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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo. Cuando las
células cancerosas se desprenden del tumor original es cuando se presenta la metastasis tumoral. La
misma comienza con el desprendimiento y migracion de células a diferentes sitios a través de vasos
sanguineos/linfaticos para luego adherirse e invadir un sitio distal. Por lo tanto, comprender los
mecanismos bioldgicos que impulsan estos procesos y disefiar medicamentos para combatirlos
constituyen las necesidades actuales en oncologia.

Numerosas propiedades de la yerba mate (llex paraguariensis) han sido determinadas
fehacientemente mediante estudios farmacoldgicos. Entre ellas podemos resaltar la actividad antioxidante,
tanto de extractos como de aceites esenciales. Las sustancias antioxidantes son importantes para el
organismo humano por su capacidad de proteger a las macromoléculas bioldgicas contra el dafio oxidativo
y entre los antioxidantes mas conocidos figuran los acidos clorogénicos.

En el presente trabajo se pudo evaluar el potencial efecto antitumoral de llex paraguariensis (yerba
mate) y su principal componente fendlico, el acido clorogénico, sobre células tumorales de la linea LM3.
Se comprob6 su actividad citotéxica, dosis dependiente y su efecto inhibitorio sobre la adhesion y
migracion celular. El abordaje de esta linea de investigacion posibilitara aportar nuevos conocimientos en

el estudio de los posibles usos terapéuticos de la yerba mate en el tratamiento del cancer.



1-INTRODUCCION
1.1. llex paraguariensis (A.St-Hil.). Descripcion y distribucion.

llex paraguariensis, de la familia Aquifoliaceae, conocida popularmente como “yerba mate”, es una
especie nativa de América del Sur y tiene su area de presencia natural restringida a tres paises: Brasil,
Paraguay y Argentina (Colpo, 2012). (Fig. 1)
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Figura 1: Distribucién geogréfica de l.paraguariensis y sus variedades (Burgos et al., 2017)

Las hojas y tallos jévenes de la yerba mate, desecados, “canchados”, molidos y estacionados (CAA,
2017), se consumen en diversas formas como infusién (Heck et al., 2008; Schmalko et al., 2015), también
en cosmética, té y en la industria farmacéutica (Loria et al., 2009). Se emplea en forma de extractos
acuosos (cebadura, infusién teiforme o maceracion en frio) y por su valor nutricional debido al contenido
en xantinas, vitaminas y minerales se ha convertido en la bebida analcohdlica tradicional de la region.

En la actualidad, la infusidn, llamada “mate” en los paises de habla hispana, o “chimarrao” en Brasil,
se prepara mediante el llenado parcial de un recipiente de porongo llamado “calabaza” con dos tercios de
hojas secas y el volumen libre con agua caliente a una temperatura de 70 a 80°C formando una infusion
parcial (Lutomski et al., 2020; Meinhart et al., 2010). La preparacion del tereré es muy similar al mate pero
se obtiene por maceracion de la hierba en agua fria o helada (Bastos et al., 2007).

Otra de las formas mas frecuentes de consumo de yerba mate, junto con el mate y el tereré, es el
“‘mate cocido”, una infusién en forma de té que se obtiene agregando aproximadamente 1 litro de agua
recién hervida a 20-30 gramos de yerba mate. La infusion resultante se filtra y generalmente se endulza
con azucar de cafia o miel (Maiocchi, 2017).

Diversos factores afectan las caracteristicas fisico-quimicas de esta planta (Scherer et al., 2002),

dando lugar a diversos "tipos" de yerba mate que satisfacen los diferentes paladares (Bastos et al., 2007).



Es asi que varian en cuanto al tamafio de particula, adicién de otros ingredientes y diferentes proporciones

de hojas de plantas nativas y cultivadas (Da Silveira et al., 2017).
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Figura 2: Zonas productoras de yerba mate en la Argentina (inym.org.ar/descargar/publicaciones/estadisticas/2021.html)

Argentina es el principal productor mundial de yerba mate con el 54% del total, seguida por Brasil y
Paraguay. La region comprendida por la provincia de Misiones y el NE de Corrientes (Fig. 2) tiene la

exclusividad en la produccion de té y yerba mate en nuestro pais (Maiocchi, 2019).

1.2. Principales componentes bioactivos de llex paraguariensis
Las propiedades medicinales de esta especie estan relacionadas con los principales constituyentes

de sus hojas (Bravo et al., 2007). Entre los componentes bioactivos presentes en los extractos (no
tostados) de |. paraguariensis se encuentran los alcaloides de purina, flavonoides, vitaminas, taninos y

principalmente los acidos clorogénicos (Fig. 3) (Filip et al., 2001; Bracesco, 2011).
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Figura 3: Principales compuestos organicos de los extractos de llex paraguariensis (Bracesco,2011)


https://inym.org.ar/descargar/publicaciones/estadisticas/2021.html

Los &cidos clorogénicos (AC) son compuestos fendlicos formados por una molécula de acido cafeico
y una de acido quinico, unidas a través de una union éster en el carbono 3 (Fig. 4). Son el derivado mas
importante del acido cinamico presente en frutos, siendo el compuesto fendlico simple predominante
(Robards et al., 1999). Tiene una capacidad antioxidante relativamente alta debido a este grupo quimico,

la que parece verse incrementada por la presencia del grupo quinato (Larson, 1997).
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Figura 4. Estructuras quimicas de los acidos clorogénico, cafeico y quinico (Maiocchi, 2017)

Segun Bixby et al., (2005), la yerba mate se incluye entre las bebidas con mayor contenido de
polifenoles y propiedades antioxidantes comprobadas, junto con extractos de té verde (Camelia sinensis
(L.) Kuntze) y vinos blancos y tintos.

Avanza y col., (1981), informaron un contenido entre 8-15% de &cidos clorogénicos presentes en |.
paraguariensis procesada. Variaciones en la proporcién de este metabolito se han encontrado trabajando
con hojas molidas provenientes de las distintas etapas del proceso (verde, zapecada, presecada y
canchada) (Chaves et al., 2001). El mayor contenido de &cido clorogénico se encontré en hojas y tallos
verdes recién obtenidos después de la cosecha, sin embargo, el contenido disminuyd sustancialmente
durante el tostado (Butiuk et al., 2015).

La concentracién de polifenoles determinada en infusiones resulté ser mas alta (7,73+0,15 mg de
acido clorogénico/ml de extracto de agua) que la presente en el té verde (7,15+0,14) (Heck et al., 2007).

1.3. Propiedades de los extractos de llex paraguariensis
Numerosas propiedades de la yerba mate hOan sido determinadas fehacientemente mediante

estudios farmacolégicos. Entre ellas podemos nombrar la activa participacion en procesos de inhibicion de
la hiperglicemia (Lunceford y Gugliucci, 2005), la actividad antioxidante de los extractos y aceites
esenciales (Anesini et al., 2005; Bastos et al., 2007), la inhibicibn de importantes procesos del estrés
oxidativo (Bixby et al., 2005; Ceverino et al.,, 2021), la accién inhibitoria de oxidacién de LDL, la
manifestacion de efectos antimutagénicos (Bracesco et al., 2011), la regulacién de genes involucrados en
la adipogénesis in vitro (Arcari et al., 2013) y la actividad cardioprotectora de los extractos de yerba mate
(Schinella et al., 2005). Ademads, se han demostrado efectos quimioprotectores in vitro de sus extractos
gue resultaron aiin méas poderosos que los del té (Camellia sinensis) (Ramirez-Mares et al., 2004).

Las sustancias antioxidantes son muy importantes para el organismo humano por la capacidad de
proteger a las macromoléculas bioldgicas contra el dafio oxidativo. Entre los antioxidantes méas conocidos

figuran los AC, presentes mayoritariamente en la yerba mate como se mencioné previamente. De todas
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las especies de llex, |. paraguariensis ha demostrado contener la mayor capacidad antioxidante (Filip et.
al., 2000, Schinella et. al., 2000; Bracesco et. al., 2003; Bixby et. al., 2005; Chandra y Gonzalez de Mejia,
2004; Bastos et al., 2007; Bravo et al., 2007; Gonzalez de Mejia et al., 2010). Incluso se ha reportado que
el mate cocido realizado con |. paraguariensis supera en actividad antioxidante al té verde y al té negro
(Chaves et al., 2002).

Por otro lado, estudios previos han demostrado un efecto antimutagénico y protector sobre el ADN
de los extractos de |. paraguariensis y sus componentes individuales, acido clorogénico, rutina y
guercetina. La ingestidn regular de yerba mate aumento6 la estabilidad y procesos de reparacién de este
acido nucleico frente al H202 (Barg, 2014) ademas de evidenciar un efecto antiproliferativo sobre lineas
de células tumorales (Amigo-Benavento et al., 2017).

1.4. Cancer y metastasis.
El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo (WHO, 2018).

Es una enfermedad crénica considerada la segunda causa de muerte mas comun en los paises en
desarrollo (Jemal et al., 2011). Se caracteriza por ser un proceso acelerado e incontrolado de multiplicacion
de un conjunto de células aberrantes que pierden su capacidad apoptética (Bray et al., 2013).

La diseminacion de las células cancerosas desde el tumor primario se conoce como metastasis,
principal causa de mortalidad en pacientes con cancer (Andrade Carvalho et al., 2013). La metastasis
comienza con el desprendimiento y desplazamiento de células a diferentes sitios a través de vasos
sanguineos/linfaticos para luego asentarse y crecer en un sitio distal. Durante este proceso, las células
metastasicas pasan por cuatro procesos esenciales: desprendimiento, migracion, invasion y adhesién (Lee
et al., 2003). Asi, las células tumorales se adhieren a la matriz extracelular (MEC), la degradan y penetran
en ella en las diversas fases de la cascada metastasica.

La invasion de células tumorales en tejidos adyacentes, un evento crucial en la metastasis, involucra
interacciones célula-célula y célula-MEC (Zhao et al., 2008). Las integrinas son las moléculas méas
importantes en la adhesion celular. Son una gran familia de proteinas transmembrana presentes en
practicamente todos los animales y estructuralmente estan formadas por dos subunidades (alfa y beta).
Por otro lado, las moléculas que intervienen en la adhesién entre células son de cuatro tipos: cadherinas,
inmunoglobulinas, selectinas y algunos tipos de integrinas (Luo et al., 2007). Los cambios en la adhesion
celular pueden ser el evento definitorio en una amplia gama de enfermedades, incluido el cancer. Las
células tumorales se caracterizan por cambios en la adhesividad que pueden estar relacionadas con el
potencial invasivo y metastasico (Khaliliy Ahmad, 2015). En paralelo, la migracion celular juega un papel
fundamental en la dispersion, invasion de tejidos y la metastasis, responsable de la gran mayoria de las
muertes en los pacientes de cancer (Debeir et al., 2008).

La comprensiéon de los eventos que transforman una célula normal en una célula cancerosa ha
provocado el desarrollo de nuevas terapias que estan disefiadas para tratar un gen critico o una ruta
biolégica determinada. La proliferacién celular no es el Gnico evento que se debe combatir con el
tratamiento del cancer, también se puede utilizar como objetivo la capacidad del tumor para invadir tejidos
adyacentes y crear nuevos vasos sanguineos. (Calderon et al., 2014). Por lo tanto, la busqueda de nuevos
farmacos activos para la terapia del cancer es uno de los objetivos principales en la investigacion
biotecnoldgica. En este sentido, varias de las drogas oncoldgicas derivan de la extraccién y purificacién de

toxinas o metabolitos secundarios procedentes de microorganismos, plantas y animales.
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Los extractos de |. paraguariensis han demostrado inhibir la proliferacion in vitro de células tumorales
(Gonzalez de Mejia et al., 2010; Amigo-Benavent et al., 2017). En nuestro pais, recientemente se ha
evidenciado que extractos acuosos de YM inhiben la proliferacion de dos lineas celulares de cancer de
colon induciendo la muerte celular programada, apoptosis, al igual que también inhiben la angiogénesis y
el crecimiento tumoral in vivo (Garcia Lazaro et al., 2020).

Sin embargo, no se ha estudiado previamente el efecto de esta especie, |. paraguariensis, sobre
células de cancer de mama. Es por ello que, el estudio del potencial efecto antitumoral/antimetastasico de
los extractos de yerba mate sobre este blanco celular, podria colaborar en el desarrollo de nuevas

estrategias terapéuticas para evitar el desarrollo y/o propagacion del cancer mamario.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general
- Estudiar el potencial efecto citotoxico de la yerba mate (llex paraguariensis) y su principal polifenol

constituyente, el acido clorogénico, sobre células tumorales de la linea LM3.

2.2. Objetivos particulares
- Evaluar la citotoxicidad de extractos de yerba mate (llex paraguariensis) y del acido clorogénico

sobre las células tumorales de la linea LM3.

- Investigar el potencial efecto de los extractos de yerba mate (llex paraguariensis) y del acido
clorogénico sobre la adhesién de células tumorales de la linea LM3.

- Determinar si los extractos de yerba mate (llex paraguariensis) y el acido clorogénico poseen
actividad inhibitoria sobre la migracion de las células de la linea LMS3.
3. HIPOTESIS

Los extractos de yerba mate (llex paraguariensis) y su constituyente principal, el &cido clorogénico,

poseen actividad citotoxica sobre las células tumorales de la linea LM3 y ademas poseen efecto inhibitorio

sobre la adhesion y migracion celular.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. llex paraguariensis (yerba mate)
Se utilizaron las hojas y tallos jévenes de llex paraguariensis, desecados, “canchados”, molidos y

estacionados de marca comercial.

4.2. Preparacion de extractos de llex paraguariensis (yerba mate)
Se prepar6 una infusién con aproximadamente 3g de yerba mate (YM) y 200 ml de agua de reciente hervor.

Se dej6 en reposo durante 5 min y los extractos obtenidos se enfriaron, filtraron y llevaron a volumen en
un matraz de 250 ml. Luego se tomé una alicuota de 40-50 ml que se liofilizé y se almacend a -20°C hasta

el momento de realizar los ensayos (Maiocchi, 2017).

4.3. Acido clorogénico
Se utilizd como patron acido clorogénico 295% (Sigma-Aldrich-C3878).



4.4. Linea celular.
Se utiliz6 la linea celular LM3 (CVCL_D269) proveniente de un neoplasma maligno de glandula mamaria

murina. Cepa: BALB/c. Tipo celular: células epiteliales tumorales. Esta linea fue establecida de
adenocarcinomas mamarios murinos M3, de aparicion espontanea en hembras BALB/c en el bioterio del
Instituto A.H. Roffo (Urtreger et al., 2001).

4.4.1. Mantenimiento de los cultivos
La linea celular se mantuvo en Dulbecco's minimum essential medium (DMEM) (GIBCO-Invitrogen) con el

agregado de 5% de suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor (GIBCO-Invitrogen), L-Glutamina (29,2
mg/mL), Penicilina (10,000 unidades/mL) y Estreptomicina (10,000 pg/mL) (GIBCO-Invitrogen) como

antibiéticos.

4.4.2. Subcultivos celulares
El subcultivo celular permitié controlar la densidad del in6culo inicial que asegura que se trabajé en

condiciones de crecimiento optimas. Para ello, se eliminé el medio de cultivo y se cubrid la monocapa con
cantidad suficiente de Tripsina-EDTA 0.25% (GIBCO-Invitrogen) y se incub6 durante 3-5 minutos a 37°C.
Una vez que la monocapa se despeg0, se agrego suero fetal bovino para inactivar la enzima. Luego del
recuento celular con azul de tripan, entre 0,5 - 1x10° cél/mL se sembraron en placas o frascos estériles

rotulando: linea, pasaje, medio y fecha correspondientes. Se incubé a 37 °C y 5% de CO..

4.5. Ensayos de citotoxicidad.
Para los ensayos de citotoxicidad se utilizaron células obtenidas de monocapas subconfluentes. Las

células resuspendidas se sembraron en placas de 96 pocillos, 2,0-2,5 x 10* células por pocillo, en el mismo
medio de crecimiento (DMEM-SFB 5%). Al alcanzar la monocapa un 80% de confluencia, se retir6 el medio
de cultivo y diferentes concentraciones (0,05-1,5 mg/mL) de YM o &cido clorogénico diluidas en el medio
de cultivo suplementado con 5% de SFB fueron adicionadas a las células en cultivo (200 uL/pocillo). Luego
de 4 o 24 horas de incubacién (seguin ensayo) a 37°C y 5% de CO:2 en atmdsfera humeda, la viabilidad
celular se cuantificé por tincién con el colorante Cristal violeta. La citotoxicidad se evalué por comparacion
de las absorbancias resultantes de los pocillos con tratamiento, con la absorbancia promedio de los pocillos
utilizados como control (sin tratamiento, considerados como 100% de viabilidad) y se expresaron como
porcentaje de viabilidad celular. Los cambios morfolégicos inducidos se observaron por microscopia de
contraste de fases y se capturaron imagenes con camara digital. Los experimentos se realizaron por
triplicado en al menos tres ensayos independientes (Bustillo et al., 2012).

4.6. Ensayos de adhesién celular.
Brevemente, placas de 96 pocillos se cubrieron con 200 uL/pocillo de una mezcla de SFB: PBS (1:4)

durante 1 h a temperatura ambiente. Luego los pocillos se bloquearon con albumina sérica bovina (ASB)
(Sigma) 1 pg/pL durante 1 h a temperatura ambiente y posteriormente se elimind el excedente.
Previamente, se incubd una mezcla (1:1) de suspension de células de la linea (2,5-3 x 10%*cel/mL, DMEM-
SFB 5%) y YM o acido clorogénico (en concentraciones no citotéxicas segun item 4.5.) durante 30 minutos
a 37°C. Estas mezclas se sembraron en la placa de 96 pocillos (100uL/pocillo) y se incubaron 90 min a 37
°C y 5% de CO2. Se eliminaron las células no adheridas por lavado suave con buffer fosfato salino (PBS)
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y se evalué la adhesién utilizando el método de Cristal violeta. Se consider6 como 100% de adherencia,
los ensayos en los que las células se incubaron solo con el medio de cultivo. Se realiz6 por triplicado cada
dosis/variable.

4.7. Ensayos de migracién celular. Método de “Wound-healing”.
Se cultivaron las células de la linea LM3 en placas de 6 pocillos (1x108 cél/well). Una vez obtenida la

monocapa celular, se realizd6 una herida con la punta de un tip estéril y se adicionaron diferentes
concentraciones de YM o acido clorogénico (en concentraciones no citotoxicas segun item 4.5.) y se incub6
durante 24 h a 37°C y 5% de CO.. Se realizaron registros fotograficos por microscopia de contraste de

fases y se calcularon los porcentajes de cierre de la herida.

4.8. Andlisis Estadistico
Cada uno de los ensayos se realizo por triplicado. Los resultados de las diferentes determinaciones se

expresaron como la media £DS. Las diferencias entre grupos se valoraron mediante ANOVA univariado
(One way ANOVA) de una via seguido por la prueba de Tuckey (HSD) para comparar mltiples grupos
frente a un grupo control utilizando el software Statistix (Version 3.5). Un valor de p<0,05 se considero

estadisticamente significativo.

5. RESULTADOS

5.1. Citotoxicidad de extractos de llex paraguariensis y acido clorogénico.

5.1.1. Citotoxicidad a las 24h. Tanto los extractos de yerba mate como el 4cido clorogénico, evidenciaron
un efecto citotéxico dosis dependiente sobre la linea LM3 luego de 24 horas de incubacion a 37°C y 5%
de CO:a. La viabilidad celular disminuyé cuando las células fueron expuestas a concentraciones iguales o
mayores a 0,2 mg/mL de &cido clorogénico y a 0,25 mg/mL en el caso de extractos de yerba mate (Fig. 5).
Las diferencias fueron significativas entre ambos a las dosis mas altas ensayadas, evidenciando el AC un
mayor efecto citotdxico. Estos resultados permitieron definir que dosis menores a 0,2 mg/mL en ambos

casos resultan ser no citotoxicas luego de 24h y adecuadas para los ensayos de migracion celular.
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Figura 5. Viabilidad celular de la linea LM3, 24 h después de la incubacion con acido clorogénico y extractos de yerba mate (0,05 —
1,5 mg/mL). Las barras representan la media +DS (n = 3). * p < 0,05: &c. clorogénico y yerba mate versus el grupo control; tp <
0,05: ac. clorogénico versus yerba mate.

Los cambios morfoldgicos inducidos por las diferentes concentraciones del AC y extractos de la YM
se muestran en la Figura 6. En los pocillos correspondientes al control y a las menores dosis ensayadas
(hasta 0,1 mg/mL de AC o 0,2 mg/mL de extractos de YM), las células no evidenciaron efectos citotéxicos,
se observan con morfologia poliédrica normal y cubriendo en un 95-100% la superficie de cultivo. Sin
embargo, a dosis mas altas, las células empiezan a redondearse y desprenderse observandose areas

libres en lamonocapa celular, efecto que fue incrementandose conforme a las concentraciones ensayadas
(Fig. 6).

YM 0.25mg/mL

Figura 6. Analisis morfolégico de los cambios inducidos por extractos de yerba mate (YM) y el acido clorogénico (AC) (0,25 mg/mL)

sobre células de la linea LM3.

5.1.2. Citotoxicidad a las 4h.
De igual modo a lo descripto en el item 5.1.1., se evalud la citotoxicidad luego de 4h de incubacion

a 37°C y 5% de CO2. Ninguna de las concentraciones ensayadas (0,025-0,5 mg/mL) resultaron ser
citotdxicas sobre las células de la linea LM3 resultando aptas para el ensayo de adhesion celular.
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5.2. Inhibicion de la adhesion celular
En este ensayo, al pre incubar las células con dosis no citotoxicas del AC o de los extractos de YM

(0,025-0,5 mg/mL, segun item 5.1.2.), se pudo comprobar un efecto inhibitorio en la adhesién celular
dependiente de la concentracién a partir de 0,1 mg/mL.

Este efecto fue mayor para los extractos de llex paraguariensis ya que al exponer las células a 0,5
mg/mL del extracto de YM, la inhibicion fue de aproximadamente un 63% con respecto al control mientras

que las células tratadas con AC solo evidenciaron una inhibiciéon del 10% (Fig. 7).
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Figura 7: Inhibicion de la adhesién celular inducida por acido clorogénico o extractos de yerba mate (0,025-0,5 mg/mL). Las barras
representan el porcentaje de inhibicion de la adhesion con respecto al control (células incubadas sélo con medio de cultivo, se
considera como 100 % de adhesion). Cada punto representa la media + SD de tres experimentos independientes realizados por

triplicado. * p <0,05 diferencias significativas con respecto al control.  p < 0,05: &c. clorogénico versus yerba mate.

5.3. Inhibicion de la migracion celular
El efecto del acido clorogénico y los extractos de yerba mate sobre la migracion de las células

tumorales de la linea LM3 fue evaluado por el método de cierre de la herida o “Wound-healing”. Los
resultados obtenidos mostraron un efecto inhibitorio dosis dependiente sobre la migracidn de las células
tumorales. Se pudo comprobar que 0,1 mg/mL de AC inhibié la migracion en aproximadamente un 25%
con respecto al control. Por otro lado, la misma concentracién de extracto de YM (0.1mg/mL) logré
disminuir la migracion en un 75% (Fig. 8) evidenciando un mayor efecto también sobre este proceso
celular.
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Figura 8. Inhibicién de la migracion celular inducida por &cido clorogénico (AC) o extractos de yerba mate (YM) (0,1 mg/mL). Las
barras representan el porcentaje de inhibicién de la migracién con respecto al control (células incubadas sélo con medio de cultivo,
se considera como 100 % de migracién). Cada punto representa la media + SD de tres experimentos independientes realizados por

triplicado. * p <0,05 diferencias significativas con respecto al control. t p < 0,05: 4c. clorogénico versus yerba mate.
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6. DISCUSION

El cancer esta asociado con el estrés oxidativo y la proliferacion celular descontrolada (Nkondjock,
2009). Aungue el tratamiento clinico con agentes quimioterapéuticos ha tenido cierto éxito, todavia existe
la necesidad de desarrollar opciones mas eficaces. Esto requiere el descubrimiento y desarrollo de nuevas
moléculas y en este sentido, una de las areas de investigacion que ha logrado gran relevancia es el estudio
del potencial de los componentes activos presentes en productos naturales. Estos derivados tienen,
potencialmente, menos efectos secundarios en comparacion con los quimioterapéuticos utilizados
actualmente (Garcia-Lazaro et al., 2020).

Particularmente en los céanceres solidos, la proliferacion se acompafia de la capacidad de invadir y
ejecutar metastasis, que implica diferentes mecanismos moleculares que no son inhibidos o afectados por
los farmacos anticancerigenos convencionales. En este proceso, se busca que las drogas actden sobre
los pasos esenciales por los que pasan las células: desprendimiento, migracion, invasion y adhesion (Lee
et al., 2003). La identificacién de estrategias terapéuticas para controlar estas etapas puede contribuir a
una terapia preventiva contra la aparicion y progresion de la patologia (Urra y Araya-Maturana, 2017).

Como se menciond previamente, la yerba mate se incluye entre las bebidas con mayor contenido
de polifenoles y propiedades antioxidantes comprobadas. Es por eso que actualmente, su consumo como
suplemento dietético o bebida esta aumentando significativamente debido a sus beneficios para la salud,
sobre todo asociado a un menor riesgo de padecer enfermedades de etiologia oxidativa. EI componente
principal de I. paraguariensis es el acido clorogénico. Los compuestos fendlicos constituyen un amplio
grupo de sustancias quimicas consideradas metabolitos secundarios de las plantas. Hay un creciente
interés en el estudio de los mismos, ya que muchos de ellos son clasificados como antioxidantes, los
cuales son muy usados como conservantes en la industria alimentaria pero ademas poseen importancia
nutricional ya que pueden prevenir o reparar el dafio causado por el oxigeno a las células de los tejidos
vivos. (Escalada, 2011).

Por todo lo expuesto, en este trabajo se estudié en primer lugar los efectos citotéxicos sobre un
blanco de células tumorales mamarias murinas (linea LM3) de extractos de yerba mate (YM) y su principal
componente, el acido clorogénico (AC). Ambos demostraron una actividad citotéxica dosis dependiente
luego de 24h de incubacién. Estos resultados coinciden con los reportados por Garcia Lazaro et al. (2020),
gue demostraron efectos antiproliferativos de yerba mate sobre dos lineas celulares de cancer de colon y
con lo demostrado por Ramirez-Mares et al. (2004) sobre células de cancer de higado. Este efecto podria
estar relacionado con los compuestos antioxidantes que regulan la proliferacion de células tumorales al
inducir la muerte por apoptosis y detener el ciclo celular (Katiyar, 2011; Li et al., 2013). Una vez definidas
las curvas de citotoxicidad a 4 y 24h se definieron cuales concentraciones de YM y de AC no evidenciaron
alteraciones en la viabilidad de las células para la realizacion de los ensayos de adhesién y migracion
celular respectivamente.

Los extractos de YM y de AC inhibieron la adhesion de células tumorales de la linea LM3 en
concentraciones mayores a 0,1 mg/mL siendo significativamente mas evidente este efecto inhibitorio
cuando las células se expusieron a los extractos de |. paraguariensis. En cuanto al proceso de migracion,
también se vio disminuido en presencia de los extractos de yerba mate y del &cido clorogénico mostrando

un mayor efecto inhibitorio nuevamente los extractos de YM. Esta diferencia podria deberse a la presencia
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de otros componentes bioactivos en los extractos de I. paraguariensis que potenciarian estos efectos
inhibitorios observados.

En la literatura solo se encontré un trabajo reciente donde se reportan efectos inhibitorios sobre la
adhesion y migracién de células tumorales de cancer de colon (linea CT26) trabajando con
concentraciones similares de YM: 0,125, 0,250, 0,5 mg/mL (Garcia Lazaro et al., 2020).

Futuros estudios permitirian esclarecer cuales serian los mecanismos moleculares a través de los

cuales estos procesos claves en la metastasis tumoral son inhibidos.

7. CONCLUSION

En conclusién, en este trabajo se demostré que el extracto acuoso obtenido de la yerba mate (I.
paraguariensis) y su principal componente el acido clorogénico, poseen actividad citotéxica sobre la linea
de células tumorales LM3 de manera dosis dependiente. Ademas, tanto el extracto de yerba mate como
el acido clorogénico inhibieron la adhesion, y migracion celular cuando se ensayaron dosis no citotéxicas.
En ambos procesos el efecto evidenciado fue mayor cuando las células fueron expuestas a |.
paraguariensis demostrando la presencia de otros compuestos bioactivos que también intervendrian en
estos efectos inhibitorios. Futuros estudios esclareceran los mecanismos moleculares puestos en juego
en estos procesos.

La busqueda de nuevos farmacos activos de fuentes naturales para la terapia del cancer es uno
de los principales objetivos de la investigacidén biotecnoldgica y es en este sentido que |. paraguariensis

posee un prometedor potencial.

15



8. BIBLIOGRAFIA

- Amigo- Benaventi, S., Wang, R., Mateos, B., Sarrig, L. 2017. Antiproliferative and cytotoxic effects
of green coffee and yerba mate extracts, their main hydroxycinnamic acids, methylxanthine and metabolites
in different human cell lines. Food and Chemical Toxicology.

- Andrade Carvalho, A., da Costa, P.M., Da Silva Souza, L.G., Lemos, T.L., Alves, A.P., Pessoa, C.,
de Moraes, M.O., 2013. Inhibition of metastatic potential of B16-F10 melanoma cell line in vivo and in vitro
by biflorin. Life Sciences 93, 201-207.

- Anesini, C., Ferraro, G., Filip, R., 2005. Peroxidase-like activity of llex paraguariensis. Food
chemistry 97, 459-464.

- Arcari, D.P., Santos, J.C., Gambero, A., Ribeiro, M.L., 2013. The in vitro and in vivo effects of yerba
mate (llex paraguariensis) extract on adipogenesis. Food chemistry 141, 809-815.

- Avanza, J., Brieux, J., Gébmez Vara, M., 1981. Investigaciones sobre la tecnologia de la yerba mate.
Informe N°2. APRYMA (Asociacion Promotora de la Yerba Mate). Buenos Aires.

- Barg, M., Rezin, G.T.,Leffa, D.D., Balbinot, F., Gomes, L.M., et al. 2014. Evaluation of the protective
effect of llex paraguariensis and Camelia sinensis extracts on the prevention of oxidative damage caused
by ultraviolet radiation. Environmental Toxicology and Pharmacology 37, 195-201.

- Bastos, D.H., Saldanha, L.A., Catharino, R.R., Sawaya, A.C., Cunha, I.B., Carvalho, P.O., Eberlin,
M.N., 2007. Phenolic antioxidants identified by ESI-MS from Yerba mate (llex paraguariensis) and green
tea (Camelia sinensis) extracts. Molecules 12, 423-432.

- Bixby, M., Spieler, L., Menini, T., Gugliucci, A., 2005. llex paraguariensis extracts are potent
inhibitors of nitrosative stress: a comparative study with green tea and wines using a protein nitration model
and mammalian cell cytotoxicity. Life Sciences 77, 345-358.

- Brasesco, N., Sanchez, A.G., Contreras, V., Menini, T., Gugliucci, A., 2011. Recent advances on
llex paraguariensis reserarch: minireview. Journal of Ethnopharmacol 136, 378-384.

- Bravo, L., Goya, L., Lecumberri, E. 2007. LC/MS characterization of phenolic constituents of mate
(llex paraguariensis, St. Hil.) and its antioxidant activity compared to commonly consumed beverages. Food
Research International, Volume 40, Issue 3, 393-405.

- Bray, F., Ren, J.S., Masuyer, E., Ferlay, J., 2013. Global estimates of cancer prevalence for 27
sites in the adult population in 2008. International Journal of Cancer 132, 1133-1145.

- Bustillo, S., Gay, C.C., Garcia Denegri, M.E., Ponce-Soto, L.A., Bal de Kier Joffe, E., Acosta, O.,
Leiva, L.C., 2012. Synergism between baltergin metalloproteinase and Ba SPIl RP4 PLA: from Bothrops
alternatus venom on skeletal muscle (C2C12) cells. Toxicon 59, 338-343.

- Butiuk, A.P., Martos, M.A., Adachi, O, Hours, R.A., 2015. Study of the chlorogenic acid content in
yerba mate (llex paraguariensis St. Hil.: Effect of plant fraction, processing step and harvesting season.
Journal of Applied Research on Medicinal and Aromatic Plants; 3; 1; 3-2016; 27-33.

- CAA, 2017. normativas_alimentos_caa.asp. Codigo Alimentario Argentino, Ley 18.284, p. 1193.

- Calderon, L.A., Sobrinho, J.C., Zaqueo, K.D., de Moura, A.A., Grabner, AN., Mazzi, M.V.,
Marcussi, S., Nomizo, A., Fernandes, C.F., Zuliani, J.P., Carvalho, B.M., da Silva, S.L., Stabeli, R.G.,
Soares, A.M., 2014. Antitumoral activity of snake venom proteins: new trends in cancer therapy. BioMed
research international 2014, 203639

16



- Burgos, A.M., Medina, R.D. 2017. Origen e historia: Ideas y vueltas de la infusién nacional. En
Capellari, P.L., Yerba mate. Resefia historica y estadistica. Produccion e industrializacion en el siglo XXI.
(14-21)

- Ceverino, G. C., Sanchez, P., Fernandes, R. R., Alves, G. A., de Santis, J. B., Tavares, M. S.,
Siéssere, S., & Bombonato-Prado, K. F. 2021. Preadministration of yerba mate (llex paraguariensis) helps
functional activity and morphology maintenance of MC3T3-E1 osteoblastic cells after in vitro exposition to
hydrogen peroxide. Molecular biology reports, 48(1), 13—-20.

- Chaves, M., Maiocchi, M.G., Sgroppo, S., Avanza, J., 2002. Poder antioxidante de infusiones de
llex paraguariensis (St. Hil.). Revista de Informacion Técnica 3, 1-8.

- Colpo, A.Z.C., 2012. Peffil fitoquimico e capacidade antioxidante de extratos de erva-mate (llex
paraguariensis A.St.Hill.), UNIPAMPA.

- Da Silveira, T., Meinhart, A.D., Lima de Souza, T.C.., Cunha, E.E., Moraes, M.R., Godoy, H.T.,
2017.Chlorogenic acids and flavonoid extraction during the preparation of yerba mate based beverages.
Food research international (Ottawa, Ont.), 102, 348—-354.

- Debeir, O., Adanja, I., Kiss, R., Decaestecker, C., 2008. Models of cancer cell migration and cellular
imaging and analysis. Transworld Research Network, Kerala, India.

- Escalada, G., Brumovsky, L. A., Hartwig, V. G. 2011. Influencia de la zona de cultivo y
procesamiento de la yerba mate sobre su contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante.
Revista De Ciencia Y Tecnologia, 15(1), 66—74.

- Filip, R., Lépez, P.L., Giberti, G.C., Coussio, J., Ferraro, G., 2001. Phenolic compounds in seven
South American llex species. Fitoterapia 72, 774-778.

- Garcia-Lazaro, R.S., Lamdan, H., Caligiuri, L.G., Lorenzo, N., Berengeno, A.L., Ortega, H.H.,
Alonso, D.F. and Farina, H.G. 2020. In vitro and in vivo antitumor activity of Yerba Mate extract in colon
cancer models. Journal of Food Science, 85: 2186-2197.

- Gonzélez de Mejia, E., Soo Song, Y., Heck, C.l.,, Ramirez-Mares, M.V., 2010. Yerba mate tea (llex
paraguariensis): Phenolics, antioxidant capacity and in vitro inhibition of colon cancer cell proliferation.
Journal of Functional Foods,Volume 2, Issue 1, 23-34.

- Heck, C.I., Gonzalez de Mejia, E., 2007. Yerba Mate Tea (llex paraguariensis): A Comprehensive
Review on Chemistry, Health Implications, and Technological Considerations. Journal of food science 72,
138-151.

- Heck, C.I., Schmalko, M., Gonzalez de Mejia, E., 2008. Effect of growing and drying conditions on
the phenolic composition of mate teas (llex paraguariensis). Journal of Agricultural and Food Chemistry 56,
8394-8403.

- Huang, S., Wang, L. L., Xue, N. N,, Li, C., Guo, H. H., Ren, T. K., Zhan, Y., Li, W. B., Zhang, J.,
Chen, X. G., Han, Y. X., Zhang, J. L., & Jiang, J. D. (2019). Chlorogenic acid effectively treats cancers
through induction of cancer cell differentiation. Theranostics, 9(23), 6745-6763.

- Ishikane, S.,Takahashi-Yanaga, F. 2018. The role of angiotensin Il in cancer metastasis: Potential
of renin-angiotensin system blockade as a treatment for cancer metastasis. Biochemical pharmacology,
151, 96-103.

- Jemal, A., Bray, F., Center, M.M., Ferlay, J., Ward, E., Forman, D., 2011. Global cancer statistics.

CA: a cancer journal for clinicians 61, 69-90.

17



- Khalili, A.A., Ahmad, M.R., 2015. A Review of cell adhesion studies for biomedical and biological
applications. International journal of molecular sciences 16, 18149-18184.

- Larson, R., 1997. Naturally occurring antioxidants. CRC Press LLC, 119.

- Lee, S.J., Sakurai, H., Oshima, K., Kim, S.H., Saiki, I., 2003. Anti-metastatic and anti-angiogenic
activities of a new matrix metalloproteinase inhibitor, TN-6b. European Journal of Cancer 39, 1632-1641.
- Leprevost, A.Q.e.T.d.E.M.l.p.S.H.B.T.1.d.T.d.P., 1: 2-18, 1987. Quimica e Tecnologia da Erva Mate
(llex paraguariensis Saint Hill). Boletin Técnico 53 1, 2-18.

- Loria, D., Barrios, E., Zanetti, R. 2009. Cancer and yerba mate consumption: a review of possible
associations. Revista Panamericana de Salud Publica. pp.530-539.

- Lunceford, N., Gugliucci, A., 2005. llex paraguariensis extracts inhibit AGE formation more
efficiently than green tea. Fitoterapia 76, 419-427.

- Luo, B.H., Carman, C.V., Springer, T.A., 2007. Structural basis of integrin regulation and signaling.
Annual Review of Immunology 25, 619-647.

- Lutomski P, Gozdziewska M, Florek-t.uszczki M. 2020. Health properties of Yerba Mate. Annals of
Agricultura and Environmental Medicine. 27(2): 310-313.

- Maiocchi, M.G.Y.M.R.h.y.E.C.d.I.C.Q.P.e.l.e.e.S.X.P.-. 2017. Composiciéon Quimica. Produccion e
Industrializacién en el Siglo XXI. In: Cappelari (Ed.), Yerba Mate. Resefia histérica y Estadistica., Buenos
Aires, pp. 77-92.

- Maiocchi, M., Petenatti, E., Del Vitto, L., 2019. Productos del nordeste argentino destinados a
infusiones. En Stadnik MJ, Velho AC, Zorrilla SE. Desarrollo sostenible en la produccion agroalimentaria.
pp. 89-110.

- Meinhart, A.D., Bizzotto, C.S., Ballus, C.A., Poloni Rybka, A.C., Sobrinho, M.R., Cerro-Quintana,
R.S., Teixeira-Filho, J., Godoy, H.T., 2010. Methylxanthines and phenolics content extracted during the
consumption of mate (llex paraguariensis St. Hil) beverages. Journal of Agricultural and Food Chemistry.
pp. 2188-2193.

- Nkondjock, A., 2009. Coffee consumption and the risk of cancer: an overview. Cancer Lett. 277,
121-125.

- Olthof, M.R., Hollman, P.C.H., Katan, M.B., 2001. Chlorogenic acid and caffeic acid are absorben
in humans. The Journal of nutrition 131. pp. 66-71.

- Ramirez-Mares, M.V., Chandra, S., de Mejia, E.G., 2004. In vitro chemopreventive activity of
Camellia sinensis, llex paraguariensis and Ardisia compressa tea extracts and selected polyphenols.
Mutation Research 554, 53-65.

- Robards, K., Prenzler, P., Tucker, G., Swatsitang, P., Glover, W., 1999. Phenolic compounds and
their role in oxidative processes in fruits. Food chemistry 66, 401-436.

- Schmalko, M., Krikun, P., Kanzig, G., 2015. La Yerba Mate. Tecnologia de la produccion y
propiedades. Editorial Uiversitaria. Universidad Nacional de Misiones. Posadas.

- Scherer, R., Urfer, P., Mayol, M.R., Belingheri, L.D., Marx, F., Janssens, M.J.J., 2002. Inheritance
studies of caffeine and theobromine content of Mate (llex paraguariensis) in Misiones. Euphytica 126, 203-
210.

- Schinella, G., Fantinelli, J.C., Mosca, S.M., 2005. Cardioprotective effects of llex paraguariensis

extract: evidence for a nitric oxide-dependent mechanism. Clinical Nutrition 24, 360-366.

18



- Urtreger, A.J., Diament, M.J., Ranuncolo, S.M., Del, C.V.M., Puricelli, L.I., Klein, S.M., De Kier
Joffe, E.D., 2001. New murine cell line derived from a spontaneous lung tumor induces paraneoplastic
syndromes. International Journal of Oncology 18, 639-647.

- WHO, 2018. World Health Organization. International Agency for Research on Cancer.

- Zhao, Y., Sato, Y., Isaji, T., Fukuda, T., Matsumoto, A., Miyoshi, E., Gu, J., & Taniguchi, N. 2008.
Branched N-glycans regulate the biological functions of integrins and cadherins. The FEBS journal, 275(9),
1939-1948.

19



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, quiero agradecer a la Universidad Nacional del Nordeste, quien me permitié
formarme durante el transcurso de la carrera, y a todos los docentes que formaron parte, por potenciar mi
vocacion en las Ciencias Bioldgicas.

A mi Directora Bustillo Soledad y a mi Co director Marcos Maiocchi, por haberme dado la oportunidad
de realizar mi trabajo final de graduacion junto a ellos, brinddndome sus conocimientos, como asi también
dedicando su tiempo dia a dia para ensefiarme lo que desconocia, teniendo toda la paciencia para guiarme
durante el desarrollo de la tesina.

Al laboratorio de investigacién de proteinas (LablnPro) a cargo de la direccién de la Dra. Laura Leiva
y junto a su personal, por haberme abierto sus puertas y permitido ser parte del equipo, al laboratorio de
Cultivos Celulares a cargo de la Dra. Soledad Bustillo, el cual me brind6 todas las herramientas necesarias
para poder llevar a cabo mi trabajo final.

A mis grandes amigas de la vida por su amistad y apoyo invaluable todos estos afios. También a
mis compafieras que me regalo la carrera Mery, Mica y Mile por el acompafiamiento y hermosa amistad.

A mi compafiero, Dante, por su apoyo Yy aliento durante la carrera, sobre todo en los momentos mas
dificiles.

A mis padres, quienes con su amor me acompafaron y formaron como persona, permitiéndome
llegar hasta la recta final estando siempre presentes, dandome el apoyo incondicional para poder formarme
profesionalmente. Sin ellos nada hubiese sido posible.

A Sofi, mi hermana y compafiera, por su amor y apoyo infinito.

A mi abuela Ale, por siempre creer en mi.

20



