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A minha mae, principalmente,
e as pessoas que estdo ao meu lado
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“...Do one thing everyday that scares you.”

“...sometimes you re ahead, sometimes you 're behind...the race is long, and in the end,
it’s only with yourself.”

“...Get to know your parents, you never know when they’ll be gone for

good. Be nice to your siblings, they are the best link to your past and the

people most likely to stick with you in the future. Understand that friends come and go,
but for the precious few you should hold on. Work hard to bridge the gaps in geography
and lifestyle because the older you get, the more you need the people you

knew when you were young.”

"Advice, like youth, probably just wasted on the young" publicado no Chicago Tribune em 1° de junho
de 1997, por Mary Schmich
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RESUMO

Introducdo: A erva mate (llex paraguariensis St. Hilaire) ¢ uma espécie nativa do
Brasil, Paraguai e Argentina e tem importante apelo social, econdmico e cultural. E
utilizada na preparacdo de varios tipos de bebidas, como chimarrdo, tereré e cha-mate,
consumidas em toda a América Latina. O cha mate, assim como o chimarrdo, apresenta
potencial protetor & satide devido a atividade antioxidante, ente outras, conforme
demonstrado em diversos estudos. A alta concentracdo de compostos bioativos, como as
saponinas, os compostos fendlicos e as metilxantinas respondem, em conjunto, pela sua
atividade biologica. Objetivos: a) validar metodologia para isolar e quantificar as
principais classes de compostos bioativos do chd mate (compostos fenolicos, xantinas,
sapogeninas € melaninas); b) avaliar se ha diferengas nos teores desses compostos nas
diferentes marcas deste produto comercializado em Sao Paulo; c) avaliar a atividade
biologica de cada classe por diferentes métodos in vitro. Metodologia: Foram
analisados trés lotes das trés marcas de chd mate 100% presentes em hipermercados no
municipio de Sdo Paulo. A validagdo da metodologia para quantificacdo, empregando
CLAE, consistiu no calculo da exatidao (recuperagdo), repetibilidade e sensibilidade
para os compostos: acido caf€ico, acido-5-cafeoilquinico, cafeina, teobromina, acido
ursolico e 4cido oleandlico. Foram determinados os teores de fenolicos totais por método
espectrofotométrico com o reagente Folin-Ciocalteu. As fracdes de fenolicos e xantinas,
sapogeninas € melaninas foram isoladas e testadas quanto a atividade antioxidante pelo:
sistema de oxidagdo B-caroteno e acido linoléico, teste da capacidade de absorbancia de
oxigénio radical ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), capacidade de
sequiestrar o radical DPPH, e atividade ligante de acidos biliares (acidos glicocolico,
colico, deoxicolico e taurocdlico). Resultados: Os coeficientes de determinacao das
curvas de calibragdo foram maiores que 0,99. A recuperacdo dos compostos variou de
84,2 a 115,88% e o coeficiente de variagdo médio foi 5%. Uma xicara de cha mate (182
mL) apresentou, em média, 161,96 mg de fenolicos totais; 14,71 mg de &cido

clorogénico (5CQA); 3,13 mg de acido caféico ; 2,74 mg de teobromina e 15,16 mg de



cafeina. Os teores de 4cido ursdlico e 4cido oleandlico no chd mate (sachés), foram, em
média 82,60 ug/g e 54,08 ng/g, respectivamente. As concentracdoes dos compostos
variaram significativamente entre as marcas analisadas. A atividade antioxidante do cha
mate (69,2% de inibi¢do da oxidacdo pelo sistema B-caroteno e acido linoléico;, DPPH
(ICso) = 0,014 mgSS/mL; ORAC = 9997umolTrolox/xicara de cha), diferiu
significativamente (p<0,05) entre as marcas apenas para o 1Csy. Para as fragdes houve
diferenca estatistica apenas para a porcentagem de inibicdo da oxidacdo do &cido
linoléico para o extrato meldnico. Verificou-se correlacao linear (p<0.05) positiva ou
negativa entre a atividade antioxidante e a concentragdo de alguns compostos bioativos.
A capacidade ligante de acidos biliares foi semelhante ao controle positivo colestiramina
para o cha mate, FS e FFX. O EM demonstrou baixa ou nenhuma capacidade de si ligar
aos acidos biliares. Conclusdes: O chd mate ¢ uma excelente fonte de compostos
bioativos com atividade bioldgica. Ocorreu variagdo da concentracdo de compostos
bioativos em funcdo da marca analisada. Essa variacdo, no entanto, nao influenciou na

atividade antioxidante da bebida, conforme avaliada pelos métodos ora utilizados.

Descritores: chd mate, llex paraguariensis, compostos fenolicos, saponinas, melaninas,

atividade bioldgica, antioxidantes.



ABSTRACT

Introduction: Yerba maté (/lex paraguariensis St. Hilaire) is a spontaneous species that
grows in Brazil, Argentina and Paraguay and several beverages (chimarrdo, terere, maté
tea) are produced from its leaves. Maté tea, one of I. paraguariensis beverages present
antioxidant activity and other biological effects. Compounds such as aponins,
polyphenols and methylxanthines, which are present in considerable amounts, are
responsible for the biological effects. Objectives: The aims of this work were: a) to
validate analytical methodologies to evaluate the main bioactive compounds from maté
tea (phenolic compounds, xanthines, sapogenins and melanins); b) to evaluate if there
are differences on these compounds contents among maté tea brands commercialized in
Sao Paulo; c) to evaluate biological activity of each class of compounds by different in
vitro methodologies. Methods: Three lots from three commercial brands of maté tea
present in 100% of the main supermarkets in Sdo Paulo city were analysed. HPLC
methodology validation was assessed by determining accuracy (recovery), repeatability
and sensibility (linearity, limits of detection and quantitation) for caffeic acid, 5-
caffeoylquinic acid, caffeine, theobromine, ursolic and oleanolic acids. Total phenolic
content was assessed with the Folin-Ciolcalteu’s reagent. Maté tea phenolic and
methylxanthines (FFX), sapogenins (FS) and melanins (EM) fractions were isolated and
tested for theirs in vitro antioxidantactivity by the following methods: B-carotene and
linoleic acid system, ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), radical scavenging
capacity (DPPH). The ability of binding bile acids (glycocholic, cholic, taurocholic and
deoxycholic acids) was also assayed. Results: Calibration curves determination
coefficient (r %) were higher than 0,99 for all compounds. Recovery ranged from 84,2 to
115,88% and repeatability average was 5%. One maté tea cup (182 mL) contains in
average 161,96 mgSCQA of total phenolic compounds, 14,71 mg of chlorogenic acid
(5CQA), 3,13 mg of caffeic acid, 2,74 mg of theobromine and 15,16 mg of caffeine. The
roasted leaves contains 82,60 and 54,08 pg/g of ursolic and oleanolic acids in average,

respectively. Compounds contents varied significantly (p<0,05) among brands. The



antioxidant activity assays showed no significant difference (p>0,05) among brands to
maté tea, except for DPPH (ICsg), and the average results for the maté tea are the
following: 69,2% in p-carotene and linoleic acid system, DPPH (ICsy) =
0,014mgSS/mL; ORAC = 9997, 7umolTrolox/tea cup. Antioxidant activity of the
isolated fractions showed significant difference only in B-carotene and linoleic acid
system to melanic extract. A positive or negative correlations between the antioxidant
activity and the bioactive compounds contents was observed (p<0.05). Maté¢ tea, FS and
FFX bile acid binding capacity were similar to the positive control cholestyramine. EM
showed very little or no bile acid binding capacity. Conclusions: Maté tea is a source of
bioactive compounds. Although concentration can vary significantly from brand to
brand, this fact did not affect maté tea antioxidant activity evaluated by the methods

used in this study.

Descritores: maté tea, llex paraguariensis, polyphenols, saponins, melanins, biological

activity, antioxidants.
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1. INTRODUCAO

A erva mate (Ilex paraguariensis ST Hill.) ¢ uma planta nativa da América do Sul,
cultivada e consumida na Argentina, Paraguai, Brasil e Uruguai. Suas folhas e galhos,
apds o processamento dao origem a bebidas apreciadas pela populagdo destes paises. O
cha mate ¢ preparado pela da infusdo de erva mate seca, cancheada e tostada, e
consumido principalmente na regido Sudeste do Brasil.

Os produtos e bebidas derivados da erva mate tem sido alvo de pesquisas na area de
ciéncia de alimentos, para identificar compostos bioativos que apresentem efeitos
biologicos comprovados. O crescente nimero de patentes relacionados aos produtos da
erva mate (na area da industria de cosméticos) demonstra o interesse na descoberta de
propriedades bioldgicas dessa matéria prima, assim como seus derivados (BASTOS et
al., 2007a; CENI, 2005).

Alguns compostos bioativos ja foram identificados na erva mate, como os compostos
fenolicos, as saponinas e metilxantinas (CARINI et al, 1998; GOSMANN e
SCHENKEL 1989; ATHAYDE et al, 2000). A presenga desses compostos sdo
atribuidas diversas propriedades protetoras a saude apresentadas pelas bebidas derivadas
da erva mate (BASTOS et al., 2007a).

Extratos de erva mate foram testados quanto a atividade bioldgica. O extrato de erva
mate verde (para chimarrdo) inibiu a oxidagdo da LDL in vitro e in vivo, a expressao
génica do co-transportador de glicose no intestino SGLT-1, podendo reduzir a absor¢ao
de glicose, e inibiu a peroxidagdo lipidica em microssomo de figado de rato
(GUGLIUCCI e STAHL 1995; GUGLIUCCI 1996; GUGLIUCCI e MENINI 2002;
OLIVEIRA et al., 2008, SCHINELLA et al., 2000; MATSUMOTO et al., 2009).

Foi demonstrado que a erva mate atua na inibicdo da formacdo de produtos
avangados da glicagdo (AGEs), com efeito comparavel ao de drogas utilizadas para esse
fim (LUNCEFORD e GUGLIUCCI 2005). O é&cido clorogénico, assim como as
saponinas apresentaram atividade antiglica¢do in vitro (GUGLIUCCI et al., 2009). Os
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AGEs, originados naturalmente de uma rea¢do ndo enzimdtica entre carboidratos e
proteinas acumulam no organismo com o envelhecimento e representam complicagdes
a saude principalmente para pessoas com diabetes, devido a hiperglicemia. A presenga
dos AGES contribuem para o desenvolvimento da aterosclerose, retinopatia, doencas
microvasculares, nefropatias e problemas de cicatrizagdo (TAN et al.,, 2002; ROJAS e
MORALES, 2004; NASS et al., 2007).

O numero de trabalhos publicados, relativamente as propriedades bioldgicas da
erva mate ¢ inferior ao encontrado para outras bebidas estimulantes como cha (Camelia
sinensis) e o café. A maior parte dos estudos sobre o potencial protetor a satde da erva
mate forma conduzidos com o produto tipo chimarrdo (erva mate verde), sendo em
menor numero as publicagdes a respeito das atividades biologicas da erva mate tostada,
utilizada para o preparo do cha mate.

LIMA e MELO, 2004 estudaram o conteido de fendlicos totais em chas
brasileiros, incluindo o cha mate, que apresentou o segundo maior teor de fendlicos, com
variacdo de 42,96 a 98,15 mgEC/g. BASTOS et al, (2006) avaliaram a atividade
antioxidante pelo método do tiocianato férrico e o conteudo de fenodlicos totais nas
infusdes de erva mate verde e tostada. Os resultados demonstraram que apesar de haver
diferenca no conteudo de fendlicos totais entre as amostras, a atividade antioxidante ¢é
equivalente, ou seja, as mudancas que ocorrem com a erva mate na etapa de torra nao
influenciam sua atividade antioxidante.

BASTOS et al., (2007b) avaliaram os extratos alcodlicos e aquosos de erva mate
verde e tostada e cha verde (Camelia sinensis) quanto a capacidade de seqiiestrar o
radical DPPH e ao teor de fendlicos totais. Os resultados demonstraram que os extratos
etanolicos apresentaram uma elevada capacidade de seqiiestrar o radical livre (88%),
independente das concentracdes de fenolicos totais, que foram menores para os extratos
de erva mate. Os autores também analisaram o perfil de fendlicos por ESI-MS
(Electrospray Insertion Mass Spectrometry) e identificaram dois compostos na erva
mate torrada que ndo aparecem no perfil da erva mate: acido cafeoilxiquimico e acido

dicafeoilxiquikimico.
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O consumo de chid mate solivel influenciou positivamente os parametros
relacionados ao estresse oxidativo de mulheres saudaveis. Resultou na diminui¢cao da
peroxidacao lipidica do plasma e no aumento da expressdo génica de enzimas
antioxidantes (glutationa peroxidase, superdxido dismutase e catalase), indicando que
seu consumo regular melhora a defesa oxidativa por multiplos mecanismos
(MATSUMOTO et al., 2009).

O numero de estudos a respeito da erva mate aumentou nos ultimos anos, mas
ainda ha poucos dados publicados sobre os compostos bioativos do cha mate e sua
atividade antioxidante. Frente aos resultados obtidos com os extratos de erva mate
tostada ¢ o cha mate (LIMA e MELO, 2004; BASTOS et al, 2006; BASTOS et al.,
2007b; MATSUMOTO et al., 2009), demonstrando sua capacidade de prote¢do a saude
humana, dados sobre o intervalo de variacdo do teor de compostos bioativos em cha
mate poderdo ser empregados para a determinagdo do nivel de consumo de substancias
bioativas a partir deste alimento. A avaliagdo da atividade antioxidante do cha mate e
das classes de compostos bioativos isoladas irdo esclarecer a contribuicao de cada

composto para a atividade antioxidante da bebida.

1.1. Objetivos

Separar e quantificar diferentes classes de compostos bioativos (saponinas,
compostos fenolicos e melaninas) de amostras de diferentes marcas de chd mate
comercializadas na cidade de Sdao Paulo no periodo de Julho a Agosto de 2008,
identificar alguns de seus constituintes e correlacionar cada uma dessas classes com a
atividade antioxidante, assim como analisar o teor e perfil de metilxantinas e atividade
ligante de acidos biliares.

Os objetivos especificos foram:

a) Validar metodologia para quantificar os compostos fendlicos, xantinas e sapogeninas

presentes nas amostras de cha mate
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b) Avaliar a atividade antioxidante das amostras de chd mate e das fracdes isoladas de
fenolicos e xantinas, sapogeninas ¢ melaninas

c¢) Correlacionar os resultados da atividade antioxidante com os compostos bioativos
estudados

d) Avaliar a atividade ligante de 4cidos biliares do chd mate e fragdes isoladas de

fenolicos e xantinas, sapogeninas ¢ melaninas

O presente trabalho foi dividido em capitulos de acordo com os objetivos
propostos. Cada capitulo contempla um ou mais objetivos, apresentando introdugao,
metodologia, resultados, discussdo e conclusdes parciais pertinentes.

O capitulo 2 apresenta uma revisao bibliografica sobre o chd mate, reunindo os
trabalhos mais relevantes e recentes acerca do seu potencial antioxidante e outros
beneficios a saude humana, e uma breve revisao a respeito dos métodos utilizados nesse
trabalho. A determina¢do dos compostos fenolicos, xantinas e sapogeninas e a validacao
dos métodos cromatograficos utilizados sdo os topicos abordados no Capitulo 3. O
capitulo 4 apresenta o estudo da atividade biologica do cha mate e fragdes isoladas. As

conclusoes e consideracdes finais sdo encontradas no capitulo 5.
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2. CHA MATE: COMPOSTOS BIOATIVOS ATIVIDADE
BIOLOGICA - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Doencas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT)

2.1.1. DCNT e Saude Publica

Nas ultimas décadas a taxa de mortalidade por DCNT passou a frente dos Obitos
por doencas infecciosas e parasitarias (DIP). As DCNT, principalmente as
cardiovasculares, diabetes, canceres e doencas cronicas respiratorias causaram
aproximadamente 35 milhdes de mortes em 2005, o que representa quase 60% de todas
as mortes no mundo, 80% delas aconteceram em paises de baixa e média rendas. As
mortes por DCNT devem aumentar em 17% nos proximos 10 anos, mas as DCNT sao
doengas de facil prevencdo. Aproximadamente 80% das doencas cardiacas, derrames, e
diabetes tipo 2, e até 1/3 dos casos de canceres poderiam ser prevenidos eliminando
fatores de risco em comum, principalmente uso de cigarro, dietas ndao saudaveis,
intividade fisica e abuso do alcool (WHO, 2008 e 2009).

Para os proximos 20 anos, a projecdo para populagdo idosa no pais indica a
duplicacdo do numero de individuos acima dos 60 anos, devido a queda na taxa de
fertilidade e de mortalidade como um todo. A esperanca de vida ao nascer subiu de 67
anos em 1991 para 71,7 anos em 2004, e para 73 em 2007 (OPAS, 2007 e WHO, 2009).
Com o aumento da esperanca de vida e duplicacdo da populagdo idosa existe a
preocupacao em procurar meios de prevencdo das DCNT a fim de melhorar a qualidade
de vida da populagao (BRASIL, 2005).

A OPAS — Organizacao Pan-Americana da Satde (2005) define as DCNT como
doencas de etiologia incerta, multiplos fatores de risco, longos periodos de laténcia,
curso prolongado, origem ndo infecciosa e que estdo associadas a deficiéncias e

incapacidades funcionais. Entre as mais importantes estdo a hipertensdo arterial, o
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diabetes, as neoplasias, as doencgas cérebro vasculares e as doencas pulmonares
obstrutivas cronicas (DPOC).

A prevaléncia de algumas DCNT auto-referidas Brasil, de acordo com estudo
epidemioldgico realizado em 16 capitais brasileiras em 2002 e 2003, chega a 42% para
hipertensdo arterial e 16% para diabetes (BRASIL, 2005). A Organiza¢cdo Mundial da
Satde (2009) estima que as mortes por DCNT sejam responsaveis por aproximadamente
60% das 6bitos mundiais e por 50% da carga mundial de morbidade, expressa por anos
saudaveis perdidos.

Por serem de longa duracdo, as DCNT estdo entre as doencas que mais
demandam agdes, procedimentos e servigos de satde. Uma estimativa do Sistema Unico
de Saude (SUS) calculou que os gastos em 2002 estiveram acima dos 7 bilhdes de reais.

A prevengao e controle das DCNT e seus fatores de risco sdo fundamentais para
evitar um crescimento epidémico dessas doengas e suas conseqiiéncias nefastas para a

qualidade de vida e o sistema de satde no pais (BRASIL, 2005).

2.1.2. Prevencao de DCNT

As estratégias de prevencao das DCNT sdo bastante amplas e passiveis de serem
alcancadas. Como as doencas sdo multicausais, ou seja, ocorrem devido a um grupo de
fatores de risco associados, o combate a esses fatores ¢ o alvo da prevengdo. Os fatores
de risco modificaveis que estdo associados ao desenvolvimento dessas doengas sdo:
tabagismo, consumo excessivo de dalcool, excesso de peso, hipertensdo arterial,
hipercolesterolemia, baixo consumo de frutas e hortali¢as e inatividade fisica (WHO,
2008).

As mudancas de estilo de vida ocorridas na dieta e atividade fisica nas ultimas 5
décadas foram cruciais para o aumento da prevaléncia das doengas cronicas. A
alimentagdo rica em alimentos de origem vegetal deu lugar a dietas carregadas em
gorduras saturadas, aglicares e alimentos densamente energéticos. A inatividade fisica ¢
resultado de mais uma mudanga no estilo de vida da populagdo, para habitos de vida

sedentarios (MATSUDO et al., 2002).
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Cerca de 80% das doencas cardiovasculares, 90% do diabetes mellitus tipo 2 e
30% dos canceres poderiam ser evitados por mudancas na dieta e estilo de vida
(WHO/FAO, 2002).

O estresse oxidativo (tema que serd abordado mais adiante nesta revisdo) estd
claramente associado a uma ampla gama de processos ligados a doencgas agudas e
cronicas, e, apesar de serem necessarios estudos mais longos e consistentes, dados
epidemioldgicos em geral indicam beneficios em se manter dietas com maiores
quantidades de antioxidantes, mais especificamente com elevadas quantidades de frutas

e vegetais. (WILLCOX et al., 2004).

2.2. Estresse oxidativo e sistema de defesa antioxidante

2.2.1. Radicais livres

Radicais livres (RL) sd@o 4&tomos ou moléculas altamente reativos que contém um
elétron desemparelhado na ultima camada eletronica, o que confere ao atomo ou
molécula alta reatividade. Sdo formados por reagcdes de 6xido reducdo, apds cederem ou
receberem um elétron de outras moléculas instdveis (FERREIRA E MATSUBARA et
al., 1997).

Nos sistemas biologicos, os radicais livres ocorrem naturalmente, pois resultam,
em sua maioria, das reagdes do metabolismo celular aerdbio, que envolvem o oxigénio
molecular (O;), localizado na membrana interna da mitocondria para a produgdo de
energia (ATP). Nesse caso os radicais livres sdo chamados de “espécies reativas do
metabolismo do oxigénio” (EROs). Estas também podem ser espécies que ndo sao
radicais livres, mas que sdo derivadas do oxigénio e capazes de gerar radicais livres
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000).

As principais EROs sao:

(1) radical superdxido (O7;) — a adi¢do de um elétron na molécula de O, em seu estado
fundamental ocorrera em um de seus orbitais resultando na formacgdo do radical

superoxido com apenas um elétron ndo pareado, podendo gerar outras espécies de maior
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reatividade como o peroxido de hidrogénio, hidroxila e o peroxinitrito (HALLIWELL e
GUTTERIDGE 2000).

02 +e > 0_2

(2) peroxido de hidrogénio (H,0,) — resultante da redugdo com 2 elétrons do O, (0,7):

0, +2¢€ +2H — H,0,

O H,0, ndo apresenta a caracteristica de radical livre, pois em seus orbitais os
elétrons estdo pareados (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000). Esta espécie torna-se
importante devido a sua caracteristica hidrossoluvel, permitindo sua permeabilidade
através de membranas biologicas; e também devido a produ¢do de outros radicais de
maior reatividade, como o radical hidroxila (FERREIRA ¢ MATSUBARA, 1997,
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000).

(3) radical hidroxila (OH") — sua formacdo in vivo pode estar relacionada com a
decomposi¢cdo do peroxinitrito, do perdéxido de hidrogénio ou superoxido, e com a
presenca ou ndo da acdo catalitica de metais de transi¢do (ferro), conhecidas como
reacoes de Fenton e Haber-Weiss, conforme esquema abaixo:

Fe*" + H,0, — Fe’* + OH + OH’

Fe'" + H,0, — Fe’" + HO, + H'

Este € o radical de maior reatividade entre as espécies de oxigénio, e reage rapidamente
com inumeras biomoléculas, danificando o alvo mais proximo do local (HALLIWELL e

GUTTERIDGE, 2000).

(4) oxigénio singlete ('O,) — é a forma excitada do oxigénio molecular ¢ ndo possui
elétrons desemparelhados em sua Gltima camada. O 'O, ¢ excitado por moléculas
previamente excitadas pela luz (fotessensibilizagdo), e pode ser produzido por reagdes
envolvendo enzimas sem a acdo da luz (ABDALLA, 2006). Possui alta reatividade,

sendo um poderoso agente oxidante.
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Também existem as “espécies reativas do metabolismo de nitrogénio” (ERN),

como o 6xido nitrico e peroxinitrito.

(1) 6xido nitrico (NO): ¢ gerado in vivo a partir do aminoécido arginina, possui um
potencial toxico e estd relacionado a formagdo de outras espécies altamente reativas,

como o radical hidroxila e o peroxinitrito (HALLIWELL et al., 1995).

(2) peroxinitrito (ONOO"): este sofre protonacdo em pH fisiologico e pode se decompor,
gerando radical hidroxila e dioxido de nitrogénio em uma quebra homolitica dessa
molécula, conforme esquema abaixo (HOOG et al., 1992):

ONOO™ +H" — 'OH + NOy

O peroxinitrito € também uma espécie potencialmente toxica, agindo diretamente
sobre moléculas bioldgicas, podendo ser encontrado na fumaca gerada pela queima do
cigarro e de materiais organicos (HALLIWELL et al., 1995).

Os macrofagos e neutrofilos produzem RL como defesa contra micro-organismos
invasores, causando lesdes a esses seres. Além do metabolismo celular, fatores exdgenos
sdo capazes de gerar os RL, como ozodnio, radiagdes gama e ultravioleta, tabaco,
substancias toxicas presentes no ar € em alimentos (aditivos, toxinas e hormonios),
consumo excessivo de gordura saturada e medicamentos.

Entretanto, os RL quando em excesso estdo associados a danos a
macromoléculas, como os lipideos, proteinas e DNA, desencadeando envelhecimento e
diversas doencas, como aterosclerose, diabetes, cancer, doenca de Parkinson e

Alzheimer (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2000).
2.2.2. Oxidacao lipidica
Todos os componentes celulares encontram-se propensos ao ataque dos radicais

livres, mas a membrana celular, rica em lipidios insaturados, ¢ uma das mais

susceptiveis (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; NAWAR 1996). Conseqiientemente,



30

ha perda da seletividade na troca ionica e liberacdo do conteudo de organelas, como as
enzimas hidroliticas dos lisossomos, e formacdo de produtos citotdoxicos (como o
malonaldeido), culminando com a morte celular.

As lesdes causadas pelo processo oxidativo in vivo induzidas por radicais livres
podem estar associadas a varias condic¢des clinicas, como lesdes das fibras cardiacas,
iniciacdo e progressdo da carcinogénese, inflamacdes cronicas, diabetes, doencas auto-
imunes e relacionadas ao processo de envelhecimento (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2000).

Em alguns processos a oxidagdo lipidica ¢ desejavel, como na resposta
inflamatoria, em que participa da formacdo de prostaglandinas e de outras vias de
transducdes de sinais. Porém, o excesso dos produtos gerados por esse processo pode ser
prejudicial (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000).

A oxidagdo lipidica pode ocorrer por duas vias: a via enzimatica, que envolve
lipoxigenase e cicloxigenases na oxigenacao dos acidos graxos polinsaturados; e a via
que envolve a participagdo de EROs e ERNs, metais de transicao e outros (LIMA e
ABDALLA, 2006).

O mecanismo de liperoxidac¢do ¢ uma reacdo em cadeia, iniciada frequentemente
pelo radical hidroxila (OH") representado pelas etapas de iniciagdo, propagagdo e

terminacao. Essas etapas estdo descritas a seguir, onde L representa o lipideo:

(1) Iniciacao: LH + OH (ou LO’) — L + H,O (ou LOH).

Acidos graxos insaturados (LH) sdo convertidos, via abstragio de hidrogénio (H)
da membrana celular, em radicais livres lipidicos (L"). Tal seqliestro pode ser realizado
pelo OH' (radical hidroxila) ou pelo LO" (radical alcoxila), formados inicialmente pela
reacdo de moléculas de lipideos com o O, catalisada por algum agente como a luz, o
calor ou ions metalicos.

(2) Propagacao: L + O, — LOO
LH+LOO — L + LOOH



31

Os radicais livres gerados sdo oxidados pelo oxigénio molecular (O,), originando
radicais peroxila (LOO"), que por sua vez seqliestram novo hidrogénio do acido graxo
insaturado, formando novamente o L' (radical livre lipidico) na segunda equacgdo da

propagacao.

(3) Terminagdao: LOO + L — LOOL
LOO + LOO — LOOL + O,

A fase de terminacao ¢ resultado da reagdo em cadeia entre os proprios radicais
formados durante todo o processo, formando produtos ndo radicais como os aldeidos.
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Os principais produtos finais da oxidagado lipidica compreendem os derivados da
decomposi¢cdo de hidroperoxidos, como alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres e outros
hidrocarbonetos. O malonaldeido ¢ o maior produto secundario da oxidacdo lipidica,
apresentando efeito citotoxico, carcinogénico, mutagénico (FERRARI, 1998).

Uma vez iniciada, a reagao de oxidagdo lipidica segue em cadeia, € somente
termina quando estiverem esgotadas as reservas de 4cidos graxos insaturados e o
oxigénio do meio (KIRK, 1984, citado por FERRARI, 2000).

Por esta razdo, os fatores que desencadeiam, bem como o0s que previnem a
oxidagdo lipidica sdo amplamente discutidos e documentados, sendo objeto de estudo

nas ultimas décadas (FERRARI e TORRES, 2000).

2.2.3. Estresse oxidativo e antioxidantes

O estresse oxidativo consiste em um estado de desequilibrio entre espécies reativas
de oxigénio (EROs) e defesa antioxidante. Ocorre quando hé insuficiéncia das defesas
antioxidantes do organismo, ou excesso de producdo de EROs, resultando em danos
oxidativos como aumento no nivel de peroxidagdo lipidica de membranas, aumento da
carbonilagdo de proteinas e danos ao DNA (FERREIRA ¢ MATSUBARA, 1997, SIES
et al., 2005).
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Existem muitos trabalhos que relacionam o excesso de oxidantes com doencas,
como diabetes, fibrose cistica, catarata e infecgdes (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2000, WILLCOX et al., 2004 ). Entretanto, LEVANDER et al., (1995) identificou que
esse estado pode também ser protetor no caso de algumas infec¢des parasitarias, como
na maldria, em que o excesso de oxidantes ¢ mais danoso ao parasita do que ao
organismo.

Para prevenir a sobrecarga de EROs o organismo possui mecanismos de defesa, os
antioxidantes ndo enzimaticos (B-caroteno, selénio, a-tocoferol, vitamina C e compostos
fenolicos), e os enzimaticos (superdxido dismutase - SOD, catalase - CAT e glutationa
peroxidase — GPX) (YU, 1994; SIES et al., 2005). Estudos epidemioldgicos relatam que
o aumento da ingestdo de antioxidantes na dieta estd associado a diminui¢do no risco de
DCNT (HUNG et al., 2004).

Antioxidante ¢ definido como uma molécula capaz de prevenir ou desacelerar a
oxidagdo de outras, enquanto que antioxidante bioldgico foi definido como qualquer
substdncia que em concentragdes baixas quando comparada a concentracdo de
substancias oxiddveis retarda ou atrasa significativamente a oxidacdo do substrato
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000). Os antioxidantes naturais, presentes em plantas
e alimentos, sdo alvo de pesquisas para investigar seu possivel uso na prevencao das

doengas citadas (MOON e SHIBAMOTO, 2009).

2.2.4. Compostos bioativos em alimentos

Os compostos bioativos presentes em alimentos sdo coadjuvantes nos mecanismos
de protecdo contra DCNT e melhoria do estado de satide que estdo além de suas fungdes
nutricionais basicas (LOLIGER, 1991, SHI et al., 2002). Essa agdo protetora ¢ atribuida,
em parte, a acdo antioxidante de determinadas substincias presentes nos alimentos que
auxiliam no combate ao estresse oxidativo.

Nos tltimos anos, um crescente numero de evidéncias foi apresentado a respeito da
influéncia de compostos bioativos isolados ou em conjunto na expressao génica humana.

Doengas extremamente complexas, como as DCNT, poderdo com o auxilio das
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ferramentas de nutrigenomica e nutrigenética (que visam identificar diferentes respostas
de genes as substancias bioativas entre os individuos) serem reguladas pela ingestao de
alimentos com componentes que ativam ou inativam seus respectivos genes (EVANS et
al., 2006).

Revisdes recentes indicam a necessidade de estabelecimento da concentracdo de
compostos bioativos de diferentes dietas numa abordagem de manutencao de saude
(BASTOS et al, 2007a). O teor destes compostos, normalmente oriundos do
metabolismo secundario das plantas ¢ extremamente varidvel, o que dificulta a indicagao
de um teor de ingestdo didrio na dieta que possa trazer beneficios a saude. Ainda
assim, existe um esforco na identificacdo de intervalos de concentragcdo que possam ser
utilizados com esta finalidade, a exemplo do que ja foi feito para a cafeina e flavondides

(USDA, 2003; FILIP et al., 2001).

2.3. Cha mate

A erva mate (produto constituido exclusivamente de folhas e galhos moidos e secos
de llex paraguariensis, de acordo com a legislagdo brasileira e argentina) ¢ uma planta
origindria da América do Sul, encontrada em herbais nativos ou adensados, explorados
por pequenos produtores, que se reinem em cooperativas para processd-la e
comercializa-la com grandes empresas produtoras da erva. O maior produtor ¢ a
Argentina, seguido pelo Brasil (IBGE, 2005).

As folhas da erva mate (I/lex paraguariensis) sao utilizadas na preparacao de bebidas
consumidas em larga escala na Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil. A erva mate ¢
consumida sob a forma de chid-mate (infusdo da erva mate tostada) e chimarrdo ou tereré
(elaborados com a erva mate verde seca e cancheada) (BASTOS et al.,, 2005).

Até se transformar em cha mate tostado, a erva mate sofre varios processamentos:
sapeco, secagem, cancheamento, peneiramento e torra. O sapeco consiste na passagem
dos ramos com folhas sobre as chamas do sapecador, essa etapa inativa enzimas
(peroxidase e polifenoloxidase) e retira a umidade superficial para evitar a oxidagdo que

causa o escurecimento indesejado da erva. A proxima etapa, a secagem, ird desidratar a
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erva por completo, com uma perda de peso de aproximadamente 60%. O cancheamento
¢ a trituragdo das folhas e talos secos para posteriormente serem peneirados, separando
talos, folhas, pd, goma e palito. A erva mate destinada ao cha mate ¢ entdo submetida a
um forno semelhante ao de torrefagdo de café para dar origem a erva mate tostada. Na

figura 1 esta o fluxograma de preparag@o do chd mate tostado (EMBRAPA, 2008).

Colheita de ramos e folhas

d

Sapeco

d

Secagem

d

Cancheamento

d

Peneiramento

d

Torra

U

Empacotamento

Figura 1: Fluxograma de obten¢o da erva mate tostada Fonte: EMBRAPA, 2008

Os efeitos benéficos do uso de bebidas a base de erva mate ja foram descritos pela
medicina popular e por herboristas. Artrite, dor de cabega, constipagdo, reumatismo,
hemorroéidas, obesidade e fadiga, retengdao de liquido, hipertensdo, digestdo lenta e
desordens hepaticas sdo os problemas de satide para os quais o uso de erva mate ¢
recomendado na medicina popular.

Entretanto, a relagdo entre o consumo do chimarrao e a alta incidéncia de cancer de
esofago em populagdes que tradicionalmente consomem esta bebida, em volumes

superiores a 1L por dia, foi objeto de estudos epidemioldgicos entre os anos 70 e 90 do
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século passado. Os resultados indicam que a alta temperatura de ingestdo do chimarrao,
e nao algum componente especifico desta bebida origina lesdes que propiciam a
instalacao da neoplasia (PINTO et al., 1994, GOLDENBERG, 2002).

Ja os primeiros estudos sobre efeitos benéficos a saude da erva mate (chimarrao),
resultado de atividade antioxidante, foram publicados em meados da década de 90
(GUGLIUCCI e STAHL 1995; GUGLIUCCI, 1996; SCHINELLA et al., 2000). Estes
trabalhos despertaram o interesse da comunidade cientifica para este alimento com
potencial de proteger a satide (Tabela 1).

Efeitos benéficos do consumo das bebidas derivadas da erva mate foram
demonstrados em diversos estudos experimentais, e envolvem prevenc¢do dos fatores de
risco para doengas cardiovasculares, como inibi¢do da progressao da aterosclerose
(MOSIMANN et al., 2005), acao hipocolesterolémica (STEIN et al., 2005; GORGEN et
al., 2005) e atividade vasodilatadora (BAISH et al., 1998).

Além de prote¢do contra as doengas cardiovasculares, outras pesquisas in vitro € in
vivo demonstraram efeitos contra o diabetes (LUNCEFORD e GUGLIUCCI, 2005;
HEMMERLE et al., 1997), melhora na digestdio (GORZALCZANY et al., 2001) e como
coadjuvante no tratamento da obesidade (MARTINET et al, 1999; ARCARI et al,
2009). De acordo com SCHINELLA et al., (2000) a ingestdo de mate pode ser um meio
econdmico e efetivo de melhorar o sistema protetor antioxidante ao ajudar o organismo a
combater o estresse oxidativo.

Na tabela 1 estdo destacados alguns dos principais estudos sobre os efeitos benéficos

da erva mate.
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Em estudo recente realizado por OLIVEIRA et al, (2008), com ratos Wistar
induzidos ao diabetes por aloxana verificou-se que o extrato de erva mate verde soluvel
reduziu significativamente a expressao génica do transportador de glicose no intestino
(SGLTTI), indicando que os compostos bioativos da erva mate sdo capazes de reduzir a
absorcao de glicose.

Estudos epidemiologicos correlacionam o elevado consumo de flavondides com
baixa incidéncia de doenga cardiaca coronariana (GELEIINSE et al., 1999; HERTOG et
al., 1995). Porém, resultados controversos de estudos in vivo mostraram aumento da
mortalidade por esse tipo de doenca em homens consumidores de ché, provavelmente
devido a adicao de leite na bebida, diminuindo a absor¢do de flavonodides ou devido a
outros fatores de confusdo nao identificados (SERAFINI ez al., 1996; HERTOG et al.,
1997).

Muitos autores identificaram na erva mate e seus derivados, as xantinas (cafeinas e
teobrominas) (ATHAYDE et al, 2000), os compostos fenolicos, como 4acidos
clorogénicos e o acido caféico (MAZZAFERA, 1997; CARINI et al., 1998, FILIP et al.,
2001, BASTOS e TORRES, 2003; CHANDRA e MEJIA, 2004) e as saponinas
(GNOATTO et al., 2005) aos quais foram atribuidos os efeitos benéficos acima citados.
Além disso, os autores MALIK ef al., (2008) verificaram que a erva mate verde ¢ uma
importante fonte de minerais, contendo altas concentracdes de B, Ca, Cu, Mg, Mn e Zn.

As bebidas derivadas da erva mate sdo ricas em compostos fendlicos antioxidantes
(BASTOS et al., 2005; BASTOS et al., 2006) e varios estudos recentes mostram o seu
potencial como coadjuvante da manutencao de satide (tabela 1).

A partir de uma pesquisa bibliografica realizada nas principais bases de dados
cientificas foi verificado a que o nimero de trabalhos com informacdes sobre o cha mate
¢ pequeno quando comparado a erva mate verde, chimarrdo, tereré e principalmente aos
chés verde ou preto (Camelia sinensis).

O United States Department of Agriculture (USDA, 2003) elaborou uma base de
dados do conteudo de flavonoides em diversos alimentos, mas ndo ha dados para os

polifendis e saponinas. Informagdes sobre o conteudo de compostos bioativos nas
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bebidas derivadas da erva mate sdo de grande importancia em estudos epidemioldgicos
para que se possa quantificar a ingestdo de seus compostos bioativos em populacdes
consumidoras de cha mate, chimarrao e tereré, a fim de avaliar o impacto do seu

consumo na saude humana.

2.3.1 Substancias bioativas da erva mate

2.3.1.1. Saponinas

As saponinas fazem parte de um grupo de compostos amplamente distribuidos nas
plantas, caracterizadas pela presenca de uma aglicona triterpendide ou esteroidal e uma
ou mais cadeias glicosidicas. Sdo altamente soliveis em agua, propriedade que confere
as bebidas a base de erva mate o gosto amargo e a formagao de espuma (SPARG ef al.,
2004). A porg¢ao aglicona das saponinas da erva mate ¢ composta por dois triterpendides,
os acidos ursolico e oleandlico (Figura 2). Essas substancias sdo responsaveis pela
estabilizacdo de membranas e formagdo de grandes micelas mistas com esterdides e

acidos biliares (GOSMANN e SCHENKEL, 1989).
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Figura 2: Estrutura molecular dos acidos ursoélico e oleanolico. Fonte: BASTOS et al., (2007a)
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Em uma revisdo feita por SPARG et al., (2004) outras atividades biologicas das
saponinas foram verificadas, como atividade hipocolesterolémica, anti-hemolitica, anti-
inflamatéria, antifingica, antibacteriana, antimicrobiana, antiparasitica, antitumoral e
atividade antiviral.

LIU (1995) publicou em uma revisdao estudos sobre o efeito farmacologico dos
acidos oleanolico e ursolico. Esses compostos apresentaram efeito hepatoprotetor em
ratos com lesdo hepdatica induzida. Os 4cidos ursolico e oleandlico das saponinas
apresentaram ainda efeito anti-inflamatdrio, anti-arritmico, anti-tumoral e propriedades
estabilizantes em membranas.

Em um ensaio com ratos hipercolesterolemizados, MATSUI et al, (2006)
verificaram que o extrato livre de catequinas (rico em saponinas e cafeina) de ché verde
(Camelia sinensis) tem efeito hipocolesterolemizante e aumenta a excrecao de colesterol
nas fezes. Os autores atribuiram este Ultimo efeito as saponinas, uma vez que a cafeina
foi referida como hipercolesterolemizante em outros estudos.

Estudos que tiveram como objetivo desvendar os mecanismos de atuagdo das
saponinas na redu¢do do colesterol verificaram que por meio da inibicdo da lipase
pancredtica as saponinas atuam positivamente no metabolismo e absor¢ao de colesterol e
gorduras (HOSTETTMANN e MARSTON, 1995 e HAN et al., 2002). A formagdo de
grandes micelas com os acidos biliares, nao reabsorvidas pelo intestino delgado, ¢ outro
mecanismo de reducao do colesterol pelas saponinas. Essas micelas sdo eliminadas nas

fezes, tornando necessaria a sintese de acidos biliares a partir do colesterol plasmatico

(SIDHU e OAKENFULL, 1986).

2.3.1.3. Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos sdo substincias naturalmente presentes na maioria dos
vegetais e sdo, portanto, parte da dieta humana. Englobam desde moléculas simples até
outras com alto grau de polimerizacdo (BRAVO ef al., 1998), aparecem nos vegetais na

forma livre ou ligados a acucares (glicosidios) e proteinas (CROFT et al., 1998). Sao
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formados por anéis aromaticos ligados @ um ou mais grupo hidroxila, subdivididos em
grupos pelo namero de anéis (HAN et al., 2007):

1) Acidos fendlicos com as subclasses derivadas do acido hidroxibenzoéico como o 4cido
galico e do 4cido hidroxicindmico, contendo caf€ico, ferrtilico e cumarico;

2) Flavonodides que incluem os flavondis, as flavonas, as isoflavonas, as flavanonas, as
antocianidinas e flavandis;

3) Estilbenos;

4) Lignanas e ligninas poliméricas;

Os 4cidos fenolicos estdo subdivididos em dois grupos, a saber: derivados do
acido hidroxicinamico e derivados do &cido hidroxibenzdico. Os derivados do acido
hidroxicinamico sdo a principal classe desses compostos, possuem um anel aromatico
com uma cadeia carbdnica, constituida por 3 carbonos ligada ao anel. Os &cidos p-
cumdrico, fertlico, caféico e sinaptico sdo os mais comuns na natureza. Estes acidos
existem nas plantas, usualmente na forma de ésteres, a exemplo dos 4cidos clorogénicos,
formados pela esterificagdio do acido quinico com um desses derivados (DEGASPARI E
WASZCZYNSKY]J, 2004).

Os é4cido 5-O-cafeoilquinico (4cido quinico esterificado ao 4cido caféico) ¢ o
mais relatado desta classe de compostos, sendo também o mais abundante na erva mate
(CLIFFORD, 2000; CARINI et al., 1998; BASTOS et al., 2007a). Na figura 3 esta a

estrutura molecular dos &cidos clorogénicos.
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Cafeoil= =

4 _10 ‘\\\\‘l‘

R,O

Derivados do acido dicafeoilquinico
R! =R*=H; R?=R® = cafeoil
R! =R%=H; R*=R*= cefeoil
R! =R?®=H; R? = R*= cefeoil
R?=R3*=H; R! = R* = cefeoil

Derivados do acido cafeoilquinico

R?*=R>=R*=H; R' = cafeoil (4cido clorogénico)
R!=R>=R*=H; R? = cafeoil (4cido neo-clorogénico)
R!=R?=R*= H; R® = cafeoil (4cido cripto-clorogénico)

Figura 3: Estrutura molecular dos principais compostos fenolicos da erva mate. Fonte:
BASTOS et al. (2007a)

Segundo estudos realizados em humanos os acidos clorogénicos sdao absorvidos pelo
intestino apos a metaboliza¢do por bactérias, (OLTOFF et al, 2000 e 2003). Em um
trabalho recentemente publicado, MARQUES e FARAH (2009) avaliaram a composi¢ao
de acidos clorogénicos de 14 plantas secas medicinais encontrando a maior concentragao
na erva mate verde, seguida da tostada.

De acordo com LIMA e MELO (2004), a erva mate verde tem grande quantidade
de fenolicos (98,15 mg/g, enquanto o Peumus boldus — boldo-do-Chile apresenta 65,96
mg/g). Em uma comparagdo entre cha verde, vinho tinto e erva mate verde, BIXBY et
al., (2005) encontraram a maior concentracdo de polifendis e melhor atividade
antioxidante na erva mate. BASTOS et al, (2006) ao compararem as capacidades
antioxidantes da erva mate e do cha mate pelo método do ferrotiocianato nado
observaram diferenga significativa.

Em estudo recente demonstrou-se que o acido clorogénico (SCQA), em
concentragdes iguais as relatadas em seres humanos, inibe a inativa¢do da paraoxonase-1
(PON-1), enzima provavelmente envolvida no mecanismo de protecdo da HDL sobre a

oxidagdo da LDL (GUGLIUCCI e BASTOS, 2009).
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A maioria dos efeitos benéficos da erva mate sdo atribuidos aos compostos
fenolicos presentes, a quantidade dessas substancias na erva ou em suas bebidas pode
variar consideravelmente devido a intimeros fatores, como técnicas agricolas,
processamento, local e época de colheita e meio de preparo (BASTOS et al., 2007a).

Algumas atividades bioldgicas ja observadas foram: propriedade quelante de metal
de transicao (CARINI ez al., 1998), sequestro de radicais livres (RICE-EVANS, 1996),
inibicao da oxidacdao da LDL colesterol (SALAH et al., 2005, VINSON et al., 1995) e a
melhora de pardmetros do diabetes mellitus tipo 2 em humanos atribuida aos acidos
fenolicos (JOHNSTON et al., 2003 e 2004). Resultados de outros estudos sobre a

atividade bioldgica da erva mate foram reunidos na tabela 1, no item 2.2 deste capitulo.

2.3.1.4. Melaninas

As melaninas sdo pigmentos escuros de elevado peso molecular formados pela
oxidacdo ou polimerizagdo dos polifendis (COULTATE, 2004), responsaveis pela
coloragdo de plantas, frutos, animais, flores, pele ou cabelo humanos.

As melaninas naturais de animais e plantas apresentam diversos pap€is
bioldgicos, como o efeito imunoestimulador, conforme verificado por SAVA et al.,
(2001), ao estudarem melaninas isoladas do ché preto. HUNG et al., (2006) observaram
que as melaninas do cha preto possuem efeito antioxidante em ratos induzidos a
oxidagdao. Segundo HALDER et al, (1998) a formacdo das melaninas ocorre
provavelmente devido a abundancia de polifendis presentes e enzimas especificas, como
a polifenoloxidase. A erva mate, como a maioria dos vegetais possui a enzima, e,

portanto pode formar melaninas.

2.3.1.5. Xantinas

A cafeina, a teofilina e a teobromina (figura 4) sdo alcaldides purinicos presentes na

erva mate. Dentre esses compostos a cafeina € o mais abundante e est4 relacionada com
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os efeitos estimulantes no sistema nervoso central (SNC), com fungdes musculares,
cardiacas e renais. O efeito no SNC melhora as fungdes psiquicas e cerebrais, €
consequentemente melhora a vigilancia e atividades mentais (BOKUCAHA e
SKOBELEVA, 1980).

Alguns autores indicam que a principal fonte de cafeina entre os adultos ¢ o café
(BARONE e ROBERTS, 1996; MANDEL, 2002). Porém, esses estudos nao levam em
consideragdo o consumo de bebidas da erva mate. Talvez nao seja incorreto afirmar que
uma das principais fontes de cafeina de algumas regides da América do Sul seja a erva
mate.

BASTOS et al., (2005), ao analisarem o teor de cafeina em diferentes marcas de cha-
mate comercializados em Sao Paulo verificaram que h4 uma grande variagdo do teor

deste composto bioativo entre diferentes marcas e entre os lotes de uma mesma marca.

.
PO T
“r [ ]

Cafeina Teobromina
Figura 4: Estrutura molecular dos alcaldides purinicos da erva mate. Fonte: BASTOS et al.,

(2007a)

2.4. Validacao dos métodos

O termo validagdo possui diversas defini¢des na literatura, por ndo se tratar de
um termo especifico. De acordo com o INMETRO (2007), a EAL (1997), EC (2002) e
ISO (2005), validagdo é a comprovagao, pelo fornecimento de evidéncia objetiva, de que

os requisitos para uma aplica¢do ou uso pretendido foram atendidos. Segundo Horwitz
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(2003), validagdo ¢ o processo de verificagdo ou demonstragdo de certeza ou corre¢ao
(correctness).

Medidas analiticas sao realizadas todos os dias em milhdes de laboratorios pelo
mundo. As razdes para se fazer essas medidas sd3o intimeras, incluindo desde checar a
qualidade de alimentos e bebidas para fins de consumo e comércio até analisar fluidos
bioldgicos presentes em cenas de crimes. A partir dos resultados de anélises como estas,
decisOes serdo tomadas, gerando aplicacdo de mais recursos financeiros, multas e/ou
punicdes. A importancia da validagdo estd na responsabilidade do resultado da andlise
ser correto para evitar uma aplicagdo injusta ou inapropriada do recurso ou puni¢do
(INMETRO, 2007).

De acordo com BRUCE et al., (1998), o processo de validagao pode ser dividido
nas etapas de desenvolvimento, otimizagdo, validacdo, aplicacdo e revalidagdo do
método, e a passagem de uma etapa para outra acontece suavemente. Entretanto, outros
pesquisadores consideram a separagdo das etapas do processo analitico algo fora da
realidade (GREEN, 1996; HUBER, 1998; EURACHEM, 1998). Em resumo, esses
autores consideram que a validagdo do método estd intimamente ligada ao
desenvolvimento, isto porque muitos pardmetros associados a validacdo sdo
normalmente avaliados durante o desenvolvimento.

Existem diversas formas que um método pode ser desenvolvido, desde a partir de
um método ja existente, envolvendo adaptacdes, até a partir de um delineamento
experimental para a criagdo de um novo método. Esta tltima forma ¢ mais trabalhosa e
parte também de uma davida inicial a respeito do sucesso do método desenvolvido
(EURACHEM, 1998). Segundo WOOD (1999) em ambos os casos o método deve ser
validado.

Segundo o INMETRO (2007), a validacdo compreende diversos pardmetros:

- Especificidade e Seletividade
- Linearidade
- Faixa de trabalho e Faixa linear de trabalho

- Sensibilidade
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- Limite de detecgao

- Limite de quantificagdo

- Exatidao e tendéncia (bias)
- Precisao

- Robustez

- Incerteza de medigao

Um método pode ser validado intralaboratorialmente ou interlaboratorialmente.
No proprio laboratorio, a validagdao pode ser feita por teste de recuperagdo e por
utilizacdo de uma ou duas das opgdes apresentadas: por meio da comparagdo com um
método independente ou com o uso de um material de referéncia certificado.
Interlaboratorialmente, a validagdo pode ser realizada por meio de um estudo
colaborativo, envolvendo 2 ou mais laboratorios (SOARES, 2001).

Cabe ao laboratério decidir quais parametros de valida¢do serdo avaliados, de
acordo com a necessidade. A validacdo de um método tem um elevado custo e requer
tempo para ser concluida (EURACHEM, 1998).

Existem diversas defini¢gdes e métodos para a validagdo de um procedimento,
para este trabalho o documento de “Orienta¢do sobre validacdo de métodos e ensaios
quimicos” do INMETRO foi tomado como guia para a execucao do trabalho. No quadro
1 estdo as defini¢cdes e os métodos para obtencdo dos parametros de validacao, segundo

0 documento do INMETRO (2007).
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2.5. Métodos de avaliacdo da atividade bioldgica in vitro

H4 um grande interesse no estudo da atividade bioldgica dos alimentos,
principalmente daqueles que t€ém potencial protetor a saude, prevenindo a formagdo ou
acdo deletéria dos radicais livres no corpo humano, ou que previnem a oxidacao lipidica
ou de outros constituintes dos alimentos. Paralelo a esse crescente interesse pelos
antioxidantes, estd o aumento do uso de métodos para avaliar a eficiéncia das
substancias em proteger a oxidagao (MOLYNEUX, 2004).

Os testes de atividade antioxidante em alimentos e sistemas bioldgicos
podem ser divididos em dois grupos. Aqueles usados para avaliar a peroxidacao lipidica,
em que um substrato lipidico ou uma lipoproteina em condi¢des padrao sdo usados € o
grau de inibicdo da oxidagdo ¢ medido (sistema de oxida¢do P-caroteno e &cido
linoléico, determinacdo de malonaldeido, formacao do acido tio-barbitarico etc). E
aqueles usados para medir a capacidade de sequestrar radicais livres (capacidade de
sequiestrar o radical DPPH, teste da capacidade antioxidante do radical oxigénio -
ORAC, poder redutor do ion ferro/ ensaio do poder antioxidante - FRAP) (SANCHEZ-
MORENO, 2002; MOON et al., 2009). Segundo OU et al., (2001) ndo ¢ possivel medir
a atividade antioxidante total usando apenas um método.

Uma busca no portal de literatura cientifica ISI Web of knowledge, com as
palavras-chave antioxidant activity (atividade antioxidante em inglés), excluindo as
patentes, apenas com artigos publicados em 2009, resultou 1704 documentos, ao fazer a
mesma busca para o ano de 2008, apareceram 4694 trabalhos. Isso demonstra a
relevancia do assunto e o interesse para o publico em geral, comunidade médica,
especialistas em nutri¢do e cientistas e pesquisadores de alimentos e em satde em saber
a capacidade antioxidante dos alimentos que consumimos.

Foi demonstrado que alimentos que contém saponinas e saponinas isoladas de
alimentos podem reduzir a concentracdo de colesterol plasmatico in vivo (MALINOW et

al., 1981; KOZUHAROV et al., 1986).
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No presente trabalho, foram utilizados quatro métodos de avaliagdo da biologica
in vitro: um que avalia a peroxidagdo lipidica, dois que avaliam a capacidade de
seqliestrar radicais livres e a avaliagdo da atividade ligante de acidos biliares.

Os itens a seguir sdo pequenos resumos dos métodos utilizados no presente

estudo para a avaliagdo da atividade bioldgica do chd mate e fragdes isoladas.

2.5.1. Teste de capacidade antioxidante do radical oxigénio - ORAC (Oxygen
Radical Antioxidant Activity)

Esse método foi originalmente desenvolvido por CAO et al., (1993), utilizando a
B-ficoeritrina (B-PE, uma proteina fluorescente) como indicador para avaliar a atividade
antioxidante de sangue. No ensaio, o decaimento da fluorescéncia (FL) do B-PE frente
ao gerador de radicais livres AAPH (2,2'-azobis(2-amidinopropano) dihidroclorida, ¢
medido ao longo do tempo, utilizando como padrao antioxidante o Trolox (6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico) andlogo hidrossoluvel da vitamina E.

O método ndo mede apenas a capacidade do antioxidante em seqiiestrar os
radicais livres, mas leva em consideracdo o tempo de inibicdo da oxidacdo (TABART et
al., 2009).

OU et al, (2001) descobriram que a proteina utilizada como indicador
apresentava desvantagens como grande variagdo de FL entre lotes, sensibilidade em
leitor de placas, e as proteinas interagem com os polifendis, perdendo FL mesmo sem a
adicao do gerador de radicais livres. Para resolver esse problema os autores substituiram
a proteina B-PE por fluoresceina (37,6 -dihidroxispiro[isobenzofurano-1[3H], 9'[9H]-
xantina]-3-ona), um indicador fluorescente ndo-protéico que supera as limitagdes do -
PE. O método foi validado intra-laboratorialmente e reconhecido pela industria, sendo o
atual método de escolha para quantificar a capacidade de seqiiestrar o radical peroxila de

uma amostra (OU et al., 2001).
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2.5.2. Capacidade de seqiiestrar o radical DPPH

Introduzido ha aproximadamente 50 anos pelo pesquisador da Universidade de
Stanford, Mardsen Blois em 1958 (MOLYNEUX, 2004), o método recentemente se
tornou popular no estudo de antioxidantes naturais, devido a simplicidade e elevada
sensibilidade (MOON et al., 2009).

O método consiste na reacao entre a solucdo de compostos a serem testados com
o radical estdvel DPPH (2,2-Difenil-picrilhidrazil) em solu¢do metanolica. A redugdo do
radical DPPH ¢ monitorada pela redu¢do da absorbancia no comprimento de onda
especifico, quando em contato com uma substancia que pode doar hidrogénio. Em seu
estado estavel, o radical DPPH tem absorbancia méaxima a 517nm, apresentando
coloragdo violeta, mas na medida em que ¢ reduzido por um antioxidante a absorbancia
diminui, e a solugdo se torna amarelo claro. O decaimento da absorbéncia ¢ proporcional
a concentracdo de DPPH estavel restante no meio, em conformidade com a lei de
Lambert-Beer MOLYNEUX, 2003).

O meio de reacdo ¢ mantido em temperatura ambiente durante todo o ensaio. No
esquema abaixo estd representada a reagdo, sendo Z° o radical e AH o antioxidante que
tem o hidrogénio:

Z ' +AH=ZH+ A’

Durante a reagdo os antioxidantes se transformam em radicais livres que reagem
entre si terminando a reagao:

AT+A =A-A
2.5.3. Sistema de Oxidaciio de B-caroteno e Acido linoléico

H4 muito tempo se sabe que o P-caroteno reage com o radical peroxila
produzindo epdxidos, portanto ele foi estudado como antioxidante ou sequestrante de

radicais. Mais tarde, um ensaio utilizando-o em conjunto com lipideos, como o acido
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linoléico, foi desenvolvido (MARCO, 1968). Este método foi modficado por MILLER
em 1971, tornando-o mais simples e funcional.

O método se baseia na seguinte reacdo: na presenca de ROS e O; os lipideos
formam o radical peroxila (LOO"), na solu¢do, o radical reage com o [-caroteno,
formando um radical estdvel, diminuindo a quantidade de [-caroteno. Se um
antioxidante ¢ adicionado no meio, este reage competitivamente com o radical, inibindo
consequentemente a reacdo do ultimo com o PB-caroteno. Logo, o efeito antioxidante ¢
medido, monitorando a velocidade de decaimento da absorbancia a 470nm,
comprimento de onda tipico do B-caroteno (TSUCHIHASHI et al., 1995; MOON et al.
2009)

2.5.4. Atividade ligante de acidos biliares

A atividade ligante de acidos biliares in vitro ¢ um método utilizado para
verificar o potencial hipocolesterolemizante de alimentos, pois esse ¢ o mecanismo de
redugdo do colesterol de fibras dietéticas, proteinas e saponinas.

Esse mecanismo foi estudado por SIDHU e OAKENFULL, (1986), que
observaram a formacdo de micelas entre as saponinas isoladas da planta Quillaia
saponaria e acidos biliares no intestino. As micelas ndo sdo reabsorvidas pelo intestino,
levando o organismo a sintese de acidos biliares por meio da utilizagdo do colesterol
plasmatico.

No ensaio, os 4cidos biliares sdo conjugados primeiramente a 4cidos-3-oxo-biliares
em uma reagdo catalisada pela enzima 3 a-hidroxisteroide-desidrogenase (3a-HSD).
Nesta reacao de oxidagdo, uma quantidade equimolar de NAD ¢ reduzida a NADH. Na
continuagdo, o NADH ¢ oxidado a NAD seguido da redugdo simultdnea do NBT a
formazan pela agdo catalitca da diaforase. A intensidade da cor produzida ¢ diretamente

proporcional a concentracdo dos acidos biliares na amostra.
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3. DETERMINACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

O presente capitulo tem como objetivo apresentar a composi¢ao do cha mate,
relativamente aos compostos bioativos, e verificar se ha diferenca entre as marcas de cha
mate comercializadas no municipio de Sdo Paulo em 2008. Foram determinados os
solidos soluveis por gravimetria, fenodlicos totais por espectrofotometria e os compostos

fenolicos, xantinas e sapogeninas por CLAE.

3.1. Introducio

O interesse nos mecasnismos de acdo de substincias antioxidantes frente a
prevengdo de doencas cronicas ndo transmissiveis, ¢ o papel dos antioxidantes da
alimentacdo na prevencdo de doengas tem despertado o interesse da comunidade
cientifica por mais de 20 anos (HALLIWELL, 2000; WILLCOX et al., 2004; SIES et
al., 2005; GUGLIUCCI e BASTOS, 2009; DUDONNE et al., 2009). Uma ampla gama
de compostos bioativos parece estar relacionada aos beneficios de dietas ricas em frutas
e hortalicas. Esses compostos variam em estrutura quimica e, conseqiientemente, na
funcdo bioldgica. Entretanto eles apresentam algumas caracteristicas em comum:
pertencem a alimentos do reino vegetal, sdo substancias organicas e geralmente de baixo
peso molecular, nem sintetizados pelo organismo humano e apresentam acdo protetora
na saude humana quando presentes na dieta em quantidades significativas (HORST e
LAJOLO, 2007).

A erva mate € consumida ha séculos, mas estudos cientificos conduzidos com a
planta sdo recentes, cerca de 2 décadas (HECK e MEJIA, 2007). Resultados de estudos
sobre sua acdo biologica parecem apoiar os populares efeitos terapéuticos da erva.
Diversos compostos bioativos ja foram encontrados na erva mate, aos quais foram
atribuidos os efeitos biologicos apresentados (BASTOS et al, 2007): compostos
fenolicos, como os acidos clorogénicos (CARINI et al., 1998; BASTOS et al., 2005 e
2006), saponinas (GOSMANN e SCHENKELL, 1989; GNOATTO, 2005),
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metilxantinas, principalmente cafeina e teobromina (ATHAYDE et al, 2000,
GNOATTO et al., 2007), além de minerais (MALIK et al., 2008). A maioria desses
estudos foi realizada apenas com a erva mate verde (seca e cancheada, usada para o
chimarrdo e tereré), e aparentemente ndo hd estudos com dados de saponinas na erva
mate tostada.

Este trabalho visa fornecer dados sobre o conteudo de compostos bioativos no
cha mate, a saber, compostos fendlicos totais, acido clorogénico (5CQA), acido caféico,
sapogeninas (acidos ursolico e oleandlico) e xantinas (cafeina e teobromina) e verificar
se ha diferenga na concentragdo destes compostos entre marcas comercializadas em
hipermercados da cidade de Sdo Paulo no ano de 2008. Para tanto, as metodologias para
determinagdo dos compostos bioativos por CLAE foram validadas de acordo com as

recomendacdes do INMETRO e AOAC (INMETRO 2007; AOAC, 2002).

3.2. Materiais e métodos

3.2.1. Materiais

3.2.1.1. Solventes e reagentes

Os solventes e reagentes foram de grau analitico ou cromatografico, dependendo da
analise. Solventes e reagentes (P.A.) como: alcool etilico, alcool metilico, cloroférmio,
acetato de etila, alcool butilico, acido cloridrico foram adquiridos das empresas Casa
Americana (CAAL) e Labsynth.

Os reagentes grau cromatografico, acetonitrila, metanol, 4cido acético, foram
adquiridos da Carlos Erba Brasil (CER Brasil) e Sigma Aldrich.

Os padrdes e reagentes 5-cqa (C3878), acido caféico (C0625), teobromina (88304),
cafeina (27600), acido ursoélico (89797), acido oleandlico (05504) foram adquiridos da
Sigma Aldrich (Alemanha).
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3.2.1.2. Amostras

A amostragem foi composta por trés lotes de trés diferentes marcas de chad mate em
saché comercializadas na cidade de Sao Paulo. As marcas escolhidas estavam presentes
em 100% dos hipermercados visitados. Para este trabalho, as marcas foram denominadas
X, YeZ.

Segundo ASTILL et al., (2001), além das condi¢des de crescimento € manufatura da
planta e do tamanho da particula, o material do saché e o método de preparo (quantidade
de cha e agua, tempo de infusdo e agitagdo) sdo os principais determinantes da
composicao da infusdo de chés. Portanto, a fim de eliminar interferéncias do material do
saché e do método de preparo, as amostras foram homogeneizadas, pesadas e embaladas
em sachés do mesmo material, € 0 método de preparo do ché foi padronizado.

Para a determinacdao dos &cidos fenolicos, xantinas e determinacdo da atividade
antioxidante po