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Resumo

llex paraguariensis A. St.-Hil., conhecida como erva-mate, é uma arvore
nativa da América do Sul onde as folhas e pequenos ramos secos sao usados
para preparar o chimarrao. Possui uma composicdo quimica complexa, da qual
pode-se vislumbrar muitas aplicacdes potenciais, que poderiam vir a ampliar o
emprego da erva-mate e, consequentemente, do mercado para esta matéria-
prima. As folhas de |. paraguariensis contem xantinas, flavondides, derivados
do acido cafeoilquinico e uma quantidade significativa de saponinas
triterpendides (cerca de 10%). Neste estudo foram investigados quimicamente
extratos hidroetandlicos de . paraguariensis, de suas fragbes, e de algumas
substancias de referéncia, como também os efeitos desses na atividade
antioxidante, no acumulo de gordura (TG) e na atividade lipolitica em cultura de
células 3T3-L1. Neste sentido obtivemos extratos brutos hidroetandlicos de
folhas verdes (EBV) e secas (EBS) maceradas, os quais foram fracionados
originando 8 fragdes. Acido ursdlico, acido clorogénico e rutina foram
quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Também foi
realizada a determinacdo de fendis por catequinas e pela precipitacido por
proteinas. A fracdo fendlicos da folha verde apresentou atividade antioxidante
superior as substancias de referéncia rutina e acido clorogénico, enquanto que
0 acido ascorbico apresentou a melhor atividade. O ensaio com brometo de 3-
(4,5-dimetil)difenil tetrazdlio (MTT) demonstrou que os extratos e padrdes
testados entre 50 pg/mL e 1000 pg/mL n&o foram citotoxicos para as células
3T3-L1. Dentre as fragdes testadas para a atividade na adipogénese, a fragao
residuo aquoso da folha verde (RAV) apresentou maior inibigcdo (24%) no teor
de TG na concentragdo de 100 pug/mL. Dentre as substancias de referéncia
testadas, os melhores resultados foram obtidos com o acido caféico nas
concentragbées de 300 ug/mL e da rutina na concentragdo de 100 ug/mL. Em
relagdo a ativividade na lipdlise, a fragdo RAV apresentou o melhor resultado
nas concentragdes de 50 e 75 ug/mL. Entre as substancias de referéncia, o
acido galico apresentou resultado significativo em relagdo a atividade anti-
lipolitica nas concentragbes de 500 e 1000 ug/mL. Para elucidar em qual
estagio da adipogénese e da lipdlise os extratos, fragcdes e padrdes atuam, séo
necessarios a investigacdo da avaliagdo da acdo desses extratos e fragdes
através de andlise de expressao de genes ligados a adipogénese e a atividade
lipolitica.

Palavras-chave: llex paraguariensis, erva-mate, atividade antioxidante,
adipogénese, lipdlise.






Abstract

llex paraguariensis A. St.-Hil., known as maté, is a native tree from South
América which leaves and twigs are used to prepare the traditional beverage
“chimarrdo”. It has a complex chemical composition that might have many
potential applications in order to increase the use of maté and then, in
consequence, increase the market demand of this raw material. Leaves from /.
paraguariensis have xanthines, flavonoids, cafeoylquinic acid derivatives and
triterpenoid saponins (ca. 10%). Herein, it was investigated, both chemically
and biologically, the hydroethanolic extracts of leaves from I. paraguariensis, its
fractions, and some reference substances, as the antioxidant activity, the
adipogenesis (TG) and lipolytic activities in 3T3-L1 cell culture. So, it was
prepared hydroethanolic extracts of fresh (EBV) and dried leaves (EBS) by
maceration, which submitted to further fractionation furnished 8 fractions.
Ursolic acid, chlorogenic acid and rutin were determined in these samples by
liquid chromatography (HPLC) Also, phenolic constituents were determined
using catequines and protein precipitation methods. The phenolic fraction from
fresh leaves presented better antioxidant activity than the tested reference
substances (rutin and chlorogenic acid), while ascorbic acid presented the best
activity. The MTT assay showed that the tested extracts and fractions among 50
pg/mL and 1000 pg/mL did not present citotoxicity to 3T3-L1 cells. Among the
tested fractions to adipogenesis, the aqueous residue fraction from fresh leaves
(RAV) presented best inibition (24%) of TG at 100 pug/mL. Among tested
reference substances, cafeic acid at 300 pg/mL, and rutin at 100 pg/mL
presented the best results. In relation to the lipolytic activity, the RAV fraction
presented best results at 50 e 75 ug/mL and, among the tested reference
substances, galic acid presented best results at 500 e 1000 pug/mL. In order to
understand the mechanim of action of these fractions and reference substances
at the adipogenesis and lipolysis further studies will be performed specially
those about the influence on the gene expression.

Keywords: llex paraguariensis, maté, antioxidant activity, adipogenesis,
lipolytic activities.
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INTRODUGAO GERAL

llex paraguariensis A. St.-Hil € uma arvore nativa da América do Sul que
pertence a familia Aquifoliaceae. As folhas e pequenos ramos secos sao
usados para preparar o chimarrdo, também conhecido como mate ou erva-
mate, sendo uma bebida muito consumida em varios paises da América do Sul,
incluindo Brasil, Uruguai, Paraguai e Argentina.

Neste contexto, a erva-mate assume um papel sbécio-econdémico
importante, uma vez que, o chimarrao (infusdo de agua quente com erva-mate
beneficiada) € a principal forma de consumo do produto no Brasil sendo
responsavel pela sustentabilidade do setor ervateiro no pais. Os demais
produtos da erva-mate, como o cha mate e o mate pronto para beber,
representam uma pequena parcela do mercado (MACCARI & SANTOS, 2000;
DONADUZZI et al.,2003).

No entanto, ainda hoje, o seu consumo apresenta mercado limitado as
regides onde € produzida e na forma de produtos tradicionais. A situagdo do
setor ervateiro, com restricbes de preco e mercado, a necessidade de
estratégias de marketing que implicam em defender uma exploragéo
sustentavel e ecologicamente correta, mostra que esta pratica € de risco e
pode agravar as dificuldades vividas pelos produtores, que na sua maioria, sao
compostos por pequenas propriedades rurais (RUCKER, 1996; ESMELINDRO
et. al., 2002).

Como se trata de uma planta de composicédo quimica elaborada pode-se
vislumbrar muitas aplicacdes potenciais, as quais poderiam vir a ampliar o
emprego da erva-mate e, consequentemente, do mercado para esta matéria-
prima. As folhas de [. paraguariensis contem xantinas (como cafeina),
flavonoides glicosidicos (como rutina), derivados do acido cafeoilquinico (acido
clorogénico) e uma quantidade significativa de saponinas triterpendides (cerca
de 10%) tendo o acido ursolico como principal aglicona (SCHENKEL et al.,
1997; HECK & MEJIA, 2007).

Ha muito tempo as espécies de llex estdo sendo estudadas pelo nosso
grupo de pesquisa (SCHENKEL et al., 1997). Mais recentemente iniciamos

estudos para elucidar a relagao entre a estrutura quimica das saponinas e sua



atividade biolégica, como por exemplo, a atividade antimalarica (GNOATTO et
al., 2008).

Também, alguns estudos estdo sendo realizados com o intuito de
conhecer as saponinas presentes nos frutos da erva-mate a fim de utilizar essa
matéria-prima como fonte de saponinas. A literatura apresenta o isolamento e a
identificagdo de um novo glicosideo triterpendide, o acido 3p-O-a-L-
arabinopiranosil-rotundico, chamado de matesideo, e os triterpenos conhecidos
como 4&cido ursodlico, acetilursodlico, acido 23-hidroxiursélico, a saponina ziyu-
glicosideo | e o ilexosideo Il a partir de frutos de llex paraguariensis (TAKETA
et al., 2004).

Popularmente, . paraguariensis é utilizada para diversas enfermidades
como fadiga, digestéo lenta e doencas hepaticas (BASTOS AL AL., 2007).

Trabalhos publicados apontam algumas ac¢des da [ paraguariensis e
sugerem alguns efeitos farmacoldgicos. Varios grupos de pesquisa verificaram
algumas possiveis atividades da I. paraguariensis. Entre elas estdo: atividade
quimiopreventivas (prevengao de dano celular causado por doengas crbnicas)
(RAMIREZ-MARES et al., 2004), inibigdo da glicagdo (LUNCEFORD &
GUGLIUCCI, 2005), inibigao do estresse oxidativo (GUGLIUCCI, 1996;
GUGLIUCCi & MENINI, 2002), efeito colerético e propulsdo intestinal
(GORZALCZANY et al., 2001) e efeito vasodilatador (BAISCH et al., 1998).

Segundo FILIP e colaboradores (2000) a [I. paraguariensis é rica em
compostos bioativos, entre eles os polifendis, flavondides e catequinas, que
sdo absorvidos pelo organismo e podem atuar como antioxidantes ou como
anti-radicais livres.

Ja foi demonstrado que extratos de [. paraguariensis causaram uma
diminuicdo na oxidagao de lipoproteina de baixa densidade (LDL) humana,
tanto in vitro (GUGLIUCCI & STAHL, 1995 ) como in vivo (GUGLIUCCI, 1996).
E possivel que a erva-mate possa proporcionar uma quantidade importante de
antioxidantes para o organismo através do fornecimento de derivados
cafeoilquinicos e outros polifendis (FILIP et al., 2000).

Publicagdes recentes, também, evidenciaram alguns efeitos benéficos de
I. paraguariensis, que incluem a atividade antioxidante (MIRANDA et al., 2008),
efeito protetor contra danos induzidos ao DNA (MIRANDA et al., 2008) e efeitos
antiobesidade (ARCARI et al., 2009; ARCARI et al., 2011).



A obesidade é uma condicdo complexa de dimensdes sociais, bioldgicas
e psicossociais consideraveis e segundo ROSSNER (2002) ja é apontada
como a epidemia do século XXI. O estilo de vida sedentario e uma dieta
hipercalérica que caracterizam a sociedade dos paises ocidentais parecem ser
os fatores mais importantes do desenvolvimento da obesidade (SANTOS et al.,
2005).

As comorbidades associadas a obesidade s&o graves, tanto do ponto de
vista psicossocial (ex: estigmatizagédo social; perturbagées emocionais), quanto
do ponto de vista biolégico (SANTOS et al., 2005).

A Sindrome Metabdlica (SM) é uma dessas comorbidades. Esta € descrita
como um conjunto de anormalidades metabdlicas e hemodinamicas,
frequentemente presentes no individuo obeso (REAVEN, 1994).

O tecido adiposo é o maior reservatorio energético do organismo. Este é
composto por adipdcitos, por uma matriz de tecido conjuntivo (fibras colagenas
e reticulares), tecido nervoso, células do estroma vascular, nédulos linfaticos,
células imunes (leucdcitos e macréfagos), fibroblastos e pré-adipdcitos (células
adiposas indiferenciadas) (AHIMA & FLIER, 2000).

Os adipécitos sao células especializadas no armazenamento de lipidios
na forma de triacilglicerdis (moléculas compostas por acidos graxos e glicerol),
e dispde do conjunto de enzimas e proteinas responsaveis pela sintese,
armazenamento e mobilizagdo de acidos graxos, em resposta a alteragdes na
demanda fisiologica. Esses processos sdo altamente regulados por fatores
genéticos, nutricionais, hormonais e paracrinos (AHIMA & FLIER, 2000).

Mudancas no numero de adipécitos ocorrem mediante um complexo
arranjo de eventos que envolvem proliferacdo e diferenciagdo de pré-
adipdcitos. Além disso, os adipécitos produzem uma variedade de moléculas
biologicamente ativas conhecidas como adipocinas, as quais estdo envolvidas
na patogenicidade da sindrome metabdlica (SM) (FURUKAWA et al., 2004).

O acumulo de gordura é determinado pelo balango entre a sintese de
lipidios (lipogénese) e a sua degradagao (lipdlise), que é a oxidagao dos acidos
graxos (LAFONTAN & LANGIN, 2009). A lipdlise € um processo catabdlico
realizado pelos adipécitos durante os periodos de caréncia de nutrientes, no
qual os TG sao hidrolizados e acidos graxos liberados da célula (LANGIN,
2006)



A lipdlise é controlada por sistema neural e hormonal, com acgido de
numerosas proteinas que implicam significativamente na enzima lipase
horménio sensivel (LSH). As catecolaminas (noraepinefrina e epinefrina) sao
responsaveis pela estimulacdo do metabolismo lipidico através dos receptores
B-adrenérgicos (LANGIN, 2006; LAFONTAN & LANGIN, 2009)

Por outro lado, alguns trabalhos tém demonstrado que a insulina pode
induzir uma atividade anti-lipolitica atuando como inibidor fisiolégico da lipdlise
induzida pelas catecolaminas (LANGIN, 2006; LAFONTAN & LANGIN, 2009)

Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando, especialmente com a flora
do Rio Grande do Sul, na busca de moléculas ativas que possam ser utilizadas
como protétipos em estudos de quimica medicinal visando o desenvolvimento

de um farmaco.

Neste contexto, considerando o potencial terapéutico dos componentes
quimicos da erva-mate na obesidade e como antioxidante, o presente trabalho
teve como objetivo a analise fitoquimica e a determinacédo da quantificagao de
compostos fendlicos totais e de acido ursdlico de extratos brutos
hidroetandlicos de folhas verdes e secas de [ paraguariensis. Também a
avaliagdo da atividade antioxidante de [. paraguariensis através do ensaio
espectrofotométrico com o radical 2,2 difenil-1-picril-hidrazila (DPPH®) e
avaliacdo da acao dos extratos brutos hidroetandlicos e respectivas fracdes de
folhas verdes e secas de I. paraguariensis na redugao da adipogénese e na
atividade lipolitica em cultura de células 3T3-L1, visando a identificacdo do

grupo de substancias (fragao) responsavel pela atividade biolégica ensaiada.

O presente trabalho foi estruturado em 3 capitulos:
Capitulo 1: Revisao bibliografica de llex paraguariensis.
Capitulo 2: Anadlise fitoquimica e estudo da atividade antioxidante de llex
paraguariensis através do método do 2,2 difenil-1-picril-hidrazila (DPPH").
Capitulo 3: Avaliagéo de I. paraguariensis na redugao da adipogénese e na

atividade lipolitica em cultura de células 3T3-L1.
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OBJETIVOS






1.

2.

Objetivos gerais

Realizar a analise fitoquimica e determinar a quantificacdo de
compostos fendlicos totais e de acido ursdlico dos extratos brutos
hidroetandlicos de folhas verdes e secas de I. paraguariensis.

Avaliar a atividade antioxidante de [|. paraguariensis através do ensaio
espectrofotométrico com o radical 2,2 difenil-1-picril-hidrazila (DPPH?®).
Verificar a agdo dos extratos brutos hidroetandlicos de folhas verdes e
secas de I. paraguariensis na redugao da adipogénese e na lipolise em

cultura de células 3T3-L1.

Objetivos especificos

. Realizar analise fitoquimica através de cromatografia em camada

delgada (CCD) dos extratos brutos hidroetandlicos das folhas verdes e
secas (EBV, EBS) e de suas respectivas fragdes: saponinas (SV, SS),
fragdes fendlicos (FV, FS), fragbes acetato de etila (AV, AS) e fragbes
residuo aquoso (RAV, RAS).

Realizar a quantificacdo de fendis totais através dos métodos de
precipitacdo com proteinas, equivalente de catequinas e pela analise em
CLAE dos extratos brutos hidroetandlicos das folhas verdes e secas
(EBV, EBS).

Realizar quantificagcdo de acido ursdlico através de analise por CLAE
dos extratos brutos hidroetandlicos das folhas verdes e secas (EBV,
EBS).

Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos brutos
hidroetandlicos das folhas verdes e secas (EBV, EBS) e de suas
respectivas fragbes saponinas (SV, SS), fragdes fendlicos (FV, FS),
fragbes acetato de etila (AV, AS), fragdes residuo aquoso (RAV, RAS) e
das substancias de referéncia rutina e acido clorogénico através do
ensaio espectrofotométrico com o radical 2,2 difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH?®).
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5. Avaliar a a¢ao in vitro na reducdo da adipogénese em cultura de células
3T3-L1 dos extratos brutos hidroetandlicos das folhas verdes e secas
(EBV, EBS) e de suas respectivas fragdes saponinas (SV, SS), fracoes
fendlicos (FV, FS), fracbes acetato de etila (AV, AS), fracbes residuo
aquoso (RAV, RAS) e das substancias de referéncia rutina,
matessaponina 4, acido galico, acido caféico, acido ursdlico.

6. Avaliar a agao in vitro na lipdlise em cultura de células 3T3-L1 dos
extratos brutos hidroetandlicos das folhas verdese secas (EBV, EBS) e
de suas respectivas fragdes saponinas (SV, SS), fragcbes fendlicos (FV,
FS), fragbes acetato de etila (AV, AS), fragbes residuo aquoso (RAV,
RAS) e das substéncias de referéncia rutina, matessaponina 4, acido
galico, acido caféico, acido ursalico.

7. Avaliar a citotoxidade in vitro dos extratos e fragdes ativas na redugao da
adipogénese pelo método de reducédo do sal MTT (brometo de 3-(4,5-

dimetil)difenil tetrazdlio).
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CAPITULO 1






CAPITULO 1: Revisao bibliografica de llex paraguariensis.

1. ASPECTOS BOTANICOS:
A erva-mate recebeu o nome cientifico de llex paraguariensis A. St. Hil.
(Figura 1) em 1822, pelo francés August de Saint-Hilaire (EDWIN & REITZ,

1967; www.mobot.org), cuja classificagdo botanica é:

e Divisdo: Angiosperma

e Classe: Dicotiledonea

e Sub-classe: Archichlamydeae
e Familia: Aquifoliaceae

o Género: llex

e Espécie: llex paraguariensis A. St. Hil.

Figura 1: llex paraguariensis em area cultivada.

A I. paraguariensis € uma arvore perene que pode chegar a 15 metros de
altura. E nativa da América do Sul e é encontrada no Brasil (principalmente nos
estados do Sul), Argentina, Paraguai e Uruguai. E popularmente conhecida
como erva-mate, mate, cha mate, entre outras denominagbes (EDWIN &
REITZ, 1967; www.mobot.org).

A arvore de I. paraguariensis possui folhas com margens irregulares

serreados-crenadas alternadas e simples, subcoriaceas até coriaceas de 5a 8
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cm de comprimento, com 3 a 4 cm de largura. Possuem inflorescéncias
geralmente fasciculadas e axilares nas folhas. Florescem de setembro a
dezembro e frutificam de dezembro a abril. (EDWIN & REITZ, 1967;
CARVALHO, 1994; GIBERTI, 1994).

2. ASPECTOS QUIMICOS:

A composi¢cao quimica das folhas de I. paraguariensis é muito complexa.
Varios compostos quimicos ja foram identificados como saponinas (GOSMANN
et al., 1989; GOSMANN et al., 1995), metilxantinas (FILIP et al., 1998), taninos,
compostos fendlicos (FILIP et al., 2001), componentes minerais, entre outros
(ALIKARIDIS, 1987; VALDUGA et al., 1997).

A variacdo da composi¢cado quimica da erva-mate pode estar relacionada a
alguns aspectos como o estagio evolutivo da planta, a época da colheita, as
caracteristicas climaticas, as condigdes do solo e do clima (VALDUGA et
al.,1997). As etapas do processamento industrial (ESMELINDRO et al., 2002) e
os métodos de extragéo utilizados (GNOATTO et al., 2007), também, podem

influenciar nos teores de compostos presentes na erva-mate.

2.1.Saponinas:

As saponinas sao, em geral, caracterizadas por formar espuma
persistente e abundante, por serem amargas e por possuirem alta solubilidade
em agua (SIMOES et al., 2007). Baseadas na aglicona, as saponinas podem
ser classificadas como saponinas esteroidais, encontradas principalmente em
monocotiledéneas, e saponinas ftriterpénicas, que si&o mais comuns em
dicotiledoneas (SPARG et al., 2004).

Possuem na sua estrutura cadeias hidrofilicas-hidrofébicas (anfipaticas),
que Ihes confere uma acgéo detergente, emulsionante, formadora de micelas e
a capacidade de reduzir a tensao superficial de uma solugao aquosa formando
espuma mediante agitagdo (GUCLU-USTUNDAG & MAZZA, 2007).

Quimicamente, as saponinas podem ser subdivididas em duas classes de
compostos. Um esqueleto lipofilico que pode ser do tipo esteroidal (C 27) e/ou
do tipo triterpénico (C 30), e uma porgao hidrofilica que possui diferentes

agucares e /ou acidos urdnicos relacionados. As sapogeninas, que sao obtidas
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por hidrélise acida, sdo extraidas com solventes organicos e séo insoluveis em
agua (SIMOES et al., 2007).

As saponinas possuem elevada massa molecular (600 a 2000 g mol'1),
podem possuir cadeia linear ou ramificada, ocorrendo geralmente como
misturas complexas devido a presenga concomitante de estruturas com
numero variavel de agucares (SCHENKEL et al., 2007).

Uma caracteristica que permite diferenciar as saponinas de I
paraguariensis das outras espécies do género llex, é o fato de que as
saponinas encontradas nas folhas de I. paraguariensis apresentam somente
agliconas derivadas do &cido ursolico (Figura 2) e oleandlico (PIRES et al.,
1997).

Figura 2: Estrutura quimica do acido ursdélico (A) e acido oleandlico (B).

Para se extrair as saponinas de plantas, pode-se utilizar maceracao,
percolacdo ou extracido exaustiva sob refluxo, utilizando-se solugdes alcodlicas
ou também misturas hidroalcodlicas, ja que a solubilidade das saponinas em
agua permite preparar um extrato aquoso isento de lipidios e clorofila
(SCHENKEL et al., 2007). Apds a eliminagdo do alcool, pode-se purificar as
saponinas submetendo o extrato aquoso proveniente da eliminagao do alcool a
particdo com solventes pouco polares, como diclorometano e cloroférmio, com
0 objetivo de retirar os compostos apolares. Em seguida, realiza-se outra
particdo com butanol visando a retirada de agucares livres, aminoacidos e

acidos organicos, entre outros compostos hidrofilicos que tendem a
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permanecer na fase aquosa. Com isso espera-se obter uma fragdo purificada
de saponinas na fase butandlica (SIMOES et al., 2007).

Outros métodos de purificacdo incluem os métodos cromatograficos com
gel de silica ou géis de exclusao molecular e resinas sintéticas (SCHENKEL et
al., 2007).

A deteccao de saponinas pode ser realizada através de testes qualitativos
e/ou quantitativos, a partir de suas propriedades quimicas e/ou fisicas. Para
isso utilizam-se acidos minerais, aldeidos aromaticos ou sais de metais, que ao
reagirem com as saponinas podem formar compostos corados, causarem
diminuicéo da tenséo superficial e/ou agdo hemolitica (SIMOES et al., 2007).

Alguns métodos para quantificacdo de saponinas em [. paraguariensis
foram desenvolvidos e validados nos ultimos anos. GNOATTO e colaboradores
(2005) utilizaram a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada
ao detector de ultravioleta (UV) para a quantificar as saponinas presentes nas
folhas de erva-mate. Para isso, as saponinas foram extraidas por decocgao,
hidrolisadas e entdo quantificadas por CLAE, sendo o resultado expresso em
concentragao de acido ursdlico.

Outro método validado foi o método desenvolvido por PAVEI e
colaboradores (2007) para detecc¢ao e quantificagdo de saponinas dos frutos de
erva-mate também utilizando CLAE.

Para o isolamento de uma saponina empregam-se diversos meétodos
cromatograficos, sendo este um processo bastante trabalhoso, considerando
que estas sdo misturas complexas com variagdes nas agliconas e agucares
presentes. No que diz respeito a determinacdo estrutural sio utilizados
métodos espectrofotométricos, tais como espectrometria de massas e
ressonancia magnética nuclear (SCHENKEL et al., 2007).

Em uma revisdo, SPARG e colaboradores (2004) descrevem algumas das
propriedades biolégicas e farmacoldgicas descritas para saponinas. Entre elas,
atividade hemolitica, molusquicida, antiinflamatoria, antifungica, antibacteriana,

antimicrobiana, antiparasitaria, citotéxica e antitumoral, antiviral entre outras.

2.2. Compostos fendlicos:
Compostos fendlicos ou também chamados de polifendis sdo encontrados

com frequéncia no reino vegetal e possivelmente desempenham diversos
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papéis na fisiologia da planta. Sao substéncias que possuem estruturas
quimicas diversificadas, que podem ser simples ou complexas, onde sao
compostas por um grupamento aromatico comum, possuindo numero de
grupamento hidroxila variavel (DONADUZZI et al., 2003; SIMOES et al., 2007).

Na erva-mate encontram-se diversos polifendis como os flavondides rutina
(Figura 3) e quercetina e os derivados cafeoilquinicos como o acido clorogénico
(Figura 4) (FILIP et al., 2001).

OH

LwOH

OH HO ’""f/OH

OH

Figura 3: Estrutura quimica da rutina. Figura 4: Estrutura quimica do &cido

clorogénico

Os compostos fendlicos sao encontrados em maior parte na natureza sob
a forma de ésteres ou de heterosideos. Nas plantas, os compostos fendlicos
estdo relacionados as fungdes alelopaticas, protegendo-as da radiagao UV,
protegendo contra insetos, herbivoros e patdégenos (DONADUZZI et al., 2003;
CARVALHO et al., 2007).

Diversos processos metabdlicos essenciais a planta sdo influenciados
pelos polifendis, tais como o crescimento vegetal, germinagcdo das sementes
entre outros. DONADUZZI e colaboradores (2003) avaliaram amostras de erva-
mate cultivadas em diferentes localidades do Parana, observando diferencas
significativas nos teores de polifendis totais de cada local. Com isso, acredita-
se que devido as variaveis ambientais possa ocorrer variagdo na concentragcao
desses compostos.

Os polifendis sao compostos que além de influenciarem na qualidade
sensorial dos alimentos de origem vegetal, como sabor, odor, cor e estabilidade

oxidativa, também tém importantes papéis nos processos de morfogénese
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(floragao e frutificagdo, por exemplo) e na defesa da planta (CANSIAN et al.
2008).

Para extrair os polifendis de plantas pode-se preparar um extrato etandlico
com o material fresco ou seco. Para visualizagcdo dos compostos fendlicos
pode-se fazer uma CCD e visualizar em luz UV e exposicao a vapores de
aménia ou ainda através de reagentes cromogénicos (CARVALHO et al.,
2007).

Na separacdo e identificacdo de diversos polifendis utiliza-se a
cromatografia bidimensional em papel/celulose ou em gel de silica, sendo
associada a outros elementos como valor de Rf, coloracdo da fluorescéncia
sob luz UV e coloragdo com reagentes quimicos. Pode-se realizar a
identificagdo desses compostos comparando-os com as caracteristicas de
amostras auténticas (HARBORNE, 1984; HARBORNE, 1989).

A CLAE em fase reversa utilizando como eluentes misturas de agua,
acetonitrila ou alcoois em solugdes acidas para evitar ionizagdo também é
utilizada para a separagao e identificagdo de compostos fendlicos. Através de
métodos espectroscopicos, utilizando solugdes etandlicas antes e apds
alcalinizacdo, observando deslocamentos caracteristicos no espectro no
ultravioleta, pode-se confirmar a identificacdo desses compostos. Os polifenéis
podem ser definidos em diferentes classes, como acidos fendlicos, flavondides,
taninos, antocianinas, cumarinas e antraquinonas (HARBORNE, 1984;
HARBORNE, 1989; CARVALHO et al., 2007).

Os flavondides estdo entre os compostos naturais mais disseminados nas
plantas e sao os mais importantes polifendis da dieta humana. Sao
considerados substancias antioxidantes, pois atuam como agentes redutores.
Juntamente com outras substancias antioxidantes como vitamina E, vitamina C
e carotendides atuam como protetores contra o estresse oxidativo. Devido a
estas atividades, os polifendis estdo associados a prevencado de doengas
cardiovasculares e inflamatérias, a prevencdo do cancer e a inibicdo da
oxidagao do colesterol proveniente da lipoproteina de baixa densidade (LDL)
(FILIP et al., 2000).

FILIP e colaboradores (2000) relataram que a llex paraguariensis A. St.-
Hil. apresentou maior atividade antioxidante quando comparada a outras

espécies do género llex, tais como a llex. theezans Mart. ex Reissek, llex.

22



dumosa Reissek, llex argentina Lillo, llex breviscuspis Reissek, e llex

pseudobuxus Reissek.

2.3. Xantinas

As xantinas ou também conhecidas como metilxantinas sdo substancias
organicas de origem vegetal que contem uma fungdo amina. Pertencem a uma
classe de alcaldides purinicos encontrados em diversas plantas, entre elas a
erva-mate. Possuem carater anfotero, dependendo do pH comportam-se como
acidos ou bases (RATES et al, 2007).

A solubilidade das xantinas aumenta em solventes organicos clorados, em
solugdes alcalinas, em solugdes aquosas acidas a quente, em etanol a quente,
sendo que em aguas sao parcialmente soluveis. A temperatura de sublimagéo,
a faixa de fusdo e a solubilidade sao caracteristicas que podem ser utilizados
para diferenciar a cafeina, a teobromina e a teofilina (SIMC)ES et al., 2007).

Como as metilxantinas s&o bases muito fracas e seus sais dissociam-se
muito facilmente em agua, para serem extraidas devem-se utilizar solventes
clorados em meio amoniacal ou também com solventes clorados diretamente
de suas solugdes aquosas acidas. Também podem ser extraidas pelos
métodos de sublimacao e de extracao com fluido supercritico, enquanto que o
método classico para extragao de alcaldides permite a obtengdo de maior grau
de pureza (RATES et al., 2007).

Para a caracterizagéo utiliza-se geralmente CCD com gel de silica GF 254
impregnada com vapores de amdnia e como sistema eluente cloroférmio ou
diclorometano e etanol ou metanol até 5%. Sdo empregados reveladores a
base de iodo em meio acido (RATES et al., 2007).

Os métodos de doseamento empregados sao espectrofotometria no UV,
métodos cromatograficos como CLAE, gravimetria e iodometria (RATES et al.,
2007).

Devido ao seu alto conteudo de compostos purinicos, atribui-se a erva-
mate os efeitos biolégicos de depurativo, diurético e estimulante, podendo ser
uma fonte primaria de metilxantinas na dieta (RATES et al., 2007).

Entre as xantinas encontradas na erva-mate, podemos citar a teofilina (1,3
dimetilxantina), teobromina (3,7 dimetilxantina) e cafeina (1,3,7-trimetilxantina)

(Figura 5). Dessas, a cafeina é encontrada em maior concentragcédo, seguida
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pela teobromina, sendo que as folhas possuem maior concentracdo desses
compostos. A teofilina, que é um isbmero da teobromina, aparece em
pequenas quantidades (HECK & MEJIA, 2007).
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Figura 5: Estrutura quimica da cafeina

|. paraguariensis tem maiores quantidades de cafeina e teobromina em
relagcao a outras variedades (FILIP et al., 1998). Com isso podem-se identificar
adulteragdes na erva-mate, utilizando-se o teor de cafeina como auxiliar na
caracterizagdo (REGINATTO et al., 1999)

Acredita-se que as xantinas sejam os estimulantes mais antigos da
histéria humana, sendo a cafeina um dos mais potentes (BRENELLI, 2003).
Entre os efeitos fisicos descritos pela cafeina podemos citar a insénia,
irritabilidade, nauseas e ansiedade (ALTIMARI et al., 2001).

3. ASPECTOS BIOLOGICOS E FARMACOLOGICOS:

A erva-mate é utilizada como estimulante, ativador da circulacdo e
também para o tratamento da hiperlipidemia. Quando consumida na forma de
cha ou chimarrao, pode ser uma provavel fonte de vitaminas e minerais
(ALIKARIDIS, 1987).

Uma correlagéo linear entre o conteudo de substancias bioativas e de
sélidos soluveis foi encontrada por BASTOS e colaboradores (2006), os quais
atribuiram a indicagcdo de que a erva-mate € uma importante fonte de
compostos fendlicos, podendo proteger os sistemas bioldégicos contra
processos oxidativos.

A espécie I. paraguariensis tem sido utilizada na medicina popular para
fadiga, digestéo lenta e doengas hepaticas (BASTOS et al., 2007). As folhas da
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erva-mate sdo utilizadas na forma de chimarrdo, tereré, mate sollvel e cha
mate.

Alguns autores estudaram a relagdo entre o chimarrdo e o cancer de
es6fago. FAGUNDES e colaboradores (2006) relataram que essa associagao
esta relacionada a contaminantes produzidos no processo de beneficiamento,
como o benzopireno, e ndao somente a lesbes causadas pela agua quente. O
benzopireno também foi associado ao cancer de esdfago relacionado ao fumo.

Por outro lado, DE MEJIA e colaboradores (2005) demonstraram que
extratos de I. paraguariensis inibiram em 50% o crescimento de células de
linhagens pré-malignas, sugerindo que compostos da erva-mate podem inibir a

proliferacdo de células que causam cancer bucal.

3.1 Atividade antioxidante:

Para SIES e STAHL (1995), antioxidante € qualquer substancia que,
quando presente em baixas concentragbdes, comparada a do substrato
oxidavel, retarda ou evita a oxidagao desse substrato de maneira efetiva.

Uma vez que os componentes celulares do corpo humano ndo estio
totalmente protegidos por antioxidantes enddgenos, compostos funcionais
quando presentes em um alimento, de forma equilibrada podem contribuir para
uma menor incidéncia de doengas crénicas como cancer, arteriosclerose e
diabetes, principalmente devido aos efeitos antioxidantes (FILIP et al., 2000).

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

Dentre as espécies de llex, I. paraguariensis foi a que demonstrou a maior
atividade antioxidante. O consumo de bebidas a base de erva-mate contribui
para a ingestdo de antioxidantes em geral e tem sido correlacionada
positivamente com a concentragcédo de derivados cafeoilquinicos, que possuem
efeitos benéficos para a saude humana (FILIP et al., 2000; BRAVO et al,
2007).
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O extrato de erva-mate tem sido considerado um inibidor potente do
estresse oxidativo causado por espécies reativas de oxigénio (ROS),
principalmente no figado e coracao (SCHINELLA et al., 2005).

Ja foi demonstrado que extratos de I. paraguariensis causaram uma
diminuicdo na oxidagao de lipoproteina de baixa densidade (LDL) humana,
tanto in vitro (GUGLIUCCI & STAHL, 1995 ) como in vivo (GUGLIUCCI, 1996).
E possivel que a erva-mate possa proporcionar uma quantidade importante de
antioxidantes para o corpo através do fornecimento de derivados caféicos e
outros polifendis (FILIP et al., 2000).

BRACESCO e colaboradores (2003) evidenciaram em estudos in vitro que
I. paraguariensis possui a capacidade de inibir a propagacéo da oxidagdo do
LDL através da inibicdo da peroxidagao de lipidios, bem como a oxidacado do
DNA. Em comparagdo com a rutina e quercetina, o acido clorogénico & o

composto que tem maior atividade antioxidante (FILIP et al., 2001).

3.2 Atividade na obesidade:

A obesidade é uma preocupacgao crescente a cada dia em muitos paises
desenvolvidos e segundo ROSSNER (2002) esta sendo considerada uma
epidemia do século XXIl. Neste intuito, muitas pesquisas estdo sendo
direcionadas para encontrar uma alternativa de diminuir avango e os danos
causados pela obesidade (HECK & MEJIA, 2007).

O estilo de vida sedentario e uma dieta hipercalérica que caracterizam a
sociedade dos paises ocidentais parecem ser os fatores mais importantes no
desenvolvimento da obesidade. Comorbidades associadas a obesidade sdo
graves, tanto em termos psicossocial (por exemplo, o estigma social, disturbios
emocionais), como o ponto de vista biolégico, em que varios problemas
metabdlicos podem ocorrer (SANTOS et al., 2005).

A sindrome metabdlica (SM) é uma dessas co-morbidades. Isso € descrito
como um conjunto de anormalidades metabdlicas e hemodinamicas,
frequentemente presentes em individuos obesos (REAVEN, 1994).

ARCARI e colaboradores (2009) relataram que o extrato de erva-mate
demonstrou uma atividade antiobesidade em ratos que apdés submetidos a
dieta hiperlipidica receberam extrato aquoso (cha-mate) de I. paraguariensis

por 8 semanas, além de observar que o tratamento com erva-mate teve um
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efeito modulador na expressédo de varios genes relacionados com 0 processo

de obesidade.
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CAPITULO 2






Capitulo 2 e 3: Os resultados serao divulgados através de publicagdo em

revista indexada.
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