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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagao em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

ERVA-MATE E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
Autora: Liana Pedrolo Canterle
Orientadora: Marta Weber do Canto
Co-Orientadora: Luisa Helena Rychecki Hecktheuer

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 11 de fevereiro de 2005, CCR - Sala Claudio
Antonio Mussoi, - 3110 - Prédio 42.

llex paraguariensis Saint Hilaire (Aquifoliaceae), conhecida popularmente como erva-mate, ¢ uma
espécie nativa da América do Sul e tem sua area de ocorréncia natural restrita ao Brasil, Paraguai e
Argentina. E um produto que ainda tem muito a ser melhorado, principalmente, em termos dos seus
usos industriais, a nivel internacional. = Antioxidantes sdo compostos que funcionam como
bloqueadores dos processos 0xido-redutivos desencadeados pelos radicais livres, impedindo os danos
gerados por eles, sendo largamente empregados em alimentos, medicamentos e cosméticos, e
recentemente, estdo sendo usados também em terapias antioxidantes em doengas onde radicais livres
estdo implicados. Este trabalho tem como objetivo avaliar a capacidade antioxidante do produto erva-
mate tipo chimarrdo utilizando amostras provenientes do estado do RS e SC, nos meses de junho,
julho e agosto, através de ensaios biologicos e quimicos. O estudo bioldgico foi realizado em células
eucarioticas da levedura Saccharomyces cerevisiae tratada com amostras de erva-mate em presenca
dos agentes estressores apomorfina e paraquat durante o metabolismo aerdbico (multiplicagdo celular).
Os resultados obtidos indicam que a capacidade antioxidante das amostras varia significativamente em
funcdo do tipo e concentragdo do agente estressor, das concentragdes das amostras, do tipo de erval
(nativo ou reflorestado) e do estado produtor (RS e SC). Entre os estados, o RS apresentou maior
efeito antioxidante in vivo, onde ervais reflorestados foram mais eficientes como protetores celulares,
o contrario ocorreu no estado de SC. A avaliagdo quimica se baseou na determinagdo da Atividade
Antioxidante Total (Hidrofilica e Lipofilica), onde se verificou a capacidade da amostra em seqiiestrar
o radical ABTS, do Poder Redutor, onde o ion ferro produzido na reagdo redox forma um produto
colorido quando reage com o radical DPPH, com absor¢ao maxima a 525 nm, e do Efeito Seqiiestrante
de Radicais DPPH, baseada na capacidade do antioxidante em doar hidrogénio para o radical DPPH
provocando a varredura deste do meio de reacdo, modificando a cor da solugdo. Os valores
encontrados nas analises in vitro mostram que a capacidade antioxidante da maioria das amostras
variou significativamente em funcdo do estado produtor e do tipo de erval nos trés meses de analise
(junho, julho e agosto). A Atividade Antioxidante Hidrofilica foi maior em agosto para todas as
amostras, variando entre 0,1336-0,5627 mM Equivalentes de Trolox, para a Lipofilica houve grande
variacdo entre os meses de analise, com os valores ficando entre 4,9516-27,6685 uM Equivalentes de
Trolox. Para as demais analises quimicas, todas as amostras mostraram maior atividade antioxidante
em junho, entre 4,4373-12,4082 mM Equivalentes de Quercetina para Poder Redutor e 4,0221-
11,1393 mM Equivalentes de Trolox para Efeito Seqiiestrante de Radicais DPPH. Os resultados
foram obtidos através da construcdo de curvas padrdo, tratados estatisticamente através de analise de
variancia (ANOVA) e pos-Teste de Tukey utilizando o programa Microsoft Excel. Todos os testes
foram realizados em triplicata. Concluiu-se que a erva-mate, ingerida na forma de chimarrdo, possui
realmente um o6timo efeito antioxidante quando comparado & outros produtos naturais de agdo ja
comprovada, em sistemas quimicos e biologicos, € que esta propriedade pode ser explorada visando a
diversifica¢do das formas de consumo, o que facilitaria a expansdo da cultura pelo pais.

Palavras-chaves: llex paraguariensis, atividade antioxidante, ensaio biologico, ensaio quimico.
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llex paraguariensis Saint Hilaire (Aquifoliaceae), popularly known as yerba-mate, is a native species
of South America and has its area of natural occurrence restricted to Brazil, Paraguay and Argentina. It
is a product that still has a lot to be improved, mainly, in terms of its industrial uses, in international
level. Antioxidants are composts that work as blockers of the oxide-reducers processes unchained by
the free radicals, impeding the damages generated by them, being widely used in food, medicines and
cosmetics, and recently, they are also being used in antioxidant therapies in diseases where free
radicals are implicated. This work has as objective to evaluate the antioxidant capacity of the product
yerba-mate “chimarrdo” type, using samples of the RS and SC, in the months june, july and august,
through biological and chemical assays. The biological study was accomplished in eucariotics cells of
the yeast Saccharomyces cerevisiae treated with yerba-mate samples in presence of the apomorphine
and paraquat dichloride agents during the aerobic metabolism (cellular multiplication). The obtained
results indicate that the antioxidant capacity of the samples varies significantly in function of the type
and concentration of the stressor agents, the concentrations of the samples, the mate type (native or
cultivated) and of the producer state (RS and SC). Between the states, RS state presented higher
antioxidant effect in vivo, where reforested mate were more efficient as cellular protectors, the
opposite happened in SC state. The chemical evaluation was based on the determination of the Total
Antioxidant Activity (Hydrophilic and Lipophilic), where the capacity of the sample in to sequestrate
the ABTS radical, the Reducing Power, where the iron ion produced in the redox reaction forms a
colored product when it reacts with the DPPH radical, with maximum absorption to 525 nm, the 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical sequestrating effect, based on the capacity of the
antioxidant in donating hydrogen for the DPPH radical provoking the sweeping of it of the middle of
reaction, modifying the color of the solution were verified. The found values in the analyses in vitro
show that the antioxidant capacity in the majority of the samples varied significantly in function of the
producer state and of the mate type in the three months of analysis (June, July and August).
Hydrophilic Antioxidant Activity was higher in August for all the samples, varying between 0,1336-
0,5627 mM equivalent of Trolox, for Lipophilic there was a higher variation among the months of
analysis, with the values being between 4,9516-27,6685 mM equivalent of Trolox. For the other
chemical analyses, all the samples showed higher antioxidant activity in June, among 4,4373-12,4082
mM equivalent of quercetin to Reducer Power and 4,0221-11,1393 mM equivalent of Trolox the 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical sequestrating effect. The results were obtained through the
construction of standard curves, treated statisticlly through variance analysis (ANOVA) and Tukey’s
post test using Microsoft Excel software. All tests were performed in triplicate. It was concluded that
the yerba-mate, ingested in “chimarrdo” form, really has a great antioxidant effect when compared to
other natural products with already proven action, in chemical and biological systems, and that this
property can be explored seeking the diversification in the consumption ways, fact that would
facilitate the expansion of the culture in the country.

Keywords: llex paraguariensis, antioxidant activity, biological assay, chemical assay.
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1. INTRODUCAO

A llex paraguariensis Saint Hilaire (Aquifoliaceae), conhecida popularmente como
erva-mate, tem sua area de ocorréncia natural restrita a 3 paises: Brasil, Paraguai e Argentina.
No Brasil, esta dispersa principalmente nos Estados do Parana (PR), Santa Catarina (SC), Rio
Grande do Sul (RS), Mato Grosso do Sul (MS), Sao Paulo (SP) e Minas Gerais (MG). O RS,
na década de 70, foi o maior produtor brasileiro, respondendo por 50% da producdo, sendo
que atualmente sua participacdo fica em torno de 25% (Winge et al., 1995). Da produgao
anual de 650.000 toneladas (Maccari & Santos, 2000), aproximadamente 80% sao
consumidos no mercado interno, ficando os 20% restantes para a exportacao, 81% para o
Uruguai, 15% para o Chile, e 3% para a Alemanha e o Paraguai. Em termos de importacao,
75% procedem do Paraguai e 25% da Argentina (Anuario Brasileiro da Erva-Mate, 1999).

A erva-mate € uma arvore nativa da América do Sul e a maior parte da erva extraida
provém de ervais nativos ou adensados, explorados por pequenos produtores, que se reinem
em cooperativas para o processamento ou a comercializam com grandes industrias produtoras
de erva-mate do sul do pais. A relevancia do carater social da atividade ervateira ¢
demonstrada pelos indicadores das propriedades rurais, com um total de aproximadamente
180.000 produtores, gerando cerca de 710.000 postos de trabalho diretos, com um volume de
recursos da ordem de 180 milhdes de reais por ano. A implantagdo € manutengao de ervais em
areas de preservacdo da Mata Atlantica sdo uma importante atividade agricola com vistas ao
desenvolvimento sustentado das populagdes que habitam essas regides (Deser, 2002).

O parque industrial ervateiro no Brasil é constituido predominantemente por unidades
de pequena capacidade operacional, sendo 750 empresas processadoras (RS: 398, PR: 209,
SC: 118, MS: 25), com uma capacidade operacional instalada superior a 400.000 quilos/hora
de erva-mate em folha. No RS, das 398 empresas processadoras de erva-mate, 135 sdo micro-
empresas, 237 de pequeno porte ¢ 26 de médio/grande porte, distribuidas em varios
municipios (Anuario Brasileiro da Erva-Mate, 1999).

De acordo com o Projeto Plataforma Tecnoldgica da Erva-Mate do Parana (2000)
(PADCT Erva-Mate), a erva-mate, quando comparada com outros tipos de plantas e/ou
produtos industrializados, ¢ um produto centenario que se encontra em fase embrionaria de
descobertas, principalmente, em termos dos seus usos industriais, a nivel internacional. Para
Campos (1996), o desenvolvimento tecnologico da erva-mate e derivados requer
investimentos em pesquisa, para a modernizagdo e otimizagdo dos processos de produgdo,
para a busca de uma maior qualidade e diversificagdo de produtos, para que desta forma,

possa ocorrer a busca de novos mercados, nacionais € internacionais.
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A erva-mate apresenta variagdes em sua qualidade e no conjunto de suas
caracteristicas, principalmente fisico-quimicas, devido a influéncias de alguns fatores como, a
idade das arvores e das folhas, a época de colheita, os tipos de ervais (nativos ou
reflorestados), os sistemas de cultivo, a regido produtora, e as formas de beneficiamento e
armazenamento. O produto 'Erva-Mate Tipo Chimarrao', nos estados onde ¢ conhecido,
encontra-se associado aos usos, expectativas e costumes dos consumidores, onde,
caracteristicas organolépticas e sua influéncia na saide humana sdo os principais fatores
relevantes (SAAP, 1997).

Para Kroon & Williamson (1999) e Melo & Guerra (2002), nos ultimos 20 anos houve
um incremento de pesquisas na busca de determinados tipos de alimentos que possuissem
substancias biologicamente ativas que trouxessem beneficios a saude ou efeitos fisiologicos
desejaveis (Park et al., 1997), e com isso um estilo de vida mais sauddvel. Neste contexto,
inserem-se os antioxidantes, porque os mesmos podem retardar o dano oxidativo de tecidos
aumentando suas defesas naturais (Tsuda et al., 1998).

As partes aéreas de llex paraguariensis sdo usadas para preparar um cha como bebida,
o mate. O mate ¢ consumido como duas infusdes diferentes: uma ¢ preparada pela adigao
simples de agua quente ao material seco da planta (chd) e a outra é preparada por adigdes
repetidas de agua aquecida no mesmo material (chimarrdo). Ambas as preparagdes permitem
a extragdo quase completa dos componentes soliveis em dgua. Na América do Sul,
aproximadamente 30% da populagdo bebe mais que 1 litro/dia desta bebida. Também pode
ser consumido na forma de “tereré”, o qual ¢ semelhante ao chimarrdo, no entanto, o mate ¢
ligeiramente torrado e deixado em repouso durante 8 meses em local seco para s6 entdo ser
consumido com 4gua fria. Muito tempo antes de ser conhecida a sua composi¢do quimica, ja
os indigenas utilizavam a erva-mate ndo so atraidos pelo paladar da bebida preparada, mas
principalmente por conhecerem suas virtudes, em que se destacava a propriedade de aumentar
a resisténcia a fadiga e por mitigar a sede ou a fome. A llex paraguariensis também ¢é usada
na medicina popular para o tratamento de artrites, digestdo lenta, doenga no figado, dor de
cabega, reumatismo, e obesidade, entre outros (Filip et al., 2000).

Filip et al. (2000) analisou a atividade antioxidante de plantas preparadas como mate.
Observou que a |. paraguariensis apresentava uma maior atividade antioxidante que as outras
llex spp consumidas na América do Sul, e que a mesma era preservada no mate, o que
permitiu especular que o consumo regular desta bebida poderia contribuir para melhorar
significativamente as defesas antioxidantes humanas. Gugliucci & Stahl (1995) e Gugliucci

(1996) observaram que extratos de |. paraguariensis causaram uma diminui¢do na oxidagdo
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da lipoproteina humana de baixa-densidade (LDL), em ambos sistemas in Vitro e in vivo.
Para Kono et al. (1997), Nardini et al. (1997) e Kerry & Rice-Evans (1999), algumas das
propriedades terapéuticas destas plantas sdo atribuidas ao alto conteido de derivados cafeoil,
acido caféico e seus derivados, pois 0os mesmos exibem propriedade antioxidante em sistemas
biologicos e quimicos. Todavia, necessita-se de um conhecimento mais aprofundado a
respeito da propriedade antioxidante e/ou poder seqiiestrante de radicais livres dos extratos de
Ilex paraguariensis (Schinella et al., 2000).

Para Frankel (1993) e Melo & Guerra (2002), a atividade antioxidante de um
composto proveniente de uma fonte natural ¢ influenciada por diversos fatores, como: pais ou
regido na qual a planta foi cultivada, o solvente e a técnica de extragao empregada, e ainda, a
forma em que a amostra encontrava-se para analise, se em pd, em extrato ou como uma fragao
isolada.

Por tudo isto, ¢ importante conhecer qual a real participagdo da atividade antioxidante
da erva-mate e o seu impacto na saude, bem como, a influéncia do processo de fotossintese
sofrido pela planta oriunda de ervais nativos (maior grau de sombreamento) ou reflorestados
(menor grau de sombreamento). Conseqiientemente, o conhecimento das diferencas em
termos de propriedade antioxidante da ‘Erva-Mate Tipo Chimarrdo', vem nos trazer a
oportunidade de contribuirmos para um maior conhecimento da a¢do desta planta sobre as
defesas antioxidantes da populagao dos dois estados maiores consumidores de Chimarrdo (RS
e SC).

Portanto, o objetivo deste trabalho ¢ fundamentalmente verificar a atividade
antioxidante dos compostos presentes no produto 'Erva-Mate Tipo Chimarrdo', através de
ensaios quimicos e bioldgico, e a possivel existéncia de diferencgas entre os tipos de ervais
(nativos e reflorestados) e diferencas regionais entre os dois principais estados produtores e

consumidores desta bebida, o Rio Grande do Sul e Santa Catarina.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Atividade Antioxidante in vivo:

A oxidagdo lipidica, uma das principais causas de deterioragdo em alimentos, acarreta
alteracdes profundas em sua qualidade, com implicagdes fisiopatologicas para os seres
humanos. O interesse no emprego de antioxidantes de fontes naturais que aumentam a vida
de prateleira dos alimentos estd consideravelmente aumentado pela preferéncia dos
consumidores por ingredientes naturais, e preocupagdes com os efeitos toxicos dos
antioxidantes sintéticos (Schwarz et al., 2001). A determinacdo da atividade antioxidante de
produtos naturais teve inicio com Chipault et al. (1952) em especiarias, ingredientes utilizados
em alimentos desde os primérdios da historia, ndo somente para melhorar ou ressaltar as

caracteristicas organolépticas dos alimentos, mas também, para preserva-los.

2.1.1 Antioxidantes

Antioxidantes, de acordo com a ‘Food and Drug Administration’ (FDA), sdo substancias
usadas para preservar alimentos através do retardo da deterioragdo, rancidez e descoloracao
decorrentes da autoxidacdo (Adegoke et al., 1998). No entanto, como a acdo dos
antioxidantes ndo se restringe apenas a inibi¢do da peroxidagdo dos lipidios, mas também a
oxidagdo de outras moléculas, como proteinas, e o acido desoxirribonucléico (DNA), dentre
outras, pode-se definir antioxidantes, de modo mais amplo, como substincias que, em
pequenas concentracdes (0,01% ou menos), em presenca de substratos oxidaveis, retardam ou
previnem significativamente a oxidacdo dos mesmos (Halliwell, 1996). Deve atender aos
seguintes requisitos: ser compativel com o substrato, ndo conferir odor ou sabor estranhos ao
produto, ser efetivo durante o periodo de armazenamento do produto alimenticio, ser estavel
ao processo de aquecimento, e ser facilmente incorporado ao alimento (Melo & Guerra,
2002).

Todavia, do ponto de vista quimico, os antioxidantes sdo compostos aromaticos que
contém pelo menos uma hidroxila, podendo ser sintéticos [como o butil hidroxianisol (BHA)
e o butil hidroxitolueno (BHT), largamente utilizados pela indtstria de alimentos] ou naturais
[substancias bioativas, como compostos organossulfurados, fendlicos e terpenos, que fazem
parte da constitui¢do de diversos alimentos] (Kitts, 1994). De acordo com Rajalakshmi &
Narasimhan (1995), os antioxidantes ndo podem reverter o processo oxidativo e nem prevenir

a rancidez hidrolitica.
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No organismo humano, a atividade metabolica normal produz constantemente radicais
livres, moléculas ou fragmentos de moléculas que possuem elétrons livres, dito nao pareados,
em sua Orbita externa. Os elétrons livres dessas moléculas as tornam quimicamente instaveis
e, portanto, bastante reativas (Cheeseman & Slater, 1996). Os radicais livres gerados in vivo
reagem com o DNA, RNA, proteinas ¢ outras substancias oxidaveis, promovendo danos que
podem contribuir para o envelhecimento e a instalacio de doengas degenerativas, como
cancer, aterosclerose, artrite reumatica, entre outras (Jacob & Burri, 1996), possivelmente por
desestabilizacdo das membranas (Mora et al., 1990), dano no DNA (Takabe et al., 2001), e
oxidacdo da lipoproteina de baixa-densidade (LDL), e de acordo com Ramarathnam et al.
(1995), a autoxidagdo dos acidos graxos insaturados que compdem a membrana celular, ¢
apontada como o processo oxidativo de maior ocorréncia no organismo humano. Espécies
reativas de nitrogénio também parecem contribuir para patologias cardiovasculares. O
peroxinitrito, um potente oxidante gerado pela reagdo do 6xido nitrico com o ion superoxido
no endotélio vascular, induz a oxidagao do LDL (Leeuwenburgh et al., 1997) e a disfuncao
pro-inflamatéria do miocardio mediada por citoquinina (Ferdinandy et al., 2000; Wang et al.,
2002). A nitrotirosina, um produto da nitragdo de proteina por espécies reativas de nitrogénio
esta presente em lesdes ateroscleroticas humanas (Beckmann et al., 1994). Devido a isso, a
significancia dos antioxidantes na dieta e o seu suposto papel na intervencao e profilaxia de
doengas cardiovasculares tem sido de interesse consideravel (Heim et al., 2002).

Para Rice-Evans et al. (1997), atualmente, existe um interesse crescente em
fitoquimicos como componentes bioativos de alimentos, onde o papel de frutas, vegetais e
vinho tinto na prevencao de doencgas tem sido atribuido em parte a propriedade antioxidante
de seus constituintes polifendlicos. E muitos destes, constituintes da dieta ou derivados de
plantas, sdo antioxidantes mais efetivos in vitro que as vitaminas E e C, e desta forma,

podendo contribuir significantemente para o efeito protetor in vivo.

2.1.2 Radicais Livres e Espécies Reativas de Oxigénio

O termo radical livre existe desde os primérdios da quimica de Lavoisier, onde foi
usado para designar ‘um grupo de elementos que mantinha sua identidade através de uma
série de reagdes’, como por exemplo o radical metila (Felippe Jr & Percéario, 1991).
Atualmente, os radicais livres podem ser definidos como moléculas ou dtomos que possuem
um elétron desemparelhado na ultima camada ocupando um unico orbital atdomico ou

molecular (Halliwell & Gutteridge, 2000).
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A presenga de um elétron desemparelhado confere a estas espécies duas propriedades
caracteristicas: o paramagnetismo, uma vez que produzem facilmente um campo magnético; e
a alta reatividade, relacionada com o tempo de meia vida da reagdo que ¢ de microssegundos.
O elétron desemparelhado é convencionalmente representado por um ponto sobrescrito (R*) a
direita da estrutura (Slater, 1984).

Os radicais livres resultam de processos de fissdo homolitica ou de reagdes de
transferéncia de elétrons. Em geral, sdo formados por absor¢do de radiagdo (ultravioleta ou
visivel); por reagdes redox (reagdes de transferéncia de elétrons ndo-enzimaticas e reacdes
catalisadas por metais); ou processos de catalise enzimatica (Slater, 1984).

Viérias substancias podem ser definidas como radicais livres, porém o maior interesse
¢ pelas espécies reativas do oxigénio (ERO) (Felippe Jr. & Percario, 1991; Halliwell &
Chirico, 1993; Adegoke et al., 1998).

As espécies reativas do oxigé€nio e outros radicais livres podem ser produzidos por
fontes endogenas e exodgenas. As fontes exdgenas de geracdo de ERO incluem radiagao,
fumo, estresse, alguns medicamentos e outras substancias como xenobioticos, compostos azo
aromaticos e biperidil (Halliwell, 1987).

No organismo, as ERO sdo produzidas na fagocitose € como conseqiiéncia do
metabolismo celular normal. Cerca de 95% do oxigénio consumido pelas células segue a
cadeia de transporte de elétrons para formar energia e 4gua. No entanto, em 5% das vezes

ocorrem erros no processo de redugdo do O,, formando as ERO (Beckman & Ames, 1998).

2.1.2.1 Radical superoxido (O'*z)

O radical O™, ¢ formado no organismo principalmente através da cadeia de transporte
de elétrons ou por acdo de células fagocitarias (neutréfilos, monocitos, macréfagos e
eosinodfilos) para defesa contra microorganismos invasores. Seu envolvimento em sistemas
biologicos foi descoberto em 1969 a partir da descoberta da superoxido dismutase (SOD),
enzima que cataliza a dismutagdo de O'*z em H,O, (Babior, 1997).

Nos organismos biolégicos o O, participa na reagio de Haber-Weiss gerando
oxigénio e ferro reduzido, o qual cataliza a rea¢do de Fenton formando o radical hidroxila
(Babior, 1997), como mostrado, respectivamente, abaixo:

0", + Fe& - 0, + Fe
Fe* + H,0, — OH* + OH + Fe’*
Acredita-se que a membrana mitocondrial, considerada a maior fonte de O'*z, é

impermeavel ao mesmo (Boveris, 1998). Porém, o 0™, ¢ dismutado pela SOD para H,O, que
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atravessa membranas com facilidade por ser uma molécula neutra (Halliwell & Gutteridge,
2000). Desta forma, o principal determinante da toxicidade do superdxido as células ¢ a
disponibilidade e a localizacdo de ions metélicos que possam catalisar a formacao de radical
hidroxila (Felippe & Percaio, 1991).

A exposi¢ao das células ao radical superoxido gera danos ao DNA, as proteinas e aos

lipidios (Halliwell & Chirico, 1993).

2.1.2.2 Radical hidroxila (OH*)

O radical hidroxila, extremamente lesivo para as células, é cerca de 10'* vezes mais
reativo do que o ion hidroxila (Felippe & Percaio 1991). A capacidade deste radical em lesar
as células ¢ superior aos demais ERO ja que o organismo ndo dispde de um sistema
enzimatico de defesa contra o radical hidroxila (Halliwell & Gutteridge, 2000).

O radical OH* ¢ produzida pela reagdo de Haber-Weiss/Fenton. Apds a formagao do
OH*, este reage imediatamente com qualquer molécula bioldgica como: carboidratos,
aminoacidos, fosfolipidios e bases do DNA, produzindo radicais secundérios de reatividade
variavel. Alguns dos radicais lipidicos formados a partir do radical hidroxila sdo mais

instaveis e mais reativos do que os proprios radicais hidroxila (Halliwell & Gutteridge, 2000).

2.1.2.3 Oxigeénio singlete (O,’)

O oxigénio singlete ¢ gerado a partir do oxigénio molecular por ganho de energia. Esta
espécie pode ser formada em varias reagdes radicalares e iniciar outras delas, por isso vem
sendo muito estudado. O oxigénio singlete difere do oxigénio no estado molecular porque
ndo apresenta restricdo na transferéncia de elétrons, sendo altamente reativo (Beckman &
Ames, 1998; Halliwell & Gutteridge, 2000).

O Oy causa danos as proteinas devido a oxidagdo de grupos essenciais de
aminoacidos, principalmente do triptofano, metionina, histidina e residuos de cisteina
(Halliwell & Gutteridge, 2000). O O,’ também ¢ responsavel por dar inicio a peroxidagao

lipidica, produzindo novos radicais peroxil e alcoxil.

2.1.3 Agentes Estressores
Como ja descrito, varios agentes quimicos e fisicos podem gerar ERO, como por
exemplo, o fumo, radiagdo, stresse, etc. No entanto, com o objetivo de estudar os efeitos

oxidantes e antioxidantes em células eucarioticas e procaridticas, alguns compostos capazes
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de gerar ERO vem sendo utilizados (Henriques et al., 2001). Entre eles estdo a apomorfina e

0 paraquat.

2.1.3.1 Apomorfina

O alcaloide isoquinolinico apomorfina (5,6,6a,7- tetra-hidro-6 metil 4-H
dibenzoquinolina-10-11-diol) ¢ capaz de lesar as células devido a formagdo de espécies
reativas de oxigénio bastante estaveis, como as quinonas e semiquinonas e radical superoxido

(Blum et al., 2000).

2.1.3.2 Paraquat

Os danos causados pelo herbicida paraquat (1,1-dimetil-4,4’- bipiridina) ‘in vivo’ e em
células isoladas dependem da reacdo do paraquat com o O,. A reducdo do paraquat pela
presenca de NADPH gera o cation radical paraquat (PQ*") que estimula a peroxidagio
lipidica. O radical formado pode se complexar com o ferro, reduzindo-o, ou reagir com o O,
para formar O™*,. O balango entre as reagdes do paraquat que geram ferro reduzido ou radical
peroxido depende da concentragdo de O, no sistema. A alta taxa de O, favorece a formacao de
superoxido (Halliwell, 1987).

A habilidade do paraquat de causar peroxidagdo lipidica e dano ao DNA sao
potencializados por adicdo de sais de ferro. Isso sugere que o radical OH* também esteja

envolvido na toxicidade do paraquat (Halliwell & Gutteridge, 2000).

2.1.4 Danos causados pelas Espécies Reativas do Oxigénio

Embora as ERO desempenhem um papel fundamental no organismo, como por
exemplo, na fagocitose, o interesse maior estd no estudo dos seus efeitos nocivos. Quando ha
um desequilibrio entre as ERO e os compostos antioxidantes do organismo, pode ocorrer o
ataque das ERO aos mais diversos componentes bioldgicos gerando vérias alteracdes
teciduais que estdo implicadas em inumeros processos patoldgicos, como por exemplo:
cancer, processos isquémicos, deméncia senil, diabetes, enfermidades pulmonares e
pancreaticas, cirrose, esclerose maultipla, artrite reumatoide, aterosclerose, doengas
cardiovasculares e enfermidades do sistema nervoso central (Vicedo & Correas, 1997).

O mecanismo pelo qual as ERO lesam as células ¢ bastante complexo. Pela sua alta
reatividade e a propria capacidade de aceitar elétrons estes compostos modificam a estrutura

e/ou fungdo das moléculas alvo. Os alvos enddgenos destes oxidantes sdo principalmente
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quatro classes de macromoléculas biologicas: lipidios, carboidratos, acidos nucléicos e
proteinas (Beckman & Ames, 1998).

Os 4cidos graxos poliinsaturados sdo mais sensiveis a oxidagdo devido ao maior
numero de duplas ligacdes. O dano causado pelas ERO aos lipidios poliinsaturados ¢ o mais
estudado e conhecido e é chamado peroxidacao lipidica (Halliwell & Chirico, 1993).

Na presenca de ERO os lipidios insaturados reagem com o oxigénio para produzir
radicais alquila e peroxila que se propagam por uma cadeia de radicais livres e formam
hidroperoxidos como produtos primarios. Esse processo ¢ comumente descrito em termos de
inicia¢do, propagac¢ao ¢ terminagdo (Adegoke et al., 1998).

A etapa de iniciagdo pode ocorrer pela presenca de metal catalisador, altas
temperaturas, exposi¢cdo a luz e oxigénio ou pela acdo de hidroperdxidos. A peroxidacao
lipidica resulta em uma mistura complexa de hidroperdxidos e produtos secundarios de
oxidacdo, incluindo peréxidos ciclicos. Estes produtos podem interagir com proteinas,
membranas e enzimas, resultando em efeitos indesejaveis para célula (Slater, 1984). O
malondialdeido, um produto da peroxidagdo lipidica, mostrou-se mutagénico para linhagens
de Salmonella thyphimurium no teste Salmonella/microssoma (teste de Ames) (Maron &
Ames, 1983).

A peroxidacao lipidica pode ocorrer em alimentos gordurosos (Stevenson et al., 1984),
e em sistemas biologicos (Adegoke et al., 1998). A oxidacdo dos 4cidos graxos
poliinsaturados em alimentos tem recebido muita atencao, ja que resulta em redugdo do tempo
de vida de prateleira, na perda da qualidade ¢ na alteracdo dos valores nutricionais dos
alimentos (Zambizi, 1999).

Em sistemas bioldgicos a peroxidacdo lipidica ocorre principalmente em membranas,

onde o contetido de 4cidos graxos insaturados ¢ relativamente alto (Adegoke et al., 1998).

2.1.5 Mecanismos Antioxidantes

De um modo geral, os antioxidantes podem ser classificados em enzimaticos e ndo
enzimaticos.

O organismo dispde de um sistema celular de defesa contra as ERO que sdo
produzidas na cadeia respiratoria. Sao as chamadas defesas antioxidantes primarias, que
incluem as enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase
(CAT). A enzima superdxido dismutase ¢ responsavel por catalisar a reagdo de radicais
superoxido com formacdo de peroxido de hidrogénio, que é menos reativo e pode ser

eliminado por acdo de outras enzimas como a catalase e a glutationa peroxidase (Eaton,
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1991). Existem duas formas da SOD: um dimero que contém cobre e zinco (CuZn SOD) que
se encontra no citosol e na matriz, ¢ um tetrdmero que contém manganés (Mn SOD) que se
encontra predominantemente na matriz (Halliwell, 1996).

A glutationa peroxidase tem a¢do ndo especifica sobre perdxido de hidrogénio e pode
eliminar também peréxidos organicos através de uma reagcdo que necessita de glutationa
(GSH) como fonte de equivalentes redutores (Halliwell & Gutteridge, 2000).

A catalase ¢ a enzima responsavel por inativar o H,O,. Nesta reacdo uma das duas
moléculas de peroxido de hidrogénio ¢ oxidada a hidrogénio molecular, e a segunda ¢
reduzida a agua.

Especificamente, na levedura S. cerevisiae encontram-se duas enzimas superoxido
dismutases : a SodCuZn (codificada por SOD 1), que se localiza no citoplasma e ¢ um
homodimero com um Cu®" e um Zn** (Steinman, 1980); e a SodMn, que ¢ codificada no
nucleo pelo gene SOD2. Duas catalases, uma citosolica e uma peroxissomal codificadas pelos
genes CTT1 e CTAI, respectivamente, também foram identificadas. No decorrer do projeto
de sequenciamento do genoma da levedura S. cerevisiae, foram identificados trés genes que
codificam para provaveis GPx, corroborando dados anteriores que encontraram atividade de
glutationa peroxidase neste organismo. Também estdo presentes na levedura S. cerevisiae os
genes necessarios para sintetizar glutationa (Inoue et al., 1998).

Os antioxidantes ndo enzimaticos podem ser definidos como quaisquer substancias
que, quando presentes em baixas concentracdes, comparadas as de um agente oxidante, sdo
capazes de prevenir a oxidagao do substrato (Halliwell & Gutteridge, 2000).

De acordo com seu mecanismo de acao os antioxidantes podem ser classificados como
terminadores de radicais livres (reagem com radicais livres interrompendo a propagagdo da
cascata de reacdes); como varredores de oxigé€nio (desativam o oxigénio singlete que pode
iniciar uma nova cadeia de propagacdao de radicais livres); ou como quelantes de ions
metalicos capazes de catalisar a peroxidagao lipidica (Sanchez-Moreno et al.., 1999).

Atualmente a utilizacdo de antioxidantes, principalmente ndo enzimaticos, estende-se
aos mais diferentes produtos, como alimentos, cosméticos e medicamentos.

Em alimentos, os antioxidantes sdo utilizados com a finalidade de retardar as reag¢des
quimicas e transformagdes ocorridas durante o armazenamento, de modo a permitir o
consumo por longos periodos de tempo. O uso intencional de antioxidantes nos alimentos ¢
justificado quando estes melhoram a sanidade do produto, sdo comprovadamente ndo toxicos

aos niveis consumidos e ndo apresentam efeito cumulativo (Shahidi, 2000).
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Em cosméticos, os antioxidantes aumentam a duragdo do produto, auxiliam na
protecao contra os danos causados pela radiagdo ultra-violeta e combatem os danos causados
pelos radicais livres evitando ou diminuindo a destrui¢do tissular (Zulli et al.,2000).

Os antioxidantes sintéticos sdo mais baratos, de boa qualidade e apresentam grande
atividade antioxidante. No entanto, em doses elevadas podem interferir com a saude do
consumidor (Sortwell, 1995). Atualmente, o seu uso vem sendo bastante discutido e ha varias
pesquisas para verificar as suas vantagens e desvantagens em relagdo a satide do consumidor
(Shahidi & Wanasundara, 1992). O butil-hidroxitolueno (BHT) e o propilgalato (PG) sao
exemplos de antioxidantes sintéticos.

Por outro lado, o uso de antioxidantes naturais para melhorar a estabilidade oxidativa
dos produtos tem recebido aten¢do especial, ja que, cada vez mais, tem-se evitado o uso de
produtos que contenham aditivos sintéticos (Frankel, 1993).

Diferentes metodologias tém sido desenvolvidas para obter uma medi¢do, seja
qualitativa ou quantitativa, da capacidade antioxidante de compostos, tanto através de testes
sem a utilizagdo de células (testes quimicos) ou utilizando culturas celulares (testes
bioldgicos).

O fato de a levedura Saccharomices cerevisiae ser um dos microorganismos mais
estudados do ponto de vista genético e metabolico, fez com que ela se tornasse em um dos
microorganismos mais utilizados em testes biologicos (Henriques et al., 2001). Desta forma,
testes em células eucaridticas da levedura Saccharomices cerevisiae, assumem um importante

papel na verifica¢ao da capacidade antioxidante de compostos naturais, como a erva-mate.

2.2 — Atividade Antioxidante in vitro:

Os antioxidantes sdo capazes de inibir a oxidag@o de diversos substratos, de moléculas
simples a polimeros e biossistemas complexos, por meio de dois mecanismos: o primeiro,
envolve a inibicdo da formacao de radicais livres que possibilitam a etapa de iniciacao; o
segundo, abrange a eliminacdo de radicais importantes na etapa de propagacio, como alcoxila
e peroxila, através da doagdo de atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a
reacdo em cadeia (Namiki, 1990, Simic & Javanovic, 1994, Soares, 2002).

Radicais livres estdo envolvidos na propagacdo da oxidagao lipidica, e muitas outras
espécies de radicais de diferentes reatividades sdo formadas. Radicais relativamente estaveis
(DPPH, ABTS, etc.) sdo freqiientemente preferidos em ensaios de atividade seqiiestrante de
radicais. Estes radicais tém sido muito utilizados em estudo de compostos simples, extratos

de plantas e alimentos (Koleva et al., 2002).
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2.2.1 Propriedades Antioxidantes do Extrato Aquoso de llex paraguariensis

Schinella et al. (2000) investigou as propriedades antioxidantes de um extrato aquoso
de llex paraguariensis e, usando sistemas geradores de radical-livre, verificou que o extrato
inibiu a peroxidag¢do lipidica enzimatica e ndo enzimatica em microssomas hepaticos de ratos,
dependente de concentragdo, com valores de ICsy (concentragdo na qual ocorre 50% de
inibicao da oxidacgdo lipidica) de 18 pg/mL e 28 pg/mL, respectivamente. O extrato, ainda,
inibiu a peroxidacdo de membranas de células vermelhas sanguineas (eritrocitos) induzida por
H;0, com um ICsy de 100 pg/mL e exibiu propriedades seqiiestrante de radicais para anion
superoxido (ICsp = 15 pg/mL) e radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH).

A atividade antioxidante de infusdo a base de erva-mate observada nos diferentes
trabalhos mostra-se importante independente da metodologia analitica empregada ou da
origem da erva-mate. Conhecer a composicdo quantitativa e qualitativa dos compostos
bioativos presentes em bebidas a base de erva-mate e a educagdo para o seu consumo pode
trazer beneficios a populacao (Bastos & Torres, 2003).

As recentes descobertas sobre os mecanismos de oxidacdo que ocorrem nas células,
responsaveis por uma série de condi¢des patoldgicas como aterosclerose, cancer e diabetes
estimularam o aparecimento de grande numero de pesquisas sobre a agdo de substincias
antioxidantes, presentes naturalmente em alguns alimentos, as quais seriam capazes de agir
como protetoras dos organismos vivos frente a esse processo de oxidacdo. Produtos naturais
contendo compostos fenolicos e condimentos tém sido objeto dessas pesquisas. (Chipault et
al., 1952; Weisburger, 1999; Karakaya et al., 2001, Thomas, 2000; Soares, 2002; Mancini-
Filho & Moreira, 2003).

Gugliucci & Menini (2003) relataram a prevengdo da inibi¢do de plasminogénio e
antitrombina I induzidos por metilglicoxal por extrato (infusdo) de erva-mate. Esse processo
(inibigdo de plasminogénio e antitrombina) estd relacionado com complicagdes vasculares
decorrentes de diabetes desencadeadas pela reacao de Amadori que resultam de dicarbonilas
como a deoxiglucosona, metilglicoxal e glicoxal por processos oxidativos. Gorzalczany et al.
(2001) avaliaram o efeito colerético e a propulsdo intestinal apés a ingestdo de mate e os
resultados confirmam a atividade hepatoprotetora e digestiva atribuida a essa bebida.

Baisch et al. (1998) verificaram o efeito vasodilatador de infusdes de erva-mate em
ratos e sugerem que essas bebidas contém compostos que podem causar vasorelaxamento

endotélio-dependente.
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2.2.2 Antioxidantes na industria de alimentos

O emprego de antioxidantes sintéticos na industria de alimentos tem sido alvo de
questionamentos quanto a sua inocuidade-toxicidade. Atualmente, as pesquisas tem-se
direcionado no sentido de encontrar compostos naturais que exibam esta propriedade
funcional, os quais, poderdo substituir os sintéticos ou realizar associagdes com estes, com o
intuito de diminuir a sua quantidade nos alimentos. Dentre os compostos fendlicos bioativos
(chamados fitoquimicos) naturalmente presentes nos vegetais, destacam-se os flavondides, os
acidos fenolicos e o tocoferol que podem atuar como agentes redutores, seqiiestradores de
radicais livres, quelantes de metais ou desativadores do oxigénio singlete e/ou exibir,
simultanecamente, mais de uma dessas fungdes. Estes compostos apresentam atividade
antioxidante diferenciada em funcdo do substrato lipidico em que atuam e das caracteristicas
quimicas inerentes a cada um deles (Melo & Guerra, 2002). Esta a¢ao pode ser desenvolvida
como aceptores de radicais livres, interrompendo a reagdo em cadeia provocada por estes
radicais livres, além da atua¢do nos processos oxidativos catalizados por metais, tanto in
vitro,como in vivo (Cintra & Mancini Filho, 1996; Williamson et al., 1998 e Soares, 2002).

Em paralelo, ¢ aceito que a maior ingestdo de frutas e legumes pode ajudar prevenir a
ocorréncia de varias patologias (Hertog et al., 1995). A possibilidade que os antioxidantes
presentes na dieta humana possam ser responsaveis por tais efeitos benéficos, tem incentivado
uma quantidade significativa de pesquisas, buscando verificar o conteudo de antioxidantes, o
efeito em varios alimentos ¢ bebidas (Frankel, 1993; Vinson et al., 1995), assim como os

mecanismos responsaveis por tais efeitos (Lotito & Fraga, 1999).

2.2.3 Fitoquimicos, quimioprotetores e nutracéuticos

De acordo com Harris & Haggerty (1993), o termo "fitoquimicos" engloba muitos
compostos quimicos encontrados em plantas com diversas atividades, e os termos
"nutracéutico" (Ulbricht, 1993) ou "quimioprotetores", descrevem praticamente o mesmo ou
similar fendmeno, ou seja, uma substancia que pode ser considerada um alimento ou parte de
um alimento, que proporciona efeitos benéficos a satide, prevenindo o surgimento de algumas
doengas cronicas (como cancer ¢ desordens cardiovasculares). O termo nutracéutico, inclui
ainda o "tratamento ou cura de doencas" (Pszczola, 1992; Labell, 1993; Fuleki, 1993).
Todavia, o termo quimioprotetores ¢ o mais freqiientemente usado na literatura cientifica atual
e ¢ uma estratégia clinica para bloquear ou reverter a carcinogénese, antes do

desenvolvimento do cancer invasivo (Lippman et al., 1994; Stavric, 1994).
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2.2.4 Compostos fenodlicos e flavonodides

Diversos pesquisadores t€ém trabalhado na separagdo, identificagdo, quantificagdo e
utilizacdo dos compostos fendlicos em alimentos, enfrentando uma série de dificuldades,
devido a diversidade de substancias (fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavonoéides,
taninos e ligninas), a grande polaridade e reatividade, e a susceptibilidade a a¢do de enzimas
(Soares, 2002).

Para Namiki (1990), Melo & Guerra (2002), a propriedade antioxidante de especiarias
e de outros vegetais, se deve, principalmente, a seus compostos fenolicos. A maioria destes
compostos, com exce¢do do tocoferol, possuem grupos funcionais ativos na posi¢dao 0rto,
enquanto que nos antioxidantes sintéticos, com exce¢ao dos galatos, esses grupos encontram-
se na posi¢do para, sem que haja mudanga na sua acao.

A presenga dos compostos fenolicos em plantas tem sido estudada por diversos
autores, em razao da sua participagdo em processos responsaveis pela cor, adstringéncia e
aroma de varios alimentos, da atividade farmacoldgica e nutricional, e da capacidade para
inibir a oxidagdo lipidica e a proliferacdo de fungos (Peleg et al., 1998).

A erva-mate apresenta altas concentragdes de acidos clorogénicos e de flavondides,
que passam para a bebida durante o processo de infusdo da erva (Bastos & Torres, 2003).

Os acidos fenolicos sao algumas das substancias que constituem o grupo dos
compostos fenolicos. Caracterizam-se por apresentarem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico, um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, o que lhe
confere propriedades antioxidantes, tanto para os alimentos como para o organismo, € por
isso, recomendados para o tratamento e prevencdo do cancer, doencas cardiovasculares e de
outras doengas (Ferguson & Harris, 1999).

Os flavondides possuem uma estrutura basica formada por C6-C3-C6, sendo os
compostos de maior diversificagdo do reino vegetal. Neste grupo encontram-se as
antocianidinas, flavonas, flavondis e, com menor freqiiéncia, as auronas, chalconas e
isoflavonas, dependendo do lugar, nimero e combina¢do dos grupamentos participantes da
molécula (Soares, 2002). O estudo das propriedades seqiiestrantes de radicais livres, em
termos de flavonodides, tem permitido a sua caracterizagdo como um antioxidante de
ocorréncia natural (Rice-Evans et al., 1997). A avaliagao in vitro e in vivo de flavonoides,
tem demonstrado a existéncia de propriedades antioxidantes e antimutagénicas, assim como,
sua capacidade de reduzir o risco de doencas cardiovasculares e apoplexia (Peterson &

Dwyer, 1998).
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De um modo geral, os flavondides realizam a inibigao da fase I das enzimas que
ativam a carcinogénese, a proliferacao de células cancerigenas, a formacao de estrogénio do
tipo II que estd envolvido com a regulagdo do crescimento celular, e a genotoxicidade das
radiagdes gama, bem como, a formag¢do de DNA defeituoso quando submetido a exposicao
de benzopireno (Peterson & Dwyer, 1998). Entre os flavondides, a quercetina é o composto
mais comumente estudado.

O cha preto e o verde (Camellia sinensis), contrariamente as informagdes da década
passada, eram considerados mutagénicos em testes especificos de mutagenicidade com
Salmonella; entretanto, atualmente, em testes mais especificos, existe a evidéncia que ndo
somente antimutagénicos, mas também anticarcinogénicos, particularmente o cha verde. Um
nimero de pesquisadores tem identificado a Epigalo-Catequina Galato (EGCG) como o
principal componente antimutagénico e anticarcinogénico do cha verde (Katiyar et al., 1992;
Yang & Wang, 1993). Chen, & Ho (1997) e Nishida et al. (1994) verificaram em varios
sistemas biologicos, que os polifendis extraidos do cha verde apresentavam efeitos
anticarcinogénicos. A EGCG no cha verde, mostrou atividade anticarcinogénica no estagio
de iniciagdo do tumor e na formacdo de danos no DNA, tal como, no seqiiestro de radicais
livres e no aumento da atividade antioxidante (Stavric, 1994).

Os efeitos benéficos da bebida chd em relacdo ao colesterol plasmatico, lipidios
plasmaticos, e pressdo sanguinea foram encontrados em dois estudos em seres humanos, um
no Japao e o outro na Noruega (Kono et al., 1997). Stavric (1994), reportou que a ingesta
simultanea de cha com produtos alimenticios proporcionou uma nitrosa¢do no interior do
estdbmago de humanos, com efeitos benéficos.

Ramarathnam et al. (1995) observaram em estudos com ratos, os efeitos benéficos de
componentes do chd verde, principalmente as catequinas, tanto na inibi¢do e inicia¢do do
cancer, quanto na supressao do crescimento de células tumorais. Cha verde também tem
efeitos benéficos na regulacao dos niveis de colesterol sanguineo. Um rapido aumento nos
niveis de lipoproteina de baixa densidade (LDL) foi observado no plasma sanguineo de ratos
alimentados com dieta rica em gordura, enquanto que, os ratos alimentados com a mesma
dieta suplementada com 1% de catequinas, o principal antioxidante do cha verde,
notavelmente reduziu os niveis de colesterol LDL. As catequinas de cha verde, acredita-se
ainda, que regulam a pressdo sanguinea e podem ajudar a diminuir os niveis de glicose

sanguinea.
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2.2.5 Erva-mate e Cancer

A literatura cientifica internacional mostra os resultados de pesquisas e revisdes que
procuram consolidar o beneficio de consumir infusdes de Camellia sinensis, produto
popularmente consumido no Brasil como ché preto e em menor propor¢cao como ché verde.
Esses trabalhos mostram que bebidas a base dessa planta, ricas em compostos fenodlicos,
promovem a saude e previnem doencas (Hertog et al., 1995).

Ao contrario do acima exposto, a literatura cientifica internacional apresenta véarias
pesquisas que visam identificar se ha uma relagdo entre o consumo de erva-mate (llex
paraguariensis) na forma de chimarrdo, isto ¢, infusdo da erva com agua quente servida em
cuias e sugada com o auxilio de uma bomba de metal, com a alta incidéncia de cancer de
esofago observada em populagdes que tradicionalmente consomem essa bebida, notadamente
o Brasil, Uruguai e Argentina. Ao lado desses trabalhos que indicam os possiveis maleficios
do consumo do chimarro, outros trabalhos apontam para os beneficios de bebidas a base de
erva-mate em funcao de seu alto conteudo em acidos fendlicos (Bastos & Torres, 2003).

A incidéncia de cancer de esdfago ¢ grande nas regides em que as pessoas consomem
erva-mate na forma de chimarrdo. O coeficiente padronizado de mortalidade de cancer de
esofago no Rio Grande do Sul é de 14,3/100.000 habitantes entre os homens ¢ 4,2/100.000
habitantes entre as mulheres. Paises como o Uruguai e a Argentina também sao areas de alta
mortalidade devido ao cancer de esdfago quando comparadas com os dados da Organizagado
Mundial de Satide. Na Europa e na América do Norte essas taxas sdo menores do que
6/100.000 habitantes para os homens e¢ 3/100.000 habitantes para as mulheres (Barros et al.,
2000). Segundo Pinto et al. (1994) o consumo de chimarrao, independente de outros fatores
de risco como consumo de 4lcool e fumo, responde por cerca de 20% dos casos de cancer de
esofago ocorridos na regido Sul e Sudeste da América do Sul.

Alguns estudos sugerem que a alta temperatura em que a bebida ¢ ingerida que pode
atingir valores superiores a 60°C em algumas localidades no Sul do Brasil, seria o tnico fator
de risco (Barros et al., 2000; Muiioz et al., 1987), enquanto outros sugerem que substancias
presentes na infusdo de erva-mate sdo potencialmente carcinogé€nicas ou potencializam a agao
da lesdo causada pelo consumo freqiiente de grandes volumes de chimarrdo, cujo consumo
médio, per capita € de 1,26 litros/dia em algumas localidades, podendo chegar até 6 L (Barros
et al., 2000).

Vassalo et al. (1985) estudaram a associagdo do habito da populagdo em consumir
chimarrao com a incidéncia de cancer de es6fago no Uruguai entre os anos de 1979- 1984.

Foram controlados outros fatores de risco como o consumo de alcool e o habito de fumar.
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Observou-se que a ingestdo de dalcool e o fumo apresentaram grande influéncia no
desenvolvimento dessa enfermidade em homens, o que ndo foi observado para mulheres. O
consumo de chimarrdo (em quantidade e freqiiéncia) apresentou efeito significativo de forma
independente com razdo de chances de 6,5 e 346. Os autores sugerem que produtos do
processamento seriam responsaveis pelo desenvolvimento dessa enfermidade, ao lado do
efeito da alta temperatura de ingestao do chimarrdo. Em trabalho mais recente, verificou-se a
presenca de altos teores de compostos carcinogénicos, os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, que contaminam a erva-mate durante o seu processamento, em que se utiliza a
queima de madeira nas etapas de sapeco e secagem (Camargo & Toledo, 2002). A presenga
desses compostos, que sdo contaminantes, € ndo os compostos fenolicos naturalmente
presentes, poderiam ser coadjuvante no processo da doenga.

De Stefani et al. (1991) concluiram, ap6s analisar dados de 111 incidentes de cancer
de bexiga no Uruguai, contra 222 controles, que o efeito combinado do uso de tabaco negro e
a ingestao de mate respondem pelo alto indice de mortalidade observado naquele pais por esse
tipo de céancer.

A erva-mate ¢ consumida sob outras formas, como o tereré que constitui a bebida
obtida pela maceracdo da erva em agua fria ou gelada, forma como ¢ ingerida, principalmente
na regido Centro-Oeste do Brasil ou ainda sob a forma de cha mate, sendo essa bebida
produzida a partir da infusdo da erva-mate que sofreu processo de torrefacdo e, cuja
temperatura de ingestdo, freqiiéncia e volume ingeridos sdo menores relativamente do que
aqueles do chimarrdo. A maior parte da erva-mate produzida na América do Sul destina-se ao
consumo na forma de chimarrao, no entanto, o mercado para bebidas a base de cha-mate tem
crescido a cada ano, seja pelos beneficios a saude que comegam a ser veiculados pela midia,
seja pelo lancamento de novos produtos com maior aceitagdo pelo publico, como as bebidas
prontas para beber aromatizadas com aroma natural de frutas (maga, péssego). A Alemanha é
um grande importador da erva-mate produzida no Brasil, a qual ¢ vendida como cha
medicinal (Bastos & Torres, 2003).

O consumo de bebidas a base de erva-mate remonta de centenas de anos e sua
utilizagdo na medicina popular e por herboristas é recomendada para artrite, dor de cabega,
constipacao, reumatismo, hemorréidas, obesidade, fadiga, reten¢dao de liquido, hipertensao,
digestdo lenta e desordens hepdticas. As xantinas cafeina, teobromina, teofilina e os
compostos fenodlicos como acido clorogénico, acido cafeico e flavonodides sdo responsaveis

por varios dos efeitos farmacologicos citados (Bastos & Torres, 2003).
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Um problema freqiientemente enfrentado pela industria da erva-mate ¢ a adulteragao
da erva mate (llex paraguariensis) com outras espécies do género llex que apresentam
reduzido ou nenhum teor de compostos com acao farmacoldgica, como as xantinas e os acidos
fenolicos. Um outro aspecto que merece atencao relaciona-se ao processamento da erva-mate,
especificamente na etapa de sapeco realizada para diminuir o teor de dgua das folhas e
inativar enzimas e depois na secagem, momentos em que se utiliza calor proveniente da
queima de madeira que pode contaminar o material com compostos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (Camargo & Toledo, 2002). A substituicio da madeira por gés
liquefeito de petrdleo ou géas natural é uma alternativa tecnologicamente viavel, porém

diminui a qualidade sensorial da erva-mate (Bastos & Torres, 2003).

2.3 — Ervais nativos e reflorestados:

A erva-mate pode ser produzida em dois sistemas distintos: os ervais reflorestados e os
ervais nativos. Além dessa variacao, os ervais reflorestados diferem entre si em fun¢ao do
espacamento de plantio adotado e/ou da presenca de culturas agricolas intercaladas. Enquanto
1ss0, 0s ervais nativos podem estar em diferentes graus de sombreamento/mistura com arvores
da floresta original, inclusive reduzidos a ervais isolados em areas agricolas mecanizadas, ou
em pastagens. A exploragdo pode ser de poucos anos a um século, originando efeitos
diferenciados no vigor das erveiras e na resposta a tratamentos agrondmicos (Carpanezzi,
1995).

O mercado de erva-mate ¢ bastante restrito a regido sul do Brasil, sua produgdo ¢
basicamente proveniente do extrativismo. Portanto, torna-se fundamental estabelecer uma
politica de manejo sustentavel para os ervais nativos. Esta politica deve ser adequada a
realidade social, ecoldgica, cultural e econdmica de cada regido (Deser, 2002).

Para prevenir riscos sanitarios, garantir padrdes de qualidade e preservar as areas com
erva-mate, a atual legislacdo pertinente para processamento industrial e comercializagado,
normatiza desde a 4drea produtiva até atingir o consumidor final, sendo determinada pelo
Ministério da Saude, Ministério da Fazenda, Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), Secretaria de Estado da Agricultura e do

Abastecimento (Carpanezzi, 1995).



3. ARTIGOS CIENTIFICOS

31



32

3.1ARTIGO1

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDADE DA ERVA-MATE EM
SISTEMAS BIOLOGICOS

Liana Pedrolo Canterle!”, Marta Weber do Canto!, Luisa H. R. Hecktheuer?, Nivia

Maria Streit!, Ariane Schmidt Furtado?, Viviane Durigon®

Submetido a Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas

" Correspondéncia: L. P. Canterle. Departamento de Tecnologia e Ciéncia de Alimentos. Bioquimico-
Farmacé€utica — Aluna do Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — UFSM. Camobi
, Km 9, Cep 97105-900 — Prédio 42, SM, RS, BR. — e-mail: lianapc@smail.ufsm.br

! Universidade Federal de Santa Maria



33

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDADE DA ERVA-MATE EM SISTEMAS BIOLOGICOS

Liana Pedrolo Canterlel”, Marta Weber do Canto®, Luisa H. R. Hecktheuer?, Nivia Maria Streit1?, Ariane Schmidt

Furtado?, Viviane Durigon®

RESUMO

Antioxidantes sdo compostos que funcionam como bloqueadores dos processos 6xido-redutivos desencadeados pelos radicais
livres, impedindo ou diminuindo, desta forma, os danos gerados por eles, sendo largamente empregados em alimentos,
medicamentos ¢ cosméticos, ¢ mais recentemente, estdo sendo usados também em terapias antioxidantes em doengas nas
quais os radicais livres estdo implicados. Este trabalho tem como objetivo avaliar a capacidade antioxidante do produto erva-
mate tipo chimarrdo através de testes biologicos. O estudo bioldgico foi realizado em células eucaridticas da levedura
Saccharomyces cerevisiae tratada com as amostras de erva-mate em presenga dos agentes estressores apomorfina e paraquat
durante o metabolismo aerobico, onde ocorre a multiplicagdo celular. Os resultados obtidos indicam que a capacidade
antioxidante das amostras varia significantemente em func¢do do tipo e concentragdo do agente estressor utilizado, das
concentragdes das amostras, do tipo de erval (nativo ou reflorestado) e do estado produtor (RS e SC). Entre os estados, o RS
apresentou maior efeito antioxidante, onde ervais reflorestados foram mais eficientes como protetores celular, o contrario
ocorreu no estado de SC. Concluiu-se com este trabalho que a erva-mate, ingerida na forma de chimarrdo, possui realmente
um 6timo efeito antioxidante em sistemas vivos, o que ¢ proporcional a sua concentrago.

UNITERMOS: llex paraguariensis, atividade antioxidante, ensaio biologico, leveduras, estressor.

ABSTRACT

Antioxidants are composts that work as blockers of the oxide-reducers processes unchained by the free radicals, impeding the
damages generated by them, being widely used in food, medicines and cosmetics, and recently, they are also being used in
antioxidant therapies in diseases where free radicals are implicated. This work has as objective to evaluate the antioxidant
capacity of the product yerba-mate “chimarrfio” type through biological and chemical assays. The biological study was
accomplished in cells eucariotics of the Saccharomyces cerevisiae yeast treated with the mate samples in presence of
apomorphine and paraquat dichloride stress agents during the aerobic metabolism, where it happens the cellular
multiplication. The obtained results indicate that the antioxidant capacity of the samples varies significativelly in function of
the type and the concentration of stressor agent used, the concentrations of the samples, the mate type (native or cultivated)
and the producing state (RS and SC). Between the states, RS state presented higher antioxidant effect, where reforested mate
was more efficient as cellular protectors, the opposite happened in SC state. It was concluded with this work that yerba-mate,
injested in the “chimarrdo” form, really has a great antioxidant effect in alive systems, that is proportional to its
concentration.

KEYWORDS: llex paraguariensis, antioxidant activity, biological assay, yeasts, stressor.

1. INTRODUCAO
A llex paraguariensis Saint Hilaire (Aquifoliaceae), conhecida popularmente como erva-mate, ¢ uma espécie nativa
da América do Sul e tem sua area de ocorréncia natural restrita a 3 paises: Brasil, Paraguai e Argentina. No Brasil, estd

dispersa principalmente nos Estados do Parana (PR), Santa Catarina (SC), Rio Grande do Sul (RS), Mato Grosso do Sul
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(MS), Sao Paulo (SP) e Minas Gerais (MG). O RS, na década de 70, foi o maior produtor brasileiro, respondendo por 50% da
produgdo, mas atualmente sua participagdo fica em torno de 25% (WINGE et al, 1995).

No sul do pais a grande parte da matéria-prima provém de ervais nativos. No Estado de SC, existem
aproximadamente 19.000 propriedades rurais envolvidas com a atividade da erva-mate. Concentram-se principalmente nas
regides oeste ¢ norte do estado. A erva-mate ocorre em cerca de 80% no estado nativo e, 20% em areas plantadas
(MAZUCHOWSKI et al., 1996). E uma cultura caracterizada como de pequena propriedade, com emprego de méo de obra
familiar, sem o uso da tecnologia preconizada pela empresa. No estado do RS, aproximadamente 70 % da 4area total coberta
pela cultura no Estado, referem-se a ervais nativos remanescentes e os 30% restantes a areas de plantios.

As partes aéreas desta planta sdo usadas para preparar um chd como bebida, o mate. O mate ¢ consumido como
duas infusdes diferentes: uma ¢ preparada pela adicdo simples de dgua fervida ao material seco da planta; e a outra ¢
preparada por adi¢des repetidas de agua fervente. Ambas as preparagdes permitem a extragdo quase completa dos
componentes soliveis em agua. Na América do Sul, aproximadamente 30% da populagdo bebe mais que 1 litro/dia desta
bebida. A llex paraguariensis também ¢ usada na medicina popular para o tratamento de artrites, digestdo lenta, doenga no
figado, dor de cabega, reumatismo, e obesidade, entre outros (FILIP et al, 2000).

De acordo com o Projeto Plataforma Tecnoldgica da Erva-Mate do Parana (2000) (PADCT ERVA-MATE), a erva-
mate, quando comparada com outros tipos de plantas e/ou produtos industrializados, ¢ um produto centendrio que se encontra
em fase embrionaria de descobertas, principalmente, em termos dos seus usos industriais, a nivel internacional. Para
CAMPOS (1996), o desenvolvimento tecnologico da erva—mate e derivados requer investimentos em pesquisa, para a
modernizagao e otimizagdo dos processos de produgdo, para a busca de uma maior qualidade e diversificacdo de produtos,
para que desta forma, possa ocorrer a busca de novos mercados, nacionais e internacionais.

Segundo publicagdo de ZERO HORA, de setembro/2004, o chimarrdo ¢ designado como “Amargo e saudavel”, e
ainda diz que estudos constataram que a erva-mate exerce efeito protetor sobre as células da seguinte maneira: “o organismo
humano esta exposto ao que os cientistas chamam de estresse oxidativo, um processo que danifica as células e pode leva-las a
morte prematura. Esse processo é provocado pelos radicais livres, que sdo produzidos pelas proprias células quando protegem
o corpo de infecgdes e substancias toxicas. Pesquisadores associam o estresse oxidativo, em parte, ao envelhecimento ¢ ao
surgimento de doencas cronicas como diabetes, aterosclerose e Alzheimer. O estudo demonstrou que a erva-mate ¢ um
potente inibidor desse processo oxidativo. Os efeitos foram testados em células humanas dos vasos sangiliineos e, para
confirmar, com células de rato, epiteliais e globulos brancos”. A pesquisa enfoca também alguns cuidados que devem ser
observados ao tomar o chimarrdo, como evitar tomar chimarrdo com agua muito quente.

Para KROON & WILLIAMSON (1999) e MELO & GUERRA (2002), nos tltimos 20 anos houve um incremento
de pesquisas na busca de determinados tipos de alimentos que possuissem substancias biologicamente ativas que trouxessem
beneficios 4 saude ou efeitos fisiologicos desejaveis (PARK et al, 1997), e com isso um estilo de vida mais saudavel. Neste
contexto, inserem-se os antioxidantes, porque os mesmos podem retardar o dano oxidativo de tecidos aumentando suas

defesas naturais (TSUDA et al., 1998).
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FILIP et al (2000) analisou a atividade antioxidante de plantas preparadas como mate. Observou que a I.
paraguariensis apresentava uma maior atividade antioxidante que as outras llex spp consumidas na América do Sul, e que a
mesma era preservada no mate, o que permitiu especular que o consumo regular desta bebida poderia contribuir para
melhorar significativamente as defesas antioxidantes humanas. GUGLIUCCI & STAHL (1995) e GUGLIUCCI (1996)
observaram que extratos de |. paraguariensis causaram uma diminui¢do na oxidagdo da lipoproteina humana de baixa-
densidade (LDL), em ambos sistemas in Vitro e in vivo. Para KONO et al. (1997), NARDINI et al. (1997) e KERRY &
RICE-EVANS (1999), algumas das propriedades terapéuticas destas plantas sdo atribuidas ao alto conteudo de derivados
cafeoil, acido caféico e seus derivados, pois 0os mesmos exibem propriedade antioxidante em sistemas bioldgicos e quimicos.
Todavia, necessita-se de um conhecimento mais aprofundado a respeito da propriedade antioxidante e/ou poder seqiiestrante
de radicais livres dos extratos de llex paraguariensis (SCHINELLA et al, 2000).

SCHINELLA et al (2000) investigaram as propriedades antioxidantes de um extrato aquoso de llex paraguariensis
e, usando sistemas geradores de radical-livre, verificou que o extrato inibiu a peroxidagdo lipidica enzimatica e ndo
enzimatica em microssomas hepaticos de ratos, dependente de concentragdo, com valores de ICsy de 18 pg/mL e 28 pg/mL,
respectivamente. O extrato, ainda, inibiu a peroxidagdo de membranas de células vermelhas sanguineas (eritrocitos) induzida
por H,O, com um ICsy de 100 pg/mL e exibiu propriedades seqiiestrante de radicais para anion superoxido (ICso = 15
pg/mL) e radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil. Deste modo, concluiu que a ingestdo de extratos de llex paraguariensis poderia
ser um meio efetivo e econdmico de suprir quantidades significativas de antioxidantes, aumentando as defesas do organismo

humano contra o ataque de radicais livres.

Este trabalho visa fundamentalmente verificar a atividade antioxidante em sistemas bioldgicos do produto 'Erva-
Mate Tipo Chimarrdo' e a possivel existéncia de diferengas regionais entre os principais estados produtores e consumidores

desta bebida (RS e SC).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A oxidagdo lipidica, uma das principais causas de deterioragdo em alimentos, acarreta alteracdes profundas em sua
qualidade, com implicagdes fisiopatologicas para os seres humanos. O interesse no emprego de antioxidantes de fontes
naturais que aumentam a vida de prateleira dos alimentos estd consideravelmente aumentado pela preferéncia dos
consumidores por ingredientes naturais, e preocupagdes com os efeitos toxicos dos antioxidantes sintéticos (SCHWARZ et
al, 2001). A determinagdo da atividade antioxidante de produtos naturais teve inicio com CHIPAULT et al. (1952) em
especiarias, ingredientes utilizados em alimentos desde os primdrdios da histéria, ndo somente para melhorar ou ressaltar as
caracteristicas organolépticas dos alimentos, mas também, para preserva-los.

Antioxidantes, de acordo com a ‘Food and Drug Administration’ (FDA), sfo substancias usadas para preservar
alimentos através do retardo da deterioragio, rancidez e descolora¢do decorrentes da autoxidagdo (ADEGOKE et al, 1998).

No entanto, como a a¢do dos antioxidantes ndo se restringe apenas a inibi¢do da peroxidag@o dos lipidios, mas também a
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oxidagdo de outras moléculas, como proteinas, e DNA, dentre outras, pode-se definir antioxidantes, de modo mais amplo,
como substidncias que em pequenas concentragdes, em presenca de substratos oxidaveis, retardam ou previnem
significativamente a oxidagdo dos mesmos (HALLIWELL, 1996). Todavia, do ponto de vista quimico, os antioxidantes sdo
compostos aromaticos que contém pelo menos uma hidroxila, podendo ser sintéticos [como o butil hidroxianisol (BHA) e o
butil hidroxitolueno (BHT) largamente utilizados pela industria de alimentos] ou naturais [substincias bioativas, como
compostos organosulfurados, fendlicos e terpenos, que fazem parte da constituicdo de diversos alimentos] (KITTS, 1994). De
acordo com RAJALAKSHMI & NARASIMHAN (1995), os antioxidantes ndo podem reverter o processo oxidativo e nem
prevenir a rancidez hidrolitica.

O emprego de antioxidantes sintéticos na induastria de alimentos tem sido alvo de questionamentos quanto a sua
inocuidade-toxicidade. Atualmente, as pesquisas tem-se direcionado no sentido de encontrar compostos naturais que exibam
esta propriedade funcional, os quais, poderdo substituir os sintéticos ou realizar associagdes com estes, com o intuito de
diminuir a sua quantidade nos alimentos. Dentre os compostos fenodlicos bioativos (chamados fitoquimicos) naturalmente
presentes nos vegetais, destacam-se os flavonoides, os acidos fenolicos e¢ o tocoferol que podem atuar como agentes
redutores, seqiiestradores de radicais livres, quelantes de metais ou desativadores do oxigénio singlete e/ou exibir,
simultaneamente, mais de uma dessas fun¢des. Estes compostos apresentam atividade antioxidante diferenciada em fungao
do substrato lipidico em que atuam e das caracteristicas quimicas inerentes a cada um deles (MELO & GUERRA, 2002).
Esta agdo pode ser desenvolvida como aceptores de radicais livres, interrompendo a reagdo em cadeia provocada por estes
radicais livres, além da atuag¢do nos processos oxidativos catalizados por metais, tanto in vitro, como in vivo (CINTRA &
MANCINI FILHO, 1996; WILLIAMSON et al, 1998 ¢ SOARES, 2002).

No organismo humano, a atividade metabolica normal produz constantemente radicais livres, moléculas ou
fragmentos de moléculas que possuem elétrons livres, dito ndo pareados, em sua Orbita externa. Os elétrons livres dessas
moléculas as tornam quimicamente instaveis e, portanto, bastante reativas (CHEESEMAN & SLATER, 1996). Os radicais
livres gerados in vivo reagem com o DNA, RNA, proteinas e outras substincias oxidaveis, promovendo danos que podem
contribuir para o envelhecimento e a instalagdo de doengas degenerativas, como cancer, aterosclerose, artrite reumatica, entre
outras (JACOB & BURRI, 1996), possivelmente por desestabilizagdo das membranas (MORA et al, 1990), dano no DNA
(TAKABE et al, 2001), ¢ oxidag¢do da lipoproteina de baixa-densidade (LDL). De acordo com RAMARATHNAM et al
(1995), a autoxidagdo dos acidos graxos insaturados que compdem a membrana celular, ¢ apontada como o processo
oxidativo de maior ocorréncia no organismo humano (MELO & GUERRA, 2002). Assim como, espécies reativas de
nitrogénio também parecem contribuir para patologias cardiovasculares. O peroxinitrito, um potente oxidante gerado pela
reacdo do 6xido nitrico com o ion superdxido no endotélio vascular, induz a oxidagdo do LDL (LEEUWENBURGH et al,
1997) e a disfungdo pré-inflamatdria do miocardio mediada por citoquinina (FERDINANDY et al, 2000, WANG et al,
2002). A nitrotirosina, um produto da nitragdo de proteina por espécies reativas de nitrogénio estd presente em lesdes

aterosclerdtica humana (BECKMANN et al, 1994). Devido a isso, a significancia dos antioxidantes na dieta e o seu suposto
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papel na intervencdo e profilaxia de doengas cardiovasculares tem sido de interesse consideravel em recentes anos (HEIM et
al, 2002).

De acordo com HALLIWELL & GUTTERIDGE (1989), os radicais livres apresentam um papel importante no
desenvolvimento de danos de tecido e eventos patologicos em organismos vivos. Em vida aerdbia, os lipidios que contém
acidos graxos polinsaturados podem ser oxidados através de reagdes mediadas por radical livre. Quando o oxigénio ¢ provido
em excesso ou sua reducdo ¢ insuficiente, espécies reativas de oxigénio (ERO) como anions superdxido, radicais hidroxil e
peroxido de hidrogénio, sdo gerados. Organismos aerdbios sdo protegidos da toxicidade do oxigénio por um sistema de
defesa antioxidante natural que envolve mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos (HALLIWELL, 1996). Se este sistema
endégeno estiver inadequado para a finalidade de seqiiestrar as espécies reativas de oxigénio, danos oxidativos a
macromoléculas importantes poderdo ocorrer (SCHINELLA et al, 2000).

Em paralelo, ¢ aceito que a maior ingestdo de frutas e legumes pode ajudar a prevenir a ocorréncia de varias
patologias (HERTOG et al, 1995). A possibilidade que os antioxidantes presentes na dieta humana possam ser responsaveis
por tais efeitos benéficos, tem incentivado uma quantidade significativa de pesquisas, buscando verificar o contetido de
antioxidantes, o efeito em varios alimentos ¢ bebidas (VINSON et al, 1995), assim como, 0s mecanismos responsaveis por
tais efeitos (LOTITO & FRAGA, 1999).

Para RICE-EVANS et al. (1997), atualmente, existe um interesse crescente em fitoquimicos como componentes
bioativos de alimentos. O papel de frutas, vegetais e vinho tinto na prevengdo de doengas tem sido atribuido em parte a
propriedade antioxidante de seus constituintes polifendlicos. E muito destes, constituintes da dieta ou derivados de plantas,
sdo antioxidantes mais efetivos in vitro que as vitaminas E e C, e desta forma, podendo contribuir significantemente para o
efeito protetor in vivo.

De acordo com HARRIS & HAGGERTY (1993), o termo "fitoquimicos" engloba muitos compostos quimicos
encontrados em plantas com diversas atividades, e o termo "nutracéutico" (ULBRICHT, 1993) ou "quimioprotetores",
descrevem praticamente o mesmo ou similar fendmeno, ou seja, uma substancia que pode ser considerada um alimento ou
parte de um alimento, que proporciona efeitos beneficios a satude, prevenindo o surgimento de algumas doengas cronicas
(como cancer ¢ desordens cardiovasculares). O termo nutracéutico, inclui ainda o "tratamento ou cura de doengas"
(FULEKI, 1993). Todavia, o termo quimioprotetores ¢ o mais freqiientemente usado na literatura cientifica do presente
(STAVRIC, 1994) e uma estratégia clinica para bloquear ou reverter a carcinogénese, antes do desenvolvimento do cancer

invasivo (LIPPMAN et al, 1994; STAVRIC, 1994).

Radicais Livres e Espécies Reativas de Oxigénio
Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem um elétron ndo pareado na tultima camada eletronica, o
que lhes confere alta reatividade e instabilidade. Quando em excesso, podem provocar lesdes oxidativas em moléculas de

proteinas, carboidratos, lipidios ¢ também no material genético celular. Com o objetivo de impedir/diminuir a ocorréncia
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destes danos sdo empregados compostos antioxidantes que agem seqiiestrando os radicais livres formados, quelando ions
metalicos, ou ainda, inativando perdxidos capazes de gerar radicais livres.

O termo radical livre existe desde os primoérdios da quimica de Lavoisier, onde foi usado para designar ‘um grupo
de elementos que mantinha sua identidade através de uma série de reagdes’, como por exemplo o radical metila (FELIPPE JR
& PERCARIO, 1991). Atualmente, os radicais livres podem ser definidos como moléculas ou atomos que possuem um
elétron desenparelhado na ultima camada ocupando um tnico orbital atdmico ou molecular (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2000).

A presenga de um elétron desemparelhado confere a estas espécies duas propriedades caracteristicas: o
paramagnetismo, uma vez que produzem facilmente um campo magnético; ¢ a alta reatividade, relacionada com o tempo de
meia vida da reacdo que ¢ de microsegundos. O elétron desemparelhado ¢ convencionalmente representado por um ponto
sobrescrito (R*) a direita da estrutura (SLATER, 1984).

Os radicais livres resultam de processos de fissdo homolitica ou de reagdes de transferéncia de elétrons. Em geral,
sdo formados por absorc¢do de radiagdo (ultravioleta ou visivel); por reagdes redox (reagdes de transferéncia de elétrons néo-
enzimaticas e reagdes catalisadas por metais); ou processos de catalise enzimatica (SLATER, 1984).

Virias substancias podem ser definidas como radicais livres, porém o maior interesse ¢ pelas espécies reativas do
oxigénio (EROs) (FELIPPE JR. & PERCARIO, 1991; HALLIWELL & CHIRICO, 1993; ADEGOKE et al., 1998).

As espécies reativas do oxigénio e outros radicais livres podem ser produzidos por fontes endoégenas e exdgenas.
As fontes exdgenas de geragdo de ERO incluem radiagdo, fumo, estresse, alguns medicamentos e outras substancias como
xenobidticos, compostos azo aromaticos e bipiridil (HALLIWELL, 1987).

No organismo, as ERO sdo produzidas na fagocitose e como conseqiiéncia do metabolismo celular normal. Cerca
de 95% do oxigénio consumido pelas células segue a cadeia de transporte de elétrons para formar energia e agua
(BECKMAN & AMES, 1998). O oxigénio ¢ reduzido a agua por quatro elétrons. No entanto, em 5% das vezes ocorrem erros

no processo de reducdo do O,, formando as EROs.

Agentes estressores celulares

Como ja descrito, varios agentes quimicos e fisicos podem gerar ERO, como por exemplo, o fumo, radiagéo,
stresse, etc. No entanto, com o objetivo de estudaros efeitos oxidantes e antioxidantes em células eucariodticas e procaridticas,
alguns compostos capazes de gerar ERO vem sendo utilizados (HENRIQUES et al, 2001). Entre eles estdo a apomorfina, o
H,0, e o paraquat.

O alcalodide isoquinolinico apomorfina (5,6,6a,7- tetra-hidro-6 metil 4-H dibenzoquinolina-10.11-diol) é capaz de
lesar as células devido a formag@o de espécies reativas de oxigénio bastante estaveis, como as quinonas € semiquinonas e
radical super6xido (BLUM et al., 2000). Ja os tratamentos com peroxido de hidrogénio provocam lesdo celular devido a

produg@o do radical livre hidroxila, que ¢ extremamente reativo.
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Os danos causados pelo herbicida paraquat (1,1 dimetil 4,4’ bipiridine) ‘in vivo’ e em células isoladas dependem da
reacdo do paraquat com o O,. A reducio do paraquat pela presenca de NADPH gera o cation radical paraquat (PQ*") que
estimula a peroxidagdo lipidica. O radical formado pode se complexar com o ferro, reduzindo-o, ou reagir com o O, para
formar O™*,. O balango entre as reagdes do paraquat que geram ferro reduzido ou radical perdéxido depende da concentragio
de O, no sistema. A alta taxa de O, favorece a formagao de superdéxido (HALLIWELL, 1987).

A habilidade do paraquat de causar peroxidacdo lipidica e dano ao DNA sdo potencializados por adigdo de sais de
ferro. Isso sugere que o radical OH* também esteja envolvido na toxicidade do paraquat (HALLIWELL & GUTTERIDGE,

2000).

Danos causados pelas Espécies Reativas do Oxigénio

Embora as ERO desempenhem um papel fundamental no organismo, como por exemplo, na fagocitose, o interesse
maior estd no estudo dos seus efeitos nocivos. Quando ha um desequilibrio entre as ERO e os compostos antioxidantes do
organismo, pode ocorrer o ataque das ERO aos mais diversos componentes biologicos gerando varias alteragdes teciduais que
estdo implicadas em inumeros processos patoldgicos, como por exemplo: cancer, processos isquémicos, deméncia senil,
diabetes, enfermidades pulmonares e pancreaticas, cirrose, esclerose multipla, artrite reumatdide, aterosclerose, doengas
cardiovasculares e enfermidades do sistema nervoso central (VICEDO & CORREAS, 1997).

O mecanismo pelo qual as ERO lesam as células ¢ bastante complexo. Pela sua alta reatividade e a propria
capacidade de aceitar elétrons estes compostos modificam a estrutura e/ou fungdo das moléculas alvo. Os alvos endogenos
destes oxidantes sdo principalmente quatro classes de macromoléculas bioldgicas: lipidios, carboidratos, 4dcidos nucléicos e
proteinas (BECKMAN & AMES, 1998).

Os acidos graxos poliinsaturados sdo mais sensiveis a oxidagdo devido ao maior nimero de duplas ligagdes. O dano
causado pelas ERO aos lipidios poliinsaturados ¢ o mais estudado e conhecido e ¢ chamado peroxidagdo lipidica
(HALLIWELL & CHIRICO, 1993).

Na presenca de ERO, os lipidios insaturados reagem com o oxigénio para produzir radicais alquila e peroxila que
se propagam por uma cadeia de radicais livres ¢ formam hidroperéxidos como produtos primarios. Esse processo ¢
comumente descrito em termos de iniciagéo, propagagdo e terminagio (ADEGOKE et al., 1998).

A etapa de iniciagdo pode ocorrer pela presencga de metal catalisador, altas temperaturas, exposi¢ao a luz e oxigénio
ou pela acdo de hidroperdoxidos. A peroxidagdo lipidica resulta em uma mistura complexa de hidroperéxidos e produtos
secundarios de oxidagdo, incluindo peroxidos ciclicos. Estes produtos podem interagir com proteinas, membranas e enzimas,
resultando em efeitos indesejaveis para a célula (SLATER, 1984). O malondialdeido, um produto da peroxidacéo lipidica,
mostrou-se metagénico para linhagens de Salmonella thyphimurium no teste Salmonella/microssoma (teste de Ames)
(MARON & AMES, 1983).

A peroxidagdo lipidica pode ocorrer em alimentos gordurosos (STEVENSON et al., 1984), e em sistemas

biologicos (ADEGOKE et al., 1998). A oxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados em alimentos tem recebido muita
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atengdo, ja que resulta em redugdo do tempo de vida de prateleira, na perda da qualidade e na alteragdo dos valores
nutricionais dos alimentos (ZAMBIZI, 1999).
Em sistemas bioldgicos a peroxidagdo lipidica ocorre principalmente em membranas, onde o contetido de acidos

graxos insaturados ¢ relativamente alto (ADEGOKE et al., 1998)

Antioxidantes

Os antioxidantes possuem larga aplicagdo em alimentos, cosméticos e medicamentos. Os primeiros compostos
antioxidantes utilizados foram produtos sintéticos, como por exemplo, o butil hidroxitolueno e o propil galato. Atualmente,
com a busca cada vez maior por produtos naturais ¢ com a crescente utilizagdo de compostos antioxidantes em terapias
preventivas nas doengas nas quais os radicais livres estdo implicados, os produtos naturais como vitaminas e flavonoides tém
merecido atencdo especial.

De um modo geral, os antioxidantes podem ser classificados em enzimaticos e ndo enzimaticos.

O organismo dispde de um sistema celular de defesa contra as ERO que sdo produzidas na cadeia respiratoria. Sdo
as chamadas defesas antioxidantes primarias, que incluem as enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx) e catalase (CAT). A enzima superdxido dismutase ¢ responsavel por catalisar a reacdo de radicais superéxido com
formagédo de peroxido de hidrogénio, que é menos reativo e pode ser eliminado por acdo de outras enzimas como a catalase e
a glutationa peroxidase (Eaton, 1991). Existem duas formas da SOD: um dimero que contém cobre ¢ zinco (CuZn SOD) que
se encontra no citosol e na matriz, e um tetramero que contém manganés (Mn SOD) que se encontra predominantemente na
matriz (HALLIWELL, 1996).

A glutationa peroxidase tem ac¢do ndo especifica sobre peroxido de hidrogénio e pode eliminar também perdxidos
organicos através de uma reagdo que necessita de glutationa (GSH) como fonte de equivalentes redutores (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2000).

A catalase ¢ a enzima responsavel por inativar o HyO,. Nesta reacdo uma das duas moléculas de hidrogénio ¢é
oxidada a hidrogénio molecular, e a segunda ¢ reduzida a agua.

Especificamente, na levedura S. cerevisiae encontram-se duas enzimas superoxido dismutases : a SodCuZn
(codificada por SOD 1), que se localiza no citoplasma e ¢ um homodimero com um Cu?* ¢ um Zn** (STEINMAN, 1980); ¢ a
SodMn, que ¢ codificada no nucleo pelo gene SOD2. Duas catalases, uma citosélica e uma peroxissomal codificadas pelos
genes CTTI1 e CTALI, respectivamente, também foram identificadas (SPEVAK et al., 1986). No decorrer do projeto de
sequenciamento do genoma da levedura S. cerevisiae, foram identificados trés genes que codificam para provaveis GPx
(CHURCHER et al., 1997), corroborando dados anteriores que encontraram atividade de glutationa peroxidase neste
organismo. Também estdo presentes na levedura S. cerevisiae os genes necessarios para sintetizar glutationa (INOUE et al.,
1998).

Os antioxidantes ndo enzimaticos podem ser definidos como quaisquer substancias que, quando presentes em

baixas concentragdes, comparadas as de um agente oxidante, sdo capazes de prevenir a oxidagdo do substrato (HALLIWELL
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& GUTTERIDGE, 2000). Segundo CRYSTAL (1991), os antioxidantes sdo compostos que funcionam como bloqueadores
dos processos 0xido-redutivos desencadeados pelos radicais livres.

De acordo com seu mecanismo de acdo os antioxidantes podem ser classificados como terminadores de radicais
livres (reagem com radicais livres interrompendo a propagagdo da cascata de reagdes); como varredores de oxigénio
(desativam o oxigénio ‘singlet’ que pode iniciar uma nova cadeia de propagacdo de radicais livres); ou como quelantes de
ions metalicos capazes de catalisar a peroxidacio lipidica (SANCHEZ-MORENO et al., 1999).

Atualmente a utilizagdo de antioxidantes, principalmente ndo enzimaticos, estende-se aos mais diferentes produtos,
como alimentos, cosméticos ¢ medicamentos.

Em alimentos, os antioxidantes sdo utilizados com a finalidade de retardar as reagdes quimicas e transformagdes
ocorridas durante o armazenamento, de modo a permitir o consumo por longos periodos de tempo. O uso intencional de
antioxidantes nos alimentos ¢ justificado quando estes melhoram a sanidade do produto, sdo comprovadamente nao toxicos
aos niveis consumidos e ndo apresentam efeito cumulativo (SHAHIDI, 2000).

Em cosméticos, os antioxidantes aumentam a duragdo do produto, auxiliam na prote¢@o contra os danos causados
pela radiacdo ultra-violeta e combatem os danos causados pelos radicais livres evitando ou diminuindo a destruicéo tissular
(ZULLI et al.,2000).

Os antioxidantes sintéticos sdo mais baratos, de boa qualidade e apresentam grande atividade antioxidante. No
entanto, em doses elevadas podem interferir com a saude do consumidor (SORTWELL, 1995). Atualmente, o seu uso vem
sendo bastante discutido e héd varias pesquisas para verificar as suas vantagens e desvantagens em relacdo a saude do
consumidor (SHAHIDI & WANASUNDARA, 1992). O BHT e o PG sdo exemplos de antioxidantes sintéticos.

Por outro lado, o uso de antioxidantes naturais para melhorar a estabilidade oxidativa dos produtos tem recebido
atencdo especial, ja que, cada vez mais, tem-se evitado o uso de produtos que contenham aditivos sintéticos (FRANKEL,
1993).

A avaliagdo da capacidade antioxidante de um composto pode ser realizada através de diferentes metodologias. Os
ensaios quimicos sdo, normalmente, mais rapidos e simples de serem executados, no entanto, ndo sdo representativos das
condi¢des celulares do homem. Por outro lado, ensaios em células eucaridticas de levedura tem se mostrado muito
adequados na triagem rotineira de varios produtos, sendo testes rapidos, sensiveis, econdmicos, reprodutiveis e apresentando
resultados confiaveis na identificacdo da atividade bioldgica.

O fato de a levedura Saccharomices cerevisiae ser um dos microorganismos mais estudados do ponto de vista
genético ¢ metabodlico, fez com que ela se tornasse em dos microorganismos mais utilizados em testes biologicos
(HENRIQUES et al., 2001). Desta forma, testes em células eucarioticas da levedura Saccharomices cerevisiae, assumem

um importante papel na verificagdo da capacidade antioxidante de compostos naturais, como a erva-mate.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Obtencéo do Produto Erva-Mate Tipo Chimarréo

Foram coletadas amostras do produto erva-mate, representativas de duas regides produtoras de erva-mate (RS e
SC), discriminando fatores como: regido produtora, tipos de ervais (nativos ou reflorestados) e época de colheita.

As amostras provenientes dos estados do Rio Grande do Sul foram ambas colhidas no municipio de Ilopolis, e as
amostras de Santa Catarina foram colhidas no municipio de Xaxim. Todas as amostras foram colhidas nos meses de junho,
julho e agosto, sempre obedecendo um intervalo de 30 dias entre as colheitas, foram secas um dia apo6s a colheita,
processadas e armazenadas da mesma forma, para que estes fatores ndo tivessem influéncia nas analises.

As amostras foram recebidas na forma de p6, em embalagens prontas para consumo. Realizou-se a amostragem, a
qual partiu de 10 pacotes de erva-mate, cada um contendo 1 Kg de produto, e entdo as analises foram executadas a partir
desta unidade analitica.

A analise da atividade antioxidante “in vivo” da erva-mate foi realizada nos trés lotes, que foram representativos do
periodo de inverno do sul do Brasil, logo ap6s o recebimento das amostras, com o objetivo de comparar as diferengas entre os
estados produtores e os meses de analise.

A aplicacdo da erva-mate foi feita através de uma solucdo cuja concentragdo é representativa da mesma proporgao
entre erva mate e agua (5g de erva-mate para 100ml de agua — 5:100) utilizada na bebida chimarrdo (SCHINELLA et al,

2000), obtida a partir de uma extragdo aquosa a 70°C por 10 minutos (RAMALLO et al, 1998).

3.2. Métodos
Avaliacao da capacidade antioxidante em sistemas biol6gicos
A avaliac8o da capacidade antioxidante em sistemas biologicos dos compostos presentes no produto erva mate tipo

Chimarrio foi realizada utilizando-se células eucariéticas da levedura Sacharomyces cerevisiae como modelo de estudo.

Agentes estressores
Como agentes estressores foram utilizados o alcaldide isoquinolinico apomorfina e o paraquat (E. Merck),
dissolvidos em agua destilada estéril. As solugdes de apomorfina e paraquat foram preparadas nas concentragdes de 2 mM e

0,10 M, respectivamente.

Meios de cultura e soluges

Para revigorar as células da levedura que estavam conservadas em geladeira foi utilizado meio liquido completo
YEPD contendo 2% de glicose (E. Merck), 1% de extrato de levedura (E. Merck) e 2% de peptona (E. Merck). Para obtengéo
das condi¢des aerdbicas de metabolismo utilizou-se o meio liquido sintético completo com 3% de glicerol (SC glicerol). O
meio SC era composto de 1,7% do meio de cultura Yeast Nitrogen Base (Sigma Chem. Co.), 0,3783% do mix de

aminodcidos (adenina 10,6%, lisina 7,9%, histidina 5,3%, metionina 5,3%, leucina 15,9%, isoleucina 39,6%, triptofano
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10,2% e uracil 2%), 4% de soluc@o aquosa de sulfato de amonio a 25% (E. Merck) e 3% de glicerol, em 100 mL de agua
destilada. O plaqueamento foi feito em meio YEPD soélido adicionado de 2% de agar (E. Merck). Para a diluigdo e lavagem
das células foi empregada solugdo de NaCl a 0,9%. Os compostos nitrogenados sdo de extrema importancia devido ao seu

papel relevante na nutricdo das leveduras, por isso o meio foi enriquecido com varios aminoacidos. (BELL et al., 1979).

Condigdes de crescimento celular

As células de levedura utilizadas foram provenientes de fase exponencial de crescimento, obtidas a partir da
retirada de 0,1mL do meio liquido completo YEPD, no qual adicionou-se as células liofilizadas, as quais foram incubadas por
24 horas a 28°C.

Ap0s, as células foram centrifugadas e lavadas com solu¢do de NaClI 0,9% e foram reinoculadas no meio liquido
SC glicerol (metabolismo aerdbico). Nesse meio as células permaneceram 4 horas. O niimero de células desta solugao foi

determinado por contagem em cAmara de Neubauer ¢ uma quantidade de 2x10° células foram utilizadas para os tratamentos.
p g q p

Determinagdo da capacidade antioxidante do produto erva mate tipo chimarr&o

Para determinar a capacidade antioxidante do produto erva mate, 2 x 10° células/mL foram tratadas com as
solucdes de erva mate 5:100, nas quantidades de 0,2 mL e 0,4 mL, adicionadas dos agentes estressores em concentragdes
crescentes ¢ incubadas a 28°C por 21 horas com agitagdo. Paralelamente, foram realizados tubos controle para os agentes
antioxidantes e estressores, e um tubo sem tratamento foi usado para controle de crescimento celular. Apoés, as células foram
convenientemente diluidas, semeadas em placas de Petri e incubadas por 48 horas a 28°C. A viabilidade celular foi
determinada pela contagem das colonias (Unidades Formadoras de Colonias — UFC) nas placas de Petri, considerando-se o
tubo controle como 100% de sobrevivéncia, e entdo comparou-se o percentual de crescimento obtido em cada tratamento
com o tubo controle (100%) .

Os dados foram tratados estatisticamente através da Analise de Varidncia (ANOVA), usando um nivel de
significancia de p < 0,05, através do programa Microsoft Excel, onde verificou-se a existéncia ou ndo de diferenga entre os

tubos controles para os tubos teste. Todos os testes foram realizados em triplicata.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO:

Nos testes realizados para testar a atividade antioxidante in vivo, o tratamento controle, no qual foi adicionado
apenas leveduras, teve suas Unidades Formadoras de Colonias (UFC) contadas e entdo este ntimero foi considerado como
100% de sobrevivéncia, pois ndo teve influéncia dos agentes estressores e da erva-mate. Os resultados de todos os
tratamentos foram entdo comparados com o percentual de crescimento do controle de leveduras (100%) e mostrados nas
tabelas 1, 2 e 3. Todos os tratamentos, para as quatro amostras de erva-mate, de ambos estados produtores, diferiram

significativamente dos controles de estressores e leveduras.
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Nos testes realizados com o agente estressor apomorfina, observou-se que as amostras gatchas reflorestadas
tiveram uma maior agdo sobre o agente estressor e permitiram um maior crescimento de células que as amostras nativas do
mesmo estado, porém, ambas tiveram um crescimento significativamente maior que o controle de leveduras (considerado
100%), demonstrando que realmente existe um efeito protetor por parte da erva-mate as células em estudo. A mesma
relagdo foi observada para as amostras catarinenses, porém as amostras procedentes de ervais nativos tiveram um maior
efeito sobre o crescimento celular que as amostras reflorestadas (Tabelas 1, 2 e 3). Esta ultima relacdo se torna mais
coerente, quando relacionamos as condigdes que ocorrem em ambos os métodos de cultivo, ou seja, em ervais nativos, que
crescem geralmente entremeados a outras espécies vegetais e muitas vezes a sombra dos mesmos, encontram condi¢des mais
adversas de crescimentos e, provavelmente, sintetizam mais substancias de defesa do tecido vegetal, e s@o estas substincias,
na maioria das vezes, as mais responsaveis pela atividade antioxidante de um sistema. No caso de ervais reflorestados,
plantados planejadamente ao sol para garantir melhor fotossintese e melhor crescimento da planta, as condi¢des ndo se
tornam tdo adversas e o ambiente ndo ¢ tdo hostil quanto aquele entremeado as matas.

Algumas outras relagdes foram observadas, ou seja, a atividade antioxidante do tratamento com 0,4 mL de
chimarrdo foi maior que os tratamentos com 0,2 mL, os quais consistiam nos tubos controle para as amostras de erva mate,
demonstrando que existe uma relacdo direta entre a atividade antioxidante e sua concentragdo no meio, ou seja nos
tratamentos com maior concentragdo de erva-mate proporcionaram um maior grau de sobrevivéncia.

Todos os tubos com apomorfina 1,0 mM/1,5 mm e 0,2 mL de chimardo ¢ com apomorfina 1,0 mM e 0,4 mL de
chimarrdo tiveram maior crescimento que os controles de apomorfina 1,0 mM e 1,5 mM, mostrando que a presenga da erva-
mate propiciou o crescimento das leveduras, até mesmo em quantidade maiores que o tubo controle de leveduras.

Todos os tubos com apomorfina 1,0 mM e 0,2 mL chimardo tiveram maior crescimento que os tubos com
apomorfina 1,5 mM e 0,2 mL chimarrdo. Todos os tubos com apomorfina 1,0 mM e 0,4 mL chimardo tiveram maior
crescimento que o os tubos com apomorfina 1,0 mM e 0,2 mL chimarrdo. Estas relagdes foram obedecidas nos trés meses
de analise. As mesmas relagdes foram obtidas com o paraquat, mas o crescimento foi consideravelmente menor, mesmo
assim foi significativamente diferente dos tubos controle de estressores e leveduras.

As amostras que apresentaram maior efeito antioxidante foram as colhidas em agosto, seguidas do més de julho e
junho. O ocorrido, talvez, ndo pode ser explicado pela teoria de que as condigdes climaticas mais drasticas do inverno
ocorrem em junho, e deveria ser neste periodo a maior sintese de defesas antioxidantes por parte dos tecidos vegetais, mas
podemos atribuir estes resultados ao maior aporte de energia luminosa, que dentro do metabolismo vegetal é transformada em
quimica, podendo gerar espécies reativas, que estimulariam a sintese de agentes de defesa.

Os ervais do RS apresentaram um efeito protetor celular maior que os ervais de SC, sugerindo que as condigdes
climaticas mais drasticas do inverno gaucho influenciam diretamente na sintese destes compostos de defesa do tecido vegetal.
Entre os tipos de cultivo, no RS, a atividade antioxidante dos ervais reflorestados foram maiores que dos ervais nativos, e
para SC, ocorreu o inverso. Embora todos os tratamentos evidenciem um efeito protetor sobre as células (diferenca

significativa dos controles), as células tiveram maior dificuldade de crescimento frente aos estressor paraquat.
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TABELA 1. Valores de sobrevivéncia da levedura Saccharomyces cerevisiae tratada com erva-mate nativa e reflorestada

dos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, colhidas no més de junho, em presenca dos agentes estressores

apomorfina e paraquat durante metabolismo aerdbico.

Sobrevivéncia (%) + DP

Concentragdo dos Agentes
RS-N* RS-R* SC-N* SC-R*
Estressores + Amostras

APOMORFINA (mM)
1,0 mM + 0,0 mL 2591+ 0,71
1,5 mM + 0,0 mL 18,29 + 0,00
0,0 mM + 0,2 mL 256,44 £ 6,25 440,45 £ 2,65 243,78 + 3,78 194,12 +£2,87
0,0 mM + 0,4 mL 402,12 £4,51 787,28 + 3,10 386,45 + 3,33 372,78 £ 3,01
1,0 mM + 0,2 mL 204,85 + 3,87 214,75 £4,52 196,67 + 4,29 136,91 £ 5,87
1,5mM + 0,2 mL 162,78 + 7,85 173,17 £4,61 132,47 £ 5,87 125,64 + 6,87
1,0 mM + 0,4 mL 295,59 +2,99 427,31 +£5,84 269,37 +4,32 248,58 + 7,89

PARAQUAT (M)
0,05 M + 0,0 mL 37,00 + 0,23
0,10 M + 0,0 mL 14,00 + 3,64
0,05M + 0,2 mL 236,12 £ 6,89 265,28 +4,56 157,82 + 5,87 143,48 + 5,67
0,10 M + 0,2 mL 168,73 £ 5,98 173,89 + 5,68 165,91 £ 6,46 131,16 £ 7,13
0,05 M + 0,4 mL 264,45 £ 4,75 279,74 + 4,99 170,34 £ 7,99 154,31 £6,71

* = Valores da coluna significativamente diferente dos controles de estressores e de levedura (considerado 100% de sobrevivéncia).

RS-N = erva mate nativa proveniente do estado do Rio Grande do Sul

RS-R = erva mate reflorestada proveniente do estado do Rio Grande do Sul

SC-N = erva mate nativa proveniente do estado de Santa Catarina

SC-R = erva mate reflorestada proveniente do estado de Santa Catarina
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TABELA 2. Valores de sobrevivéncia da levedura Saccharomyces cerevisiae tratada com erva-mate nativa e reflorestada
dos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, colhidas no més de julho, em presenca dos agentes estressores

apomorfina e paraquat durante metabolismo aerdbico.

Sobrevivéncia (%) + DP

Concentragdo dos Agentes
RS-N* RS-R* SC-N* SC-R*
Estressores + Amostras

APOMORFINA (mM)
1,0 mM + 0,0 mL 33,00 + 0,00
1,5mM + 0,0 mL 22,00 + 1,41
0,0 mM + 0,2 mL 284,23 + 6,87 489,61 + 7,59 270,87 + 6,33 216,67 + 5,24
0,0 mM + 0,4 mL 447,78 £ 5,89 874,94 + 7,12 429,54 £ 8,14 413,42 £ 6,37
1,0 mM + 0,2 mL 227,19 + 6,33 238,67 + 8,96 218,61 £ 6,15 151,18 £4,18
1,5 mM + 0,2 mL 181,75+ 4,78 192,37 + 6,57 147,15 + 4,37 139,67 £ 6,34
1,0 mM + 0,4 mL 328,47 +7,12 474,68 £ 5,99 299,43 + 5,87 276,13 £ 5,19

PARAQUAT (M)
0,05 M + 0,0 mL 50,00 + 0,98
0,10 M + 0,0 mL 20,00 + 1,47
0,05M+0,2mL 262,17 + 8,13 295,78 £ 7,14 175,75 £ 4,58 159,48 + 6,57
0,10 M+ 0,2 mL 187,29 + 7,54 193,96 + 8,63 184,15+ 7,14 146,27 + 8,13
0,05M + 0,4 mL 293,67 +5,87 310,85+ 6,41 189,17 £ 6,97 171,37 £ 7,46

* = Valores da coluna significativamente diferente dos controles de estressores e de levedura (considerado 100% de sobrevivéncia).

RS-N = erva mate nativa proveniente do estado do Rio Grande do Sul

RS-R = erva mate reflorestada proveniente do estado do Rio Grande do Sul

SC-N = erva mate nativa proveniente do estado de Santa Catarina

SC-R = erva mate reflorestada proveniente do estado de Santa Catarina
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TABELA 3. Valores de sobrevivéncia da levedura Saccharomyces cerevisiae tratada com erva-mate nativa e reflorestada
dos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, colhidas no més de agosto, em presenga dos agentes estressores

apomorfina e paraquat durante metabolismo aerdbico.

Sobrevivéncia (%) + DP

Concentragdo dos Agentes
RS-N* RS-R* SC-N* SC-R*
Estressores + Amostras

APOMORFINA (mM)
1,0 mM + 0,0 mL 48,00 + 3,69
1,5mM + 0,0 mL 26,00 + 5,66
0,0 mM + 0,2 mL 326,28 £ 6,99 562,84 + 5,44 310,97 + 7,13 249,64 + 6,47
0,0 mM + 0,4 mL 514,56 + 7,89 989,67 + 5,23 494,31 £6,92 475,13 £8,78
1,0 mM + 0,2 mL 261,78 £ 5,24 273,25 +7,15 251,39+ 7,82 174,78 £ 9,48
1,5 mM + 0,2 mL 208,46 £ 6,31 220,37 + 6,65 169,16 + 6,41 160,36 + 6,33
1,0 mM + 0,4 mL 377,37 £6,98 545,16 + 5,47 344,46 + 7,29 317,97 £4,55

PARAQUAT (M)
0,05 M + 0,0 mL 65,00 + 1,82
0,10 M + 0,0 mL 25,00 2,32
0,05M+0,2mL 301,25 + 3,45 339,78 + 4,89 201,97 + 8,99 183,93 £ 8,45
0,10 M+ 0,2 mL 215,89 £ 5,87 222,69 £ 7,93 212,16 + 8,13 168,18 £ 6,16
0,05M + 0,4 mL 337,36 +7,12 356,37 + 6,17 217,63 £ 6,17 197,56 £ 4,72

* = Valores da coluna significativamente diferente dos controles de estressores e de levedura (considerado 100% de sobrevivéncia).

RS-N = erva mate nativa proveniente do estado do Rio Grande do Sul

RS-R = erva mate reflorestada proveniente do estado do Rio Grande do Sul

SC-N = erva mate nativa proveniente do estado de Santa Catarina

SC-R = erva mate reflorestada proveniente do estado de Santa Catarina
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O maior grau de sobrevivéncia encontrado nos tratamentos que receberam erva-mate pode ser explicado pelo fato
de que, além da atividade antioxidante exercida pela amostra no meio de reagdo protegendo do agente estressor, a erva-mate
também contém varios nutrientes que podem ser utilizados pelas leveduras pra proporcionar o aumento do niimero de
colonias.  Estudos indicam como principais constituintes da erva-mate os seguintes compostos: agua, celulose, gomas,
dextrina, mucilagem, glicose, pentose, lipidios, resina aromatica, legumina, albumina, cafeina, teofilina, cafearina,
cafamarina, adcido matetanico, acido folico, acido caféico, acido viridico, clorofila, colesterina, 6leo essencial, aminoacidos,
proteinas, vitaminas, saponinas, enzimas, polifendis, alcaldides e taninos. Nas cinzas encontram-se grandes quantidades de
potassio, litio, acidos folicos, sulflirico, carbonico, cloridrico e citrico, além de magnésio, manganés, ferro, aluminio e tragos

de arsénico (Perez, 1993).

Em trabalho desenvolvido por ALIKARDIS (1987), extratos de llex paraguariensis foram administrados durante
60 dias em ratas e realizaram-se estudos hematologicos, hepatograma e de urina. Se observou um aumento moderado da
contagem plaquetaria nas ratas que consumiram extratos de llex paraguariensis em relagdo aos valores obtidos nas ratas
controle (administragdo de somente dgua destilada), confirmando seu efeito positivo em sistemas vivos, como encontrado no
presente trabalho.

Na analise dos resultados obtidos por ALIKARDIS (1987) para caracterizar as agdes fisiofarmacoldgicas das
infusdes de llex paraguariensis, ndo se observou nenhum resultado que sugira possibilidade de hemolise, pois, ndo houve
aumento de produgdo dos reticuldcitos circulantes ou da transaminase lactico desidrogenase ou da bilirrubina indireta, nem
foi detectado a presenga de fragilidade globular ou de hemossiderina (na urina), que sdo pardmetros que se alteram
claramente no caso de hemolise. Em conclusio, a ingestdo continua de infusdes de Ilex paraguariensis ndo produziu
mudangas patologicas nestes animais, que os se diferenciaram do grupo controle; e os efeitos estimulantes centrais e
diuréticos da infusdo de llex paraguariensis se devem seguramente ao seu contetido de cafeina e metilxantinas. A auséncia
de efeitos toxicos também foi observada na analise com leveduras, pois o0 aumento da concentragdo de erva-mate no meio néo
impediu o aumento do grau de sobrevivéncia.

Comparando os resultados encontrados com a literatura cientifica atual, verificou-se que FILIP et al. (2000) testou
a habilidade de extratos de Ilex paraguariensis em inibir a oxidagdo lipidica em membranas sintéticas (lipossomos), e conclui
que ocorreu uma protecdo relevante das membranas, principalmente em um estagio inicial da reag¢@o, onde o extrato analisado
foi habil em inibir a oxidacdo dos lipossomos. Este ¢ um dado que pode confirmar o efeito protetor encontrado para as
amostras analisadas.

Existe uma forte correlagdo entre a atividade antioxidante e o total de compostos fendlicos encontrados na erva-
mate. Os derivados cafeoil presentes no extrato sdo os compostos responsaveis , em grande parte, a atividade antioxidante
observada. A presenga de rutina, quercetina e camferol, ambos livres ou como glicosideos, em varias espécias llex, incluindo
I. paraguariensis, podem também ser responsaveis em parte pela atividade antioxidante observada da erva-mate (FILIP et al.

2000).
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Pode-se observar que o Desvio Padrdo (DP) encontrado no testes in vivo foi, em todos os casos, superior ao que ¢
normalmente encontrado na literatura cientifica, porém, como se trata de um ensaio bioldgico, este DP seria aceitavel, visto
que um sistema vivo estd envolvido na andlise.

Frente a estes resultados, o RS estaria em desvantagem em relag@o aos ervais de SC, ja que possuimos apenas 30%
de ervais reflorestados, e sdo estes os de maior atividade antioxidante. Ja em SC ocorre o contrario e 0 mais vantajoso para a

satde da populagdo que as consome: a maioria é de ervais nativos, cujo efeito protetor celular € maior.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que a capacidade antioxidante das amostras varia em fung@o do tipo e concentragio
do agente estressor utilizado, das concentragdes das amostras, do tipo de erval (nativo ou reflorestado) e do estado produtor
(RS e SC). Entre os estados, o RS apresentou maior efeito antioxidante, onde ervais reflorestados foram mais eficientes
como protetores celular, o contrario ocorreu no estado de SC. Concluiu-se com este trabalho que a erva-mate, ingerida na
forma de chimarrdo, possui realmente um oOtimo efeito antioxidante em sistemas vivos, ¢ este ¢ proporcional a sua
concentracao.

A relevancia dos resultados obtidos nesta pesquisa fica destacada quando se avalia o quanto a atividade econdmica
em que ela se insere podera ficar incrementada, pelo fato de que a produgdo de produtos de maior qualidade e com atributos
voltados para a saide humana (valor nutricional, qualidade do produto), podera influenciar no seu consumo. Contribuindo
para impulsionar o desenvolvimento econdmico e tecnologico da regido sul, pois atende as demandas do setor industrial e
tecnoldgico frente ao mercado consumidor de erva-mate, nas regides de consumo tradicional e na busca de novas areas

mercadologicas, assim como, ainda propicia o desenvolvimento de produtos alternativos, voltados para a saiide humana.
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RESUMO

Antioxidantes sdo compostos que funcionam como bloqueadores dos processos Oxido-redutivos
desencadeados pelos radicais livres, impedindo ou diminuindo, desta forma, os danos gerados por eles.
Os antioxidantes s3o largamente empregados em alimentos, medicamentos e cosméticos, € mais
recentemente, estdo sendo usados também em terapias antioxidantes em doengas nas quais os radicais
livres estdo implicados. Este trabalho tem como objetivo avaliar a capacidade antioxidante do produto
erva-mate tipo chimarrdo através de testes quimicos. A avaliagdo se baseou na determinagdo da
Atividade Antioxidante Total (Hidrofilica e Lipofilica), do Poder Redutor e do Efeito Seqiiestrante de
Radicais DPPH. Os resultados obtidos indicam que a capacidade antioxidante da maioria das
amostras variaram significantemente em funcdo do estado produtor e do tipo de erval nos trés meses
de analise, que sdo representativos do periodo de inverno do sul do pais. Concluiu-se com este
trabalho que a erva-mate, ingerida na forma de chimarrdo, possui realmente um o6timo efeito
antioxidante em sistemas quimicos, e que esta propriedade pode ser explorada visando a diversificagdo
das formas de consumo, o que facilitaria a expansao da cultura pelo pais.

Palavras-chave: llex paraguariensis; atividade antioxidante; poder redutor.

SUMMARY

ANTIOXIDANT ACTIVITY EVALUATION OF YERBA-MATE IN CHEMICAL SYSTEMS.
Antioxidants are composts that work as blockers of the reductive-oxide processes unchained by free
radicals, impeding or decreasing, this way, the damages generated by them. The antioxidants are
widely used in foods, medicines and cosmetics, and more recently, they are also being used in
antioxidant therapies in diseases in which the free radicals are implicated. This work has as objective
evaluates the antioxidant capacity of the product yerba-mate “chimarrdao” type through chemical tests.
The evaluation was based on the determination of the Total Antioxidant Activity (Hydrophilic and
Lipophilic), of the Reducing Power and of the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical
sequestrating effect. The obtained results indicate that the antioxidant capacity of majority of the
samples varied significantly in function of the producer state and the herbal type in the three months
of analysis, that are representative of the winter season of the south of the country. It was concluded
with this work that the yerba-mate, ingested in the “chimarrdo” form, it really has a great antioxidant
effect in chemical systems, and that this property can be explored seeking the diversification in the
consumption ways, that would facilitate the expansion of the culture in the country.

Keywords: llex paraguariensis; antioxidant activity; reducer power.
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1 - INTRODUCAO

A llex paraguariensis Saint Hilaire (Aquifoliaceae), conhecida popularmente como
erva-mate, ¢ uma espécie nativa da América do Sul e tem sua area de ocorréncia natural
restrita a 3 paises: Brasil, Paraguai e Argentina.

De acordo com o Projeto Plataforma Tecnoldgica da Erva-Mate do Parana (PADCT
Erva-Mate) [24], a erva-mate, quando comparada com outros tipos de plantas e/ou produtos
industrializados, ¢ um produto centenario que se encontra em fase embrionaria de
descobertas, principalmente, em termos dos seus usos industriais, a nivel internacional. Para
CAMPOS [4], o desenvolvimento tecnologico da erva—mate e derivados requer investimentos
em pesquisa, para a modernizagdo e otimizagao dos processos de produgdo, para a busca de
uma maior qualidade e diversificacdo de produtos, para que desta forma, possa ocorrer a
busca de novos mercados, nacionais € internacionais.

A erva-mate apresenta variacdes em sua qualidade e no conjunto de suas
caracteristicas, principalmente fisico-quimicas, devido a influéncias de alguns fatores como os
tipos de ervais (nativos ou reflorestados), os sistemas de cultivo, a regido produtora. O
produto 'Erva-Mate Tipo Chimarrdo', nos estados onde ¢ conhecido, encontra-se associado
aos usos, expectativas e costumes dos consumidores, onde, caracteristicas organolépticas,
como a cor do produto, o aroma, o gosto desejavel, o sabor residual, se constituem nos
principais fatores de qualidade apreciados pelo consumidor [27], assim como, a preocupacao
com sua influéncia na alimentacdo e na saide humana. Na América do Sul, aproximadamente
30% da populagdo bebe mais que 1 litro/dia desta bebida [8], quantidade esta bastante
significante para justificar o aumento do interesse de pesquisadores por esta planta.

Em publicagdo de ZERO HORA, de setembro de 2004, [33] o chimarrdo ¢ designado
como “Amargo e saudavel”, e explica alguns mecanismos envolvidos no efeito protetor da
erva-mate sobre as células, evidenciando a preocupacdo cada vez maior da populagcdo por

substancias naturais com efeito positivo sobre a satde.

Para KROON & WILLIAMSON [15] e MELO & GUERRA [19], nos tltimos 20 anos
houve um incremento de pesquisas na busca de determinados tipos de alimentos que
possuissem substancias biologicamente ativas que trouxessem beneficios 4 satde ou efeitos
fisiologicos desejaveis [23], e com isso um estilo de vida mais saudavel. Neste contexto,
inserem-se os antioxidantes, porque os mesmos podem retardar o dano oxidativo de tecidos
aumentando suas defesas naturais [32].

A erva mate consumida como “Chimarrdao” ¢ muito apreciada pelo sabor peculiar e

propriedades estimulantes devido ao alto conteudo de cafeina ¢ teobromina [7]. llex
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paraguariensis esta incluida na British Herbal Pharmacopeia [5] ¢ no Martindale [16]. Esta
espécie ¢ conhecida por ter sabor caracteristico amargo, fungdes hepatoprotetoras, coleréticas,
hipocolesterémicas, antioxidantes, antirreumaticas, diuréticas, e propriedades gliconeoliticas e
lipoliticas. Atualmente, ¢ empregado em preparacdes de ervas comerciais, como tonico,
anticelulite e antienvelhecimento. Algumas destas atividades farmacoldgicas sao atribuidas ao
alto conteudo de derivados cafeoil e flavonoéides [1, 12].

O objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antioxidante do produto 'Erva-Mate
Tipo Chimarrdo' e verificar também a possivel existéncia de diferencas regionais entre os
tipos de ervais e os principais estados produtores e consumidores desta bebida, o Rio Grande

do Sul (RS) e Santa Catarina (SC).

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 — Obtengao do produto Erva-Mate Tipo Chimarrao

Foram coletadas amostras do produto erva-mate, representativas de duas regides
produtoras de erva-mate (RS e SC), discriminando fatores como: regido produtora, tipos de
ervais (nativos ou reflorestados) e época de colheita.

As amostras provenientes dos estados do Rio Grande do Sul foram ambas colhidas no
municipio de Ilopolis, e as amostras de Santa Catarina foram colhidas no municipio de
Xaxim. Todas as amostras foram colhidas nos meses de junho, julho e agosto, sempre
obedecendo um intervalo de 30 dias entre as colheitas, foram secas um dia ap6s a colheita,
processadas e armazenadas da mesma forma, para que estes fatores nao tivessem influéncia
nas analises.

As amostras foram recebidas na forma de pd, em embalagens prontas para consumo.
Realizou-se a amostragem, a qual partiu de 10 pacotes de erva-mate, cada um contendo 1 Kg
de produto, e entdo as analises foram executadas a partir desta unidade analitica.

A andlise da atividade antioxidante in vitro da erva-mate foi realizada nos trés lotes,
que foram representativos do periodo de inverno do sul do Brasil, logo apds o recebimento
das amostras.

A avaliacdo da atividade antioxidante da erva-mate foi feita através de uma solucao
cuja concentracao ¢ representativa da mesma propor¢do entre erva-mate e agua (5:100)
utilizada na bebida chimarrao, obtida a partir de uma extragdo aquosa a 70°C por 10 minutos
[26].  As analises foram realizadas utilizando um Espectrofotdmetro, na regido do Ultra-

Violeta-Visivel (UV-VIS), modelo Spectrum 22ED.
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Para melhor entendimento, as amostras analisadas foram codificadas da seguinte
maneira: erva mate nativa proveniente do RS (RS-N), erva mate reflorestada proveniente do

RS (RS-R), erva mate nativa proveniente de SC (SC-N) e erva mate reflorestada proveniente

de SC (SC-R).

2.2 — Determinacao da Atividade Antioxidante Total

O objetivo desta analise foi verificar a capacidade de diferentes componentes
(presentes na erva-mate) em seqiiestrar o radical cation 2,2 azino-di-3-etilbenzotiazolina
sulfonato (ABTS), comparado com um padrdo antioxidante (Trolox - 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid) em uma curva dose-resposta.

A determinag@o da Atividade Antioxidante Total foi realizada segundo ARNAO et al.
[2], com algumas adaptagdes. A reagdo para determinagdo da atividade antioxidante
hidrofilica consistiu na adicdo de 2 mM de ABTS, 15 uM de perdxido de hidrogénio (H,0,),
0,25 uM de Horseradish Peroxidase (HRP) em 5 mM de tampao fosfato (pH 7,5). Esta
solugdo foi monitorada a 730 nm até absorbancia estavel e entdo 20 puL de fase aquosa (erva-
mate em agua 5:100) foi adicionada. A diminuicdo da absorbancia foi entdo monitorada até
estabilizacao.

Da mesma forma, utilizou-se 1 mM de ABTS, 15 mM de peroxido de hidrogénio, 6
puM de HRP em etanol para a verificagdo da atividade antioxidante lipofilica. Apos
absorbancia estavel a 730 nm desta solugdo, 20 pL de fase orgénica (erva-mate em etanol
5:100) foi adicionada ao meio e o decréscimo da absorbancia foi monitorado até estabilizagao.

Para cada lote analisado, foi construida uma Curva dose-resposta do Padrao
Antioxidante Trolox. Encontram-se abaixo as Equagdes de Reta e R* (Coeficiente de
Correlagdo) correspondentes aos meses de junho e julho, que pelo fator de semelhanga foram
consideradas iguais, e agosto, respectivamente. Para a constru¢do das Retas foi utilizado
somente etanol como solvente, visto que ndo se verificaram diferencas entre retas construidas

com etanol e solu¢do tampao.

AAT = 4,3308x - 3,0105 / R*=0,9990 AAT =3,1976 - 5,7029 x / R*=0,9809

Onde AAT — Atividade Antioxidante Total
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2.3 — Determinacao do Efeito Sequestrante de Radicais DPPH

O mecanismo de agdo desta reacdo baseia-se na capacidade do antioxidante em doar
hidrogénio para o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) provocando a varredura deste
radical livre do meio de reacdo, modificando a cor da solugdo, verificando-se entdo a
capacidade dos antioxidantes presentes na amostra em anular radicais livres gerados por
oxidacao [3].

Este procedimento experimental foi adaptado de ARNOUS et al. [3] e CHEN et al.
[6]. Em uma solu¢do metanolica de radical DPPH 60 puM (9,75mL), foram adicionadas as
amostras (0,125 mL de um extrato 5:100 em agua). As solugdes foram homogeneizadas e
entdo deixadas no escuro por 30 min. A absorbancia das solu¢des resultantes foram medidas
em cubetas de 1 cm usando Espectrofotdmetro a 515 nm contra um branco, que nao
continha DPPH.

O resultado foi expresso através da plotacao dos resultados em Curva dose-resposta de
solucdes conhecidas de Trolox, a um comprimento de onda de 515nm e expressos como mM
equivalentes de Trolox. Abaixo se representam as equagdes referentes aos meses de junho e
julho, as quais, novamente, pela semelhanga foram consideradas iguais, e do més de agosto,
respectivamente.  As concentragdes utilizadas de padrdo Trolox para constru¢do da Curva

dose resposta variaram de 4,0 — 13,6 mM.

AAR = 148,96552x - 16,60138 / R*=0,9631 AAR = 147,6923x -18,4985 /| R?=0,9549

Onde AAR — Atividade Anti-Radical

2.4 — Determinacdo do Poder Redutor

O ion ferro (Fe*") produzido na reagdo redox forma um produto colorido quando
reage com DPPH, que tem um comprimento de onda maximo de 525 nm. [25].
Analiticamente, 0,5 mL de amostra apropriadamente diluida (5:100 em 4gua) foi misturada
com 0,5 mL de cloreto férrico 3 mM em 4cido citrico SmM. A solugdo foi misturada e
incubada a 50°C em banho-maria por 20 minutos. Seguindo, 9 mL de uma solu¢do de DPPH
(60 uM) em 1.2% de Acido Tricloroacético foi adicionada, a mistura foi homogeneizada e
depois de 5 minutos a absorbancia foi lida a 525nm. Foi utilizada 4gua destilada como branco.
Uma curva de calibragdo foi estabelecida através de plotagdo a 525nm contra concentragdes
conhecidas de quercetina (3,00 — 15,00 mM). O poder redutor foi expresso como equivalentes
de quercetina através da equacdo obtida das curvas padrdo, representadas abaixo para os

meses de junho e julho, e agosto, respectivamente.
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PR = 14,4969 - 34,8123x / R*=0.9863 PR = 5,5635 - 4,3315x / R°=0,9168

Onde PR = Poder Redutor.

2.5 — Analise Estatistica dos Resultados

A comparacao dos resultados obtidos entre os tipos de ervais e os estados produtores
foi feita através de andlise de variancia (ANOVA), e pos-Teste de Tukey para avaliar a
diferenca entre as médias, usando um nivel de significincia de p < 0,05, através do programa

Microsoft Excel. Todos os testes foram realizados em triplicata.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A Atividade Antioxidante Total foi avaliada separadamente (hidrofilica e lipofilica)
para facilitar a discussdo dos resultados. Quanto a atividade antioxidante hidrofilica, em
junho, todas as amostras deferiram significativamente (Grafico 1), sendo que a maior
atividade antioxidante foi da amostra SC-N e a menor SC-R, ficando as amostras do estado do
RS em posigao intermedidria. Em julho, ndo houve diferencga significativa entre os tipos de
ervais. Em agosto, as diferencas voltaram a aparecer, sendo todos os ervais diferentes entre
si, além disso, a maior atividade foi das amostras do RS e as menores de SC, talvez pelo fato
de que no RS o clima no inverno costuma ter temperaturas mais extremas, e isto poderia ter
aumentado a sintese de compostos fendlicos responsaveis pelas defesas vegetais, os quais
possuem atividade antioxidante.

Com relacdo aos meses de analise, todas as amostras apresentaram maior atividade
antioxidante hidrofilica em agosto, intermediaria em julho € menor em junho, com exce¢do da

amostra SC-N, que teve a menor atividade em julho (Gréfico 1).
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GRAFICO 1: Diferencas de Atividade Antioxidante Hidrofilica entre os tipos de ervais
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Segundo OMARI et al. [22], para atividade antioxidante hidrofilica de Quercus ilex,
atribui-se 88,0 — 99,9 % da atividade antioxidante total a fracdo hidrofilica (equivalente a 1
mmol de Trolox), e apenas 12-0,1% (até o correspondente a 30 umol de Trolox) do total para
os constituintes lipofilicos. O mesmo foi observado entre as amostras em estudo, onde o
extrato aquoso foi mais eficaz em anular o processo de oxidacdo no meio de andlise,
comprovando que a erva-mate tem suas melhores propriedades aproveitadas quando ingerida
pelos seus consumidores na forma de chimarrao.

Mesmo em condigdes distintas de temperatura (diferentes meses do ano, embora sendo
todos representativos do inverno sulino) todas as amostras mostraram uma maior contribui¢ao
hidrofilica que lipofilica a atividade antioxidante total (Gréficos 1 e 2).

Em estudo comparativo entre llex paraguariensis e outras espécies comumente
utilizadas como adulterantes, FILIP et al. [8] observou que a primeira apresentou uma
diferenca significativa de atividade antioxidante sobre as demais, provando que as possiveis
misturas encontradas no mercado ndo so alteram as propriedades sensoriais do chimarrdo e
produtos derivados, como também influenciam sua acdo sobre o metabolismo e saude
humana. Dai a importancia de uma comprovacao cientifica sobre os beneficios da bebida de
llex paraguariensis para a satde das populagdes e a certificagio de um produto nao
adulterado.

Podemos observar que, em junho, a atividade antioxidante lipofilica (Grafico 2) foi
maior para a amostra RS-N, seguida das amostras de SC (reflorestada e nativa ndo diferiram

entre si) e com menor atividade a amostra RS-R.
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GRAFICO 2: Diferencas de Atividade Antioxidante Lipofilica entre os tipos de ervais
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Em julho, todas as amostras diferiram significativamente, onde a maior ¢ menor
atividade, foi respectivamente, RS-R e RS-N, sendo que SC ficou com valores intermediarios,
mas também significativos. Em agosto, as amostras mais eficazes foram RS-N e SC-N,
porém, a Unica que diferiu significativamente das demais foi a RS-R. Em junho foi detectada
maior atividade antioxidante lipofilica entre todas as analises para a amostra RS-N ¢ em
julho a menor atividade encontrada para a mesma amostra, mostrando grande variagao.

A tendéncia observada foi da atividade antioxidante lipofilica ser maior em agosto
(Gréafico 2), o que ndo seria explicado pela teoria de que os fenois, importantes substancias
com atividades antioxidantes, que sdo, provavelmente, mais produzidos pelos tecidos vegetais
nas condicdes adversas e de estresse do inverno, com objetivo de defesa contra agentes
agressores € invasores da natureza, € que, provavelmente, esta maior capacidade protetora
deve-se a existéncia de outras substancias possivelmente com atividade antioxidante. Entre as
amostras, observou-se uma grande variagdo entre elas com respeito ao maior efeito protetor,
sendo que todas elas, em pelo menos um periodo de anélise (tanto para atividade hidrofilica
quanto lipofilica) tiveram a maior capacidade de evitar reacdes de oxidagdo. De acordo
com OMARI et al. [22], o verdo, quando comparado as outras estagdes, ¢ a estacdo que possui
maior efeito protetor sobre espécies reativas de oxig€nio para vdrias espécies vegetais.
Extratos de folhas Quercus ilex ap6s processamento mostraram maior atividade antioxidante
total durante o verdo, quando a temperatura e pressdo de vapor foram maior. Sob estas
condi¢des, a dgua viabilizou o fechamento dos estdmatos, levando a diminui¢do da
fotossintese, que ¢ caracteristica das espécies vegetais. A absor¢do de luz pode entdo exceder
o requerido para a assimilacao da fotossintese, que, ao longo de condi¢gdes como o verdo, com
altas temperaturas, alta taxa respiratdria e metabolica e maior irradiagdo, pode aumentar a
geragdo de espécies reativas de oxigénio e a participacdo de mecanismos fotoprotetores [22].
Como as analises foram feitas durante o inverno, os resultados encontrados ndo podem ser
comparados com o que acontece com o metabolismo vegetal durante o verao do
Mediterraneo, onde ocorreu a pesquisa de OMARI et al. [22], porém entre os trés meses
analisados, o més de agosto geralmente apresenta maio nimero de horas de insolagdo por dia
(os dias ficam mais longos se comparados os dias de junho), portanto, talvez este mesmo
mecanismo talvez poderia explicar o que ocorreu com as amostras em analise.

Para a andlise do poder redutor das amostras referentes aos meses de junho e agosto,
verificou-se diferengas significativas entre todas elas (Grafico 3). No més de julho, as

amostras de SC nao diferiram entre si, mas diferiram das demais amostras.
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O maior poder redutor foi observado para todas as amostras, nas analises referentes ao
més de junho, valores intermediarios em julho € o menor poder redutor para o més de agosto
(Gréafico 3). Provavelmente, a diferenga encontrada entre as andlises de atividade
antioxidante total e poder redutor deve-se a sintese de diferentes compostos em diferentes
periodos do ano, os quais influenciam, em maior ou menor propor¢ao, a capacidade de defesa
de células vegetais e a compensagao de sintese de um ou outro composto ajudariam a manter

em niveis constantes dessa capacidade de defesa (variagdo sazonal).
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GRAFICO 3: Diferengas de Poder Redutor entre os tipos de ervais

%€ | otras diferentes indicam resultados estatisticamente diferentes (p <0,05)

Ao contrario da vasta literatura que existe sobre atividade antioxidante total e poder
seqiiestrante de radicais, dados especificos sobre poder redutor sdo um tanto limitados.
Entretanto, a habilidade antioxidante de muitos compostos esta diretamente relacionada a sua
capacidade redutora, assim, a medida do Poder Redutor pode ser uma importante ferramenta
de suporte na definicdo do mecanismo de acdo de um dado antioxidante em determinado
meio.

PSARRA et al. [25] pesquisou o poder redutor de vinhos brancos e sua relagdo com a
composi¢ao de polifendis. As andlises mostraram que o poder redutor das amostras de vinhos
variaram largamente, o que ¢ uma indicacdo que o poder redutor ¢ dependente de ambos
conteudo de polifendis totais e da relativa quantidade de polifendis individuais. O Poder
Redutor pode ser atribuido na mesma extensdo tanto a concentragdo de polifendis totais
quanto a concentracao de flavandis para as amostras de vinhos testados. Provavelmente possa

se esperar a mesma condicdo para extratos de erva-mate, onde, para se comprovar, poderia-se

quantificar estes mesmos compostos nas amostras em questao.



65

Os valores encontrados para amostras de vinhos brancos variaram entre 0,31 ¢ 2,05
mM Equivalentes de Quercetina [25], ja para os extratos de erva-mate, os valores foram
superiores, entre 4,4373 e 12,4082 mM Equivalentes de Quercetina. Esta diferenga pode ser
aceita levando-se em considera¢do que vinhos brancos possuem uma atividade antioxidante
menor que vinhos tintos, que por sua vez, possui metade da atividade antioxidante de extratos
de erva-mate, preparadas na menor concentragdo utilizada para comparar a acao protetora de
Ilex paraguariensis com outros sistemas alimentares [8].

Segundo MAU et al. [17], o Poder Redutor de extratos de cogumelos medicinais foi
crescente em relagdo a sua concentragdo, isto pode também ser esperado para os extratos de
erva-mate, uma vez que os resultados encontrados foram semelhantes. Tal resultado nos
conduz ao fato de que as caracteristicas antioxidantes da erva-mate podem ser exploradas
como uma propriedade medicinal.

O maior poder seqiiestrante de radicais DPPH foi encontrado nas amostras colhidas no
més de junho. Este efeito se reduziu em julho e voltou a aumentar em agosto, mas sem
diferenca significativa entre os dois Ultimos meses (Grafico 4). Isto pode ser devido a
variagdes climaticas, ja que até nos estados do sul do Brasil, onde ha melhor defini¢do entre
as estagdes do ano, picos climaticos diferentes da temperatura média para a época do ano vém
ocorrendo freqlientemente.

Todas as amostras referentes aos meses de junho e agosto apresentaram efeito
sequiestrante semelhante (sem diferenca significativa entre si). J& para o més de julho, a
amostra RS-N e RS-R, tiveram, respectivamente, maior ¢ menor capacidade de evitar a
oxidagdo em sistemas quimicos e SC ficou com valores intermediarios, sem diferencgas entre
Si.
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GRAFICO 4: Diferencas de Efeito Seqiiestrante de Radicais DPPH entre os tipos de ervais
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ARNOUS et al. [3] encontrou valores de Atividade Anti-radical para vinhos tintos
envelhecidos entre 0,88 — 1,53 mM Equivalentes de Trolox e verificou uma pobre correlagao
entre o total de antocianinas com atividade anti-radical e poder redutor, o pode ser devido ao
fato que os valores de antocianinas também representam polimeros e outros tipos de
pigmentos, que podem ndo possuir caracteristicas antioxidantes similares com antocianinas
monomeéricas. O contetdo de polifenodis € o fator que mais contribui para as propriedades
antioxidantes do vinho tinto e tudo indica que sejam também do mate.

Os valores de Atividade Anti-Radical, encontrados para os extratos de erva-mate
(4,0221 — 11,1393 mM Equivalentes de Trolox) foram superiores aos encontrados para
amostras de vinhos tintos envelhecidos. Considerando que durante o envelhecimento de
vinhos, os compostos fendlicos podem participar de reagdes de polimerizacdo e precipitacao,
e que sdo estes os principais responsaveis pela atividade antioxidante de vinhos tintos, uma
maior a¢do protetora por parte dos extratos de erva-mate seria esperada. Além das reagdes de
polimerizacdo e precipitagdo, os polifendis também sdo utilizados para evitar a propria
oxidacdo do vinho, sendo, portanto, consumidos durante a estocagem e envelhecimento [3].

O radical DPPH ¢ um radical estavel com uma baixa taxa de deterioragao e reatividade
frente a outros compostos. Conseqiientemente, somente um bom doador de hidrogénio
consegue reagir com um radical estdvel em uma reacdo estequiométrica. Em adigao,
antioxidantes que sdo efetivos quelantes de ions de metais de transicdo podem contribuir
diferentemente para a resposta antioxidante nos ensaios de Poder Redutor comparado a
ensaios usando radicais estaveis [29].

A andlise baseada no poder seqiiestrante de radicais estaveis € um método confiavel
para predizer a inibicdo dos produtos primarios formados a partir da oxidagdo por extratos
naturais em sistemas alimentares homogéneos [29].

GUGLIUCCI [10] mostrou que extratos de llex paraguariensis foram habeis em inibir
a oxidacdo induzida de lipoproteinas de baixa densidade em plasma humano. Tal efeito foi
atribuido aos polifenodis e flavonois presentes no extrato. Entretanto, a quantidade destes
antioxidantes que pode ser absorvida ndo ¢ clara, evidencias indicam que quantidade
substancial destes compostos ¢ absorvida e sdo encontrados em altos niveis em plasma
humano, sendo responsaveis por inibir a oxidacao de lipoproteinas.

A diferenca na atividade de extratos em relacdo a Equivalentes de Trolox indicam
diferengas no modo de acdo antioxidante entre os ensaios utilizados (Atividade Antioxidante
Total, Poder Redutor e Efeito Seqiiestrante de Radicais DPPH). Os ensaios s3o baseados em

diferentes principios e representam diferentes aspectos de potencial antioxidante, entdo uma
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divergéncia entre todos eles pode ser normalmente esperada, como ja demonstrado em

estudos similares em soro humano [10].

4 - CONCLUSAO

Viérios tipos de andlise foram realizados (diferentes mecanismos de agdo), com o
objetivo de englobar a maior parte de mecanismos que o tecido vegetal da erva-mate possui
como defesa antioxidante, como a sua atividade em meio aquoso € em meio organico, sua
capacidade em participar de reagdes de oxi-reducdo, e em anular radicais livres presentes no
meio reacional. Com o resultado destas trés técnicas, tornou-se possivel predizer a real
atividade antioxidante da erva-mate como um todo.

Quanto a relagdo entre os estados produtores e os tipos de ervais, ndo foi possivel
estabelecer uma relagdo constante, visto que as variagdes foram grandes, e de certa forma,
semelhantes de acordo com os meses de analise para todas elas.

A suplementacdo das defesas antioxidantes naturais do corpo humano, que as vezes
ndo ¢ suficiente, para anular todos os mecanismos de oxidacdo e envelhecimento gerados pela
toxicidade que o oxigé€nio gera no organismo, pode ser feita através de uma dieta balanceada
com frutas, vegetais e outros produtos naturais derivados, como o Chimarrdo, podendo-se
entdo inclui-lo em uma dieta racional. Os resultados desta pesquisa sugerem que a ingestao
de erva-mate na forma de Chimarrdo pode ser um meio muito eficaz e econdomico para
fornecer uma importante quantidade de compostos que aumentam o sistema de defesa
antioxidante de um organismo.

Além disso, a 'Erva-Mate Tipo Chimarrio', como um produto agroindustrial responde
por 96% da producdo de erva-mate brasileira [18], tal como ainda hoje se pratica, deixando
muita margem para ser melhorada. Com os resultados deste trabalho, onde se verificou que a
erva-mate, da forma que ¢ consumida (extrato aquoso) possui uma Otima atividade
antioxidante, torna-se possivel a exploracdo do consumo desta bebida, sob diferentes formas,
por todo o pais.

A relevancia dos resultados deste trabalho fica destacada quando se avalia o quanto a
atividade economica em que ela se insere podera ficar incrementada, pelo fato de que a
producdo de produtos de maior qualidade e com atributos voltados para a saude humana,

podera influenciar no seu consumo.
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4 - DISCUSSAO

Os compostos nitrogenados sdo de extrema importancia devido ao seu papel relevante
na nutricdo das leveduras, por isso o meio de crescimento foi enriquecido com varios
aminoacidos (Bell et al., 1979).

Nos testes realizados para testar a atividade antioxidante in vivo, o tratamento controle,
no qual foi adicionado apenas leveduras, teve suas Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)
contadas e entdo este nimero foi considerado como 100% de sobrevivéncia, pois ndo teve
influéncia dos agentes estressores e da erva-mate. Os resultados de todos os tratamentos
foram entdo comparados com o percentual de crescimento do controle de leveduras (100%) e
mostrados nas tabelas 1, 2 e 3. Todos os tratamentos, para as quatro amostras de erva-mate,
de ambos estados produtores, diferiram significativamente dos controles de estressores e
leveduras.

Em todos os testes, os antioxidantes foram adicionados as células de levedura antes do
agente estressor, uma vez que sua adicao posterior nao protege as células dos efeitos toxicos
gerados pelos agentes estressores.

Nos testes realizados com o agente estressor apomorfina, observou-se que as amostras
gauchas reflorestadas tiveram uma maior a¢ao sobre o agente estressor € permitiram um maior
crescimento de células que as amostras nativas do mesmo estado, porém, ambas tiveram um
crescimento significativamente maior que o controle de leveduras (considerado 100%),
demonstrando que realmente existe um efeito protetor por parte da erva-mate as células em
estudo. A mesma relagdo foi observada para as amostras catarinenses, porém as amostras
procedentes de ervais nativos tiveram um maior efeito sobre o crescimento celular que as
amostras reflorestadas (Tabelas 1, 2 e 3). Esta tlltima relagdo se torna mais coerente, quando
relacionamos as condig¢des que ocorrem em ambos os métodos de cultivo, ou seja, em ervais
nativos, que crescem geralmente entremeados a outras espécies vegetais € muitas vezes a
sombra dos mesmos, encontram condi¢des mais adversas de crescimentos e, provavelmente,
sintetizam mais substancias de defesa do tecido vegetal, e sdo estas substancias, na maioria
das vezes, as mais responsaveis pela atividade antioxidante de um sistema. No caso de ervais
reflorestados, plantados planejadamente ao sol para garantir melhor fotossintese ¢ melhor
crescimento da planta, as condi¢gdes ndo se tornam tao adversas e o ambiente ndo ¢ tao hostil
quanto aquele entremeado as matas, porém, hd um aporte de energia solar de grande
intensidade, o que pode gerar muitas espécies de radicais, que por sua vez podem estimular a

geracdo de substancias antioxidantes.
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Algumas outras relagdes foram observadas, ou seja, a atividade antioxidante do
tratamento com 0,4 mL de chimarrdo foi maior que os tratamentos com 0,2 mL, os quais
consistiam nos tubos controle para as amostras de erva mate, demonstrando que existe uma
relacdo direta entre a atividade antioxidante e sua concentracdo no meio, ou seja nos
tratamentos com maior concentracdo de erva-mate proporcionaram um maior grau de
sobrevivéncia.

Todos os tubos com apomorfina 1,0 mm/1,5 mm e 0,2 mL de chimardo e com
apomorfina 1,0 mm e 0,4 mL de chimarrdo tiveram maior crescimento que os controles de
apomorfina 1,0 mm e 1,5 mm, mostrando que a presenca da erva-mate propiciou o
crescimento das leveduras, at¢ mesmo em quantidade maiores que o tubo controle de
leveduras.

Todos os tubos com apomorfina 1,0 mm e 0,2 mL chimardo tiveram maior
crescimento que os tubos com apomorfina 1,5 mm e 0,2 mL chimarrdo. Todos os tubos com
apomorfina 1,0 mm e 0,4 mL chimardo tiveram maior crescimento que o os tubos com
apomorfina 1,0 mm e 0,2 mL chimarrdo. Estas relagdes foram obedecidas nos trés meses de
analise.

As mesmas relacdes foram obtidas com o paraquat, mas o crescimento foi
consideravelmente menor, mesmo assim foi significativamente diferente dos tubos controle de
estressores ¢ leveduras.

As amostras que apresentaram maior efeito antioxidante foram as colhidas em agosto,
seguidas do més de julho e junho. Tal fato ndo pode ser explicado pela teoria de que as
condigdes climaticas mais drésticas do inverno ocorrem em junho, e deveria ser neste periodo
a maior sintese de defesas antioxidantes por parte dos tecidos vegetais, mas podemos atribuir
estes resultados ao maior aporte de energia luminosa, que dentro do metabolismo vegetal ¢
transformada em quimica, podendo gerar espécies reativas, que estimulariam a sintese de
agentes de defesa (Omari et al., 2003).

Os ervais do RS apresentaram um efeito protetor celular maior que os ervais de SC,
sugerindo que as condigdes climaticas mais drasticas do inverno gatcho influenciam
diretamente na sintese destes compostos de defesa do tecido vegetal. Entre os tipos de
cultivo, no RS, a atividade antioxidante dos ervais reflorestados foram maiores que dos
ervais nativos, e para SC, ocorreu o inverso. Embora todos os tratamentos evidenciem um
efeito protetor sobre as células (diferenca significativa dos controles), as células tiveram
maior dificuldade de crescimento frente aos estressor paraquat, o que demonstra uma maior

fragilidade do metabolismo das leveduras contra o mecanismo de agdo deste agente estressor.
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Os resultados apresentados mostraram entdo que, de um modo geral, as amostras
testadas possuem maior capacidade de proteger células da levedura dos danos causados pela
apomorfina, ou seja, da geragdo de radicais quinonas, semiquinonas e radical superoxido (Lai
& Yu, 1997; Mena et al., 1997; Blum et al., 2000). O maior efeito agressor do paraquat, pode
ser explicado, pelo menos em parte, por, além de gerar o radical paraquat, também gerar
radicais O, e possivelmente OH" (Halliwell, 1987; Bulkley, 1993; Halliwell & Gutteridge,
2000), o que requeria um maior poder de inativacdo dos radicais livres pelos compostos

ensaiados.

O maior grau de sobrevivéncia encontrado nos tratamentos que receberam erva-mate
pode ser explicado pelo fato de que, além da atividade antioxidante exercida pela amostra no
meio de reacdo protegendo do agente estressor, a erva-mate também contém varios nutrientes
que podem ser utilizados pelas leveduras pra proporcionar o aumento do numero de colonias.
Estudos indicam como principais constituintes da erva-mate os seguintes compostos: agua,
celulose, gomas, dextrina, mucilagem, glicose, pentose, lipidios, resina aromatica, legumina,
albumina, cafeina, teofilina, cafearina, cafamarina, acido matetanico, acido fdlico, acido
caféico, acido viridico, clorofila, colesterina, Oleo essencial, aminodcidos, proteinas,
vitaminas, saponinas, enzimas, polifenois, alcaldéides e taninos. Nas cinzas encontram-se
grandes quantidades de potéssio, litio, acidos folicos, sulfurico, carbonico, cloridrico e citrico,

além de magnésio, manganés, ferro, aluminio e tragos de arsénico (Perez, 1993).

A levedura S. cerevisiae, uma anaerobica facultativa, utiliza preferencialmente a
glicose para obtencdo de energia através da fermentagdo. Esse mecanismo ¢ mediado por um
complexo mecanismo de repressdo e ativacdo de genes e proteinas conhecido por “repressao
catabdlica” ou “repressdo por glicose”. A glicose quando presente no meio reprime uma série
de genes que codificam as proteinas necessarias para a utilizagdo de outras fontes de carbono
e para o metabolismo oxidativo, incluindo a biossintese de mitocondrias € o transporte de
elétrons pela cadeia mitocondrial (Maris et al., 1999). Quando a concentragdo de glicose cai
para menos de 0,5% no meio, ocorre a depressdo das enzimas que participam da biossintese
das mitocondrias e de outros agentes necessarios para o crescimento respiratorio (Gancedo,
1998). Desta forma, no meio sintético completo (SC) contendo 3% de glicerol, ocorre
depressdo catabolica e a levedura cresce utilizando as via de metabolismo aerobico.

O sistema enzimatico de defesa antioxidante usado pelas leveduras ¢ complexo e ndo
totalmente esclarecido. Sabe-se, no entanto, que as células podem aumentar suas defesas

antioxidantes durante o metabolismo aerdbico com o objetivo de diminuir os danos adicionais
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gerados pelo funcionamento da cadeia de transporte de elétrons (Jamieson, 1998). Estas
defesas incluem principalmente o aumento das enzimas SOD 1 e SOD 2 (Maris et al., 1999).

Frente a estes resultados, o RS estaria em desvantagem em relagdo aos ervais de SC, ja
que possuimos apenas 30% de ervais reflorestados, e sdo estes os de maior atividade
antioxidante. Ja em SC ocorre o contrario ¢ o mais vantajoso para a saude da populagdo que
as consome: a maioria € de ervais nativos, cujo efeito protetor celular ¢ maior.

Nao se observou, para nenhuma das amostras em todos os meses de analise, algum
resultado que caracterizasse toxicidade por parte da erva-mate, nas concentracdes que foram
utilizadas. O crescimento celular em todos os tubos com maior concentragdo de erva-mate foi
sempre maior que o de menor concentragao.

Em trabalho desenvolvido por Alikardis (1987), extratos de llex paraguariensis foram
administrados durante 60 dias em ratas e realizaram-se estudos hematologicos, hepatograma e
de urina. Se observou um aumento moderado da contagem plaquetaria nas ratas que
consumiram extratos de llex paraguariensis em relagdo aos valores obtidos nas ratas controle
(administragdo de somente dgua destilada), confirmando seu efeito positivo em sistemas
vivos, como encontrado no presente trabalho.

Na andlise dos resultados obtidos por Alikardis (1987) para caracterizar as agdes
fisiofarmacologicas das infusdes de llex paraguariensis, ndo se observou nenhum resultado
que sugira possibilidade de hemdlise, pois, ndo houve aumento de produ¢do dos reticuldcitos
circulantes ou da transaminase lactico desidrogenase ou da bilirrubina indireta, nem foi
detectado a presenga de fragilidade globular ou de hemossiderina (na urina), que sao
parametros que se alteram claramente no caso de hemolise. Em conclusao, a ingestao continua
de infusdes de Ilex paraguariensis ndo produziu mudangas patologicas nestes animais, que 0s
diferenciam do grupo controle; e os efeitos estimulantes centrais e diuréticos da infusdo de
Ilex paraguariensis de devem seguramente ao seu contetido de cafeina e metilxantinas. A
auséncia de efeitos toxicos também foi observada na analise com leveduras.

Comparando os resultados encontrados com a literatura cientifica atual, verificou-se
que Filip et al. (2000) testou a habilidade de extratos de llex paraguariensis em inibir a
oxidacao lipidica em membranas sintéticas (lipossomos), e conclui que ocorreu uma prote¢ao
relevante das membranas, principalmente em um estagio inicial da reagdo, onde o extrato
analisado foi hébil em inibir a oxidagdo dos lipossomos. Este ¢ um dado que pode confirmar
o efeito protetor encontrado para as amostras analisadas.

Existe uma forte correlagdo entre a atividade antioxidante e o total de compostos

fendlicos encontrados na erva-mate. Os derivados cafeoil presentes no extrato sdo os
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compostos responsaveis , em grande parte, a atividade antioxidante observada. A presenca de
rutina, quercetina e camferol, ambos livres ou como glicosideos, em varias espécias llex,
incluindo I. paraguariensis, podem também ser responsaveis em parte pela atividade
antioxidante observada da erva-mate (Filip et al. 2000).

Observou-se uma relagdo constante entre todos os resultados, onde o crescimento de
leveduras foi sempre proporcional a concentracao do agente estressor ¢ das amostras de erva-
mate, para os dois estressores utilizados nos trés meses de andlise, demonstrando a
confiabilidade da técnica e comprovando o efeito protetor da erva-mate.

Pode-se observar que o Desvio Padrao (DP) encontrado no testes in vivo foi, em todos
0s casos, superior ao que ¢ normalmente encontrado na literatura cientifica, porém, como se
trata de um ensaio bioldgico, este DP seria aceitdvel, visto que um sistema vivo estd
envolvido na andlise.

De acordo com os resultados da atividade antioxidante in vivo, demonstrou-se quanto
o produto erva-mate preparado na forma de chimarrdo pode ser benéfico ao metabolismo

humano, ja que possui efeito protetor em sistemas vivos.

A Atividade Antioxidante Total foi avaliada separadamente (hidrofilica e lipofilica)
para facilitar a discussdo dos resultados. Quanto a atividade antioxidante hidrofilica, em
junho, todas as amostras deferiram significativamente (Grafico 1 — Artigo 2), sendo que a
maior atividade antioxidante foi da amostra SC-N e a menor SC-R, ficando as amostras do
estado do RS em posic¢do intermedidria. Em julho, ndo houve diferenca significativa entre os
tipos de ervais. Em agosto, as diferengas voltaram a aparecer, sendo todas os ervais diferentes
entre si, além disso, a maior atividade foi das amostras do RS e as menores de SC, talvez pelo
fato de que no RS o clima no inverno costuma ter temperaturas mais extremas, e isto poderia
ter aumentado a sintese de compostos fendlicos responsaveis pelas defesas vegetais, os quais
possuem atividade antioxidante.

A reagdo que ocorre na determinacdo da Atividade Antioxidante Total baseia-se na
capacidade de diferentes componentes em seqiiestrar o radical cation ABTS°+ comparado
com um padrao antioxidante (Trolox) em uma curva dose-resposta. A presenca de
antioxidantes na solucao causa supressao na cor de maneira proporcional a sua concentragao.
O método de descoloragdo ABTS/H,0,/HRP permite a avaliacdo da atividade antioxidante de
amostras alimentares complexas. Este método, com poucas modificagdes, ¢ capaz de

determinar ambas atividades antioxidantes lipofilicas e hidrofilicas, assim, é possivel estimar
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a atividade antioxidante de ambos tipos de antioxidantes em uma mesma amostra. Este
método ¢ facil, preciso, e rapido (Arnao et al., 2001).

Com relacdo aos meses de analise, todas as amostras apresentaram maior atividade
antioxidante hidrofilica em agosto, intermediaria em julho e menor em junho, com exce¢do da
amostra SC-N, que teve a menor atividade em julho (Grafico 1- Artigo 2).

Segundo Omari et al. (2003), para atividade antioxidante hidrofilica de Quercus ilex,
atribui-se 88,0 — 99,9 % da atividade antioxidante total a fracdo hidrofilica (equivalente a 1
mMol de Trolox), e apenas 12-0,1% (até o correspondente a 30 umol de Trolox) do total para
os constituintes lipofilicos. O mesmo foi observado entre as amostras em estudo, onde o
extrato aquoso foi mais eficaz em anular o processo de oxidacdo no meio de andlise,
comprovando que a erva-mate tem suas melhores propriedades aproveitadas quando ingerida
pelos seus consumidores na forma de chimarrao.

Mesmo em condigdes distintas de temperatura (diferentes meses do ano, embora sendo
todos representativos do inverno sulino) todas as amostras mostraram uma maior contribui¢ao
hidrofilica que lipofilica a atividade antioxidante total (Graficos 1 e 2 — Artigo 2).

Em estudo comparativo entre llex paraguariensis e outras espécies comumente
utilizadas como adulterantes, Filip et al. (2000) observou que a primeira apresentou uma
diferenca significativa de atividade antioxidante sobre as demais, provando que as possiveis
misturas encontradas no mercado ndo so alteram as propriedades sensoriais do chimarrdo e
produtos derivados, como também influenciam sua acdo sobre o metabolismo e saude
humana. Dai a importancia de uma comprovacao cientifica sobre os beneficios da bebida de
llex paraguariensis para a satde das populagdes e a certificagio de um produto nao
adulterado.

Além atividade antioxidante das folhas de Ilex paraguariensis, que pode ser atribuida
em parte aos seus constituintes fenolicos, derivados cafeoil e flavonoides, outras propriedades
teraputicas também lhes sdo atribuidas, como acdo colerética, hipocolesterémica,
hepatoprotetora, propriedades gliconenoliticas, lipoliticas e propriedades amargas do mate.
Atualmente, preparagdes comerciais com erva-mate também sdo utilizadas como tdnico,
anticelulite e antienvelhecimento. Um risco que os consumidores de chimarrdo correm ¢ a
adulteragdo da erva-mate, mais comumente por sete congéneres: llex brevicuspis; llex
theezans; llex microdonta; Ilex dumosa var. dumosa; llex taubertiana; llex pseudobuxus;
llex integérrima e llex Argentina. llex paraguariensis demonstrou um contetdo superior de

flavondides e derivados cafeoil que as outras espécies testadas (Filip et al., 2000).
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Podemos observar que, em junho, a atividade antioxidante lipofilica (Grafico 2 —
Artigo 2) foi maior para a amostra RS-N, seguida das amostras de SC (reflorestada e nativa
ndo diferiram entre si) e com menor atividade a amostra RS-R.

Em julho, todas as amostras diferiram significativamente, onde a maior ¢ menor
atividade, foi respectivamente, RS-R e RS-N, sendo que SC ficou com valores intermediarios,
mas também significativos. Em agosto, as amostras mais eficazes foram RS-N e SC-N,
porém, a Unica que diferiu significativamente das demais foi a RS-R. Em junho foi detectada
maior atividade antioxidante lipofilica entre todas as andlises para a amostra RS-N e em
julho a menor atividade encontrada para a mesma amostra, mostrando grande variagao.

A tendéncia observada foi da atividade antioxidante lipofilica ser maior em agosto
(Grafico 2 — Artigo 2), o que ndo seria explicado pela teoria de que os fenois, importantes
substancias com atividades antioxidantes, que provavelmente sdo mais produzidos pelos
tecidos vegetais nas condigdes adversas e de estresse do inverno, com objetivo de defesa
contra agentes agressores ¢ invasores da natureza, e que, provavelmente, esta maior
capacidade protetora deve-se a existéncia de outras substancias possivelmente com atividade
antioxidante. Entre as amostras, observou-se uma grande variagdo entre elas com respeito ao
maior efeito protetor, sendo que todas elas, em pelo menos um periodo de analise (tanto para
atividade hidrofilica quanto lipofilica) tiveram a maior capacidade de evitar reagdes de
oxidacao.

De acordo com Omari et al. (2003), o verdo, quando comparado as outras estagdes, ¢ a
estagdo que possui maior efeito protetor sobre espécies reativas de oxigénio para varias
espécies vegetais. Extratos de folhas Quercus ilex apds processamento mostraram maior
atividade antioxidante total durante o verdo, quando a temperatura e pressao de vapor foram
maior. Sob estas condi¢des, a dgua viabilizou o fechamento dos estomatos, levando a
diminui¢ao da fotossintese, que é caracteristica das espécies vegetais. A absor¢do de luz pode
entdo exceder o requerido para a assimilacdo da fotossintese, que, ao longo de condi¢des
como 0 verdo, com altas temperaturas, alta taxa respiratdria e metabdlica e maior irradiacao,
pode aumentar a geragdo de espécies reativas de oxigénio e a participacdo de mecanismos
fotoprotetores. Como as andlises foram feitas durante o inverno, os resultados encontrados
nao podem ser comparados com o que acontece com o metabolismo vegetal durante o verao
do Mediterraneo, onde ocorreu a pesquisa de OMARI et al. [22], porém entre os trés meses
analisados, o més de agosto geralmente apresenta maio nimero de horas de insolagdo por dia
(os dias ficam mais longos se comparados os dias de junho), portanto, talvez este mesmo

mecanismo talvez poderia explicar o que ocorreu com as amostras em analise.
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Para a analise do poder redutor das amostras referentes aos meses de junho e agosto,
verificou-se diferencas significativas entre todas elas (Grafico 3 — Artigo 2). No més de julho,
as amostras de SC nao diferiram entre si, mas diferiram das demais amostras.

O maior poder redutor foi observado para todas as amostras, nas analises referentes ao
més de junho, valores intermediarios em julho € o menor poder redutor para o més de agosto
(Gréafico 3 — Artigo 2). Provavelmente, a diferenca encontrada entre as andlises de atividade
antioxidante total e poder redutor deve-se a sintese de diferentes compostos em diferentes
periodos do ano, os quais influenciam, em maior ou menor propor¢ao, a capacidade de defesa
de células vegetais e a compensagdo de sintese de um ou outro composto ajudariam a manter
em niveis constantes desta capacidade de defesa.

Ao contrario da vasta literatura que existe sobre atividade antioxidante total e poder
seqiiestrante de radicais, dados especificos sobre poder redutor sdo um tanto limitados.
Entretanto, a habilidade antioxidante de muitos compostos estd diretamente relacionada a sua
capacidade redutora, assim, a medida do Poder Redutor pode ser uma importante ferramenta
de suporte na definicdo do mecanismo de acdo de um dado antioxidante em determinado
meio.

Psarra et al. (2002) pesquisou o poder redutor de vinhos brancos e sua relagdo com a
composi¢do de polifendis. As analises mostraram, que o poder redutor das amostras de
vinhos variaram largamente, o que ¢ uma indicacdo que o poder redutor ¢ dependente de
ambos conteudo de polifendis totais e da relativa quantidade de polifenois individuais. A
pesquisa mostra ainda que andlogos do acido clorogénico, como o acido cafeico, possuem
uma grande habilidade em reduzir o ion férrico presente na reagdo e possivelmente
encontrado na erva-mate. O Poder Redutor pode ser atribuido na mesma extensdo tanto a
concentragdo de polifendis totais quanto a concentragdo de flavanodis para as amostras de
vinhos testados. Provavelmente possa se esperar a mesma condigdo para extratos de erva-
mate, onde, para se comprovar, poderia-se quantificar estes mesmos compostos nas amostras
em questdo.

Os valores encontrados para amostras de vinhos brancos variaram entre 0,31 ¢ 2,05
mM Equivalentes de Quercetina (Psarra et al., 2002), j& para os extratos de erva-mate, os
valores foram superiores, entre 4,4373 e 12,4082 mM Equivalentes de Quercetina. Esta
diferenga pode ser aceita levando-se em consideracdo que vinhos brancos possuem uma
atividade antioxidante menor que vinhos tintos, que por sua vez, possui metade da atividade

antioxidante de extratos de erva-mate, preparadas na menor concentracdo utilizada para
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comparar a a¢do protetora de llex paraguariensis com outros sistemas alimentares (Filip et
al., 2000).

Segundo Mau et al. (2002) o Poder Redutor de extratos de cogumelos medicinais foi
crescente em relacdo a sua concentragdo, isto pode também ser esperado para os extratos de
erva-mate, uma vez que os resultados encontrados foram semelhantes. Tal resultado nos
conduz ao fato de que as caracteristicas antioxidantes da erva-mate podem ser exploradas
como uma propriedade medicinal.

O radical DPPH ¢ um radical estavel com uma baixa taxa de deterioragao e reatividade
frente a outros compostos. Conseqiientemente, somente um bom doador de hidrogénio
consegue reagir com um radical estdvel em uma reacdao estequiométrica. Em adigdo,
antioxidantes que sdo efetivos quelantes de ions de metais de transi¢do podem contribuir
diferentemente para a resposta antioxidante nos ensaios de Poder Redutor comparado a
ensaios usando radicais estaveis (Schwarz et al., 2001).

A andlise baseada no poder seqiiestrante de radicais estaveis ¢ um método confiavel
para predizer a inibicdo dos produtos primarios formados a partir da oxidagdo por extratos
naturais em sistemas alimentares homogéneos (Schwarz et al., 2001).

O maior poder seqiiestrante de radicais DPPH foi encontrado nas amostras colhidas no
més de junho. Este efeito se reduziu em julho e voltou a aumentar em agosto, mas sem
diferenca significativa entre os dois ultimos meses (Grafico 4 — Artigo 2). Isto pode ser
devido a variagdes climaticas, j4 que até nos estados do sul do Brasil, onde hd melhor
definicdo entre as estagdes do ano, picos climaticos diferentes da temperatura média para a
época do ano vém ocorrendo freqlientemente.

Todas as amostras referentes aos meses de junho e agosto apresentaram efeito
seqiiestrante semelhante (sem diferencga significativa entre si). Ja para o més de julho, a
amostra RS-N e RS-R, tiveram, respectivamente, maior e menor capacidade de evitar a
oxidagdo em sistemas quimicos € SC ficou com valores intermediarios, sem diferengas entre
Si.

Arnous et al. (2001) encontrou valores de Atividade Anti-radical para vinhos tintos
envelhecidos entre 0,88 — 1,53 mM Equivalentes de Trolox e verificou uma pobre correlagao
entre o total de antocianinas com atividade anti-radical e poder redutor, o pode ser devido ao
fato que os valores de antocianinas também representam polimeros e outros tipos de
pigmentos, que podem ndo possuir caracteristicas antioxidantes similares com antocianinas
monoméricas. O conteudo de polifendis ¢ o maior fator que afeta as propriedades

antioxidantes do vinho tinto, e tudo indica que sejam também do mate.
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Os valores de Atividade Anti-Radical, encontrados para os extratos de erva-mate
(4,0221 — 11,1393 mM Equivalentes de Trolox) foram superiores aos encontrados para
amostras de vinhos tintos envelhecidos. Considerando que durante o envelhecimento os
compostos fendlicos podem participar de reagdes de polimerizagdo e precipitacdo, € que sao
estes os principais responsaveis pela atividade antioxidante de vinhos tintos, uma maior ag¢ao
protetora por parte dos extratos de erva-mate seria esperada. Além das reacdes de
polimerizacdo e precipitacdo, os polifendis também sdo utilizados para evitar a propria
oxidacdo do vinho, sendo, portanto, consumidos durante a estocagem e envelhecimento
(Arnous et al., 2001).

Gugliucci (1996) mostrou que em extratos de llex paraguariensis foram habeis em
inibir a oxidacdo induzida de lipoproteinas de baixa densidade em plasma humano. Tal efeito
foi atribuido aos polifendis presentes no extrato. Entretanto, a quantidade destes
antioxidantes que pode ser absorvida ndo ¢é clara, evidencias indicam que quantidade
substancial destes compostos ¢ absorvida e sdo encontrados em altos niveis em plasma
humano, sendo responséveis por inibir a oxidacao de lipoproteinas.

A diferenca na atividade de extratos em relacdo a Equivalentes de Trolox indicam
diferengas no modo de a¢do antioxidante entre os ensaios utilizados (Atividade Antioxidante
Total, Poder Redutor e Efeito Seqiiestrante de Radicais DPPH). Os ensaios sdo baseados em
diferentes principios e representam diferentes aspectos de potencial antioxidante, entdo uma
divergéncia entre todos eles pode ser normalmente esperada, como ja demonstrado em
estudos similares em soro humano (Gugliucci, 1996).

Os resultados obtidos por Filip et al. (2000) demonstram que llex paraguariensis tem
um conteudo superior de flavondides (quercetina, rutina e camferol) e derivados cafeoil (4cido
cafeico, acido clorogénico, acido 3,4-dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-
dicafeoilquinico) — principais responsaveis pela atividade antioxidante da erva-mate — que
outras espécies testadas. Acido cafeico, acido clorogénico e os trés acidos dicafeoilquinicos
estdo presentes em todas as espécies, no entanto, diferengas quantitativas substanciais sdo
notadas entre llex paraguariensis e outras espécies. Estes resultados, além de contribuir para
o conhecimento da composi¢do de espécies llex sul americanas, estdo em acordo com o uso
terapéutico da llex paraguariensis. O contetido superior de derivados cafeoil e flavondides
detectado em llex paraguariensis sustenta o uso do mate como colerético, antioxidante e
agente hipocolesterémico. Muitos flavonoides, como a quercetina, luteolina e catequinas, sao
melhores antioxidantes que a vitamina C, vitamina E e [-caroteno em uma mesma

concentracdo molar (Gao et al., 1999).
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A cafeina, teofilina e teobromina sdo trés alcaldides, estreitamente relacionados,
encontrados na erva-mate e fazem parte do grupo de compostos mais interessantes sob o
ponto de vista terapéutico (Perez, 1993).

Investigagdes fitoquimicas de llex paraguariensis encontram muitas classes de
constituintes quimicos como alcaldides (cafeina), aminoacidos, polifenois (acidos
clorogénicos) e flavonoides (quercetina, rutina e camferol). Os polifenois e flavondides tem
se mostrado protetores contra varias doengas (Schinella, et al., 2000).

Quanto a relagdo entre ervais nativos e reflorestados, o que poderia ser esperado era
que as amostras provenientes de ervais nativos, os quais nascem entremeados as matas, com
menor exposicdo ao sol e competindo com varias outras espécies vegetais por espaco para
crescimento, provavelmente tivessem uma maior producdo de compostos de defesa, e
conseqlientemente, maior atividade antioxidante, mas esta relagdo nem sempre foi observada,

encontrando-se uma grande variagao.



5 - CONCLUSAO

Através da analise antioxidante in vivo, verificou-se que as amostras de erva mate
apresentaram efeito protetor sobre as células de Saccharomyces cerevisiae, permitindo seu
crescimento na presenga de diferentes agentes estressores (apomorfina e paraquat) em

diferentes concentragdes, anulando seu efeito agressor.

Os resultados obtidos mostraram que os agentes estressores utilizados exercem um
importante efeito citotoxico dose-dependente sobre as células da levedura, o qual ¢

significativamente diminuido pela adigdo das amostras de erva-mate.

Com a andlise quimica, constatou-se que a erva mate, consumida na forma de
chimarrao, possui 6tima capacidade de anular radicais livres presentes em um meio complexo,
que pode ser comparada com outros produtos vegetais de ja comprovada a¢do antioxidante,

como vinhos tintos e 6leos virgens.

Quanto aos estados produtores e os tipos de ervais, ndo foi possivel estabelecer uma
relagdo constante, visto que as variagdes foram grandes, e de certa forma, semelhantes de

acordo com os meses de andlise para todas as amostras.

A suplementacdo das defesas antioxidantes naturais do corpo humano pode ser feita
através de uma dieta balanceada com frutas, vegetais e de bebidas a base de erva-mate, o que
pode ser extremamente benéfico a satde visto sua comprovada atividade antioxidante in vitro
e In vivo e outros efeitos fisiologicos, ja relatados pela literatura cientifica que suportam a
crenga popular em algumas das atividades relacionadas para o consumo dessa planta. Pode-

se, entdo, incluir o Chimarrdo em uma dieta racional.

Os resultados desta pesquisa sugerem que a ingestdo de erva-mate na forma de
Chimarrdo pode ser um meio muito eficaz e econdomico para fornecer uma importante
quantidade de compostos que aumentam o sistema de defesa antioxidante de um organismo,
além de permitir a busca de novas areas mercadoldgicas, propiciando o desenvolvimento de

produtos alternativos e de maior qualidade, com atributos voltados para a satde humana.



6 - SUGESTOES

Repetir este estudo em outros anos, a fim de verificar a diferenca entre os meses de
colheita e também se os resultados do ano em questdo (2004) se reproduzem, visto que as

variagdes climaticas sao consideraveis.

Realizar as andlises nas outras estacdes do ano (primavera, verdo e¢ outono), para
verificar qual a relacdo obedecida de acordo com uma faixa mais ampla de oscilagdes

ambientais.
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8. ANEXQOS

8.1 ANEXO A: Tabela 1 - Atividade Antioxidante Hidrofilica das amostras nativas e reflorestadas
de erva-mate dos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina

Tipos de Meses
ervais JUNHO JULHO AGOSTO
SC-N 0,3023 a B 0,2926 a C 0,5576 c A
SC-R 0,1336 d C 0,2857 a B 0,5570 d A
RS-N 0,2873 b C 0,2937 a B 0,5583 b A
RS-R 0,2109 c C 0,2919 a B 0,5627 a A

Letras Mintsculas diferentes indicam diferenga significativa dentro da coluna (Tipos de ervais). Letras
Maiusculas diferentes indicam diferenca significativa dentro da linha (Meses).

Resultados expressos em mM Equivalentes de Trolox

RS-N = erva mate nativa proveniente do estado do Rio Grande do Sul

RS-R = erva mate reflorestada proveniente do estado do Rio Grande do Sul

SC-N = erva mate nativa proveniente do estado de Santa Catarina

SC-R = erva mate reflorestada proveniente do estado de Santa Catarina

8.2 ANEXO B: Tabela 2 - Atividade Antioxidante Lipofilica das amostras nativas e reflorestadas
de erva-mate dos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina

Tipos de Meses
ervais JUNHO JULHO AGOSTO

SC-N 20,9638 b B 18,3507 b C 24,1346 a A

SC-R 21,8564 b A 8,4681 c B 21,9444 a A

RS-N 27,6685 a A 4,9516 d B 25,5722 a A

RS-R 17,3626 ¢ B 25,4838 a A 16,7486 b B

Letras Minusculas diferentes indicam diferenca significativa dentro da coluna (Tipos de ervais).
Letras Maiusculas diferentes indicam diferenca significativa dentro da linha (Meses).
Resultados expressos em uM Trolox

RS-N = erva mate nativa proveniente do estado do Rio Grande do Sul

RS-R = erva mate reflorestada proveniente do estado do Rio Grande do Sul

SC-N = erva mate nativa proveniente do estado de Santa Catarina

SC-R = erva mate reflorestada proveniente do estado de Santa Catarina
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8.3 ANEXO C: Tabela 3 — Poder Redutor das amostras nativas e reflorestadas de erva-mate dos
estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina

Tipos de Meses
ervais JUNHO JULHO AGOSTO

SC-N 12,4082 a A 8,3468 b B 4,8705 b C

SC-R 11,3638 be A 7,9986 b B 4,7550 c C

RS-N 11,7119 b A 9,7392 a B 5,1737 a C

RS -R 11,0157 c A 7,5345 c B 4,4373 d C

Letras Minusculas diferentes indicam diferenca significativa dentro da coluna (Tipos de ervais).
Letras Maiusculas diferentes indicam diferenca significativa dentro da linha (Meses).
Resultados expressos em mM Quercetina

RS-N = erva mate nativa proveniente do estado do Rio Grande do Sul

RS-R = erva mate reflorestada proveniente do estado do Rio Grande do Sul

SC-N = erva mate nativa proveniente do estado de Santa Catarina

SC-R = erva mate reflorestada proveniente do estado de Santa Catarina

8.4 ANEXO D: Tabela 4 — Efeito Sequestrante de Radicais DPPH das amostras nativas e
reflorestadas de erva-mate dos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina

Tipos de Meses
ervais JUNHO JULHO AGOSTO
SC-N 9,6497 a A 5,5117 ab B 6,6831 a B
SC-R 10,6428 a A 55117 ab B 5,6985 a B
RS- N 10,6428 a A 6,0083 a C 6,6831 a B
RS-R 11,1393 a A 4,0221 b C 6,6831 a B

Letras Minusculas diferentes indicam diferenca significativa dentro da coluna (Tipos de ervais).
Letras Maiusculas diferentes indicam diferenca significativa dentro da linha (Meses).
Resultados expressos em mM Trolox

RS-N = erva mate nativa proveniente do estado do Rio Grande do Sul

RS-R = erva mate reflorestada proveniente do estado do Rio Grande do Sul

SC-N = erva mate nativa proveniente do estado de Santa Catarina

SC-R = erva mate reflorestada proveniente do estado de Santa Catarina.
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8.5 ANEXO E: Grafico 5 - Diferencas de Atividade Antioxidante Hidrofilica entre os meses
de analise.
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AB.C | etras diferentes indicam resultados estatisticamente diferentes (p <0,05).

RS-N = erva mate nativa proveniente do estado do Rio Grande do Sul
RS-R = erva mate reflorestada proveniente do estado do Rio Grande do Sul
SC-N = erva mate nativa proveniente do estado de Santa Catarina

SC-R = erva mate reflorestada proveniente do estado de Santa Catarina.

8.6 ANEXO F: Grafico 6 - Diferencas de Atividade Antioxidante Lipofilica entre os meses
de analise.
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AB.C | etras diferentes indicam resultados estatisticamente diferentes (p <0,05).

RS-N = erva mate nativa proveniente do estado do Rio Grande do Sul
RS-R = erva mate reflorestada proveniente do estado do Rio Grande do Sul
SC-N = erva mate nativa proveniente do estado de Santa Catarina

SC-R = erva mate reflorestada proveniente do estado de Santa Catarina.



8.7 ANEXO G: Grafico 7 - Diferencas de Efeito Seqiiestrante de Radicais DPPH entre os
meses de analise.
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AB.C | etras diferentes indicam resultados estatisticamente diferentes (p <0,05).

RS-N = erva mate nativa proveniente do estado do Rio Grande do Sul
RS-R = erva mate reflorestada proveniente do estado do Rio Grande do Sul
SC-N = erva mate nativa proveniente do estado de Santa Catarina

SC-R = erva mate reflorestada proveniente do estado de Santa Catarina.

8.8 ANEXO H: Grafico 8 - Diferen¢as de Poder Redutor entre os meses de analise.
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AB.C | etras diferentes indicam resultados estatisticamente diferentes (p <0,05).

RS-N = erva mate nativa proveniente do estado do Rio Grande do Sul
RS-R = erva mate reflorestada proveniente do estado do Rio Grande do Sul
SC-N = erva mate nativa proveniente do estado de Santa Catarina

SC-R = erva mate reflorestada proveniente do estado de Santa Catarina.
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