesiculas formadas pelo Complexo de Golgi (POPOWSKI,
1997). A sintese de melanina inicia-se pela hidroxilagdo da tirosina a 3,4-
diidroxifenilalanina (DOPA), e desta, a dopaquinona. Estas duas etapas sé&o
catalisadas pela tirosinase. Formada a dopaquinona, ha diversas reacdes
complexas, catalisadas por outras enzimas, que envolvem ciclizagbes e
polimerag¢des oxidativas que, por fim, resultam na eu- ou na feomelanina (THODY &
SHUSTER, 1989).

| tirosinase | | tirosinase | L
cisteina

tirosina ———» DOPA— 3 DOPAquinona ————» cisteinilDOPA

/

leucoDOPAcromo

|

DOPAcromo

5,6-di-hidroxi-indol (DHI) 5,6-di-hidroxi-indol acido
\ carboxilico (DHICA)

| [ree1]

__indol 5,6-quinona
h """ 4cido carboxilico

eumelanina

Figura 1 — Esquema simplificado da via de melanogénese. Setas tracejadas indicam etapas da
sintese resumidas ou que ndo sdo completamente conhecidas (FONTE: modificado de WAKAMATSU
& ITO, 2002).
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A eumelanina, o tipo mais comum na pele humana, pode ser de cor preta ou
marrom e constitui-se em um polimero regular formado por condensacgdes oxidativas
de indol-5,6-quinona. Ja a feomelanina de cor amarela a marrom-avermelhada,
possui alto conteudo sulfidrilico e sua sintese praticamente n&o gera subprodutos
toxicos (HEARING, 2000; PROTA, 1993).

Os melanossomos tornam-se maduros pelo acumulo de melanina, e por
este acumulo perdem sua atividade tirosinasica, sendo chamados, entdo, de
granulos de melanina. Uma vez formados, estes granulos migram através de
prolongamentos dos melandcitos e sao transferidos para o interior dos
queratinécitos, células epiteliais que circundam os melandcitos (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1974; THODY & SHUSTER, 1989). A unidade funcional de
pigmentacao € o conjunto de trinta e seis queratindcitos associados a um melandcito
(HADLEY, 1996).

Nas diferentes racas humanas o numero de melanécitos na pele é
semelhante, porém estes diferem na quantidade e qualidade da melanina produzida.
Quando a pele é exposta a luz solar, a producdo de melanina ¢é intensificada e pode
ser reduzida quando nao ha atividade tirosinasica no melandcito (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1974).

O hormoénio estimulante de melanécitos — alfa (a-MSH) &€ um dos
reguladores da producdo de melanina, estimulando tanto a melanogénese quanto a
proliferacdo de melandcitos (HADLEY, 1996). No homem, o a- MSH é produzido na
pele, pelas células de Langerhans, queratindcitos e melanécitos (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1974). O mecanismo de agédo deste horménio envolve ativagao da via
de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) (THODY & SHUSTER, 1989).

Além disso, existem outros fatores que podem interferir na regulacéo da
melanogénese e/ou na proliferacdo de melandécitos, como outros horménios e
fatores de crescimento, metabdlitos de vitamina D, retindides, radiagédo ultravioleta,
acidos graxos de cadeia longa, dentre outros (MACNEIL et al., 1992).
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1.2.2 Desordens de pigmentagcdo e melanoma

Dentre as doengas de pele, as desordens de hiper- e hipopigmentagao,
podem resultar, respectivamente, do aumento ou redugdo da quantidade de
melanina. As desordens de pigmentagcdo humana podem estar relacionadas também
a auséncia de melandcitos, levando a hipopigmentagdo, como é o caso do vitiligo
(SAMPAIO et al., 1989) ou a lesbes proliferativas dos mesmos, como ocorre no
melanoma maligno, levando ou n&o a hiperpigmentacdo (KWAN & MIHM JUNIOR,
1983).

Os disturbios de hipopigmentagdo s&o classificados em difusos ou
localizados. Dentre os difusos estdo o albinismo oculocutdneo (depresséo da
atividade da tirosinase) e o vitiligo generalizado (auséncia de melandcitos na pele
afetada). E dentre os localizados estdo o vitiligo localizado, a leucodermia quimica
(originadas por produtos quimicos), o piebaldismo (um albinismo parcial), as
micoses, 0 nevo acrdmico, as hipomelanoses pos inflamatérias, dentre outros
(LAWLEY & YANCEY, 1995).

Sao disturbios comuns de hiperpigmentacao: os nevos (manchas castanhas
normalmente benignas e comuns ao longo da vida), o lentigo (manchas pequenas
castanho-escuras ou pretas, comuns na infancia e também benignas), as sardas
(hiperpigmentacado benigna da camada basal da pele podendo ser devida a
exposicao a luz ultravioleta), dentre outros (KWAM & MIHM JUNIOR, 1983). O
melanoma pode ndo ser pigmentado. Por exemplo, individuos que possuem lentigo
maligno e optam por retirar a area afetada, apds a retirada, podem desenvolver o
lentigo amelandético melanoma maligno (ALMM), com a mesma progressao clinica do

melanoma maligno, porém despigmentado (MCKENNA et al., 2000).

A etiologia do melanoma ainda ndo € totalmente esclarecida. Estudos
epidemiologicos mostram que a exposicdo ao sol € o fator ambiental mais
importante envolvido no surgimento do melanoma cutdneo maligno (pigmentado) na
populagcdo humana, embora o papel especifico da radiagdo UV na génese desse
tumor ainda esteja em estudo (SUCHITRA et al., 2007).
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Porém, a pele é dotada de sistemas enddgenos de defesa, que limitam
danos potencialmente causados pela radiagdo solar UV, como por exemplo: o
espalhamento da incidéncia de luz pelo estrato corneo, a absorgdo de luz pela
melanina, métodos antioxidantes e a reparagdo enzimatica de danos no DNA
induzidos por UV. No entanto, estes meios fotoprotetivos ndo sido tdo eficazes
quando ha uma superexposicdo do organismo a essa radiagao (SUCHITRA et al.,
2007).

Entretanto, fatores genéticos também estdo envolvidos na génese do
melanoma (ANDRADE, 2003). A malignidade do melanoma é bastante alta, o que
exige diagnostico e tratamento precoces. E sua eliminagao pode ser impossivel se ja
estiver sofrendo o processo de metastase (ALBERTS et al., 2006), ou seja, a
invasdo dos tecidos adjacentes que permite chegar aos vasos sanguineos e formar

tumores secundarios em outros lugares do organismo (ITOH et al., 2005).

As lesbGes de pigmentacado cutanea que levam ao melanoma podem ser
classificadas de acordo com o seu grau de progressao. A classe |, o nevo,
raramente se desenvolve em um melanoma maligno (KWAM & MIHM JUNIOR,
1983). A classe Il representa as lesdes intermediarias confinadas a epiderme, os
melanomas in situ ou microinvasbées da derme, com disseminacao lateral e
chamadas de melanomas invasivos de fase RGP (radial growth phase). Ja a classe
Il € composta dos melanomas tumorigénicos VGP (vertical growth phase), com
invasao dérmica ou crescimento vertical levando a metastase (MEIER et al., 1998).
Faz parte desta classe a linhagem celular B16F10, em estudo (FIDLER, 1975).

O melanoma € um dos poucos tumores que teve sua incidéncia aumentada
ao longo das ultimas décadas, sendo os danos no DNA um dos iniciadores da sua
formagdo. As estratégias empregadas unicamente para proteger contra a radiagao
UV tiveram um modesto impacto sobre o desenvolvimento deste tipo de cancer
(LAO et al., 2006). Apesar dos protetores solares serem indubitavelmente eficazes
em impedir queimaduras devido a superexposi¢ao as radia¢des solares, sua eficacia
em impedir o cancer de pele, especialmente o melanoma vem sendo questionada.
Estudos laboratoriais e epidemiologicos indicam que os protetores solares, por
exemplo, ndo possuem a capacidade de obstruir a iniciagdo ou a promogao da
formagdo do melanoma desencadeada por danos do DNA. Este fato sugere que o

espectro da acdo para a inducdo de uma inflamagao na pele devido a exposigao
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excessiva ao sol, é diferente do espectro da agao para a inducdo do melanoma (LEY
& REEVE, 1997).

Esse tumor representa apenas cerca de 4% de todos os canceres de pele
(NIHAL et al., 2005). Porém, devido a sua alta capacidade metastatica, é o cancer
de pele considerado mais fatal (ROOMI et al., 2006). Muitos métodos terapéuticos
sdo pouco eficazes no combate do melanoma. Portanto, novos métodos séao
necessarios para a prevengao e tratamento desta doenca (NIHAL et al., 2005).
Assim, a busca de tratamentos menos agressivos aos pacientes portadores de
melanoma € intensa e a fitoterapia podera ser uma importante alternativa para esse
tipo de tumor altamente resistente a quimioterapia convencional (SOENGAS et al.,
2001).

1.3 Camellia sinensis

Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Theaceae

Familia: Camellia

Género: Camellia

Espécie: Camellia sinensis
(STRASBURGER et al., 1994)
(Fig.2).

Figura 2 — Aspecto parcial da espécie Camellia sinensis (Fonte: RAVINDRANATH et al., 2006).

O cha de folhas de C. sinensis (Fig. 2) é consumido socialmente e

habitualmente pelo homem desde + 3000 a.C., pois além de saboroso poderia exibir
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propriedades medicinais. Muitos curandeiros tradicionais acreditavam que beber cha
seria um meio de prolongar a vida (CHOPRA & DAVID, 2000).

E através da planta Camellia sinensis que sdo obtidos os quatro tipos de
chas a seguir: o branco, o verde, o oolong e o preto. Como mostra a Figura 3, a
diferenca entre os chas é basicamente o seu grau de processamento (SANTANA-
RIOS et al., 2001), que causa mudangas nos ingredientes presentes nos mesmos
(AOKI et al.,, 2007). O cha branco, com folhas e flores mais jovens e menos
processadas, apresenta-se mais claro e levemente adocicado, com um sabor suave
comparado aos outros chas. Na obtencao do cha verde, apds as folhas murcharem,
as mesmas sao cozidas, enroladas (SANTANA-RIOS et al., 2001), e por fim secam a
sombra para serem submetidas a um aquecimento, visando inativar as enzimas que
promovem a oxidagao (PUGLIESI, 2008), bem como evitar a polimerizagdo de suas
catequinas, comumente chamadas de polifendis (SUCHITRA et al., 2007). O cha
oolong possui um processamento intermediario, onde as folhas da C. sinensis
sofrem lesbes mecénicas, sdo brevemente oxidadas, e, ao final, entdo, secas. A
fabricagdo do cha preto € muito semelhante a do cha oolong, porém as folhas
sofrem uma grande oxidacao e sao literalmente queimadas (SANTANA-RIOS et al.,
2001). O cha branco, por ser obtido do miolo e das folhas jovens, € o que mais
conservaria as propriedades medicinais, e por isso, € atualmente sugerido como
mais potente do que o verde em termos de efeitos terapéuticos. No entanto, este

aspecto ainda esta em discusséao e estudo (PUGLIESI, 2008).



Leaves and Buds

Steamed

4
Dried

l

White
Tea

Leaves
Withered
Panfried/Steamed  Bruised by Shaking Rolled

Rolled/Shaped Oxidized (brief) Oxidized (full)

Panfired/Dried Fired/Dried

Lo

Oolong Black
Tea Tea

16

Figura 3 - Processo de obtencédo dos chas, mostrando a progressiva oxidagdo que ocorre a cada
etapa de conversdao do cha branco para verde, para oolong e, finalmente, para preto (Fonte:

SANTANA-RIOS et al., 2001).

1.4 CHA VERDE, POLIFENOIS E MELANOMA

Estudos epidemiolégicos mostraram associagdes entre o consumo de cha

verde e a diminuigdo do risco de céancer. Os polifendis (Fig. 4), principalmente os

avanois, fazem parte de até 30% do peso seco desse cha e podem exibir atividades

anti-mutagénicas e anti-tumorais. A maior parte dos autores relata que a

epigalocatequina-3-galato (EGCG) é o polifenol com maior atividade antioxidante e

quimioprotetora, sendo também o mais abundante neste cha (STRATTON et al.,

2000). Sabe-se que o mecanismo base para o efeito anticancerigeno do EGCG é a

inibicdo da telomerase das células tumorais (KANG et al., 2007). Devido ao efeito

anti-tumoral desta substancia, seu potencial no tratamento de diversas doengas vém
sendo amplamente estudado (SUCHITRA et al., 2007).
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Figura 4 — Estruturas quimicas dos polifenéis mais encontrados no cha verde. (FONTE: KATIYAR et
al., 2007).

A EGCG inibe o crescimento de linhagens celulares de glioblastoma, cancer
de mama, célon, pulmao, prostata, pancreas, figado, boca, e, inclusive, de
melanoma (RAVINDRANATH et al., 2006).

compararam a eficacia relativa entre as catequinas presentes no cha, como a (-)-

Em contrapartida, poucos estudos

epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC), (-)-epicatequina-3-galato (ECG) e (-)-
epigalocatequina-3-galato (EGCG), por exemplo. Contudo, ja foi sugerido que a
atividade antitumoral de cada catequina depende do tipo de tumor em que é
aplicada e nem sempre a EGCG foi o agente quimiopreventivo mais potente
(RAVINDRANATH et al., 2006).

Mudancgas estruturais na matriz extracelular (ECM) s&o necessarias para a
migragao das células durante a remodelagem dos tecidos e os constituintes da ECM
tém papel critico no angiogénese e na metastase neoplasica. Analisando os efeitos
de catequinas do cha verde sobre a adesdo do melanoma murino B16, verificou-se
que a EGCG reduziu a adesao celular a laminina, resultando em menor afinidade de
ligacao entre estas, efeito que pode justificar a agdo anti-metastatica do cha verde
(HUNG et al., 2005; ROOMI et al., 2006; SUZUKI & ISEMURA, 2001).
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Além disso, empregando-se duas linhagens celulares de melanoma humano
(0 melanoma amelanético maligno A-375 e o melanoma Hs-294T) e melandcitos
humanos normais, verificou-se que concentragcdes similares de ECGC reduziram a
proliferagdo celular e induziram apoptose nas linhagens de melanoma, mas nao
afetaram os melandcitos normais. Este fato reforca a idéia de que a EGCG,
isoladamente, ou em conjunto com as terapias atuais, poderia ser util no tratamento
do melanoma (NIHAL et al., 2005). Por outro lado, apesar da auséncia de efeitos
sobre melandcitos, a EGCG inibiu a aderéncia, a proliferagdo e a migracdo de
fibroblastos normais (HUNG et al., 2005). Assim, a caracterizagdo dos efeitos da
EGCG sobre células normais ainda necessita de mais estudos.

Métodos atuais de prevengdo do melanoma dependem, por exemplo, da
aplicacdo de protetores solares usados nos seres humanos, ainda que haja
controvérsias sobre sua efetividade neste aspecto (LEY & REEVE, 1997). Os
polifendis do cha verde atuam como um potente supressor dos efeitos toxicos
induzidos pela radiagdo UV, tais como: atividade carcinogénica, imunossupressora e
envelhecimento precoce da pele. Assim, esses polifendis teriam o potencial, quando
usados conjuntamente com protetores solares tradicionais ou lo¢gdes de cuidado com
a pele, de proteger com maior eficacia a mesma contra os efeitos adversos da citada
radiacdo (YUSUF et al., 2007), reduzindo o risco do surgimento de melanoma e de
outras desordens de pigmentagao (SUCHITRA et al., 2007; YUSUF et al., 2007).

Utilizando diferentes modelos animais, muitos estudos tém demonstrado
que o extrato do cha verde aplicado via oral inibe a formagao tumoral induzida por
carcindégenos quimicos ou pela radiagdo UV tipo B (UVB). Os extratos também
possuem atividade anti-inflamatéria semelhante a anti-tumoral. Por outro lado, a
aplicagao topica da EGCG na pele de ratos impede o estresse oxidativo e a
supressao do sistema imunolégico induzida por UVB (KATIYAR & ELMENTS, 2001).

A imunoterapia e a quimioterapia sdo geralmente eficazes contra pequenos
tumores em modelos animais. Entretanto, estes tipos de tratamento sdo geralmente
ineficazes contra tumores de grande dimens&o. A vacinagdo de camundongos com
DNA em combinacdo com EGCG inibe o crescimento tumoral em estagio avancado.
A acdo do EGCG ocorre via inducido de apoptose das células tumorais e processa-
se de maneira dose-dependente. A combinacdo da vacinacao de DNA com EGCG
também aumenta a resposta imunoldgica das células do tumor resultando em uma

taxa mais elevada de cura do que a desencadeada pela imunoterapia ou pela
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administragcao de EGCG isoladamente. A combinacgao dos dois tratamentos fornece,
ainda, protecao anti-tumoral a longo prazo em camundongos ja curados, sugerindo a
relevancia deste tratamento multimodal na terapéutica contra o cancer (KANG et.al.
2007).

Em relacdo ao modo de administracdo de EGCG, a administracdo de ECGC
livre em carcinomas celulares basais (BCCs), em melanomas e tumores de célon de
camundongos induziu menores resultados anti-tumorais do que quando a droga
estava encapsulada em lipossomos, especialmente naqueles contendo acido
deoxicélico e etanol. A droga encapsulada mostrou maior penetragédo no tumor por
estar mais protegida contra a degradacgao sistémica. Isso sugere que a injec¢ao intra-
tumoral de lipossomos contendo EGCG pode aumentar o acesso da droga e
consequentemente sua agao terapéutica (FANG et al., 2006). Além disso, os efeitos
fotoprotetivos e antioxidantes dos GTPs (mistura de componentes polifendlicos
isolados do cha verde) ou do EGCG pelo tratamento tépico € maior que por
administracao oral, o que pode ser devido ao maior conteudo destes polifendis na
aplicacgao topica (KATIYAR et al., 2007).

Em suma, estudos comprovam o potencial de fotoprote¢cao do cha verde,
seja administrado via oral, em forma de cha, ou topicamente sobre a pele. Além
disso, o cha verde parece ser um farmaco seguro, n&do téxico ao homem,
contrariamente a outros agentes quimioterapicos que, além disso, podem ser caros
e pouco efetivos no tratamento de tumores cutaneos. Entretanto mais estudos
incluindo avaliagdes clinicas s&o necessarios para validar a utilidade do cha, da
ECGC e de outros polifendis, sozinhos ou em combinacdo com terapias ja
existentes, para combater o melanoma e outras patologias cutaneas (SUCHITRA et
al., 2007).

1.5 CHA BRANCO

Nove dos maiores constituintes encontrados no cha verde também séo
detectados no cha branco, sendo o EGCG o polifenol mais abundante em ambos.
Contudo, a cafeina, o acido galico, a teobromina, o EGC e o ECG estao presentes
em maior concentragao no cha branco (SANTANA-RIOS et al., 2001).
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Também, foi demonstrado que, em relagao ao cha verde, o branco tem uma
maior atividade antimutagénica contra aminas heterociclicas. Estas podem induzir a
formagdo de tumores no colon intestinal de cobaias, e costumam ser formadas
durante o preparo de comidas que contem carboidratos, aminoacidos e creatinina,
por exemplo, diversos tipos de carnes (SANTANA-RIOS et al., 2001).

Diferentemente do ocasionado pelo cha verde, a exposigcdo prolongada ao
cha branco e cafeina, na tentativa de reduzir o numero de tumores intestinais em
ratos, mostrou-se toxica para os animais, embora o cha branco tenha exibido, a
curto prazo, efeito anti-tumoral (WANG et al., 2008).

Complexos nutritivos contendo extrato do cha branco podem auxiliar na
reconstituicdo celular de cultura de pele humana, atrasando assim o0 seu
envelhecimento (LACROIX et al., 2007).

No entanto, ha poucos estudos com o cha branco propriamente dito, pois a
maioria dos artigos cientificos disponiveis utiliza o cha verde ou o EGCG isolado.
Assim nao foram encontrados estudos cientificos caracterizando a influéncia do cha
branco sobre o melanoma. Além disso, também ndo ha muitos estudos sobre os
efeitos do cha verde especificamente em pele humana, o que ndo impede que
muitas empresas farmacéuticas e de cosméticos estejam em busca de produtos
contendo extratos de cha verde (KATIYAR et al.,, 2001). Tais fatos sugerem a
importancia de se aprofundar a compreenséo dos efeitos bioldgicos dos chas branco
e verde (em células cutaneas), o que, no caso deste estudo, dar-se-a utilizando-se o

modelo de melanoma murino B16F10 em cultura.
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a influéncia dos chas verde e branco extraidos das folhas de
Camellia sinensis sobre a fungédo de células pigmentares tumorais murinas B16F10,
e comparar a poténcia entre os chas tendo em vista as possiveis aplicagdes destes

na terapéutica de patologias pigmentares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar a influéncia do cha verde e do cha branco sobre a viabilidade de células
B16F10 em cultura.

- Verificar a influéncia do cha verde e do cha branco sobre o conteudo de melanina
de células B16F10 em cultura.

- Comparar a poténcia entre os efeitos biolégicos desencadeados pelos chas verde

e branco.
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MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENGAO DOS CHAS VERDE E BRANCO

Os chas foram obtidos comercialmente, no ervanario “Cha e Arte”,
localizado na Avenida Iguacgu, n° 1595, Curitiba, Parana. Para validar a comparagao
entre os chas, ambos foram adquiridos em forma de pé e, através do laudo cedido
pelo ervanario, foram constatadas as seguintes informagdes: os chas foram
provenientes da China; o cha branco foi colhido em abril de 2007 e o cha verde, em
marco de 2007; o prazo de validade para os produtos € de aproximadamente trés

anos.

3.2 PREPARACAO DOS CHAS

Os chas verde e branco foram preparados da mesma maneira: para a
obtencao das cinco menores concentragdes a serem testadas, a cada 50ml de agua
miliq foi adicionado 1g de cha em po; e, para a obtengdo das duas maiores
concentracdes, a cada 50mL de agua miliq, foram colocados 3g e 6g de cha em pé,
respectivamente (WANG et al., 2008).

O preparo ocorreu seguinte forma: a agua foi aquecida durante 1 minuto e
entdo foi adicionado o pd, ficando mais 1 minuto sob fervura. Apds o preparo, o cha
ficou sob infusdo por 10 minutos e depois, foi passado em filtro de papel (Melitta,
RS). Ao final o cha foi esterilizado através de filtros com poros de 0,22 ym (Spritzen-
/Syringe-Filter, MGM, PR) e entdo diluido, em ambiente estéril, para adi¢do a cultura
de células B16F10.

Devido a sua rapida oxidagao e possivel perda de eficacia, os chas foram
preparados pouco antes de cada aplicagdo na cultura celular e, descartados logo
apos sua utilizagdo (WANG et al., 2008).
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As seguintes concentracgdes finais de ambos os chas, diluidas em meio de
cultura, foram testadas nos experimentos: 0,002 mg/ml; 0,02 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,1

mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,6mg/ml e 1,2 mg/ml.

3.3 CULTURA DE CELULAS DE MELANOMA MURINO

Células da linhagem B16F10 foram gentiimente doadas pela Profa Dra.
Glaucia R. Martinez (Departamento de Bioquimica, UFPR) e foram mantidas a 37°C,
com 5% de CO,, em meio de cultura RPMI (contendo Hepes — 3,268 g/L; NaHCOs -
2 g/L; piruvato de sodio - 0,0125 g/L), acrescido de 10% de soro fetal bovino e
gentamicina (Garamicina 80mg, Ind. Quimica e Farmacéutica Schering-Plough S/A,
R J)a0,1%, pH 7,4. O meio de cultura foi renovado a cada 48-72 h e as células sub-
cultivadas, a partir de culturas proximas a confluéncia, pelo tratamento com solugao
de Tyrode/EDTA (acido etilenodiaminotetraacético; solugédo, em g/l: NaCl 8; KCI 0,2;
MgCl,.6H,0 0,213; NaH,PO,4 0,05; EDTA 1,86; NaHCO3 1; pH 7,4) e transferéncia

para novos frascos com meio de cultura.

3.3.1 Ensaio de viabilidade celular

Em cada frasco de 25 cm? foram semeadas 4 X 10* células (quantidade
padronizada apés a realizagdo de curvas de crescimento de 7 dias). Apds 24h da
semeadura foram adicionados os chas verde ou branco, nas concentragdes
supracitadas, e apdés 24h de incubacido, o numero de células de cada frasco foi
aferido.

Para a determinacio de viabilidade celular, as células foram destacadas dos
frascos com solugao de Tyrode/EDTA, lavadas com PBS (solugao salina em tampéao
fosfato, em g/l: NaCl 8; KCI 0,2; MgCl,.6H,0O 0,1; Na,HPO,4 0,92; CaCl,2H,0 0,1;
KH,PO4 0,2; pH 7,4), tratadas com corante Trypan Blue 0,5% (Vetec, RJ) e,
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finalmente, contadas com o auxilio de um hemocitémetro. O uso do corante Trypan
Blue baseia-se na habilidade que a membrana plasmatica de células viaveis (vivas)
possui de excluir o corante. Portanto, as células coradas em azul devem estar
mortas (MERCHANT et al., 1964). Eram contadas as células vivas (n&o coradas) e

mortas (coradas).

3.3.2 Contelido de melanina

Em cada frasco de 25 cm? foram semeadas 9 X 10° células. Foram
adicionadas as solug¢des de cha verde e branco em diferentes concentracdes, apés
24h da semeadura, e apdés mais 24h de incubacgao, foi realizada a dosagem do
conteudo de melanina.

Em tubos de ensaio de 15 ml, foram adicionados Triton-X 1% em cada pellet
celular. As amostras foram vortexadas e transferidas para tubos eppendorfs de 1,5
ml, ficando sob o gelo por 10 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
13000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi removido e descartado. Em capela,
foram adicionados 500 pl de etanol/éter (1:1) a cada pellet de melanina. As amostras
foram vortexadas e deixadas em repouso por cerca de 10 minutos ou até que a
proteina precipitada ficasse visivel no solvente. Os tubos foram invertidos
cuidadosamente algumas vezes e o sobrenadante solvente/proteina removido, de
forma a restar somente o pellet de melanina puro. Os pellets secaram em capela até
todo etanol/éter evaporar (cerca de meia hora). Em seguida, adicionados 100ul de
NaOH 0,2N em cada pellet contendo 2,5 x 10° células. As amostras foram, entso,
aquecidas em banho-maria a 60°C até que a melanina estivesse completamente
dissolvida. Foram preparadas, simultaneamente, as amostras de melanina sintética
para uma curva-padrao e efetuada a leitura destas e das amostras experimentais,
em duplicata, em espectrofotometro/ELISA (Meridian, Diagnostic Inc. ELx 800) a 490
nm.

Ao final, os dados obtidos como absorbancia para cada amostra, foram
convertidos e expressos graficamente (GraphPad Software Prisma) como o
conteudo de melanina (% do controle). Este foi determinado apds divisao pelo

nimero de células (x10°), equivalentes ao total de um dado tratamento e transferidas
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para tubos conicos de 15 mL antes do inicio da dosagem de melanina; em seguida,

foi calculada a porcentagem de resposta em relagao ao controle branco.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de viabilidade celular e conteudo de melanina obtidos a partir da
aplicacao de diferentes concentracbes dos chas nas células de melanoma foram
analisados através de analise de varidncia (ANOVA “one way”) seguida do teste de
Student Newman-Keuls (SNK — ZAR, 1996), para determinagdo do nivel de
significancia das diferengas. Neste caso, a comparagéao foi entre controle (auséncia
de tratamento com cha verde ou branco) e experimentais (presenga de cha verde ou
branco).

Para comparacao da poténcia entre os chas, as respostas de viabilidade
celular a mesma concentragcdo de cada um deles também foram analisadas através
do teste t de Student. Quando o teste para normalidade dos dados falhou, estes
foram analisados através do teste de Mann-Whitney.

Em todos os casos, as diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas para p < 0,05.

Os resultados foram expressos graficamente (GraphPad Software Prisma),
a partir dos valores absolutos, como porcentagem média em relagdo ao controle +

erro padrdo da média (EPM).
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RESULTADOS

4.1 EFEITOS DO CHA VERDE SOBRE A VIABILIDADE E O CONTEUDO DE
MELANINA DAS CELULAS B16F10.

O cha verde (24h de incubacéo) nas concentragdes de 0,2 (65,68 + 7,38%;
p < 0,01), 0,6 (67,27 £ 7,27%; p < 0,05) e 1,2 mg/ml (60,1 £ 9,77%; p < 0,001)
reduziu significativamente a viabilidade das células de melanoma murino B16F10,
quando comparadas ao controle (89,06 + 0,95%), com 7,8 + 0,89 x 10° células.

(GRAF. 1, n= 3-12). Os resultados n&o foram dose-dependentes.
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Gréfico 1 — Efeito do cha verde sobre a viabilidade das células de melanoma murino B16F10, apés
24h de aplicacdo do cha. Simbolos = valores significativamente diferentes do controle para: * = p <
0,05; # = p < 0,01; & = p < 0,001. Cada ponto é a média + EPM, n = 3 (0,6 e 1,2 mg/ml), n = 12
(controle; 0,002; 0,02; 0,05; 0,1 e 0,2 mg/ml). (FONTE: o autor, 2008).

O cha verde (24h de incubagéo) nas concentragdes de 0,1 (71,80 + 8,68%;
p < 0,05), 0,6 (54,32 £ 9,39%; p < 0,001) e 1,2 mg/ml (59,73 + 12,77%; p < 0,01)
reduziu significativamente o conteudo de melanina de células de melanoma murino
B16F10, quando comparadas ao controle (89,06 + 0,95%), com 11,28 + 1,18mg de
melanina/10° células. (GRAF. 2, n=3-12). Os resultados ndo foram dose-

dependentes.
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Grafico 2 - Efeito do cha verde sobre o contelido de melanina das células de melanoma murino
B16F 10, apds 24h de aplicagdo do cha. Simbolos = valores significativamente diferentes do controle
para: *=p <0,05; #=p <0,01; & = p < 0,001. Cada ponto é a média + EPM, n =3 (0,6 e 1,2 mg/ml),
n = 12 (controle; 0,002; 0,02; 0,05 e 0,1 mg/ml). (FONTE: o autor, 2008).

4.2 EFEITOS DO CHA BRANCO SOBRE A VIABILIDADE E O CONTEUDO DE
MELANINA DAS CELULAS B16F10.

O cha branco (24h de incubagao) nas concentragdes de 0,05 (74,10 %
3,23%; p < 0,05); 0,1 (75,72 = 3,30%; p < 0,05); 0,2 (70,71 £ 4,70%; p < 0,01); 0,6
(69,57 = 3,56%; p < 0,01) e 1,2 mg/ml (66,43 + 11,35%; p < 0,001) reduziu
significativamente a viabilidade das células de melanoma murino B16F10, quando
comparadas ao controle (88,75 + 1,16%), com 1,00 + 1,25% x 10° células. (GRAF. 3,
n=3— 12). Os resultados n&o foram dose-dependentes.
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Gréfico 3 - Efeito do cha branco sobre a viabilidade das células de melanoma murino B16F10, apés
24h de aplicagdo do cha. Simbolos = valores significativamente diferentes do controle para: * = p <
0,05; # = p <0,01; & = p < 0,001. Cada ponto é a média + EPM, n = 3 (0,6 e 1,2 mg/ml), n = 12
(controle; 0,002; 0,02; 0,05; 0,1 e 0,2 mg/ml) (FONTE: o autor, 2008).
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Contudo, em nenhuma das concentragdes testadas, o cha branco, em 24h de
incubacao, alterou significativamente o conteudo de melanina das células B16F10

em relag&o ao controle (14,87 + 2,32mg de melanina/10° células) (GRAF. 4, n=3-12).

125-
E = Controle
'E — 100+ - 3 0,002 mgdmi
= E E3 0,02 magimil
E £ 75 EZm 0,05 mg/mi
T 3 E= 0,1 mg/ml
S o 504
= t; 2 modml
.E = 25. 0.5 mo/ml
=
S 1,2 mgdml

0ty

Gréfico 4 - Efeito do cha branco sobre o conteudo de melanina das células de melanoma murino
B16F 10, apos 24h de aplicagéo do cha. Cada ponto € a média + EPM, n =3 (0,6 e 1,2 mg/ml), n = 12
(controle; 0,002; 0,02; 0,05; 0,1 e 0,2 mg/ml) (FONTE: o autor, 2008).

4.3 COMPARAGCAO DA POTENCIA DE RESPOSTA ENTRE OS CHAS VERDE E
BRANCO

A comparacao das respostas de viabilidade das células B16F10 aos chas
verde e branco (TAB. 1) mostrou diferenca significativa entre as concentragdes 0,02
mg/ml (p = 0,033) e 0,05 mg/ml (p = 0,007), indicando a maior poténcia do cha
branco (maior redugao da viabilidade) em relagdo ao cha verde (menor redugao da
viabilidade) neste caso.

N&o houve diferenca significativa entre as respostas de viabilidade celular
as demais concentragdes dos chas.

As respostas de conteudo de melanina nido foram testadas neste aspecto

devido ao fato do cha branco nao o ter alterado significativamente.
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CONCENTRACAO N CHA VERDE CHA BRANCO P
(mg/ml) Média £ EPM (%) Média + EPM (%)

Controle 12 89,09 + 0,95 88,75+ 1,16 0,837
0,002 12 81,68 + 1,68 81,78 + 2,16 0,899
0,02 12 87,84 + 1,95 80,11 £ 2,77 0,033*
0,05 12 85,72 + 2,83 74,10 £ 3,23 0,007*

0,1 12 76,23+ 7,14 75,72 + 3,30 0,950

0,2 12 65,68 + 7,38 70,71 £ 4,70 0,572

0,6 03 67,27 + 7,27 69,57 + 3,56 0,791

1,2 03 60,14 £ 9,78 66,43 + 11,35 0,696

Tabela 1 — Comparagao das respostas de viabilidade das células B16F10 entre o cha verde e o cha
branco. * = valores significativos para p < 0,05, n = 3 (0,6 e 1,2 mg/ml), n = 12 (controle; 0,002; 0,02;
0,05; 0,1 e 0,2 mg/ml) (FONTE: o autor, 2008).
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DISCUSSAO

O melanoma é o cancer de pele considerado mais fatal, devido a sua alta
capacidade metastatica (ROOMI et al., 2006), mesmo representando apenas cerca
de 4% de todos os cénceres de pele (NIHAL et al., 2005).

O tratamento contra o cancer € principalmente baseado em protocolos de
quimioterapia, radioterapia e intervengdo cirurgica. Embora a eficacia da
quimioterapia na maioria dos tipos de cancer tenha melhorado nos ultimos anos,
ainda ocorrem diversos efeitos toxicos contra tecidos saudaveis. Portanto, o
desenvolvimento de novas drogas continua sendo um desafio, dentre elas, as
derivadas de plantas podem desencadear menos efeitos colaterais (KESSLER et al.,
2006), além de serem uma alternativa, ja que o melanoma €& um tipo de tumor
altamente resistente a quimioterapia convencional (SOENGAS et al., 2001).

Sabe-se que a associacio entre o consumo de cha verde e a diminuicdo do
risco de cancer é valida. O EGCG é o polifenol mais abundante neste cha, sendo
também o que normalmente mais apresenta atividade antioxidante e quimioprotetora
(STRATTON et al., 2000), tendo a capacidade de inibir o crescimento de linhagens
de varios tipos de tumor, inclusive o melanoma (RAVINDRANATH et al., 2006). E
também conhecido que o EGCG tem a capacidade de prevenir a imunosupressao
induzida pela radiagdo ultravioleta (UV) solar (KATIYAR et al., 2007), reduzir a
proliferagédo celular e induzir apoptose nas linhagens de melanoma, mas sem afetar
os melandcitos normais humanos (NIHAL et al., 2005). Além disso, o cha verde é
possivelmente um farmaco seguro nao toxico ao homem, contrariamente a agentes
quimioterapicos caros, toxicos e pouco efetivos no tratamento de tumores cutaneos
(SUCHITRA et al., 2007).

Tanto o cha verde como o cha branco sdo derivados da espécie Camellia
sinensis, contudo, o cha branco sofre menos oxidagao do que o verde no processo
de fabricacdo (SANTANA-RIOS et al., 2001), sendo, portanto, o que mais
conservaria suas propriedades medicinais (PUGLIESI, 2008). Um dos poucos
estudos cientificos com o cha branco mostrou que este tem uma maior atividade
antimutagénica do que o verde, contra aminas heterociclicas que induzem o
crescimento de tumores no colon do intestino de cobaias (SANTANA-RIOS et al.,
2001).
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O objetivo deste trabalho foi, portanto, investigar o efeito dos chas verde e
branco a fim de comprovar, testar ou comparar a eficacia e/ou potencialidade dos
chas sobre a viabilidade celular e o conteudo de melanina das células de melanoma
murino da linhagem B16F10.

Depois da agua, o cha (Camellia sinensis) € a bebida mais comumente
consumida no mundo por causa do seu aroma, sabor e beneficios para a saude
(KATIYAR et al., 2001). E é por isso que, utilizamos neste estudo o cha feito da
maneira popular convencional.

Tanto o cha verde (GRAF. 1), como o cha branco (GRAF. 3) foram capazes
de reduzir significativamente a viabilidade de células B16F10 (ANOVA/SNK;
p < 0,05), o que sugere um efeito citotoxico dos mesmos sobre essas células. Este
resultado corrobora as informacgdes obtidas em estudos anteriores, tendo em vista
que o cha verde e o cha branco apresentam, em sua composi¢ao quimica, o
polifenol EGCG (SANTANA-RIOS et al.,, 2001) e que este reduz a proliferagao
celular e induz apoptose nas linhagens de melanoma (NIHAL et al., 2005;
STRATTON et al., 2000).

Porém nossos resultados também mostraram que o cha branco exibe esse
efeito citotoxico a partir da concentragéo de 0,05 mg/ml (GRAF. 3), enquanto o cha
verde inicia seus efeitos significativos apenas a partir da concentragcédo de 0,2 mg/ml
(GRAF. 1), sugerindo uma maior poténcia do primeiro cha em relacéo a este Ultimo.

Na comparacdo entre as respostas de viabilidade celular a mesma
concentracado de cha verde e branco, os resultados estatisticos indicaram diferengas
significativas somente para as concentragdes de 0,02 (p = 0,033) e 0,05 mg/ml (p =
0,007; teste t de Student/Mann Whithney). Este resultado no caso da concentragao
menor dos chas (0,02 mg/ml), ja sugeriria a maior poténcia do cha branco em
relacdo ao verde, apesar do efeito citotoxico deste, em relacdo as células controle,
ainda nao ter sido significativo nesta dose. Quanto a maior concentragao (0,05
mg/ml), nesta, o cha branco ja apresentou efeito significativo em relacé&o as células
controle, mas o cha verde ainda nao, o que torna este resultado da significancia da
diferenca entre as duas respostas bastante coerente com a maior poténcia do cha
branco. Com relagdo as trés maiores concentracdes testadas de ambos os chas
(0,2; 0,6 e 1,2 mg/ml), talvez a comparagao entre as respostas ndo tenha revelado
diferencgas significativas entre as mesmas devido ao fato delas ja estarem na faixa

de indugcdo de efeitos maximos. Inclusive, nesta faixa de doses, os efeitos de
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reducdo de viabilidade celular do cha verde (GRAF. 1) foram ligeiramente maiores
do que os do cha branco (GRAF. 3), embora, as diferencas ndo tenham sido
significativas. A auséncia de diferencga significativa entre as respostas aos chas na
concentragdo de 0,01 mg/ml foi um resultado inesperado, visto que nesta
concentragdo o cha branco exibe efeito citotdxico significativo em relagdo ao
controle, mas o cha verde nao. Contudo, a proximidade desta dose com aquelas em
que ambos os chas tém efeito citotoxico maximo talvez esteja relacionada a
similaridade nas respostas que ela desencadeou.

A diminuicdo da viabilidade celular desencadeada pelos chas verde e
branco, neste estudo, ndo se deu de maneira efetivamente dose-dependente, pois
nao houve diferencgas significativas (ANOVA/SNK; p < 0,05) entre as respostas as
concentracdes que apresentaram efeito sobre a viabilidade das células em estudo.

Vale salientar que durante o processo de experimentacido era notavel uma
vulnerabilidade das células, quando estas estavam abaixo do seu ritmo padrao de
crescimento. Ou seja, quando as mesmas estavam em um periodo de crescimento
exponencial, visualmente, as células se mostravam mais resistentes a acéo
antitumoral esperada dos chas em relagdo a quando as mesmas nao haviam
atingido ainda esta fase de crescimento mais acelerada. Assim, este fato também
pode ter contribuido para alguns dos resultados aqui apresentados.

E descrito que em estudos in vitro o EGCG inibe significativamente a
sintese de melanina em células de melanoma, de maneira dose-dependente (KIM, et
al., 2004). De fato, nossos resultados mostraram que o cha verde, nas
concentragbes de 0,1 (p < 0,05), 0,6 (p < 0,001) e 1,2 (p < 0,01) mg/ml, reduziu
significativamente o conteido de melanina das células B16F10 em cultura (GRAF.
2), embora ndo de maneira dose-dependente. Este resultado € coerente com o fato
do cha verde possuir o EGCG (STRATTON et al., 2000). Contudo, o cha branco nao
alterou significativamente o conteudo de melanina das células de melanoma murino
(GRAF .4) e, portanto, em relacdo a este efeito ndo é mais potente do que o cha
verde, diferentemente, portanto, do que o conhecimento popular sugere quanto a
maior poténcia de efeitos biolégicos do cha branco (PUGLIESI, 2008). As respostas
de conteudo de melanina das células B16F10 a ambos os chas n&o foram
comparadas quanto a diferencas de poténcia, devido ao fato de ndo apenas o cha

verde o ter reduzido significativamente (GRAF. 2 e 4).
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Entretanto, ndo foram testados periodos de incubagao maiores do que 24h
e em alguns estudos (KANG et al., 2007; WANG et al., 2008; RAVINDRANATH et
al., 2006) o EGCG s6 comeca a apresentar efeitos biolégicos in vitro e in vivo, com
no minimo 24h de exposigdo ao mesmo. Além disso, nestes estudos, o EGCG foi
administrado como um composto isolado, diferentemente dos resultados aqui
expostos que se referem a auséncia de efeito do cha branco sobre o conteudo de
melanina das células B16F10.

O decréscimo, hipopigmentacdo, ou a falta de melanina pode levar a uma
falha na protegcdo contra agentes agressores externos, como por exemplo, a
radiacdo UV (RIDLEY, 1997). Por outro lado, a produgdo de melanina deve ser
finamente controlada e compartimentalizada, pois a mesma, em excesso, pode ser
um produto toxico para a célula que a contém (BRILLIANT et al., 2001). Assim o fato
do cha branco ndo afetar a o conteudo de melanina, mas ser citotoxico sobre o
melanoma, pode ser um aspecto positivo ao considerar-se o emprego do mesmo
como agente quimioterapico, pois ele talvez nao interferisse com o conteudo de
melanina dos melanécitos normais. Contudo, mais estudos sdo necessarios sobre a
acao de ambos os chas em linhagens celulares nao tumorigénicas para tentar
comprovar se ha ou nao interferéncia sobre o conteudo de melanina. Além disso,
estudos de toxicidade também precisam ser ampliados, uma vez que o cha branco
pode se mostrar téxico ao organismo quando administrado por longo periodo
(WANG et al., 2008).

O conjunto de resultados apresentados neste trabalho comprovou a eficacia
anti-tumoral da espécie Camellia sinensis, reafirmando o grande potencial deste
vegetal sob investigacdo. Portanto, estes resultados podem vir a se constituir em
uma base de dados cientificos, referente a esta espécie vegetal, que pode ser
incluida em investigacdes de agentes terapéuticos contra patologias pigmentares.

Tanto o cha branco quanto o cha verde exibiram efeitos citotoxicos sobre as
células de melanoma B16F10. Embora o composto EGCG ja tenha sido
caracterizado como o polifenol em maior abundancia no cha verde, os niveis dos
compostos e de outras catequinas sdo menos conhecidos no caso do cha branco
(SANTANA-RIOS et al., 2001). Assim, mais estudos s&o necessarios para a efetiva
caracterizagado da composig¢ao quimica do cha branco, bem como do efeito biolégico

dos compostos isolados que forem obtidos a partir desta caracterizagao.
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Finalmente, o entendimento dos mecanismos de agao pelos quais os chas
desencadearam os efeitos citotoxicos aqui evidenciados e a realizacdo de pré-
clinicos e clinicos para validar a eficacia destes chas e de seus compostos, sozinhos
ou em combinagdo com terapias ja existentes pode colaborar para o
desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos e/ou terapéuticos contra o

melanoma e outras patologias pigmentares.
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CONCLUSOES

A preparagao de cultura de células de melanoma murino B16F10 revelou-se
um ensaio sensivel ao teste do efeito bioldgicos dos chas.

Os chas exerceram efeito citotdxico, mas apenas o cha verde reduziu
significativamente o conteudo de melanina das células B16F10.

Conforme sugerido pelos resultados de viabilidade celular, o cha branco
pode, de fato, apresentar maior poténcia do que o verde.

Mais estudos sao necessarios para esclarecer os mecanismos de agao e
compostos isolados responsaveis pelas atividades bioldgicas aqui
apresentadas e o potencial de Camellia sinensis como fonte de substancias a

serem empregadas contra patologias pigmentares.
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