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RESUMO

Estudos atuais mostram o papel de vérios nutrientes antioxidantes na prevencdo de doencgas
e alteracdes organicas. O Estresse oxidativo € uma alteracdo no equilibrio dos Radicais
Livres, resultando em dano tecidual ou na producao de compostos téxicos ou danosos aos
tecidos, causando alteragdes as proteinas e ao DNA, com danos as func¢des celulares, além
de diminuirem as reservas celulares de substiancias antioxidantes. A erva mate (llex
paraguariensis) € um produto natural, com um papel importante no estresse oxidativo das
células e tecidos, reconhecida por ter propriedades antiinflamatdrias, terapéuticas,
estimulantes, diuréticas, entre outras. H4 vdrias pesquisas sobre a erva mate, sendo a
maioria voltada para estudos epidemioldgicos e suas atividades no organismo humano.
Estudos comparativos entre o chd verde e o vinho, relacionam a erva mate com alteracdes
antioxidantes e de lipoproteinas. Mas ha escassez de pesquisas em serem humanos,
relacionando o consumo da erva mate com alteragdes organicas. Este trabalho teve como
objetivo verificar os efeitos bioldgicos da erva mate no organismo, através da avaliacdo do
estresse oxidativo em seres humanos. Foi desenvolvido em 33 voluntérios, sendo 15 (45%)
homens e 18 (55%) mulheres, que por 60 dias ingeriram o chd mate, na dosagem de 2,5
g/dia em 200 ml de dgua. Foi coletado sangue - antes do inicio da ingestdo e ap6s 60 dias
de consumo - para avaliacdo do TBARS em linfécitos lisados e avaliagdo do cometa,
podendo assim ser avaliado ndo s6 a atividade antioxidante, mas também o estresse
oxidativo no DNA. As andlises dos niveis de TBARS mostraram uma reducao significativa
na concentragdo de malonaldeido formado nos linfécitos lisados. Constatou-se que apds o
uso continuo por 60 dias do chid mate, os voluntirios apresentaram uma redugdo
significativa dos niveis de estresse oxidativo ao DNA. Podemos concluir que os dados
apontam uma reducdo nos danos oxidativos ao DNA e proteina, indicando uma possivel

protecdo apds a ingestao de cha mate.

Descritores: erva mate (llex paraguariensis), estresse oxidativo, ensaio cometa,

malonaldeido.
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ABSTRACT

Recent studies show the role of several antioxidant nutrients on illness prevention and
organic alterations. The oxidative stress is an alteration on the Free Radicals equilibrium,
resulting in a tissue damage or in the production of toxic compounds or compounds
harmful to tissues, causing proteins and DNA alterations, with damage to cell functions, in
addition it reduces the cell reserves of antioxidant substances. Yerba mate (llex
paraguariensis) is a natural product with an important role on cells and tissues oxidative
stress, being recognized as having anti-inflammatory, therapeutic, stimulant and diuretic
proprieties, among others. Several researches have been made on yerba mate, most of them
related to epidemiologic studies and its activities on human organism. Comparative studies
with green tea and wine relate the yerba mate to antioxidant alterations and alterations of
lipoproteins. Nevertheless, there is a shortage of researches on yerba mate in human beings,
relating its consumption to organic alterations. The aim of this work is to verify the
biologic effects of yerba mate in the organism, by evaluation of oxidative stress in human
beings. It was developed with 33 volunteers, being 15 (45 %) men and 18 (55 %) women,
who ingested mate tea in the dosage of 2.5 g/day in 200 mL of water for 60 days. Blood
was collected — before the beginning of ingestion and after the 60 days of consumption — to
TBARS evaluation in lysed lymphocytes and comet test, being possible in this way to
evaluate not only the antioxidant activity, but also the DNA oxidative stress. Analysis of
TBARS levels has shown a significative reduction on the concentration of malonaldehyde
formed in the lysed lymphocytes. It was verified that after the continuous use of mate tea
for 60 days, the volunteers presented a significative reduction on the levels of oxidative
stress to DNA. We conclude that the data suggest a reduction on oxidative damages to

DNA and protein, indicating a possible protection after the ingestion of mate tea.

Key-words: yerba mate (llex paraguariensis), oxidative stress, comet assay,

malonaldehyde.
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1. Introducao

O estresse, as doencas e determinadas alteracdes organicas podem produzir
oxidagdo celular, porém alguns substratos t€ém a capacidade de prevenir essa oxidagdo,
melhorando a qualidade de vida do individuo. Nesse sentido, estudos que vém sendo
realizados, demonstram o potente papel dos nutrientes antioxidantes na prevengdo desses
males.

As pesquisas que tém sido feitas com a erva mate apontam para os beneficios que
seu consumo traz a saude, por conta da sua atividade antioxidante in vitro e in vivo, entre
outros efeitos fisioldgicos (Bastos e Torres, 2003; Bastos et al, 2006; Heck e Mejia, 2007).

Outros trabalhos, ainda, relacionam o uso do cigarro, fumaca do cigarro, uso de
alcool, exercicio fisico em demasia, estresse didrio, com os efeitos que os Radicais Livres
(RL) podem causar no organismo, e seus danos irreparaveis (Mayne, 2003; Fagundes et al.,
2006).

Rosein et al (2004) relata alguns estudos sobre o estresse no organismo € sua
relacdo com os danos oxidativos, com alteracdo do sistema imunolégico, provocando no
individuo, infeccdes; alteracdes de colesterol, de vitaminas do complexo B, vitamina C,

Cilcio, Magnésio, Ferro e Zinco.
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1.1 Estresse Oxidativo

1.1.1 Radicais Livres

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem um elétron impar em sua
ultima camada eletrnica, e esse ndo emparelhamento lhe confere alta reatividade (Ferreira
e Matsubara, 1997). Tem grande importancia na manutengao das fungdes fisiolégicas, além
de serem mediadores para a transferéncia de elétrons em varias reagdes bioquimicas, além
de desempenharem acdes relevantes no metabolismo (Leite e Sarni, 2003).

Podemos encontrar como fonte de radicais livres as organelas citoplasmaticas, que
metabolizam o oxigénio, o nitrogénio e o cloro. Sua producdo excessiva leva a danos
celulares e ao desenvolvimento de doencas. Nesse caso, os antioxidantes auxiliam a
neutralizar direta ou indiretamente, diminuindo ou retardando lesdes celulares (Shami e
Moreira, 2004).

O oxigénio é um fornecedor de Radicais Livres, além do superdxido, radical de
hidroxila, peréxido de hidrogénio e oxigénio singlet (Pereira, 1996).

O radical superéxido (O;” ‘ou O;” ou O;") é produzido pela reagdo de moléculas
dentro da mitocondria, em decorréncia do metabolismo aerébico, tendo como a¢do a defesa
imunoldgica, o que auxilia nas doencas inflamatérias. Porém, quando sua produgdo €
excessiva, pode provocar lesdes nos tecidos. O radical hidroxila (OH") € o mais reativo dos
sistemas bioldgicos e pode reagir e alterar qualquer estrutura celular, tanto das enzimas, das
membranas ou dos dcidos nucléicos, pela inativagdo ou mutacao do DNA.

O Per6xido de hidrogénio (H;O;) nao é considerado um radical livre, devido a

auséncia de elétrons desemparelhados na ultima camada, mas por representar um



14

metabolito de oxigénio parcialmente reduzido € capaz de atravessar camadas lipidicas. No
entanto, pode ser altamente toxico quando na presenga de ferro em excesso (como nas
doencas hereditarias, secunddrias como a anemia, na sobrecarga dietética de Ferro, nas
politransfusdes de hemoderivados do sangue). O oxigénio singlet (O;) € uma forma de
oxigénio molecular, mas nio possui elétrons desemparelhados em sua ultima camada. Esta
presente em algumas alteracdes bioldgicas, mas sua presenca tem pouca relevancia em
algumas doencas (Ferreira e Matsubara, 1997; Shils et al., 2003; Schneider e Oliveira,
2004).

Nas espécies de nitrogénio, o 6xido nitrico (NO), além de muito reativo, atua no
processo oxidativo em vérios processos fisioldégicos (como no relaxamento do musculo
liso, atua na neurotrasnsmissdo e na regulacdo da imunidade) (Leite e Sarni, 2003;
Schneider e Oliveira, 2004).

Os radicais livres constituem uma acdo continua e fisiolégica no desenvolvimento
das acgdes bioldgicas do organismo, e sdo formados por reagdes de 6xido-reducio, isto €,
cedem elétrons, oxidando-os, ou recebem outro elétron, reduzindo-se. Tem como fonte
principal o oxigénio e seus derivados, através de reagdes importantes como a de Fenton e a
do radical hidroxil (reacdo Haber-Weiss). Os metais mais importantes envolvidos nas
reacoes sdo o ferro e o cobre. O ferro entre os dois € o que tem maior disponibilidade.

A Reacgdo de Fenton ocorre quando o radical hidroxil é formado e no momento em
que o peroxido de hidrogénio (H,0;) reage com os ions de ferro ou cobre. Na Reacdo de
Haber-Weiss, os fons de metais podem catalisar a reacdo entre o per6xido de hidrogénio
(H,0,) e o superdxido (O;” 'ou O, ou O), propiciando a producdo do radical hidroxil

como, conforme relatam Schneider e Oliveira (2004) e Colpo (2007):
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* Reagdo Fenton: Fe**/Cu+H,0, => Fe’*/Cu+ HO' + HO"

* Reagdo Haber-Weiss: H,O, Fe/Cu, HO +HO + 0O,

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) definem melhor os agentes reativos
patogénicos do que os radicais livres, pelo fato de nem todos os elétrons estarem
emparelhados em sua dltima camada. Hé ainda as Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNs),
que também participam da estrutura dos radicais livres, como o 6xido nitrico (NO)
(Canterle, 2005; Barreiros et al., 2006).

A produgdo excessiva de EROs e ERNs pode causar danos celulares importantes e
levar a cronicidade de vérias doencas, porém estas reagdes podem ser prevenidas ou
reduzidas por meio da ingestdo de antioxidantes, que estdo presentes nos alimentos e
produtos, tendo a capacidade de neutralizar a a¢do ou participar indiretamente dos sistemas
enzimaticos para diminuir a acdo dos EROs e ERNs (Ferreira e Matsubara, 1997; Shami e
Moreira, 2004).

O desequilibrio dos radicais livres e a velocidade de sua remocao podem causar uma
oxidacdo maciga de substratos bioldgicos, levando a um estresse oxidativo, provocando

lesdes celulares e problemas metabdlicos, provocando o aparecimento de intimeras doengas

(Shami e Moreira, 2004).

1.1.2 Antioxidantes

Sdo substancias que, presentes em baixas concentracdes, quando comparadas ao

substrato oxiddvel, atrasa ou inibe a oxidacdo desses substratos de maneira eficaz,
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impedindo a sua formacao e interrompendo a reacdo da cadeia oxidativa, para minimizar os
estragos causados pelos radicais livres. Esses agentes que protegem as células contra os
efeitos dos radicais livres podem ser classificados de antioxidantes enzimadticos ou ndo-
enzimaticos (Shami e Moreira, 2004).

As principais substancias responsdveis pela defesa antioxidante, segundo sua
estrutura sao:

- Superdxido dismutase (SOD): corresponde a uma familia de enzimas; existem
duas formas: SOD-cobre-zinco (presente no citosol) e SOD-manganés: localizado
primariamente na mitocOondria, tem papel antioxidante, pois catalisa a dismutacdo (onde o
elemento € ao mesmo tempo oxidado e reduzido, ou quando duas moléculas sdo
transformadas em compostos diferentes) do radical super6xido em H,O, e O, na presenca

***_ E decisiva

de prétons H', protege o DNA de lesdes provocadas pela sobrecarga de Fe
quanto a protecdo contra a toxidade pelo oxigénio e seus radicais (Ferreira e Matsubara,
1997; Colpo, 2007).

- Catalase: converte o peréxido de hidrogénio em H,O e O,. E encontrada no
sangue, medula 6ssea, mucosas, rins e figado. A suplementacdo de catalase exdgena
previne a oxidacdo da GSH, mediada pelo H,O, em eritrécitos humanos normais (Ferreira e
Matsubara, 1997; Colpo, 2007).

- Glutationa-Peroxidade (GSH-Px): a presenca de selénio na enzima explica sua
importancia e atuagdo como antioxidante. Catalisa a dismutag¢do do peréxido de hidrogénio
em H,O e O, (Ferreira e Matsubara, 1997; Colpo, 2007).

- Glutationa reduzida (GSH): a presenca de selénio no substrato mostra a

importancia deste metal e sua atuagdo como antioxidante. E um dos agentes mais

importantes do sistema de defesa antioxidante, protegendo a célula contra lesdes a
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exposicdo a agentes como fons de ferro, oxigénio hiperbarico, radiacdo e luz ultravioleta;
diminui a suscetibilidade a lesdo renal (pela isquemia e reperfusio); auxilia na sintese do
DNA, de proteinas e de algumas prostaglandinas, entre outras agcdes (Barreiros et al, 2006;
Colpo, 2007).

- Vitamina E: confere protecio a membrana celular por ser quelante dos oxidantes
produzidos durante a lipoperoxida¢do (Bianchi e Antunes, 1999; Barreiros et al, 2006).

- Acido Ascérbico — Vitamina C: no organismo é encontrado na forma de
ascorbato; é hidrossolivel, localizado nos compartimentos aquosos dos tecidos organicos.
Age como redutor, diminuindo os metais de transi¢cdo (Fe e Cu). Por ser hidrossolivel,
pode neutralizar os ERO, funcionando como pré-oxidante quando em doses altas ou
quando expostas a metais, levando a lipoperoxidacdo (LPO). Protege a oxidacdo do DNA,
prevenindo algumas doencas ou sendo cofator de enzimas de reparacdo (Bianchi e Antunes,
1999; Barreiros et al, 2006).

- Vitamina A: importante no crescimento e na diferenciacdo celular, prevenindo
certos tumores, tem acao antioxidante (Bianchi e Antunes, 1999; Barreiros et al, 2006).

- Carotendides: como o betacaroteno, o licopeno ¢ a luteina, presente nas frutas e
vegetais; tem estrutura quimica composta por ligacdes duplas conjugadas; sdo excelentes
oxidantes, seqiiestrando e inativando os radicais livres. Tem a fun¢@o antioxidante em fase
lipidica, bloqueando os radicais livres.

Naves e Moreno (2000), atribuem ao betacaroteno uma tendéncia a atividade
quimiopreventiva ma hepatocarcinogénese. Serra e Campos (2006) relatam a importancia
dos betacarotenos nas atividades antioxidantes. Scolastici (2006) mostra no seu
experimento in vitro que o tratamento prévio e simultdneo com licopeno foi eficaz em

reduzir os niveis de danos no DNA, induzidos pelo H;0,, quando avaliados pelo ensaio em
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teste do cometa. Nachtigall (2007) comenta sobre o poder antioxidante da luteina,
prevenindo danos causados pelos radicais livres nos tecidos, com protecdo ocular e
prevencao da aterosclerose, da catarata, do cancer de c6lon e de outras patologias.

- Flavonoéides: é um composto fendlico, presente nos vegetais e frutas. Como
propriedades, seqiiestram os radicais livres, inativando-os (Bianchi e Antunes, 1999). Os
mais investigados sdo: (1) Acido caféico, 4cido gilico e 4cido eldgico - que auxiliam na
inibicdo do processo de peroxidagdo lipidica; (2) Quercetina componentes de frutas,
vegetais, podem reagir com o ferro e tornar-se pré-oxidante; (3) Miricetina e rutina -
eficientes nos danos oxidativos pela H;O, no DNA dos linfécitos; (4) Cumarina - tem
efeito antipirético, efeito na carcinogénese (Stasi, 1995); (5) Acido clorogénico -
encontrado em grdos de soja, tem atividade antioxidante bioldgica (Soares, 2002).; (6)
Acido Ferilico - possue uma boa atividade antioxidante, embora possua baixa solubilidade
neste sistema, limitando em parte, sua utilizacdo e seu potencial antioxidante, mas pode ser
modificado para se tornar lipossolivel através de alquilacdo ou esterificagdo com &cidos
graxos de cadeia longa ou 4lcoois (Soares, 2002); (7) Acido protocatequinico, gentisico,
vanilico - mais encontrados em farelo de trigo (Soares, 2002).

- Saponinas: contém acdo mucolitica, diurética e depurativa (Gambeta, 2008).

- Teobramina e teofilina: agem no relaxamento dos musculos lisos, sdo
estimulantes cardiaco, diurético e vasodilatador (Gambeta, 2008)

- Minerais: o selénio, o cobre e o zinco, quando reduzidos, alguns autores relatam
(Scieszka et al, 1997; Grigolo et al, 1998) como consequéncia uma concentracdo menor de
antioxidantes no organismo e maior suscetibilidade a danos oxidativos importantes, com

pré-disposi¢do ao desenvolvimento de tumores € processos carcinogénicos.
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1.1.3 Estresse Oxidativo

O Estresse oxidativo € uma alteracdo no estado de equilibrio dos radicais livres, dos
sistemas pro-oxidantes, resultando em dano tecidual ou na produg¢do de compostos téxicos
ou danosos aos tecidos. Uma das principais lesdes é a lipoperoxida¢do (LPO), onde ha
oxidagdo da camada lipidica da membrana celular, com danos as proteinas, ao DNA e as
funcoes celulares, além de provocar a diminui¢do das reservas celulares de substincias
antioxidantes, como a glutationa e vitamina-E (Shils et al., 2003; Schneider e Oliveira,
2004).

Virios estudos mostram o papel do estresse oxidativo nas células e tecidos,
relacionando-o a etiologia de vdrias doengas, como: cincer, aterosclerose e doencas
cardiovasculares, distirbios reumaticos, diabetes, alteracdes oculares, alteracdes renais,
doencas auto-imunes, desnutricdo, lesdes de pele, reacdes as drogas, doencas inflamatodrias,
alteracOes pancredticas e envelhecimento (Bianchi e Antunes, 1999; Shils et al., 2003;

Giada e Mancini Filho, 2006).

1.2 Erva mate

A erva mate (Ilex paraguariensis) ¢ um importante produto natural, reconhecida por
ter propriedades antiinflamatdrias, terapéuticas, estimulantes, diuréticas entre outras. Muito
utilizada na medicina popular, é recomendada por herboristas para a artrite, dor de cabeca,
constipacdo, reumatismo, hemorréidas, obesidade, fadiga, retencdo de liquido, hipertensao,

digestdo lenta e desordens hepaticas (Anesini et al., 2006).
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A erva mate é uma arvore da familia Agqiiifolidcea, origindria da regido subtropical
da América do Sul. A classificacdo botanica da erva mate foi feita pelo naturalista francés
Auguste Saint Hilare e foi registrada no Museu de Historia Natural de Paris com o nome de
llex paraguariensis St. Hil (Ferrari, 2006).

Os maiores produtores de erva mate na América do Sul sdo o Brasil, o Paraguai e a
Argentina. Quanto a producdo, a Argentina lidera em primeiro lugar, vindo em seguida o
Brasil (Miloca, Lobo e Martins, 2006).

O plantio no Brasil ocorre principalmente nos estados do Mato Grosso do Sul,
Parand, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Sao Paulo. Dados do IBGE (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica) de 1996 mostram que a produc¢do, a exportacao € o
consumo aumentaram significativamente entre os anos de 1992 e 1996. As industrias
ervateiras estdo em maior nimero no Rio Grande do Sul, depois no Parand, Santa Catarina
e por dltimo em Mato Grosso (Neumann, 1999; Miloca, Lobo e Martins, 2006). Quanto a
producdo, segundo dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e estatistica) de 1998,
estd mais concentrada nos Estados do Parana (49,4%), de Santa Catarina (21,4%), do Rio

Grande do Sul (28,1%) e Mato Grosso (1,1%) (IBGE).

1.2.1 Utilizagdo da erva mate

Os componentes presentes nas folhas da erva mate tem permitido a sua utilizacao
além das bebidas quentes ou frias como o chimarrao, tereré e chd mate (queimado verde ou
cozido e soluvel). Seu uso é feito também de maneira alternativa em processos industriais,
como por exemplo (Kummer, Moura e Almeida, 2005; Maccari Jr , 2000 €¢2005):

e Extrato de folha diluido: utilizado em refrigerantes, sucos, cerveja e vinho;
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¢ C(Clorofila e 6leo essencial: para insumos alimentares, como sorvetes, balas, chicletes e
bombom;

e Extrato de cafeina e teobramina e extrato de flavandide: para medicamentos;

e Extrato de saponina e dleo essencial: para higiene em geral;

e Extrato de folhas seletivo e clorofila: para produtos de uso pessoal (perfumes,

desodorantes, sabonetes).

1.2.2 Utilizagdo da erva mate como chd — principais produtos

Chimarrao e Tereré

O chimarrao e o tereré sao denominag¢des dadas tradicionalmente a erva-mate seca,
triturada e socada, com grande porcentagem de paus, folhas, p6 e goma. O chimarrdo é
destinado a degustacao em cuia, com dgua quente conservando o paladar amargo, enquanto
o tereré consiste em infusao de erva mate e é degustado com 4gua gelada (Bastos e Torres,
2003, Embrapa, 2006).

O processamento da erva mate para chimarrdo e tereré consiste basicamente de trés
etapas: sapeco, secagem e cancheamento. O sapeco é realizado junto ao fogo direto e
consiste na passagem rdpida dos ramos com folhas sobre as chamas do sapecador. O
equipamento consiste de um cilindro metélico, perfurado e inclinado, através do qual a erva
colhida passa recebendo as chamas. Esta etapa tem por funcdo a retirada da umidade
superficial e inativacdo de enzimas (peroxidase e polifenoloxidase) que causam a oxidacao
do produto. A temperatura média da erva na entrada do sapecador ¢ de 400°C e na saida é

de 65°C. O tempo de residéncia oscila em torno de 8 minutos, porém tanto esse tempo
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quanto a temperatura média da erva nos secadores, podem variar dependendo das
caracteristicas operacionais de cada sistema.

No secador de esteira, o tempo médio € de 3 horas e a temperatura varia entre 90 e
110°C. No secador rotativo, o produto permanece em contato direto com a fumaga por
aproximadamente 30 minutos. No entanto, a temperatura ndo apresenta a mesma
uniformidade da utilizada no secador de esteira, sendo que na entrada do secador a
temperatura média € de 350°C e na saida 110°C. O cancheamento consiste na trituragdo da
erva apds o processo de secagem. Em seguida, a erva é peneirada e o material coletado
passa a denominar-se erva cancheada. Esta pode ser usada diretamente como matéria-prima
para a produgcdo de chds ou apds passar por um processo de soque, como chimarrdo

(Esmelindro et al., 2002; Bastos e Torres, 2003).

Cha mate tostado

A erva mate padronizada para preparacdo do chd mate tostado € o produto
beneficiado, constituido somente de folhas ou de folhas e de galhos triturados e tostados em
equipamentos apropriados. A erva mate passa por um sistema de forno com fogo indireto
semelhante ao que se usa para torrefacdo de café, para entdo dar origem ao chd mate
tostado. Depois de tostado o mate passa por um processo de extracdo, por dgua quente e
vapor sob pressdo, em colunas extratoras, onde sdo retirados os s6lidos soldveis. O liquido
extraido (extrato) € adocado transformando-se em xarope. O extrato € desidratado em
contato com ar quente transformando-se em mate solivel (Bastos e Torres, 2003; Embrapa,
2006).

O processo de torrefacdo leva a modificacdoes importantes em produtos de origem

vegetal devido a degradacgdo térmica progressiva, como a perda de nutrientes, assim como a
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possivel diminui¢cdo do teor de polifendlicos. Contudo, este efeito pode ser minimizado
pela formagdo de produtos antioxidantes da reacdo de Maillard, tais como as melanoidinas,
que possuem uma forte atividade antioxidante atuando como captadores de metais pesados
e promovendo a decomposi¢@o de hidroperéxidos. Essas mudangas refletem-se na atividade
antioxidante desses produtos (Manzocco et al., 2001; Bastos e Torres, 2003).

A erva mate padronizada para preparacio do chd mate verde € o produto
beneficiado, constituido somente de folhas, ou de folhas e de galhos, triturados,

conservando a cor de origem (Bastos e Torres, 2003; Embrapa, 2006).

1.2.3 Composicdo e propriedades funcionais da erva mate

Ceni (2005) descreve os componentes que constituem a erva mate: agua, celulose,
gomas, dextrina, mucilagem, glicose, pentose, substiancias graxas, reserva aromatica,
leguminosas, albumina, cafeina, teofilina, cafeina, dcido matetanico, acido félico, acido
caféico, acido viridico, clorofila, colesterina e dleo essencial. Ainda nas cinzas encontra-se
grande quantidade de potdssio, litio, dcido fosférico, sulfirico, carbdnico, cloridrico e
citrico, magnésio, manganés, ferro, aluminio e tracos de arsénico.

Os principais compostos bioativos presentes na erva mate sao 0s cOmpostos
fendlicos, as saponinas e as metilxantinas. Nesta tltima classe de compostos podemos citar
a cafeina, a teobramina e a teofilina (Alikaridis, 1987), componentes de reconhecida agcao
sobre o0 sistema nervoso central, aos quais € atribuida a acdo estimulante do mate. Dentre a
classe de saponinas encontram-se as agliconas, os &4cidos ursélico e oleandlico, tais
substancias sdo responsdveis pelo amargor e espuma do mate e pela atividade

antiinflamatéria além de outras inimeras propriedades bioldgicas (Gnoatto et al., 2007).
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Entre os compostos fendlicos, destaca-se o elevado conteddo de derivados
cafeoilquinicos, como o 4cido clorogénico (ACGs) e seus isdOmeros, aos quais se atribui a
acdo adstringente e antioxidante do produto (Clifford, 1990; Lara Cardozo et al., 2007).
Além do 4cido clorogénico, os flavondides rutina, quercetina, diglicosideo de luteolina,
taninos e a cafeoilglicose também estdo presentes no extrato aquoso de llex paraguariensis
(Carini et al., 1998; Filp et al., 2001).

O interesse no potencial uso da erva mate para a promog¢ao de saide € relativamente
recente. Em meados da década de 1990 foram publicados os primeiros trabalhos que
demonstraram a atividade antioxidante in vitro e in vivo de infusdes de erva mate verde
seca em chimarrao (Gugliucci e Stahl, 1995; Campos et al., 1996; Gugliucci, 1996).

Filip et al. (2000) e Filip et al (2001) observaram um maior potencial antioxidante
da erva mate quando comparada a diferentes espécies de Ilex consumidas na América do
Sul. No estudo realizado por Bastos et al. (2007), os extratos de erva mate verde e tostada
apresentaram atividade antioxidante in vitro superior a do chd verde (Camellia sinesis). Em
outra pesquisa verificou-se que a erva-mate apresentava atividade antioxidante equivalente
ou superior a vitamina C, Vitamina E, substancias consideradas como padrdo para essa
propriedade (Laranjinha et al., 1994; Vinson e Dabbagh, 1998; Schinella et al., 2000;
Gugliucci e Menini, 2002; Chandra e Mejia, 2004).

Outras pesquisas publicadas a partir de ensaios com infusdes da erva mate verde
demonstraram alguns dos efeitos farmacoldgicos, popularmente atribuidos a esta planta:
efeito colerético e de propulsdo intestinal (Gorzalczany et al., 2001); inibi¢do da glicagao,
reacdo na qual acicares reagem com proteinas e lipideos plasmaticos que se acumulam
formando locais propicios a formacdo de radicais livres (Lunceford e Gugliucci, 2005);

acao hipocolesterolémica (Stein et al., 2005) efeito vasodilatador e vasorelaxante (Baisch et
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al., 1998; Stein et al., 2005); atuacdo na progressdo da aterosclerose (Mosimann et al.,
2005) e outros trabalhos sobre a atividade antioxidante relacionados ou ndo com a inibi¢ao
do processo de oxidacdo da LDL (lipoproteina de baixa densidade) e alteracdes na estrutura
e no sistema de reparo do DNA, o que poderia contribuir para prevencdo da aterosclerose e
cancer (Filip et al., 2000; Gugliucci e Menini, 2002; Bracesco et al., 2003; Ramirez-Mares
et al., 2004; Bastos et al., 2006; Menini et al., 2007; Miranda et al., 2008).

A grande maioria das pesquisas aqui relacionadas foi conduzida com a erva mate
beneficiada para chimarrdo, isto é, a erva mate verde seca e cancheada. A torrefacdo
promove mudancas na composi¢do quimica da erva mate, como a degradacio de cafeina e
acidos fendlicos e a formacdo de melanoidinas, pirazinas e pirinas, assim como altera a
cinética de extragdo dos compostos bioativos (Bastos et al., 2006), o que pode levar a
modificagdes na biodisponibilidade e em atividades biolégicas, como a atividade
antioxidante.

Embora haja diversos trabalhos indicando as atividades bioldgicas da erva mate, os
estudos com seres humanos ainda sdo escassos. Dentre os trabalhos desenvolvidos, em sua
grande maioria, os dados foram obtidos a partir de estudos epidemioldgicos. Os resultados
oriundos desses trabalhos mostram uma associacdo entre a ingestdo de erva mate
(chimarrdo) com um risco aumentado de desenvolvimento de cancer de esdfago (Dietz et
al., 2000; Fagundes et al., 2006). No entanto, outros autores indicam que o risco aumentado
de desenvolvimento de cancer de esdofago deve-se a um efeito termogénico, associado a
temperatura em que o chimarrdo é consumido (Victora et al., 1990; Castelisague et al.,
2000; Sewram et al., 2003; Islami et al., 2009). Tendo em vista a escassez de estudos em
seres humanos, foram avaliados os efeitos da ingestdo de erva mate nos niveis de danos

oxidativos ao DNA e proteinas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos bioldgicos da erva mate no organismo, através da avaliacdo do

estresse oxidativo em seres humanos.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

> Avaliar através do método TBARS a existéncia ou ndo do estresse oxidativo,
antes e apds o consumo do chd mate.
> Avaliar por meio do ensaio cometa a atividade antioxidante, antes e apds o

consumo do cha mate.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Material vegetal

A erva mate tostada solivel foi doada pela empresa Ledo Jr, de Curitiba, Parana.
Um tnico lote foi utilizado para todo o experimento. O extrato usado contém 348.80 +
16.35 mg/g de compostos fendlicos, determinado pelo método de Folin-Ciocaulteau que
usa acido 5-cafeoilquinicos como o padrdo para a curva de calibracdo, 5.82 + 0.17 mg/g de
cafeina, 32.25 + 0.50 mg/g de 4acido 5-cafeoilquinicos, 4cido caféico 0.58 + 0.01 e
teobramina 3.30 + 0.35, determinados por HPLC (cromatografia delgada de alta

performance).

3.2 Desenho experimental

3.2.1 Cha Mate

Foi utilizado o chd mate liofilizado. Cada voluntario recebia 2,5 g/dia, dissolvido
em um copo de 200 ml de 4gua fria e filtrada. Para uma melhor organizacdo na distribuigdo,
diariamente, diluiu-se 62,5 g de chd mate em 5 litros de dgua, correspondendo a 25 copos.
O chéd mate liofilizado era pesado em balanga digital, diminuindo o risco de erros ou
dosagens com valores diferentes.

A Unidade de Farmacologia e Gastroenterologia (UNIFAG) da Universidade Sao
Francisco cedeu um local para a pesquisa. O chd mate era oferecido diariamente nos

horarios: das 7:00 as 7:45 horas e das 12:00 as 13:00 horas. O controle foi realizado através
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de um impresso préprio, com assinatura do voluntario (ANEXO 1), além de ser controlado

o estado geral e o uso de medicamentos durante a pesquisa.

3.2.2 Selecao dos Voluntérios

Os participantes foram orientados sobre toda a pesquisa, recebendo o Termo de
Consentimento, Livre e Esclarecido (ANEXO 2), onde apds terem feito a leitura, e
concordar, assinaram o termo para participar da pesquisa. Foi aplicado em um primeiro
momento um questiondrio para caracterizacdo dos participantes, onde foram selecionados

aqueles inclusos.

Instrumento para caracterizaciao do voluntario

Foram utilizados os seguintes instrumentos de coleta de dados:

v Questiondrio de avaliacdo das caracteristicas gerais do voluntdrio: idade,
antecedentes pessoais e familiares, vida social, caracteristica alimentar e estresse didrio
(ANEXO 3).

v Recordatério Alimentar dos udltimos trés dias da alimentacdo realizada
(ANEXO 4).

v Avaliagdo do Estresse didrio: utilizado o questiondrio de Lipp (2000),

(ANEXO 5).

Critérios de Inclusio
1. Idade entre 18 e 35 anos.
2. Indice de massa corpérea (IMC) maior do que 19 (com variagdo de - 2) e

menor do que 32 (com variacdo de + 2) (Dietary Guidelines Committee, 1995).
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3. Ter boas condi¢des de satde: ndo ter doencas ou estar em tratamento
médico.

4. N3ao utilizar nenhum tipo de medicamento.

5. No caso das mulheres participaram aquelas em uso de anticoncepcionais
orais.

6. Nao ser fumante.

7. N3ao ser usudrio de drogas ilicitas.

8. Nao ingerir diariamente bebida alcodlica ou ser. Participaram os

voluntérios que faziam uso apenas eventualmente, de fim de semana ou feriados em doses
minimas (cerveja — 1 a 2 latas, destilado — 1 a 2 doses), e que no periodo da pesquisa
aceitaram ndo ingerir nenhuma bebida alcodlica.

9. Manter durante toda a pesquisa, uma alimentacdo sauddvel, evitando o
consumo de café, chas diversos, chocolate, comidas condimentadas 15 dias antes do inicio
da ingestdo do cha mate para a pesquisa, e durante toda a pesquisa.

10. Aceitar a ingestdo do chd mate diariamente na UNIFAG - Unidade de
Farmacologia e Gastroenterologia (em dias tteis) e realizar a ingestdo do mesmo em casa,

conforme orientacdo, nos fins de semana e feriados, durante toda a pesquisa.

11. Aceitar a coleta de sangue antes do inicio, e periodicamente, até o fim da
pesquisa.
12. Ser capaz de compreender a natureza e objetivo do estudo de pesquisa, e

com a inten¢do de cooperar com o pesquisador e agir de acordo com 0s requerimentos

estabelecidos.
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Critérios de Exclusao
1. Todo participante que ndo estivesse de acordo com os critérios de inclusao
apresentados acima, e que estivessem com os exames de sangue alterados na primeira

coleta, antes do inicio da ingestdo do chd mate.

2. Todos os participantes que faltassem mais de uma vez durante a ingestdo do
chd mate.
3. Todo participante que desenvolvesse qualquer tipo de doencas ou alteracao

orgdnica, mesmo a gripe ou resfriado ou iniciasse a ingestdo de algum tipo de

medicamento.

Os voluntarios que se adequaram aos critérios acima mencionados receberam
orientacdo sobre o consumo do chd mate e de sua alimentacdo, durante os 60 dias da
pesquisa. Quanto a coleta de exames de sangue, o primeiro foi realizado 15 dias antes do
inicio da ingestdo do chd mate. Caso os resultados ndo estivessem dentro dos padrdes de
normalidade pré-estabelecidos pelo laboratério, onde foi feita a dosagem, os voluntérios
ndo participariam da pesquisa. Uma coleta de sangue adicional foi realizada no final da

pesquisa, apds 60 dias da ingestdo do chd mate.

3.2.3 Avaliagdo Fisiologica: Peso e altura, e Pressdo Arterial (PA)
Os dados antropométricos para o Indice de Massa Corpérea (IMC) e a verificacio
de Pressdo Arterial (PA) foram outros critérios utilizados para a escolha dos voluntérios,

além de serem controlados apds 30 e 60 dias de consumo do chd mate.
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A verificagdo do IMC (Indice de Massa Corpérea) é calculada pela divisdo da massa
corporal em kilogramas pela estatura, em metros, ao quadrado (P/A2) (Dietary Guidelines
Committee, 1995).

O peso e altura foram aferidos em uma balanca antropométrica, com capacidade
para 130 kg e variagdo de 0,1 kg. Todos os voluntarios durante o procedimento ficaram sem
sapatos, com os bolsos vazios, € mantinham o minimo de roupa possivel (calga comprida,
blusa, meias) (World Health Organization, 1990).

Foi utilizada a técnica de verificacdo de Pressdo arterial, seguindo as normatizagoes
segundo a IV Diretriz de Pressdo Arterial da Sociedade Brasileira de Hipertensdao (ANEXO

6). A verificacdo da PA foi realizada antes da coleta de sangue.

3.2.4 Coleta de Exames

A primeira coleta de exames de sangue foi realizada 15 dias antes do inicio da
ingestdo do chd mate (T=0), foi coletado uma amostra de sangue para avaliacio do TBARS
dos linfécitos lisados e avaliacdo do cometa. Apds 60 dias de consumo do chd mate, foi
realizada nova coleta de sangue (T=1) para uma nova avaliagdo do TBARS dos linfécitos

lisados e avaliagdo do cometa..

3.3 Determinacao da atividade antioxidante — Ensaio Cometa

Ap6s a retirada do sangue, este foi congelado apropriadamente em freezer a -80°C

para a determinacdo dos danos oxidativos ao DNA. A avaliacdo dos danos oxidativos ao
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DNA de linfécitos foi feita por meio do comet assay. Através desta técnica foi possivel
detectar danos no DNA em linfécitos. A andlise de danos foi feita de acordo com o Pool-
Zobel et al. (1994). Resumidamente, 1,5 ml de sangue foram postos cuidadosamente sobre
1,5 ml de HISTOPAQUE -1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e centrifugados a 400 g a
20°C por 30 minutos. Apds descartar o plasma, os linfécitos foram transferidos para um
novo tubo, lavados com 4 ml de solucio de Hank’s (HBSS, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) e centrifugados 100 g a 20°C por 15 minutos. Descartado o sobrenadante, as
amostras foram ressuspendidas em 500 pL de Hank’s. A fim de avaliar o possivel efeito
protetor contra danos oxidativos ao DNA, 200 uL da suspensdo celular foi tratada com
peréxido de hidrogénio (H,0,)100 uM a 4°C por 30 minutos.

A versdo alcalina do ensaio do cometa foi realizada de acordo com Singh et al.
(1988). Em suma, 10 pl da suspensdo celular previamente obtida foram misturados a
agarose low melting point 0.5 % (Promega), postos sobre uma lamina e cobertos com uma
laminula. Estas foram imersas em uma solu¢do de lise gelada (2,5 M Nacl (cloreto de
s6dio), 100 mM EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), 10 mM Tris (tris-hidroximetil-
amino-metano), 1% SDS (Dodecil Sulfato de Sédio), pH 10 com 1% Triton X-100 e 10%
DMSO) e permaneceram a 4°C overnight. Este procedimento removeu o citoplasma e a
maior parte das proteinas nucleares, deixando o DNA supercoiled em um formato
nucledide. A presenca de quebras no DNA relaxa a sua espiralizacdo e a subseqiiente
eletroforese alcalina relaxa ainda mais as alcas do DNA, que ficaram, apds a eletroforese,
com o aspecto de um cometa. O tamanho da cauda de cometa reflete a extensdo das
rupturas das hélices de DNA, e pode ser quantificado por métodos de intensificacdo de

imagem e analise computacional.
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Ap6s a lise, as laminas foram expostas a um tampao alcalino (1 mM EDTA e 300
mM NaOH (hidroxido de Sédio), pH~13,4) por 40 minutos a 4°C. A eletroforese foi
realizada neste tampao a 4°C por 30 minutos a 25V e 300 mA. Apds a corrida, as laminas
foram neutralizadas (0,4 M Tris, pH 7,5), coradas com SYBR Safe™ (Invitrogen) e
analisadas com um microscépio de fluorescéncia. Cem células foram aleatoriamente
selecionadas (50 de cada réplica) e analisadas usando o software Komet 5.5 (Kinetic

Imaging, USA).

3.4 Determinacgao da atividade antioxidante — Método TBARS

Encaminhado o sangue para avaliacdo do cometa sdo separados os linfécitos
lisados, para determinagdo das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), que é
uma técnica pela qual se verifica a presenca de malonaldeido e de outras substancias,
provenientes da peroxidacdo lipidica no material biolégico (Buege e Aust, 1978), formando
um complexo colorido que pode ser quantificado por espectrofotometria.

O conteido da substincia reativa do acido tiobarbitirico (TBARS) foi
homogeneizado e determinado da seguinte forma: utilizado 250 pL. da amostra de linfécito
lisado, 25 pL de BHT (4cido tiobarbitirico) 4% em metanol, 1 ml de TCA (4cido
tricloroacético) 12%, 1 ml TBA 0,73% e 750 pl Tris-Hcl (tris-hidroximetil-amino-metano,
acido cloridrico) com ph 7,4 (Ohkawa et al., 1979).

A solucdo foi posta em banho-maria a 100°C por 60 minutos, facilitando a reacao
quimica, e em seguida no banho de gelo. Acrescentou-se 1,5 ml da solu¢do de Butanol, que
permaneceu por 30 segundos no vortex, e por 10 minutos na centrifuga. Aspirou-se o n-

butanol (solvente organico, que se reproduz em quase todos os solventes organicos, € com
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relativa solubilidade em dgua) e realizou-se a leitura no espectrofotometro da marca Jenway

a 532 nm, de absorbancia.

3.5 Analise estatistica

Para a significancia dos dados, utilizou-se a anélise de variancia (ANOVA), seguido
por Bonferroni’s post hoc teste para comparagdes multiplas. Todos os dados obtidos foram
analisados utilizando-se o programa estatistico SPSS 12.0 (SPSS Inc., USA). Os resultados
sdo apresentados como razdes de chance com um intervalo de confianca de 95%. As

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Voluntarios

Foram selecionados 68 voluntarios, sendo 30 (44%) do sexo masculino e 38 (56%)
do sexo feminino. A média de idade geral foi de 24 anos, (Homens 24 + 6; 2,98; Mulheres:
22,6 + 6, 2,92). No decorrer da pesquisa muitos voluntdrios apresentaram infec¢do, ou
outras alteragdes organicas que os levaram ao uso de antiinflamatérios e antibioticos.
Houve outros casos em que os voluntdrios apresentaram problema renal, sofreram
intervencdo cirurgia oral, tiveram dor e fizeram uso por tempo prolongado de analgésicos.
Por esses motivos, 35 voluntdrios tiveram de ser eliminados. Ao final do processo foram
incluidos no presente trabalho 33, sendo 15 (45%) do sexo masculino e 18 (55%) do sexo
feminino.

No Anexo 7 estdo dispostas as tabelas com a caracterizagao dos voluntdrios, seus
dados antropométricos; caracterizacdao da alimentacdo didria, da pressdo arterial, do estado

geral e do estresse do dia a dia.

4.2 Determinacgao da atividade antioxidante — Método TBARS

Na determina¢ao de malonaldeido (MDA) - formado a partir dos linfécitos lisados
pelo método de TBARS -, realizado antes e apds 60 dias de consumo do cha mate, a Tabela
1 mostra uma redugdo significativa a 1%, através do teste-t: duas amostras em par para

médias.
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Tabela 1. Efeito da intervencdo da erva mate pela concentracdo de malonaldeido formado

nos linfécitos lisados pelo método TBARS.

TBA-0°Dia TBA-60°dia

Média 0,09 0,046
Variancia 0,0015 0,0002
P 0,00068484*

*p < 0,01

4.3 Determinacao da atividade antioxidante — Ensaio Cometa

Os niveis de danos oxidativos ao DNA dos linfécitos foram avaliados por meio do
ensaio cometa. Além disso, a resisténcia do DNA ao ataque induzido por H,O; foi avaliado
como um indicador da capacidade antioxidante. Os resultados provenientes destas andlises
acham-se descritos na Tabela 2. Os voluntarios humanos foram submetidos durante 60 dias
ao preparado do cha mate liofilizado, e apresentaram uma reducao significativa nos niveis
de danos ao DNA, se comparado a dosagem do inicio da pesquisa - periodo em que ainda

ndo consumiam o cha mate.

Avaliando-se o efeito protetor contra danos oxidativos ao DNA, induzidos por
H,0,, os resultados provenientes das andlises dos linfécitos mostraram que a intervengao
do chd mate promove uma reducdo de forma significativa aos danos gerados apds o

consumo desse liquido (apds 60 dias).
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Tabela 2 . Efeito da intervencdo com erva mate nos niveis de danos oxidativos ao DNA.

Ensaio Cometa Danos ao DNA Danos ao DNA induzidos por H,;0,
Antes** Apos** Antes** Apos**
Homens 0.73 (+ 0,40) 0.56 (+0,16)* 1.03 (+ 0,18) 0,78 (+ 0,18)*

Mulheres
*p<0,05

** Antes (do inicio da ingestdo do chd mate) Apds (60 dias de consumo do chd mate)

0.69 (+ 0,30) 0.54 (+0,19)* 1.11 (£ 0,56) 0.87 (+ 0,39)*
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5 DISCUSSAO

Os radicais livres tém sido objeto de estudo em diversas pesquisas. E os resultados
apontam para a acdo de substincias antioxidantes, presentes naturalmente em alguns
alimentos. Essas substancias, de acordo com os estudos, seriam capazes de agir como
protetoras dos organismos vivos, frente a esse processo de oxidacdo (Pereira, 1996; Bianchi
e Antunes, 1999), diminuindo assim o estresse oxidativo celular (Shami e Moreira, 2004;
Canterle, 2005; Barreiros et al, 2006; Colpo, 2007).

Viérios sdo os alimentos ricos em atividades antioxidantes, antimutagénicas e
antiinflamatorias. Estudos tém demonstrado que os flavondides e outros pélifendis
promovem efeitos preventivos em vdarias doengas (Bastos et al., 2008; Clifford, 1999;
Scalbert, Williamson, 2000). Sabe-se que os agentes antioxidantes podem proteger o
organismo contra o desenvolvimento de diversas doengas, através da remoc¢do dos EROS,
antes que estes tenham a chance de induzir danos ao DNA. Com isso, evitam-se doencas e
alteracdoes da imunidade, auxiliando inclusive na recuperacdo de clientes internados por
determinadas doengas e/ou alteragdes (Ames, 1983; Nojiri et al, 2001; De La Fuente, 2002;
Oldham et al, 2002; Pérez et al, 2002; Mayne, 2003).

O ensaio de TBARS foi proposto ha mais de 40 anos e é um método usado para se
descobrir a oxidacao lipidica. Este procedimento mede o malonaldeido formado a partir de
um subproduto de uma lipoperoxidacdo. O malonaldeido reage com substancia dcido de
thiobarbiturico (TBARS) formando um pigmento rosa, medido espectrofotometricamente
com o maximo de absorbancia entre 532-535 nm (Antolovich et al., 2002). Varias

metodologias t€m sido aplicadas, a fim de verificar o potencial antioxidante através da
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técnica do TBARS. Algumas pesquisas foram realizadas em plasma, em LDL de humanos
(Giada e Mancini-Filho, 2002; Grotto et a,/, 2008), outras pesquisas em tecidos, como o
cardiaco (Burneiko er al., 2004), por exemplo. Esta pesquisa empregou o ensaio das
substancias reativas do dcido tiobarbitirico (TBARS), avaliando a degradacio oxidativa de
acidos, através do entdo produto chamado malonaldeido nos linfécitos lisados dos
voluntdrios.

Observamos uma reducdo significativa na concentracdo do malonaldeido, indicando
uma atividade antioxidante da erva mate nas células estudadas, apos 60 dias de consumo.
De modo complementar, outros autores também reportaram resultados semelhantes em
amostras oriundas de plasma de seres humanos, antes e ap6s o consumo do chd mate
(Gugliucci, Stahl,1995; Gugliucci, 1996; Bixby et al., 2005).

A fim de avaliar a acdo protetora/antioxidante de compostos naturais e sintéticos,
diversos trabalhos mostram que o ensaio cometa (single-cell gel electrophoreis) ¢ um
método simples, sensivel e reprodutivel para a avaliacdo de efeitos antioxidantes in vivo e
in vitro. Através deste é possivel detectar quebras em fitas simples e duplas e oxidacdo em
bases do DNA (Festa et al., 2001; Oldham et al., 2002; Porrini er al, 2005).
Adicionalmente, vérios estudos tém avaliado os efeitos da inducido de danos em DNA, por
peréxido de hidrogénio (H,0,), para verificar a capacidade que as células teriam em se
proteger apds o desafio com H,0, (Festa et al., 2001; Shi et al., 2002).

Os dados obtidos no presente trabalho indicam que a intervencao da erva mate reduz
significativamente os niveis de danos oxidativos a0 DNA - com ou sem indug¢do por H,O; -
apo6s os 60 dias de consumo do chd mate, quando comparado aos niveis observados anterior

a ingestdo desse liquido.
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O mecanismo de acdo proposto relaciona-se, possivelmente, com os altos teores de
acidos caféico e clorogénico (Clifford et al., 1990; Bastos et al., 2006), presentes na erva-
mate, os quais seriam capazes de quelar metais e sequestrar os radicais livres formados
durante o processo oxidativo (Gugliucci, Stahl, 1995; Gugliucci, 1996; Gugliucci, Menini,
2002). Trabalhos recentes sugerem que esses metabdlitos sdo absorvidos no trato
gastrointestinal e estdo biodisponiveis no plasma dentro de um periodo de 5 minutos a 4
horas, depois da sua ingestdo. O pico de absor¢do ocorre apds uma hora do consumo
(Nardine e al., 2002; Monteiro et al., 2005).

Embora muitos trabalhos tenham sido publicados, a respeito dos efeitos benéficos
da erva mate, alguns autores relatam uma associagdo positiva entre 0 seu consumo € um
risco aumentado de cancer de bexiga e renal (Vassallo et al., 1985; De Stefani et al., 1990;
De Stefani et al., 1998; De Stefani et al., 2007). Tal associagdo poderia ser atribuida a
presenca de alguns compostos carcinogénicos no processo de torrefacdo da erva mate.
Adicionalmente estudos experimentais mostraram que o dcido caféico tem um efeito
carcinogénico na bexiga de camundongos (Hagiwara et al, 1991). Além disso, Fonseca et
al. (2000) sugerem que a erva mate possui atividade mutagénica e clastogénica em cultura
de células.

Esta pesquisa, no entanto, mostra que a erva mate nao é genotdxica, pois 0s niveis
de danos oxidativos ao DNA nos voluntdrios que ingeriram o chd mate - mantendo uma
dieta normal sem abusos de determinados alimentos — foram mantidos ap6s o periodo de
intervencao.

Com relagdo ao efeito protetor contra danos oxidativos ao DNA, induzidos por
H,0,, os resultados provenientes das andlises dos linfécitos indicaram também que a

interveng¢do com cha mate foi capaz de reduzir de forma significativa os danos gerados nos
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voluntdrios apds a ingestdo desse liquido. Esses achados corroboram dados encontrados em
outro trabalho do nosso grupo (Miranda et al., 2008), onde foi observada em camundongos
- submetidos a uma dieta normolipidica - a atividade antioxidante da erva mate tostada.
Além disso, 0 mesmo estudo demonstrou que houve uma melhora no sistema de reparo ao
DNA, apés a intervencdo com erva mate. Acredita-se que a prote¢do observada deva-se a
presenca dos compostos polifendlicos, que possivelmente neutralizariam os radicais livres,
formados pelo per6xido de hidrogénio antes que esses pudessem causar danos ao DNA

celular.
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6 CONCLUSAO

- Observamos uma reducdo significativa na concentragdo de nas amostras de linfdcitos
lisados, apds o consumo por 60 dias de chd mate, evidenciando uma atividade antioxidante.
- Em relacdo aos danos oxidativos ao DNA, estudados por meio do ensaio cometa,
observou-se uma reducao significativa nos danos do DNA quando comparado aos niveis
basais detectados no inicio do tratamento.

- Adicionalmente, apds o desafio com peréxido de hidrogénio verificou-se, por meio do
ensaio cometa, que houve uma reducdo significativa nos danos oxidativos ao DNA,

indicando uma possivel protecdo a esta molécula.
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ANEXOS




Anexo 1 Controle da Ingestdao do Cha mate

Nome (Sigla):

Inicio da Ingestiao Cha Mate:

Numero Ficha:

64

N° Data Local *Estado Ass N° Data Local *Estado Ass
Voluntario | Voluntario Voluntario | Voluntario
1 31
2 32
3 33
4 34
5 35
6 36
7 37
8 38
9 39
10 40
11 41
12 42
13 43
14 44
15 45
16 46
17 47
18 48
19 49
20 50
21 51
22 52
23 53
24 54
25 55
26 56
27 57
28 58
29 59
30 60

* (1) Sauddvel (2) Gripe/resfriado (3) dor constante (4) Infeccdo (5) outra doenca
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Anexo 2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Comité de Etica em Pesquisa

Efeito Antioxidante da Erva Mate (/lex paraguariensis) no Organismo.

Nome

Idade RG

Endereco

Declaro a que € de livre espontanea vontade que estou participando desta pesquisa
sob a responsabilidade dos pesquisadores Elis Regina Varalda Rodrigues, mestranda da
Universidade Sao Francisco de Braganga Paulista, sob responsabilidade do Prof. Dr
Marcelo Lima Ribeiro — e que obtive todas as informacdes necessdrias para poder decidir

conscientemente sobre minha participacdo neste projeto.

L O objetivo da pesquisa € avaliar o efeito do Chd Mate no organismo humano, onde
serd dosado no sangue os seguintes exames: hemograma, bioquimica e perfil lipidico;

IL Asseguro que estou ciente e concordo com os termos de inclusdo que sdo:

e Estar na idade entre 18 e 30 anos.

¢ O voluntdrio deverd ter seu indice de massa corpérea (IMC) maior do que 19 e menor

do que 32 (com variancia entre +- 2)(Dietary Guidelines Committee, 1995).
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e Ter boas condicdes de satide: ndo ter doencas ou estar em tratamento médico.

e Naio estar fazendo uso de nenhum tipo de medicamento.

¢ No caso das mulheres poderao participar aquelas em uso de anticoncepcionais orais.

e Naio ser fumante.

e Naio ser usudrio de drogas ilicitas.

e Nao ingerir diariamente bebida alcodlica ou ser estilista. Poderdao participar os
voluntarios que fazem uso apenas eventualmente, de fim de semana ou feriados em doses
minimas (cerveja — 1 a 2 latas, destilado — 1 a 2 doses), e que no periodo da pesquisa aceite
ndo ingerir nenhuma bebida alcodlica.

e Manter durante toda a pesquisa, uma alimentacdo sauddvel, evitando o consumo de
café, chas diversos, chocolate, comidas condimentadas 15 dias antes do inicio da ingestdo
do cha mate para a pesquisa, e durante toda a pesquisa.

e Aceitar a ingestdo do chd mate diariamente na UNIFAG (em dias tteis) e realizar a
ingestdo do mesmo em casa, conforme orientacdo, nos fins de semana e derivados, durante
toda a pesquisa.

e Aceitar a coleta de sangue antes do inicio, e periodicamente, até o fim da pesquisa.

II1. A coleta de dados para a pesquisa serd desenvolvida através de 02 questiondrios: um
primeiro avaliando aspectos gerais do voluntdrio e familiares e um segundo realizando um
inventdrio alimentar apenas do voluntério.

IV. Sera coletado sangue antes, e apOs o inicio da ingestdo do cha mate com de 60 dias,
sendo que a ingestdo do cha mate serd diariamente, de 1 copo (200 ml)/dia, sendo seguida

algumas recomendacoes;
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V. Estou ciente do desconforto que causa a puncdo venosa para a coleta de sangue e o
risco de formagdo de um hematoma causado pela puncdo.

VI.  Estou ciente que tenho a liberdade de aceitar ou recusar a participar do estudo, bem
como poderei interromper minha participacdo na pesquisa a qualquer momento, ou nao
responder algumas perguntas do questiondrio, se assim desejar.

VII.  Sei que meu nome ndo aparecerd no questiondrio e que as informagdes colhidas
servirdo, Unica e exclusivamente, para fins de pesquisa e quando os resultados desta
pesquisa forem divulgados, nunca serd mencionado o meu nome.

VIII. Se necessério qualquer esclarecimento, poderd entrar em contato com a responsdvel
pelo estudo, Prof. Dr Marcelo Lima Ribeiro, pelo telefone (0XX11) 4034-8000 ou
contatar o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Sdo Francisco através do telefone
(0XX11) 4034-8028, se assim desejar.

IX.  Este termo de consentimento € feito em duas vias, sendo que uma permanecera em

meu poder e a outra com a responsdvel pelo estudo.

Braganca Paulista, de de 2008.

Voluntario

Elis Regina V Rodrigues
Pesquisadora

Prof. Dr Marcelo Lima Ribeiro

(responsavel pelo estudo)



Anexo 3 Questionario de Avaliacao Geral

Identificacao:
Nome (iniciais):
Sexo: fem ( ) masc( )

Idade:

N N

Endereco:

Numero da Ficha:
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Tel contato:

S. Imstrucao:

Esta estudando? Sim ( ) ndo( )

6. Trabalha? Sim ( ) ndo( ) tipo de servigo:

IL. Antecedentes pessoais:

A) Alcool: sim( ) ndo( ) socialmente ( )

Tipo bebida:

Quantidade:

b) Medicamentos: sim () ndo( ) qual

e) Doencas anteriores / internacoes / cirurgias:

III. Antecedentes Familiares
a) Tem familiares doentes na familia?

b) Familiar:

Familiar:

Familiar:

Familiar:

Familiar:

Sim( ) nao( )

Doenca:

Doenca:

Doenga:

Doenga:

Doenca:




IV. Histoéria da alimentacio nos ultimos 3 dias:
a) Consumo de sal: ( ) menos 1 col/dia ( ) 1col/dia ( )2col/dia ( )3col/dia
b) Carne vermelha: ( ) 1X/dia ( )2X/dia ( ) 3X/dia
Por refeicao: ( ) 1bife ( )2 bifes ( )3 bifes
c) Café: ( )1 xicara/dia ( )2 xicaras/dia ( ) 3xicaras/dia ( ) 4xicaras/dia
() 5 xicaras/dia ( ) mais 5 xicaras/dia
d) Cha mate: ( ) 1 copo/dia ( )2 copos/dia ( )3 copos/dia ( )4 copos/dia
Temperatura: ( ) gelado ( ) frio ( ) quente ( ) muito quente

e) Chocolate: ( ) Bombom — quantidade/dia:

() Chocolate em barra pequena — quantidade/dia:

f) Condimentos na alimentacio: ( ) diariamente ( ) eventualmente
g) Faz quantas refeicoes/dia? ( )1 ( )2 ( )3 ( )4 ( )5
h) Substitui lanches pela refeicao? ( )sim ( )ndo

Frequéncia: ( ) diariamente ( ) eventualmente

i) Consumo de alimentos:

Alimentos/ Todos Dias | 5-6X/sem | 2-4X/sem | 1X/sem | Raramente

Consumo

Folhas Cruas

Folhas Refogadas

Hortalica Crua

Hortalica refogada

Frutas
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Anexo 4 Recordatorio Alimentar

Recordatorio alimentar dos ultimos 3 dias:

* Realizado junto com o anexo 2

/|

Alimento

Preparacao

Quant/Medida

Obs.(descricdo preparo)

/!

Alimento

Preparacao

Quant/Medida

Obs.(descricao preparo)
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|/

Alimento

Preparacao

Quant/Medida

Obs.(descricao preparo)
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ANEXO 5 Inventario dos Sintomas de Estresse de Lipp

Nome: Data:

Fase I:
Alerta - sintomas apresentados nas ultimas 24 horas
Sintomas fisicos

aperto da mandibula, ranger de dentes
aumento da sudorese
boca seca
diarréia passageira

hipertensdo arterial subita e passageira
hiperventilacao
insOnia
maos e pés frios

mudanca de apetite

nd no estdmago

taquicardia

tensdo muscular
Sintomas psicologicos

aumento subito de motivagdo

entusiasmo subito

vontade subita de iniciar novos projetos
Fase II:
Resisténcia - sintomas apresentados no ultimo més
Aspectos fisicos

aparecimento de problemas dermatolégicos
aparecimento de udlceras

cansacgo constante

formigamento das extremidades
hipertensao arterial

mal estar generalizado, sem causa especifica
mudanca de apetite

problemas com a memoria

sensacdo de desgaste fisico constante
tontura/sensacao de estar flutuando
Sintomas psicologicos

diminui¢do da libido

divida quanto a si proprio

irritabilidade excessiva

pensar constantemente em um s assunto
sensibilidade emotiva excessiva




Fase III:
Exaustao - sintomas apresentados no ultimo trimestre
Sintomas fisicos

diarréia frequente

dificuldades sexuais

enfarte

excesso de gases

hipertensao arterial continua

insOnia

mudancga extrema de apetite

ndusea

problemas dermatolégicos prolongados
tiques

tontura frequente

ulcera
Sintomas psicologicos
angustia/ansiedade didria

apatia, depressdo ou raiva prolongada
cansacgo excessivo

Manual do Inventario dos Sintomas do Stress para Adulto de Lipp (ISSL) (LIPP, 2000)

Correcdo e Avaliacdo: Método simplificado para o diagndstico do estresse:

1°: Se o escore do quadro 1 for maior que 6, indica que a pessoa tem stress nesta fase.
2°: Se o escore do quadro 2 for maior que 3, indica que a pessoa tem stress nesta fase.

3°: Se o escore do quadro 3 for maior que 8, indica que a pessoa tem stress nesta fase.

Esta correcdo ndo indica a fase do estresse, e sim apenas se hd ou ndo estresse.
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Anexo 6 IV Diretriz de Pressao Arterial da Sociedade Brasileira

de Hipertensao

A Pressdo Arterial devera seguir o procedimento descrito a seguir:

A posi¢ao recomendada € a sentada.

- Preparo do paciente para a verificacio da PA:

1. Explicar o procedimento ao paciente;

2. Repouso de pelo menos 5 minutos em ambiente calmo;

3. Evitar bexiga cheia;

4. Nao praticar exercicios fisicos 60 a 90 minutos antes;

5. Nao ingerir bebidas alcodlicas, café ou alimentos e ndo fumar 30 minutos antes;

6. Manter pernas descruzadas, pés apoiados no chdo, dorso recostado na cadeira e
relaxado;

7. Remover roupas do brago no qual serd colocado o manguito;

8. Posicionar o braco na altura do coragdo (nivel do ponto médio do esterno ou 4°
espaco intercostal), apoiado, com a palma da mao voltada para cima e o cotovelo
ligeiramente fletido;

9. Solicitar para que nao fale durante a medida.

- Procedimento de Verificacao de PA:
1. Medir a circunferéncia do braco do paciente;

2. Selecionar o manguito de tamanho adequado ao brago;
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3. Colocar o manguito sem deixar folgas acima da fossa cubital, cerca de 2 a 3 cm;

4. Centralizar o meio da parte compressiva do manguito sobre a artéria braquial;

5. Estimar o nivel da PAS (palpar o pulso radial e inflar o manguito até seu
desaparecimento, desinflar rapidamente e aguardar 1 minuto antes da medida);

6. Palpar a artéria braquial na fossa cubital e colocar a campanula do estetoscopio
sem compressao excessiva;

7. Inflar rapidamente até ultrapassar 20 a 30 mm Hg o nivel estimado da pressao
sistolica;

8. Proceder a deflacdo lentamente (velocidade de 2 a 4 mm Hg/s);

9. Determinar a PS na ausculta do primeiro som (fase I de Korotkoff), que é um som
fraco seguido de batidas regulares, e, apds, aumentar ligeiramente a velocidade de
deflagdo;

10. Determinar a PD no desaparecimento do som (fase V de Korotkoff);

11. Auscultar cerca de 20 a 30 mm Hg abaixo do ultimo som para confirmar seu
desaparecimento e depois proceder a deflacdo rapida e completa;

12. Se os batimentos persistirem até o nivel zero, determinar a PS no abafamento
dos sons (fase IV de Korotkoff) e anotar valores da sistélica/diastdlica/zero;

13. Esperar 1 a 2 minutos antes de novas medidas;

14. Informar os valores de PA obtidos ao paciente;

15. Anotar os valores e 0 membro.



Classificacao da pressao arterial (>18 anos) e recomendacoes para
seguimento com prazos maximos, modificados de acordo com a
condicao clinica do paciente.

Classificacao Sistolica  Diastélica Seguimento

Otima <120 < 80 Reavaliar em 1 ano

Normal <130 <85 Reavaliar em 1 ano

Limitrofe 130-139 | 85-89 Reavaliar em 6 meses*

Hipertensao

Estagio 1 (leve) 140-159 | 90-99 Confirmar em 2 meses*

Estagio 2 (moderada) |160-179 [100-109 |Confirmar em 1 més *

Estagio 3 (grave) > 180 > 110 Intervengdo imediata ou
reavaliar em 1 semana*

Sistolica isolada > 140 <90

* Quando a sistélica e diastdlica estdo em categorias diferentes, classificar

pela maior.

Considerar intervencdo de acordo com fatores de risco maiores, co-morbidades.

* IV Diretriz de Pressio Arterial da Sociedade Brasileira de Hipertensao



Anexo 7 Tabelas de Caracterizacao dos Voluntarios
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Caracterizacao dos voluntarios que consumiram o cha mate, quanto as caracteristicas

pessoais. n.33

Caracteristicas Masculino Feminino Total
Pessoais n. 15 n.18 n. %
Atividade do Voluntario
alunos USF 2 2 4 12%
Voluntarios Externos 13 2 2 6%
Voluntérios Internos USF 0 14 27 82%
Instrucao
2°Grau Completo 2 3 5 15%
Superior Incompleto 9 11 20 61%
Superior Completo 4 4 8 24%
Uso Medicamentos
sim 0 1 1 3%
nao 15 17 33 97%
Obs(medic: anticoncepcional)

Doencas Atuais
sim 0 0 0
nio 15 18 33 100%
Consumo Café
Ixic/dia 5 8 13 39%
2xic/dia 2 2 4 12%
3xic/dia 1 1 2 6%
Nao consome 7 7 14 43%
Consumo Cha
1 copo/dia 4 3 7 21%
2 copos/dia 1 2 3 9%
Nao consome 10 13 23 70%
Consumo Chocolate
1 bombom/dia 1 3 4 12%
2 bombons/dia 0 2 2 6%
de vez em quando 3 7 10 30%
1 vez/semana 1 2 3 9%
Nao consome 10 4 14 43%




Refeicoes/dia

2 vezes/dia 2 2 4 12%
3 vezes/dia 5 5 10 30%
4 vezes/dia 8 8 16 49%
5 vezes/dia 0 3 3 9%
Substitui as Refeicoes

sim 3 11 14 42%
nao 12 7 19 58%
Freq. da Substituicao

Diariamente 2 2 6%
Eventualmente 3 9 12 36%
Nio Substitui 12 7 19 58%

Caracterizacio dos voluntarios quanto aos dados antropométricos. n.33
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Dados 12 Controle* 22 Controle** 32 Controle***
cv
Antropométricos | Média DP (%) Média DP cv Média DP cv
Peso (kg)
Masculino 79,3 15,8 19,9 81,9 154 18,80 79,6 16,2 20,4
Feminino 60,09 9,7 16,1 60,62 105 17,33 60,62 10,3 17,0
Altura (cm)
Masculino 1,76 0,1 4,1
Feminino 1,62 0,1 3,2
IMC
Masculino 25,5 3,6 14,0 26,6 3,9 14,74 25,5 3,5 13,9
Feminino 23 3,8 16,6 23,2 4,1 17,55 23,2 4,0 17,0

* Realizado antes da ingestdo do cha mate
** Realizado com 30 dias de consumo do cha mate

*** Realizado com 60 dias do consumo do chd mate

CV: Coeficiente de Variagdo expresso em porcentagem
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Caracterizacio dos voluntarios quanto a sua alimentacao. n.33

Folhas Folhas Hortal. Hortal.
Consumo Sexo Cruas Refogadas Crua Refogada Fruta
Alimentos n° % n° % n° % n° % n° %
Todo dia Masc. 4 1 2 0 6
Fem. 4 2 1 0 6
Total e
%0 8 24,2% 3 9,1% 3 9,1% 0 0,0 % 12*%  36,4%
5-6X/sem | Masc. 0 0 0 1 0
Fem. 4 4 4 6 4
Total e
%0 4 12,1% 4 121% 4 12,1% 7 21,2% 4 12,1%
2-4X/sem | Masc. 9 9 5 5 9
Fem. 8 5 5 6 4
Total e
% 17* 51,5% 14*  42.4% 10*  30,3% 11*  33,3% 13 394%
1X/sem Masc. 1 1 3 2 0
Fem. 1 3 3 2 3
Total e
%0 2 6,1% 4 121% 6 182% 4 12,1% 3 9,1%
Raramente | Masc. 1 4 5 6 0
Fem. 1 4 5 5 1
Total e
% 2 6,1% 8 242% 10*  30,3% 11*  33,3% 1 3,0%
Total e
%0 33 100,0 % 33 100,0 % 33 100,0 % 33 100,0 % 33 100,0 %

e  Consumo mais frequente de alimentos
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Caracterizacao dos voluntarios quanto a Pressao Arterial. n.33

Masc. n.15 Masc. n.15
1? Verif. 2% Verific. Observacao
n % n. %
Otima 8 54% 10 67% |em apenas 1 voluntdrio a PA aumentou
2 voluntdrios na 2° verificacdo melhoraram o valor da PA
Normal 5 33% 3 20% |2 voluntarios melhoraram a PA e 3 mantiveram o valor
Limitrofe 0 0% 0 0%
Hipertensao
Estagio 1 (leve) 2 13% 2 13% | 1 dos voluntdrios na 1? verificacdo melhorou a PA
1 manteve o valor da PA
1 na 2? verificacdo aumentou a PA
Fem.n.18 Femin. N.18
1? Verif. 2%verific. Observacao
n % n. %
Otima 13 72% 16 88% |todos com melhora PA
Normal 1 6% 6% voluntario manteve a PA
Limitrofe 0 0% 0 0%
Hipertensao
Estagio 1 (leve) 4 22% 1 6% voluntdrios da 1* verificagdo- todos melhoraram
na 2° verifica¢do outro voluntirio com PA alta

Caracterizacio dos voluntarios quanto ao estado geral. n.33

Masc. N.15 Fem. n.18
Estado Geral n°’ % n’ %
Saudével 15 100% 18 100%
Gripe/resfriado 0 0% 0 0%
Dor constante 0 0% 0 0%
Infecgao 0 0% 0 0%
outras doencas 0 0% 0 0%




Caracterizacio dos voluntarios quanto ao estresse do dia a dia. n.33

Fase Masc. n.15 Fem. n.18
Estresse n’ % n’ %
Fase 1
0 10 67% 8 44%
1 2 13% 6 33%
2 2 13% 3 17%
3 1 7% 1 6%
>3 0 0% 0 0%
Fase 2
0 11 73% 8 44%
1 1 7% 3 17%
2 3 20% 7 3%
3 0 0% 0 0%
>3 0 0% 0 0%
Fase 3
0 13 86% 11 61%
1 1 7% 4 22%
2 1 7% 1 6%
3 0 0% 2 11%
>3 0 0% 0 0%




