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RESUMO

Neste estudo foram avaliadas a eventual toxicidade em animais e a
estabilidade térmica e microbiologica do extrato nebulizado de erva
mate (llex paraguariensis) em capsulas. Para verificar a toxicidade
aguda, foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas (n=6), aos quais
foram administrados com agua (controle) ou extrato seco de erva mate
(grupo mate) dissolvido em agua (2 g/kg), por gavagem. Os animais
foram avaliados por 14 dias com relacdo a ingestdo de agua, ragdo,
variagdo do peso corpoéreo e comportamento. Ao final do estudo, os
animais foram mortos, e os Orgdos foram analisados
macroscopicamente. Nao houve mortes, ou diferenga significativa no
peso corpdreo entre os grupos. Ndo foram encontradas alteragcdes nos
orgdos dos animais administrados com mate. No estudo de doses
repetidas foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas (n=10) e
coelhos New Zealand (n=3). Os animais receberam agua (controle) ou
extrato seco de erva mate dissolvido em agua (2 g/kg), diariamente,
durante 12 semanas. Avaliou-se 0 peso corporeo, comportamento e
foram realizadas analises bioquimicas e hematologicas. Ao final, os
animais foram mortos e o figado, estdmago, rins e intestino delgado
foram analisados microscopicamente. Nao houve mortes, diferengas na
evolugdo do peso corpdreo, nem alteracdes comportamentais entre os
animais que consumiram erva mate. Além disso, as analises bioquimicas
e hematologicas revelaram alteragdes ndo associadas a toxicidade. Em
adi¢do, ndo foram observadas alteragdes histopatologicas celulares e/ou
teciduais indicadoras de atipias decorrentes de toxicidade nos animais
do grupo mate em relagdo aos controles. A estabilidade quimica do
extrato seco de erva mate verde foi avaliada a partir do estudo de longa
durac@o, na auséncia ou na presen¢a do adjuvante dioxido de silicio. As
capsulas ficaram armazenadas em recipiente impermeavel, sob
temperatura de 30 °C, por periodo de 12 meses. No estudo de
estabilidade acelerado, as capsulas contendo extrato seco de erva mate
verde ou tostada permaneceram sob temperatura de 40 °C, por seis
meses. Para a quantificacdo dos compostos, o extrato seco foi dissolvido
em agua e a concentracdo dos compostos fenodlicos totais, dos acidos
clorogénico, galico e dicafeoilquinico, das metilxantinas cafeina e
teobromina, da capacidade antioxidante total (FRAP e TEAC) e das
saponinas totais foi monitorada durante o estudo. Segundo a legislacao
vigente, foram aceitas variagdes de até 10%. Além disso, a contagem de
micro-organismos foi realizada nos extratos secos de erva mate verde e



tostada, mantidos sob as diferentes condigdes de temperatura e periodos
de tempo. De acordo com os resultados obtidos, a concentracdo dos
constituintes do extrato seco de erva mate em capsulas manteve-se
constante durante os periodos de tempo avaliados de seis ou 12 meses,
independente da presenga do adjuvante. Além disso, ndo foram
encontradas variacdes na contagem de fungos e bactérias, independente
da temperatura ¢ tempo de armazenamento. Em conclusdo, o extrato
seco de erva mate ndo apresentou toxicidade aguda ou cronica em ratos
e coelhos e as capsulas de extrato de mate mantiveram-se estaveis
durante o periodo avaliado. Com base nesses resultados, indicamos que
os estudos de toxicidade em seres humanos poderdo ser realizados com
o0 extrato de erva mate.

Palavras-chave: llex paraguariensis, erva mate, extrato seco,
toxicidade, estabilidade.



ABSTRACT

In the present study, we evaluated the eventual toxicity in animals and
the termic and microbiological stability of nebulized extract of yerba
mate (/lex paraguariensis) in capsules. To determine the eventual acute
toxicity, we used male and female Wistar rats (n = 6) with
administration of water (control) or dried extract of yerba mate (mate
group) dissolved in water (2 g/kg) by gavages. Animals were monitored
for 14 d and the water and food intakes, body weight changes, and
behavior were evaluated. After 14 d, the animals were killed and organs
were macroscopically examined. There were no deaths or significant
differences in body weight gain between animal groups. Additionally,
no morphological changes were found in organs of mate-administered
animals. In the chronic study, males and females Wistar rats (n = 10)
and New Zealand White rabbits (n = 3) were used. Animals received
water (control) or 2 g/kg mate extract dissolved in water daily during 12
wk. Body weight and behavior were monitored. In addition, we carried
out biochemical and hematological analysis. At the end of 12 wk, the
animals were killed and the liver, stomach, kidneys and small intestine
were examined microscopically. There were no deaths, differences in
body weight gain, or behavioral changes in animals that consumed mate.
Furthermore, the biochemical and hematological tests revealed only few
variations not associated with toxicity. In addition, there were no
histopathological changes, and cell or tissue alterations indicating
toxicity in the animals of mate group. The chemical stability of dry
extract of yerba mate green was verified in a long-term study, in which
capsules of dried extract of yerba mate, in the absence or presence of the
adjuvant silicium dioxide, were stored in a waterproof container at 30 °C
for 12 mo. Additional assays were carried out with capsules of green
and roasted yerba mate extracts kept at 40 °C for 6 mo (accelerated
study). For the evaluation of chemical stability, dry extracts were
dissolved in water and the concentration of total phenols, chlorogenic,
gallic, and dicaffeoylquinic acids, caffeine, theobromine, total
antioxidant capacity (FRAP and TEAC), and total saponins was
monitored during the study period. According to Brazilian laws, a
maximum variation of 10% in the constituent levels was accepted.
Moreover, microorganism count was carried out in dry extract of green
and roasted yerba mate in capsules kept at different temperatures for 6
and 12 mo. The results showed that constituents of mate extracts in
capsules were highly stable at 30 or 40 °C for 6 or 12 months, regardless



of adjuvant. In addition, no variations were found in the count of fungi
and bacteria, regardless of storage temperature and time period. In
summary, dry mate extract showed no acute or chronic toxicity in rats
and rabbits and mate extract in capsules remained stable during the
study period of 6 or 12 mo. Based on these results, we suggest that
toxicity studies in humans can be performed with capsules of mate.

Keywords: llex paraguariensis, yerba mate, dried extract, toxicity,
stability.
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1 INTRODUCAO

1.1 Apresentagdo do estudo

O consumo de plantas esta associado com um reduzido risco de
doencas cronicas (cancer e doengas cardiovasculares). Essa associacao
deve-se em parte por causa das substincias com capacidade
antioxidante, e também daquelas que modulam a atividade enzimatica e
a expressdo génica (DAY et al., 2004). Na area farmacéutica as plantas
e os extratos vegetais foram e continuam sendo de grande relevancia,
tendo em vista a utilizacdo das substancias ativas como prototipos para
o desenvolvimento de farmacos e como fonte de matérias-primas
farmacéuticas, tanto para a obtencdo de farmacos (que sdo substincia
ativas isoladas), como para a obtencdo de adjuvantes, ou, ainda, de
medicamentos elaborados exclusivamente a base de extratos vegetais:
os medicamentos fitoterapicos (SCHENKEL, GOSMANN,
PETROVICK, 2000). No Brasil, encontram-se registrados 512
medicamentos fitoterapicos, dos quais mais de 70% apresentam-se
como formas farmacéuticas solidas (CARVALHO et al., 2008). A
matéria-prima para estes produtos ¢ constituida, majoritariamente, por
extratos secos, os quais dentre as suas vantagens incluem a maior
estabilidade quimica, fisico-quimica e microbioldgica, mais facil
padronizacdo, maior concentragdo dos compostos ativos e mais elevada
capacidade de transformacdo em diferentes tipos de formas
farmacéuticas solidas. Dentre os procedimentos de secagem destaca-se a
técnica de secagem por aspersdo (spray drying) (OLIVEIRA,
PETROVICK, 2010).

Nesse contexto, dentre as plantas popularmente conhecidas e
consumidas encontra-se a erva mate. Na medicina popular a erva mate é
indicada para o tratamento de intimeras desordens, tais como artrite, dor
de cabeca, constipagdo, reumatismo, hemorrdidas, obesidade, fadiga,
retencdo de fluidos, hipertensdo, digestdo lenta e desordens hepaticas.
Pesquisas publicadas recentemente, inclusive pelo nosso grupo de
pesquisa, tém provado cientificamente os efeitos que podem explicar
muitas das propriedades farmacologicas atribuidas a erva mate. Foi
demonstrado que o extrato aquoso de erva mate tem capacidade
hepatoprotetora, estimulante do sistema nervoso central, diurética,
efeito colerético e de propulsdo intestinal, antioxidante e
quimiopreventivo, emagrecedor, antiviral, vasodilatador e inibidor das
reacdes de glicacdo (revisado por BASTOS et al., 2007; BRACESCO et
al., 2010; HECK; DE MEIJIA et al., 2007,).
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Varios componentes fitoquimicos tém sido identificados no
extrato aquoso de erva mate. Os principais componentes pertencem a
classe dos acidos fendlicos (acido clorogénico e seus isomeros; acido
caféico; 3,4-acido dicafeoilquinico; 3,5-4cido dicafeoilquinico) e das
metilxantinas, ou alcaldides purinicos (cafeina e teobromina). A erva
mate apresenta, ainda, uma pequena quantidade de flavondides
(quercetina, canferol e rutina). Além disso, contém saponinas
triterpénicas e ja foram identificados cerca de 15 aminoécidos, diversos
minerais (aluminio, célcio, cromo, cobre, ferro, fosforo, manganés,
niquel, potassio e zinco) e vitaminas (C, Bl e B2) (revisado por
BASTOS et al., 2007; BRACESCO et al., 2010; HECK; DE MEIJIA,
2007; SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE, 2000,).

Resultados anteriores de nosso laboratério mostraram que o
extrato aquoso de erva mate tem o potencial de inibir a progressdo da
aterosclerose in vivo, em coelhos alimentados com colesterol
(MOSIMANN; WILHELM-FILHO; SILVA, 2006). Além disso, em
camundongos com aterosclerose, os quais apresentam disfungdo
endotelial semelhante aos pacientes com DAC, mostramos que a
administragdo prolongada do extrato de erva mate melhorou de forma
significativa a reatividade vascular ex vivo (FELIPPI et al., 2006). Ou
seja, a erva mate reverteu a inibi¢do da contragdo ¢ do relaxamento
vascular verificada nos animais com aterosclerose. Baisch et al. (1998)
ja haviam demonstrado um efeito vasodilatador in vitro para o extrato
aquoso de llex paraguariensis em artéria mesentérica de ratos.
Confirmamos esses resultados utilizando anéis isolados de artéria aorta
de ratos (FELIPPI et al., 2005).

Recentemente, realizamos um estudo em nosso laboratorio no
qual demonstramos que a ingestdo de infusdo de erva mate (chimarrdo
ou chéa mate tostado) durante 20 ou 40 dias reduziu significativamente o
LDL-C e aumentou o HDL-C em pacientes com hipercolesterolemia
(DE MORALIS, et al., 2009). No entanto, foi observado que muitos
individuos participantes que nao possuem o habito de ingerir chas,
particularmente aqueles de sabor amargo e sem aguicar — como a erva
mate — ndo conseguiram ingerir a infusdo de erva mate, particularmente
o chimarrfo, sugerindo que o mesmo deve acontecer com uma parcela
significativa da populacdo. Dessa forma, com o intuito de fazer com que
mais pessoas se beneficiem das propriedades da erva mate, idealizamos
o desenvolvimento de capsulas contendo o extrato seco da erva mate,
bem como analisamos a toxicidade em animais e verificamos a
estabilidade quimica e microbiologica do extrato seco.
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1.2 ERVA MATE

A erva mate (llex paraguariensis, St. Hilaire, 1822) ¢ uma
planta arborea pertencente a familia Aquifoliaceae. Suas partes aéreas
sdo utilizadas para o preparo de uma bebida muito apreciada pelo seu
sabor amargo caracteristico (ou peculiar) e propriedades estimulantes. A
infusdo de erva mate era consumida pelos nativos da América do Sul
quando o novo mundo foi descoberto pelos europeus. Nos dias de hoje,
a infusdo de erva mate (preparada exclusivamente com folhas secas e
moidas de llex paraguariensis, de acordo com a legislagdo brasileira e
argentina) ¢ consumida em torno de um a dois litros por dia por milhdes
de pessoas e constitui a principal alternativa para o café e cha preto
(MOSIMANN, WILHELM-FILHO; SILVA, 2006). E encontrada na
regido subtropical da América do Sul e estd presente no Brasil,
principalmente nos estados da regido Sul e no Mato Grosso do Sul, no
norte da Argentina, Paraguai e Uruguai (BASTOS, et al., 2007)
apresentando elevada importancia econdmica social e cultural para a
populacdo dessas regides. A Argentina é o maior exportador de erva
mate, enquanto o Uruguai tem o maior consumo per capita: 6-8
kg/pessoa/ano, seguido pela Argentina 5 kg/pessoa/ano. Somente trés
estados no Brasil tem apreciadores assiduos de chimarrdo em sua
populacdo, mas até 70% da populagcdo masculina dos estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Parana consomem chimarrdo
diariamente (BRACESCO et al., 2010). A erva mate ¢ cultivada nos
estados da regido sul e aproximadamente 596 municipios desenvolvem
a atividade ervateira, envolvendo 710 mil pessoas para uma producao
anual de 650 mil toneladas de folhas (MACCARI; SANTOS, 2000). O
maior consumidor nacional de erva mate é o estado do Rio Grande do
Sul, com 65% do total, seguido pelos estados do Parana (17%), de Santa
Catarina (12%) e Mato Grosso do Sul (3%) (CIGANA, 2008).

Além do chimarrdo, sdo conhecidas outras bebidas a base de
erva mate como o tereré, mate cozido (cocido, em espanhol), ¢ o cha
mate. O chimarrdo e o tereré sdo preparados com as folhas, secas e
moidas de erva mate, utilizando 4agua quente e 4agua fria,
respectivamente. O chimarrdo é consumido no sul do Brasil, Uruguai,
Argentina e Paraguai (MAZZAFERA, 1997), enquanto o tereré é mais
consumido no centro-oeste do Brasil e no Paraguai. O mate cozido
refere-se ao mate de folhas secas e moidas preparado na forma de
infusdo de ervas, usualmente comercializado em saches, semelhante a
muitos outros chas, sendo consumido principalmente na Argentina e no
Uruguai. O cha mate é preparado com folhas secas ¢ moidas de erva
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mate tostada e ¢ consumido especialmente no Brasil e Argentina
(revisado por BASTOS et al., 2007; HECK, MEJIA, 2007).

Utilizada ha séculos como bebida estimulante, a erva mate vem
ganhando rapida aceitagdo nos mercados de varios paises fora da
América do Sul incluindo EUA e paises Europeus, tanto na forma de
cha, como ingrediente na formulagdo de alimentos, suplementos
dietéticos e cosméticos (revisado por BASTOS et al., 2007; HECK, DE
MEIJIA, 2007). Na ultima década, llex paraguariensis tem sido usada na
formulacdo de cervejas, cremes, doces além de outros usos ndo
tradicionais (VIEIRA et al., 2008). Recentemente, tem atingido
supermercados na forma de bebidas energéticas na California e esta
sendo vendida na Europa em combinag@o com outras ervas como um
cha energético ou como auxiliar na reducdo do peso (BRACESCO et
al., 2010).

Além disso, alguns trabalhos tém sido desenvolvidos com o
intuito de encapsular os antioxidantes naturais da erva mate. Deladino e
colaboradores (2008) encapsularam o extrato liofilizado de erva mate
com alginato de calcio isolado, ou adicionado de quitosana,
demonstrando que o processo pode ser uma alternativa promissora para
a suplementacdo alimentar com antioxidantes naturais ou mesmo para
aplicacdo na industria alimenticia. Outro trabalho semelhante foi
realizado por Harris e colaboradores (2010), os quais prepararam
nanoparticulas e microesferas para a encapsulacdo dos componentes
ativos do extrato de erva mate, porém, com foco nas aplicagdes
cosméticas. Nesse contexto também, um estudo in vivo, demonstrou que
o uso de capsulas contendo uma mistura de erva mate, guarana
(Paullinia cupana) e damiana (Turnera diffusa var. aphrodisiaca)
prolongou o esvaziamento gastrico, reduziu o tempo de percepgdo de
saciedade e induziu uma significativa perda de peso (5,1 kg) apos 45
dias em individuos com sobrepeso (ANDERSEN; FOGH, 2001).

Nas plantas em geral, além dos constituintes fitoquimicos, e
também dos metais pesados, outros compostos que podem estar
presentes e eventualmente serem prejudiciais a saude, por terem efeito
mutagénico e carcinogénico, sdo os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (PAHs). Os PAHs sdo encontrados no café, formados
durante o processo de torrefacdo, e também estdo presentes na erva
mate, ¢ neste caso, tem origem da degradagdo dos compostos e do
aquecimento da madeira durante o ‘sapeco’ (rapido processo de
secagem) e do final da etapa de secagem (revisado por BASTOS, 2007).
Nesse sentido, alguns estudos epidemiologicos tém sido desenvolvidos
com o intuito de provar se o0 mate apresenta efeitos carcinogénicos ou
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ndo. A maioria desses estudos tem focado no céancer oral, pulmonar,
esofagico, laringico e de bago e esses, tem verificado evidéncias de
associacdes aliadas com o consumo de mate (BATES et al., 2007;
GOLDENBERG et al., 2003; SEWRAN et al., 2003). A acao sinérgica
entre mate, alcool, e cigarro tem um papel claro em varios estudos;
enquanto em outros, deficiéncias nutricionais ¢ uma higiene oral
precaria estiveram presentes como um fator que pode estar associado na
patogenia da doenca. Nenhum aumento do risco esteve associado as
bebidas a base de mate geladas. Dessa forma, mais estudos precisam ser
realizados antes de uma sentenca definitiva em relagdo ao risco de
cancer associado com alguma das varias formas de consumo do mate.
Um estudo recente relatando o processamento do mate com os PAHs
mostrou que a concentragdo desses compostos foi inferior ao limite
maximo considerado por apresentar risco de saude (VIEIRA, 2010).

Particularmente, em se tratando da erva mate, ndo existem
estudos em animais que tenham avaliado a toxicidade do extrato aquoso
ou do extrato seco de erva mate. Recentemente, em estudos in vivo
realizados em nosso laboratorio, verificou-se que, a ingestdo de trés
doses diarias de mate por 40 dias ou cha mate por 40 ou 60 dias por
individuos saudaveis, nao promoveu alteracdes nos pardmetros
hematoldgicos, nos marcadores renais ¢ hepaticos (BOAVENTURA,
2010; KLEIN, 2010; DE MORALIS, 2009; STEFANUTO, 2010).

1.2.1 Constituintes
1.2.1.1 Compostos Fendlicos

Dentre as intimeras propriedades biologicas da erva mate, a
atividade antioxidante tem sido amplamente estudada e esta associada
ao conteudo de compostos fenodlicos do mate, particularmente os
derivados cafeoilquinicos (Fig. 1) e em menor concentracdo os
flavonoides rutina, quercetina, diglicosideo de Iuteolina e a
cafeoilglicose (BASTOS et al., 2005; BASTOS et al., 2006; BASTOS
et al., 2007; CARINI et al., 1998; FILIP et al., 2000; FILIP et al., 2001;
RICCO; WAGNER; GURNI, 1991). Desses, os acidos
dicafeoilquinicos (6,8% do peso seco) e clorogénico (3 a 5% do peso
seco) sdo os que estdo em maior propor¢do (CARINI et al., 1998; FILIP
et al., 2001). Nos extratos aquosos de llex paraguariensis, os niveis de
polifendis sdo superiores aos encontrados no cha verde e semelhantes
aos encontrados no vinho tinto (GUGLIUCCI et al., 2009a ¢ b). A
atividade antioxidante dos compostos fendlicos é determinada por sua
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estrutura molecular e, mais especificamente, pela posicdo e grau de
hidroxilagdo da estrutura do anel. A atividade antioxidante ¢
convencionalmente usada para indicar a habilidade de um antioxidante
neutralizar alguns radicais, nesse contexto, os compostos fenolicos sdao
tipicamente neutralizadores de oxigénios reativos (HE; VENANT,
2004).
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Figura 1 — Estrutura molecular dos principais compostos fendlicos (modificado
de BASTOS, 2007).

No organismo, os acidos clorogénicos (ACs) passam por um
complexo processo de absor¢do e metabolismo, o qual ¢ consistente
com o metabolismo de compostos xenobioticos (KONG, et al., 2001).
Os ACs sdo clivados pela atividade enzimatica da microflora intestinal e
subsequentemente ocorre absor¢do dos acidos hidroxicindmicos (p-
cumarico, cafeico, e acido ferulico), produtos da o-metilagio e
conjugagdo do acido cafeico e entdo ocorre absor¢do dos produtos de
degradagdo (dihidroferulico; 3-hidroxihypurico e 4cido hipurico)
(RECHNER et al., 2002). Os ACs também podem ser absorvidos sem
nenhuma modificagdo prévia, como observado no plasma de seres
humanos ap6s ingestdo aguda de café, a maior fonte de acidos
clorogénicos da dieta ocidental (CLIFFORD et al., 2004; MONTEIRO
et al., 2001; NARDINI et al., 1995; NARDINI et al., 2002; NATELLA
et al., 2007; RECHNER et al., 2002).

Gugliucci e Stahl (1995) demonstraram, pela primeira vez, que
o extrato aquoso de llex paraguariensis inibiu a oxidagdo da LDL in
vitro e que esta inibi¢cdo foi dependente da concentragdo do extrato.
Subseqiientemente, Gugliucci (1996) estendeu essas observagdes para
uma situacdo ex vivo, demonstrando que os antioxidantes presentes no
extrato de mate foram absorvidos e alcangaram concentragdo no plasma
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de individuos saudaveis, suficientemente elevadas para inibir a oxidagéo
ex vivo do plasma induzida pelo cobre. Recentemente, estudo realizado
em nosso laboratorio (SILVA et al., 2008) confirmou os resultados de
Gugliucci (1996) e ampliou o estudo demonstrando que a ingestdo de
infusdo de erva mate pode inibir a oxidagdo ex vivo das particulas de
LDL, diminuindo, inclusive, a formagdo de 6xidos de colesterol. Isto
significa que alguns compostos antioxidantes do mate, que atingiram o
plasma apds a absor¢do, permaneceram aderidos as particulas de LDL
isoladas e, consequentemente, podem inibir as modifica¢des oxidativas
da LDL que ocorrem em locais especificos, como por exemplo, no
espago subendotelial das artérias durante a formagdo e progressdo da
aterosclerose.

1.2.2.2 Metilxantinas

As metilxantinas s8o uma classe de alcaldides purinicos
encontrados em muitas plantas diferentes incluindo chés, café e
chocolate. As xantinas encontradas no mate incluem teofilina (1,3-
dimetilxantina), teobromina (3,7-dimetilxantina) e cafeina (1,3,7-
trimetilxantina) (ATHAYDE et al., 2000). As férmulas estruturais
desses compostos estdo apresentadas na Figura 2. Destes trés compostos
a cafeina é encontrada em maior quantidade, 1 a 2% do peso seco,
seguido por teobromina 0,3 a 0,9% do peso seco. Em contraste com a
teobromina e a cafeina, a teofilina tem sido encontrada em apenas
pequenas quantidades nas folhas. Isso pode ser devido ao fato de a
teofilina ser um intermediario no catabolismo da cafeina na planta (ITO;
CROZIER; ASHIHARA, 1997). A cafeina é um dos metabolitos das
plantas mais conhecidos, e sua ingestdo ¢ comumente relacionada a
efeitos colaterais a saude. Os efeitos colaterais imediatos da cafeina
incluem palpitagdo, distirbios gastrointestinais, ansiedade, tremor,
aumento da pressdo arterial e insonia (CHOU; BENOWITZ, 1994,
NURMINEN et al., 1999).
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Figura 2 — Estrutura molecular das metilxantinas; 1: cafeina, 2: teobromina e 3:
teofilina (adaptado de GNOATTO, et al., 2007).

Por outro lado, a cafeina influencia o sistema nervoso central,
cardiaco, muscular e a atividade renal. Esse efeito no sistema nervoso
central estd confinado ao centro cortical responsavel pelas maiores
fungdes psiquicas, e resulta em um reforco bem coordenado das fungdes
cerebrais e, consequentemente, Otima vigilancia e atividade mental
(BOKUCHAVA; SKOBELEVA, 1980). As propriedades estimulantes
conhecidas ha longo tempo pelos nativos habitantes da América do Sul
sdo atribuidas a estes compostos. A cafeina também acelera o
metabolismo e a captagdo de oxigénio pelos tecidos do corpo e tem o
potencial de produzir efeitos significantes nos alvos metabolicos como
saciedade, termogénese, ¢ oxidagdo de gorduras (WESTERTERP-
PLANTENGA et al, 2006). Dentre as varias preparagdes de plantas
disponiveis comercialmente e que reivindicam possuir agdo anti-
obesidade, somente o extrato de Ilex paraguariensis provocou a queda
no quociente respiratorio, indicando uma elevagdo na propor¢ao de
gordura oxidada (MARTINET; HOSTETTMANN; SCHUTZ, 1999).
Além disso, o uso de céapsulas contendo uma mistura de erva mate,
guarand (Paullinia cupana) e damiana (Turnera diffusa var.
aphrodisiaca) prolongou o esvaziamento gastrico, reduziu o tempo de
percepgdo de saciedade e induziu uma significativa perda de peso (5,1
kg) apos 45 dias em individuos com sobrepeso (ANDERSEN; FOGH,
2001).

Alguns autores indicam que o café seja a principal fonte de
cafeina na populacdo adulta, no entanto, a ingestdo de cafeina varia
amplamente devido ao fato de que, enquanto parte da populagdo ndo
ingere café, outros, ingerem quantidades substanciais da bebida
(BARONE; ROBERTS, 1996; MANDEL, 2002). Individuos que
costumam beber chimarrdo ou tereré podem ingerir de 1 a 6 litros
dessas bebidas por dia, indicando que o mate é uma importante fonte de
cafeina na dieta (BARROS et al., 2000).
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1.2.2.3 Saponinas

De particular importdncia ¢é a possivel propriedade
hipocolesterolémica da erva mate, a qual pode ser atribuida & presenga
de saponinas. Saponinas sdo moléculas derivadas de esterdides ou
terpenos altamente soluveis em 4agua, e sua estrutura (anfipatica),
promove a reducgdo da tensdo superficial de solu¢des aquosas formando
espuma quando agitado (revisado por SCHENKEL; GOSMANN;
ATHAYDE, 2000). Varias saponinas triterpénicas contendo o acido
ursolico foram isoladas das folhas do mate (Fig. 3) (GOSMANN et al.,
1995; KRAEMER et al, 1996). As saponinas apresentam
comportamento anfifilico e capacidade de formar complexos com
esterdides, proteinas e fosfolipideos, possuindo, assim, propriedades de
diminuir a concentragdo plasmatica de colesterol, conforme
demonstrado pela adi¢do de saponinas de varias espécies vegetais a
dieta de animais de experimentacdo (revisado por SCHENKEL;
GOSMANN; ATHAYDE, 2000). Particularmente, as saponinas
isoladas da llex paraguariensis, bem como o extrato aquoso da planta,
inibiram in vitro a difusdo passiva de acido colico através de membrana
de celulose (FERREIRA et al.,, 1997), mimetizando a inibi¢do da
absorg¢do de acidos biliares pelas células intestinais, a qual tem efeito na
diminui¢do do colesterol plasmatico. Além disso, Paganini-Stein et al.
(2005) relataram que o extrato aquoso de erva mate diminuiu a
concentracdo sérica de colesterol total e triglicerideos em ratos
alimentados com colesterol. A administracdo de extrato aquoso de erva
mate também reduziu a fragdo VLDL-LDL em ratos obesos (PANG;
CHOI;, PARK, 2008). Também demonstramos que a administragdo
prolongada de extrato aquoso de erva mate para coelhos diminuiu os
valores de colesterol total em aproximadamente 30%, porém sem
diferenca estatisticamente significativa (MOSIMANN; WILHELM-
FILHO; SILVA, 2006). Recentemente, realizamos um estudo em nosso
laboratério no qual demonstramos que a ingestdo de infusdo de erva
mate (chimarrdo ou cha mate tostado) durante 20 ou 40 dias reduziu
significativamente o LDL-C e aumentou o HDL-C em pacientes com
hipercolesterolemia (DE MORALIS, et al., 2009).
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Figura 3 — Estrutura molecular bésica de
paraguariensis derivadas do acido ursoélico
BREITMAIER; SCHENKEL, 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do presente estudo foi verificar a eventual
toxicidade do extrato seco de erva mate verde em animais e a
estabilidade dos principais constituintes do extrato de erva mate verde e
tostada em capsulas, sob diferentes temperaturas de armazenamento.

2.2 Objetivos Especificos

e Verificar a eventual toxicidade aguda do extrato seco de erva
mate verde em ratos;

e Averiguar a eventual toxicidade do extrato seco de erva mate
verde em ratos e coelhos por meio do estudo de doses
repetidas;

e Avaliar a estabilidade térmica do extrato seco de erva mate
verde e tostada em capsulas, mantidas em diferentes condigdes
de temperatura, através da quantificacdo de fendis totais,
atividade antioxidante e saponinas totais por metodologia
colorimétrica ¢ de compostos fenolicos, metilxantinas e
saponinas totais por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE);

e Detectar e quantificar os possiveis microorganismos presentes
no extrato de erva mate verde e tostada em capsulas nos
diferentes periodos de tempo e sob diferentes temperaturas de
armazenamento (30 e 40 °C).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os extratos secos de erva mate (llex paraguariensis) foram
fornecidos pela empresa Ledo Junior S/A — Curitiba-PR. Os residuos
solidos foram obtidos por nebulizagdo em torre de secagem Spray Dryer
por aspersdo, sem a adicdo de adjuvantes, a partir dos extratos aquosos
de erva mate verde (tipo chimarrdo) e de mate tostado.

Os conjuntos de reagentes para as determinagdes de glicose,
triglicerideos, colesterol, uréia, creatinina, alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST), proteinas totais, gama-
glutamil transferase (GGT), bilirrubina e fosfatase alcalina (FA) foram
obtidos da empresa Labtest Diagnostica S.A. (Lagoa Santa — MG). Os
eletrolitos sodio e potassio foram quantificados por meio de eletrodos
ions seletivos em equipamento automatizado Siemens (Newark, NJ,
Estados Unidos) ¢ as demais analises bioquimicas foram realizadas em
equipamento automatizado Cobas Mira Plus Roche (Basle, Suiga). As
analises hematologicas foram realizadas por contador automatizado
Sysmex XE-2100i Roche (Kobe, Japio).

As substancias relacionadas a seguir foram adquiridas da
SIGMA (Steinheim, Alemanha ou St. Louis, EUA): Reagente de Folin-
Ciocalteau, acido ursélico, 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolidina-6-
acido sulfonico) (ABTS), 6-hidroxi, 2, 5, 7, 8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico (Trolox), 2,4,6-Tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), didéxido de
silicio, acido clorogénico, acido galico, cafeina e teobromina.

A hematoxilina, eosina e parafina foram adquiridas da empresa
Cromoline Quimica Fina Ltda (Sdo Paulo, Brasil). Etanol, acetato de
sodio e cloreto férrico (FeCl;) foram obtidos da empresa Labsynth
(Diadema-SP); vanilina, persulfato de potassio, metanol, acetonitrila, n-
butanol, foram adquiridos da empresa VETEC (Rio de Janeiro, Brasil);
acido cloridrico (HCI), acido percloérico, acetona, carbonato de sddio,
cloroférmio, acido acético glacial, e os demais reagentes foram
adquiridos de outras marcas nacionais. Todas as solu¢des foram
preparadas com agua ultra pura ou deionizada, com reagentes de pureza
analitica.
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3.2 METODOS

3.2.1 Avaliacio da Toxicidade Aguda e de Doses Repetidas do
Extrato Seco de Erva Mate Verde em Animais

3.2.1.1 Animais

Para o estudo agudo e cronico foram utilizados ratos Wistar,
Rattus norvergicus var albinus, com dois meses de idade, machos e
fémeas, pesando em média 212,9 e 164,2 g, respectivamente. No estudo
cronico, além dos ratos, também foram utilizados coelhos New Zealand,
Cuniculus orytolagus, machos ¢ fémeas, com dois meses de idade e
pesando em média 1,4 e 1,3 kg, respectivamente. Todos os animais
foram distribuidos em dois grupos, mate e controle. Os animais do
grupo mate receberam extrato seco de erva mate verde dissolvido em
agua, por gavagem, enquanto os animais do grupo controle receberam
igual volume de adgua. Além disso, todos os animais receberam agua e
racdo ad libitum e foram mantidos em situagoes controladas de
iluminag@o (ciclo claro/escuro de 12 h) e temperatura (22 + 2 °C).

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo n°
PP00379) e todos os animais foram provenientes do Biotério Central da
UFSC (anexo A).

3.2.1.2 Verificacdo da Toxicidade Aguda do Extrato Seco de Erva Mate

A toxicidade aguda do extrato seco de erva mate verde foi
avaliada por meio da administracdo intragastrica de 2 g/kg de peso do
extrato seco, por gavagem, em dose Unica, a ratos Wistar machos e
fémeas (n = 6 por grupo). Esta ¢ a dose maxima permitida de acordo
com a legislagdo vigente e demais literaturas utilizadas (BRASIL, 2004;
BRASIL, 1996, OGA, 2003). Os animais controles receberam o mesmo
volume de agua por gavagem. Sinais clinicos de toxicidade, como
consumo de agua e de ragdo e atividade comportamental, foram
monitorados nos animais de ambos os grupos apos 15, 30 ¢ 60 min ¢ a
cada 4 h durante as primeiras 24 h e diariamente pelos 14 dias
subsequentes, seguindo normas da Resolu¢do 90 (BRASIL, 2004).
Durante o estudo, o peso corporal dos animais foi aferido a cada trés
dias. Ao final do experimento, apds jejum de 12 h, todos os animais
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foram mortos por hipovolemia (exsanguinacdo pela artéria aorta
abdominal) sob anestesia etérea e os Orgdos foram analisados
macroscopicamente in situ.

3.2.1.3 Verificacao da Toxicidade de Doses Repetidas do Extrato Seco
de Erva Mate Verde em Ratos e Coelhos

3.2.1.3.1 Ratos

A eventual toxicidade de doses repetidas do extrato seco de
erva mate verde foi determinada por meio da administragdo intragastrica
diaria de 2 g/kg de peso corpdreo do extrato seco, por gavagem, a ratos
Wistar machos e fémeas (n = 10 por grupo), por 12 semanas (BRASIL,
2004; BRASIL, 1996, OGA, 2003). Os animais do grupo controle
receberam agua (veiculo) no mesmo volume e pela mesma via de
administragdo (n = 5 por grupo). O peso corporal dos animais foi
aferido semanalmente. Ao final de trés meses, apds jejum de 12 h, os
animais foram anestesiados com éter, foi feita laparotomia e o sangue
foi coletado através da artéria aorta abdominal para tubos com ou sem 0
anticoagulante acido etilenodiaminotetraacético (EDTA). Os animais
foram mortos por hipovolemia. Apo6s centrifugacdo (750 x g, 10 min), o
soro foi obtido e utilizado para as analises bioquimicas de sodio,
potassio, GGT, AST e ALT, FA, uréia, creatinina, acido drico,
colesterol, triglicérides, glicose, proteinas totais, bilirrubina e ferro. O
sangue total, coletado com anticoagulante EDTA, foi utilizado para a
analise do hemograma completo. O rim, estomago, figado e intestino
delgado foram retirados para as analises histopatologicas. Para tanto,
aliquotas dos 6rgdos foram mantidas em formalina 10% por 24 a48 h e,
posteriormente, foram imersas em alcool etilico 70% seguida pela
inclusdo em parafina. Os cortes histoldgicos e a confeccdo das laminas
(colorag@o com hematoxilina e eosina) foram realizados no Laboratorio
de Patologia da Universidade Regional de Blumenau — FURB. As
analises histopatologicas foram realizadas pela Professora Claudia
Almeida Coelho de Albuquerque no Laboratério de Morfologia da
FURB.

3.2.1.3.2 Coelhos
A avaliacdo da eventual toxicidade de doses repetidas do

extrato de erva mate verde foi realizada por meio da administragdo
diaria de 2 g/kg do extrato seco dissolvido em agua, por via oral
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utilizando-se bebedouros, a coelhos brancos, machos e fémeas, da
linhagem New Zealand (n = 3 por grupo), por um periodo de 12
semanas. A cada 30 dias, foram feitas coletas de sangue, apos jejum de
12 h, através de puncdo da artéria central da orelha para a realizacdo de
analises bioquimicas e hemograma completo. O peso dos animais foi
aferido semanalmente. Ao final do estudo e apos jejum de 12 h, os
animais foram mortos por hipovolemia (exsanguina¢do por pungio
cardiaca) apds anestesia intravenosa com pentobarbital sddico 40
mg/kg. Apos a laparotomia, os orgdos foram retirados para as analises
histopatoldégicas, conforme descrito acima no item 3.2.1.3.1.

3.2.2 Estabilidade Térmica e Avaliacdo Microbiolégica dos Extratos
Secos de Erva Mate Verde e Tostada em Capsulas

Para os testes de estabilidade, os extratos secos de erva mate
verde ou tostada foram encapsulados na auséncia ou na presenga de 5,
10 ou 20% do adjuvante didxido de silicio coloidal (GNOATTO, 2003),
em capsulas gelatinosas tamanho 00, utilizando-se encapsulador de
acrilico manual. As capsulas foram mantidas em embalagem
impermeavel e, de acordo com a legislacdo vigente, nao havendo a
necessidade de controlar a umidade (BRASIL, 2005). Diante disso, as
capsulas foram mantidas em estufas de cultura modelo 002CB, da
marca Fanen, sob as seguintes condi¢cdes de temperatura: a) estudo
acelerado (seis meses): 40 + 2 °C; b) estudo de longa duragdo (12
meses): 30 £ 2 °C, seguindo legislagdo vigente da ANVISA (BRASIL,
2005). Nos tempos 0, 3 ¢ 6 meses (estudo acelerado) € 0, 3, 6, 9 ¢ 12
meses (estudo de longa duracdo) foi avaliado o contetdo de fendis
totais, de saponinas totais e a capacidade antioxidante total por analises
colorimétricas. Além disso, foram quantificadas as concentragdes de
metilxantinas, compostos fenolicos e saponinas totais por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), conforme metodologias descritas a
seguir. Nos mesmos periodos de tempo, foram realizadas analises
microbiolédgicas do extrato de erva mate verde ou tostada em capsulas.
Conforme a legislacdo vigente, para todas as analises foi aceita variacdo
de até 10% na concentracdo dos constituintes (BRASIL, 2005). De
acordo com a World Health Organization - WHO (2005), o limite
maximo de unidades formadoras de colonia (UFC)/mL estabelecido
para bactérias aerobicas é de 10°/g, sendo de 10/g para Echerichia coli,
de 10°/g para outras enterobactérias, ¢ auséncia de Salmonella sp. e
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Shigella sp. Para fungos, o limite maximo de UFC/mL aceito nas
amostras ¢ de 10°/g.

3.2.2.1 Preparagéo dos Extratos Aquosos de Erva Mate para as Analises

Nos diferentes periodos de tempo, as cépsulas de erva mate
verde ou tostada foram retiradas da estufa e os extratos secos de erva
mate foram re-suspensos em agua deionizada, na propor¢do de 16
mg/mL para a erva mate verde, ou 4,6 mg/mL para a erva mate tostada.
Estas concentragdes dos extratos de residuos solidos foram obtidas a
partir de infusdes de mate verde ou tostado em propor¢des usadas em
estudos anteriores e normalmente consumidas pela populaggo.

3.2.2.2 Quantificag¢do dos Compostos Fendlicos
3.2.2.2.1 Quantificagdo dos Fenois Totais

O conteudo de fendis totais dos extratos aquosos de erva mate,
preparados conforme descri¢do acima foi determinado pelo método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau segundo metodologia descrita por
Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999). Cinqiienta microlitros
dos extratos aquosos de erva mate foram misturados com 150 pL de
etanol (95%), 800 uL de 4gua destilada e 80 puL de Folin-Ciocalteau
(50%). Apds 5 min, foram adicionados 150 pL de carbonato de sodio
5% e a mistura permaneceu a temperatura ambiente por 1 h, na auséncia
de luz. A leitura da absorbancia do produto colorido foi realizada em
comprimento de onda de 765 nm (espectrofotometro Spectrum SP2000
— Xangai, China). O acido clorogénico foi usado como padrdao e os
resultados foram expressos em mg/g de extrato seco. As analises foram
realizadas em duplicata de trés amostras de extratos de erva mate verde
ou tostada de cada periodo de tempo.

3.2.2.2.2 Determinagdo de Compostos Fenolicos por CLAE

Os compostos fendlicos nos extratos aquosos de erva mate
foram quantificados por CLAE de fase reversa (Schimadsu LC-10,
Kyoto, Japan), usando coluna Nucleosil C18 (4,6 mm didmetro x 250
mm comprimento) com detector UV/Visivel (Shimadzu SPD 10A). Para
a determinagdo dos compostos fendlicos, os extratos aquosos foram
centrifugados (750 g, 10 min) e aliquotas foram injetadas na coluna
C18, mantida a 40 °C, com detec¢do em 280 nm. A fase movel
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isocratica foi constituida de agua/acido acético/n-butanol (350:1:10,
v/v/v), e foi utilizado fluxo de 1 mL/min. A determinacdo quantitativa
foi baseada no método de padrdes externos por comparagdo com o
tempo de retencdo dos compostos fendlicos puros. As curvas de
calibracdo foram obtidas através do grafico das éareas dos picos com
diferentes concentragdes de acido galico (y = 18930x - 22758, /> = 0,99)
e 4cido clorogénico (y = 12195x - 93608, /* = 0,99). Para todas as
analises, a concentragdo dos compostos fenolicos foi calculada
utilizando-se a média dos resultados de trés medidas consecutivas de
duas amostras de cada periodo de tempo avaliado.

3.2.2.3 Quantificagdo da Capacidade Antioxidante Total

A capacidade antioxidante dos extratos aquosos de erva mate
foi realizada por meio de dois métodos, FRAP (do inglés, Ferric
Reducing Antioxidant Potential) e TEAC (do inglés, Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity) (BENZIE; STRAIN, 1996, PELLEGRINI et al.
(2001). Todas as andlises foram realizadas em duplicata de trés
amostras de extratos de erva mate verde ou tostada de cada periodo de
tempo.

3.2.2.3.1 FRAP

O ensaio FRAP se baseia no potencial redutor férrico de
compostos antioxidantes presentes na amostra. Os antioxidantes
reduziram o Fe™ a Fe', o qual foi quelado pela 2,4,6-Tri(2-piridil)-s-
triazina (TPTZ) para formar o complexo Fe">-TPTZ, com absorgdo
maxima em 593 nm (BENZIE; STRAIN, 1996). Resumidamente, 10 pL
de extrato aquoso de erva mate foram adicionadas a 1 mL da solucao de
trabalho, que contém cloreto férrico (FeCl;), TPTZ e tampao acetato de
sodio. A mistura foi incubada por 15 min, a 37°C e, posteriormente,
realizou-se a leitura da absorbancia do produto colorido em 593 nm
(espectrometro Spectrum SP2000 — Xangai, China). A concentracdo da
capacidade antioxidante foi calculada a partir da curva padrio preparada
com diferentes concentragdes de Trolox (y = 0,00042x — 0,00168592, P
=0,9990422), um analogo hidrossoluvel da vitamina E e os resultados
foram expressos em mol/g equivalentes Trolox.
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3.2.2.3.2TEAC

O método conhecido por TEAC e descrito por Pellegrini et al.
(2001) baseia-se na habilidade dos antioxidantes presentes no extrato de
erva mate sequestrarem o cation radical estdvel ABTS (2,2"-azino-bis-
(3-etilbenzotiazolina-6-acido  sulfoénico)), um cromoéforo azul-
esverdeado com absor¢do maxima em 734 nm. A solugdo ABTS 7,0
mM, preparada em persulfato de potassio 2,45 mM, foi diluida em dgua
para fornecer absorbancia de aproximadamente 0,70 em 734 nm. A
concentracdo da capacidade antioxidante foi calculada a partir da curva
padrao pr%parada com diferentes concentra¢des de Trolox (y =0,11713x
+ 2,687, r" =0,99795). Apos a adigdo de aliquotas dos extratos aquosos
de erva mate ou de Trolox em 1 mL da solucdo de ABTS diluida, a
absorbancia foi medida imediatamente apds homogeneizacdo, a 30 °C,
em espectrofotdmetro semi-automatizado (Bioplus BIO 2000 — Barueri,
SP). Os resultados foram expressos em mol/g equivalentes Trolox.

3.2.2.4 Determinacao de Metilxantinas por CLAE

As metilxantinas presentes no extrato aquoso de erva mate
foram quantificadas de acordo com metodologia descrita por
Strassmann e colaboradores (2008), por CLAE de fase reversa
(Schimadsu LC-10, Kyoto, Japan), usando coluna Shim-pack C18 (4,6
mm diametro x 250 mm comprimento) com detector UV/visivel
(Shimadzu SPD 10A). Os extratos de erva mate foram misturados com
diclorometano, homogeneizados e deixados em repouso por 1 h. A fase
organica foi evaporada e re-suspensa em 2 mL de diclorometano. Apds
centrifugacdo (750 g/10 min) e dilui¢do, aliquotas da fase orgénica
foram injetadas na coluna termostatisada a 30 °C, com detec¢do em 272
nm. A fase moével isocratica foi constituida de acetonitrila/0,1% acido
formico (15:85, v/v), e foi utilizado fluxo de 1 mL/min. A determinagéo
quantitativa foi realizada usando curvas de calibracao padrio de cafeina
(y = 14502,02x, 7* = 0,99) e teobromina (y = 22044x - 15279, r* = 0,99).
Para todas as analises, a concentragdo dos compostos foi calculada pela
média dos resultados de trés determinag¢Ges consecutivas de duas
amostras dos diferentes extratos em cada periodo de tempo.
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3.2.2.5 Quantificagdo das Saponinas totais

3.2.2.5.1 Quantifica¢do das Saponinas Totais por Método
Colorimétrico

A quantificagdo das saponinas totais foi realizada por método
espectrofotométrico, conforme extragdo descrita por Gnoatto, Schenkel
¢ Bassani (2005) e reacdo com vanilina e acido perclorico descrita por
Fan e He (2006). As saponinas contidas em 10 mL dos extratos aquosos
de mate verde ou tostado foram submetidas & hidrélise com 5 mL de
HCI 12 N, durante 2 h sob refluxo. As sapogeninas foram extraidas com
6 mL de cloroférmio, em processo repetido por quatro vezes. As fragdes
cloroférmicas foram combinadas e evaporadas em evaporador rotativo e
o residuo foi re-suspenso em 10 mL de etanol. Para a quantificagdo,
aliquotas da solugdo etandlica foram evaporadas e 150 pL de vanilina a
5%, preparada em 4cido acético glacial, e 500 puL de &cido perclorico
foram adicionados sobre o residuo seco. A mistura foi incubada a 60 °C
por 45 min. Apds resfriamento em banho de gelo. Acrescentou-se acido
acético glacial e a absorbancia foi lida em 548 nm (espectrofotdmetro
Spectrum SP2000 — Xangai, China). Como padrao, utilizou-se o acido
ursolico (y = 0,00087205x - -0,02339, = 0,99827), nucleo triterpénico
majoritario das saponinas de llex paraguariensis (GNOATTO;
SCHENKEL; BASSANI, 2005).

3.2.2.5.2 Determinagdo de Saponinas Totais por CLAE

As saponinas dos extratos aquosos de erva mate foram
quantificadas por cromatografia liquida de fase reversa (Schimadsu LC-
10, Kyoto, Japan), usando coluna Supelco C18 (4,6 mm didmetro x 250
mm comprimento) mantida a 23°C + 3°C e detector UV/visivel
(Shimadzu SPD 10A), conforme metodologia descrita por Gnoatto,
Schenkel e Bassani (2005). Apods hidrolise acida e extragdo das
sapogeninas, a fase cloroféormica foi evaporada conforme descrito acima
e o residuo seco foi re-suspenso em acetonitrila. Aliquotas diluidas
desta solucdo foram injetadas na coluna C18 ¢ como fase moével foi
utilizada mistura de acetonitrila:agua (70:30, v/v), com fluxo de 1
mL/min. A deteccdo foi realizada em 203 nm. Para todas as
determinagdes a concentracdo de saponinas totais foi calculada pela
média dos resultados de trés determinagdes consecutivas de duas
amostras. E a curva padrdo (y = 1911,98x — 3483,28, 7= 0,99).
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3.2.3 Analise Microbiolégica do Extrato Seco de Erva Mate Verde e
Tostada em Capsulas

Para a realizacdo das analises microbiologicas foram seguidas
normas preconizadas pela WHO (2005). Os extratos de erva mate verde
ou tostada, presentes nas capsulas armazenas sob diferentes condi¢des
de temperatura, foram re-suspensos em agua estéril na propor¢ao de 100
mg em 10 mL, e aliquotas foram utilizadas para a pesquisa de eventuais
bactérias e fungos. Todas as andlises foram realizadas com duas
amostras ¢ em duplicata, de cada periodo avaliado; no inicio do estudo,
e ao final do estudo.

Para o crescimento e identificagdo de bactérias, os extratos
aquosos foram semeados em meios especificos para cada grupo
microbiano selecionado e incubados por 48 h a 35 °C para
enterobactérias e bactérias mesofilas aerobias e a 45 °C para Echerichia
coli. Para o crescimento de Salmonella, inicialmente, aliquotas dos
extratos foram incubados em caldo selenito por 24 h e, posteriormente,
foi feita a semeadura em Agar Salmonella Shigella. O meio de cultura
Agar Caseina Soja — TSA foi utilizado para a quantificagdo de bactérias
mesofilas aerdbias e o meio de Agar MacConkey — MC foi usado para a
quantificagdo de enterobactérias. Colonias tipicas desenvolvidas em
cada meio seletivo foram selecionadas para a realizagdo de provas
morfo-tintoriais e bioquimicas (KONEMAN, 2001). De acordo com a
literatura utilizada, o limite maximo de UFC/mL estabelecido para
bactérias aerobicas ¢ de 10%/g, sendo de 10*/g para Echerichia coli, de
10%/g para outras enterobactérias, e auséncia de Salmonella sp. e
Shigella sp. (WHO, 2005).

Para o crescimento e identificacdo das colonias de fungos, foi
utilizada a técnica de pour plate, na qual 1 mL do extrato aquoso,
preparado conforme descricdo anterior, foi misturado em 15 mL de
meio Agar Sabouraud liquido. Apds homogeneizagio e solidificagdo do
meio, as placas foram incubadas por inversdo em estufa por 48 h a 30
°C. Segundo a WHO (2005), o limite maximo de UFC/mL de fungos
nas amostras é de 10°/g.

3.3 Analise estatistica
3.3.1 Estudo de toxicidade aguda e de doses repetidas

Para todas as analises realizadas, a estatistica descritiva foi
apresentada na forma de média e desvio padrdo. Os testes de Shapiro-
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Wilk foram aplicados para testar a normalidade das variaveis continuas.
Quando necessario, utilizou-se transformac¢ao logaritmica dos dados. No
estudo agudo, para os dados com distribuicdo gaussiana, utilizou-se
teste ¢ de Student ndo pareado para comparacdes entre os diferentes
grupos experimentais do peso corpdreo e da ingestdo de dgua e racdo
pelos animais. Para dados que ndo possuiram distribuicdo gaussiana
utilizou-se o teste de Mann Whitney. No estudo de doses repetidas, para
os resultados dos ratos e coelhos do peso corpoéreo, das analises
bioquimicas ¢ hematologicas que possuiram distribuicdo gaussiana, as
comparagdes inter-grupos (controle e mate) foram realizadas através do
teste ¢ de Student ndo pareado e para os dados que ndo apresentaram
distribuicdo gaussiana, utilizou-se o teste de Mann Witnney. Foi
considerado um nivel de significincia menor do que 5%. Para o
tratamento estatistico dos dados utilizou-se o software SigmaStat versao
3.5.
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4 RESULTADOS
4.1 Caracterizagdo Quimica do Extrato Seco de Erva Mate Verde

Os resultados da caracterizagdo quimica do extrato seco de erva
mate verde e tostada estdo representados na Tabela 1. Os principais
compostos fendlicos, como o 4cido clorogénico e o acido galico,
representam aproximadamente 13 e 6% dos compostos fendlicos totais,
respectivamente, na erva mate verde. Com relagdo as metilxantinas, a
concentracdo de cafeina foi 1,3 vezes maior do que aquela de
teobromina.

Tabela 1 - Fenois totais, acidos clorogénico e galico, cafeina e
teobromina, saponinas totais e capacidade antioxidante total (FRAP e
TEAC) contidas no extrato seco de erva mate verde.

Extrato Seco de Erva Mate

Verde Tostada

mg/g mg/capsula mg/g mg/capsula
Eenéis Totais®  304,5 + 30,1 51,8+4,4 271,7£ 18,8 462 +32
Acido

Clorogénico” 39,8+5,9 6,8+1,0 19,9+£2,1 3,4+0,35
Acido Gélico® 19,1 £1,1 3,2+0,19 10,1+£1,9 10,1 £1,9
Acido Di-
cafeoilquinico® ~ 9.95+0,94 1,69 +0,16 497+038 0,84+0,06
Cafeina’ 0,10+0,013 0,017+0,002 0,080,009 0,013+0,001
Teobromina® 0,076 + 0,007 0,013+ 0,001 0,045+0,004 0,007+0,001
Saponinas
Totais 32,9+0,2 5,6 £0,03 13,9+£0,9 2,3+0,15
(mmol/g) (mol/capsula) (mmol/g) (mol/capsula)
FRAP* 1,5+0,07 0,3 +0,01 1,5+0,05 0,3+0,09
TEAC® 0,8 £ 0,04 0,1 £0,01 0,9 £ 0,04 0,2 +0,07

Os resultados estdo expressos como média = DP. FRAP, ferric reducing antioxidant
potential, TEAC, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity.

* Ensaios colorimétricos realizados com trés amostras em duplicata.

®Ensaios realizados por CLAE com duas amostras em triplicata.

4.2 Estudos de Toxicidade
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4.2.1 Toxicidade Aguda

No estudo toxicolégico agudo, o qual foi realizado em ratos
Wistar ap6s a administragdo do extrato seco de erva mate, em dose
unica de 2,0 g/kg de peso, ndo houve mortes ou alteragdes no
comportamento dos animais, ao longo dos 14 dias de acompanhamento.
Em relagdo a ingestdo de ragdo e agua, o consumo de ragdo pelos
machos do grupo controle foi superior em comparagdo aos animais que
receberam o extrato seco de erva mate (grupo mate) (p = 0,01). Para as
fémeas, pelo contrario, houve maior ingestdo de racdo pelos animais do
grupo mate comparado as fémeas do grupo controle (p = 0,01). Nao
houve variagdo significativa na ingestdo de agua pelos animais dos
diferentes grupos experimentais (resultados ndo mostrados). Quando
avaliada a evolugdo do peso corpdreo dos animais, ndo foi encontrada
diferenga significativa entre os grupos controle e mate, para machos e
fémeas (Fig. 4). A administracdo aguda de extrato de erva mate ndo
provocou alteragdes anatomicas macroscopicas nos orgaos das fémeas
(Fig. 5), o mesmo foi encontrado para os machos (ndo mostrados).

300}
—e— Controle

2801 |- .a-- Mate
260}

240
220
200

Peso corporeo (g)

180 F

160 |

Periodo de tratamento (dias)

Figura 4 — Variagdo do peso corporal dos ratos Wistar machos (simbolos
fechados) e fémeas (simbolos abertos), durante 14 dias de acompanhamento
apos a administragdo, em dose Unica, de 2 g/kg de extrato seco de erva mate
(grupo mate) ou de agua (grupo controle) por gavagem.



49

Figura 5 — Aspecto macroscopico dos orgios de ratas que receberam agua (A)
ou 2,0 g/kg de peso de extrato seco de erva mate (B) por gavagem, em dose
unica.

4.2.2 Toxicidade de Doses Repetidas

Conforme preconiza a legislacdo vigente (BRASIL, 2004), o
estudo toxicoldgico de doses repetidas foi realizado em animais
roedores e ndo roedores, ratos Wistar e coelhos brancos da linhagem
New Zealand, respectivamente.

4.2.2.1 Ratos

No estudo toxicologico de doses repetidas em ratos Wistar, o
qual foi realizado pela administrago intragastrica diaria do extrato seco
de erva mate na dose de 2,0 g/kg de peso, por 12 semanas, ndo foram
observadas mortes ou diferencas significativas no peso corporeo entre
os animais dos grupos controle e mate, para ambos os sexos (Fig. 6).
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Figura 6 — Variagdo do peso corporal dos ratos Wistar machos (simbolos
fechados) e fémeas (simbolos abertos), durante 12 semanas de
acompanhamento ap6s a administragdo, de extrato seco de erva mate (2 g/kg),
em doses repetidas (grupo mate) ou de agua (grupo controle) por gavagem.

4.2.2.1.1 Andlises Hematologicas e Bioquimicas

Apos 12 semanas da administragdo do extrato seco de erva
mate, foi coletada amostra de sangue dos animais para a realizagdo do
hemograma completo e andlises bioquimicas. A administragdo
prolongada do extrato de erva mate aos animais machos e fémeas ndo
modificou significativamente os valores da maioria dos parametros
hematoldgicos avaliados como, por exemplo, os indices hematimétricos
volume corpuscular médio (VCM) e hemoglobina corpuscular média
(HCM), hemoglobina, hematocrito, contagem de eritrocitos e de
leucocitos totais (Tabela 2). No entanto, nos ratos machos que
receberam o extrato de erva mate foi encontrado valor aumentado na
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (2,2%) e no
niamero de plaquetas (23,3%), enquanto o ntimero de neutréfilos foi
22,2% menor que aquele dos animais controles (p < 0,05). As fémeas
do grupo mate tiveram aumento significativo na CHCM (6,5%), no
numero de plaquetas (45,6%) e de aproximadamente trés vezes no
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nimero de mondcitos (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle (Tabela
2).

A Tabela 3 apresenta os resultados dos pardmetros bioquimicos
séricos dos animais dos grupos mate e controle. A administragdo de
extrato de erva mate ndo alterou os valores dos principais marcadores
bioquimicos de fungdo hepatica e renal ou indicadores de desequilibrios
metabolicos, como enzimas transaminases, bilirrubina, creatinina, acido
urico, glicose, colesterol total, proteinas totais e eletrélitos. No entanto,
algumas modificagdes nos exames laboratoriais foram observadas nos
animais. Por exemplo, os ratos machos apresentaram diminui¢do
significativa de 56,8% nos valores de triglicerideos e de 36,3% na
atividade da enzima FA em relagdo aos animais controles (p < 0,05).
Além disso, houve aumento de trés vezes na atividade da enzima GGT
dos animais machos do grupo mate (p < 0,05). Por outro lado, as fémeas
tiveram aumento significativo na concentragdo de uréia (24,7%) e de
ferro (32%) em relacdo aos animais controles (p < 0,05; Tabela 2).
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4.2.2.1.2 Estudo Histopatologico em Ratos

Apds 12 semanas de administragdo do extrato seco de erva mate
aos ratos Wistar, os animais foram mortos por hipovolemia (exsanguinagio
pela artéria aorta abdominal) sob anestesia etérea e os orgdos foram
retirados para analise histopatologica.

De acordo com os resultados histopatologicos do estdomago (Fig.
7), dos rins, figado e intestino delgado (Fig. 8) de ratos machos ndo foram
observadas alteragdes morfologicas importantes indicadoras de atipias
celulares e/ou teciduais. Resultados semelhantes foram encontrados para as
fémeas (ndo mostrados). Entretanto, no estdmago dos ratos machos e
fémeas de ambos os grupos foram observados eosinofilos, notadamente na
camada mucosa (Fig. 7). No rim, a regido cortical apresenta-se com vasos
congestos e no intestino delgado, epitélio cilindrico simples bem preservado
(Fig. 8). No figado dos animais dos grupos controle e mate foi visualizada
moderada congestdo vascular e esparsos espagos porta contendo agregagdes
leucocitarias (Fig. 8).

Figura 7 — Corte histoldgico transversal do estdmago de ratos Wistar machos que
receberam administragdo intragastrica diaria de dgua (controle; A) ou de extrato
seco de erva mate na dose de 2,0 g/kg (B) durante 12 semanas. Esparsos eosindfilos
s30 observados na camada mucosa ( —% Aumento de 400x.
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Figura 8 — Cortes histologicos de rim (A e B), figado (C e D) e do intestino delgado
(E e F) de ratos Wistar machos. Os animais receberam administragdo intragastrica
diaria de 4gua (controle, A, C, E) ou de 2,0 g/kg de extrato seco de erva mate (B, D,
F) por 12 semanas. (A) Gomérulo renal com capsula bem delimitada e tubulos
renais bem preservados; Tubulo contorcido distal. (B) Regido cortical apresentando
vasos congestos (*). (C e D) Veia centro lobular (*); (C) Hepatdcitos preservados
mostrando os depdsitos de glicogénio. (D) Moderada congestdo nos sinusdides (*);
células de Kupffer no 16bulo hepatico (— ). (E) e (F) Mucosa intestinal; epitélio
cilindrico simples bem preservado e células caliciformes (—). Aumento de 400 x.
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4.2.2.2 Coelhos

No estudo toxicologico de doses repetidas com o extrato de erva
mate (2,0 mg/kg) realizado em coelhos, ndo foram observadas diferengas
significativas na evolugdo do peso corporeo entre os animais de ambos os
sexos dos grupos controle e mate (Fig. 9).

4.0

—e— Controle
- A Mate
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[&)]
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1.5F
1.0F
(l) 310 610 910

Periodo de tratamento (dias)

Figura 9 — Variag¢@o do peso corporal dos coelhos New Zealand machos (simbolos
fechados) e fémeas (simbolos abertos), durante 12 semanas de acompanhamento
apos a administragdo, de extrato seco de erva mate (2 g/kg), em doses repetidas
(grupo mate) ou de agua (grupo controle) por via oral.

4.2.2.2.1 Analises Hematologicas e Bioquimicas

A ingestdo prolongada de extrato de erva mate, na dose de 2,0
g/kg de peso, pelos coelhos machos ndo promoveu alteragdes significativas
em alguns parametros hematoldgicos, como os indices hematimétricos
VCM, HCM e CHCM, e na contagem de plaquetas e de leucécitos apds 30,
60 ou 90 dias do estudo, comparado aos animais do grupo controle (Tabela
4). No entanto, houve aumento significativo na concentragdo de
hemoglobina (14,4%), hematodcrito (15,2%), no nimero de eritrocitos
(14,7%), de neutrofilos (76,0%) e de mondcitos (104,9%), apos 30 dias de
tratamento, e reducdo no numero de linfoécitos (35,3%) (p < 0,05). Apos 60
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dias de tratamento, houve aumento no nimero de neutrofilos (74,1%) e
redugdo no numero de linfocitos (27,0%) e apo6s 90 dias, houve aumento
apenas do hematocrito (6,1%) (p < 0,05).
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Em relagdo aos parametros bioquimicos avaliados, a
administracdo do extrato de mate aos animais ndo modificou
significativamente os marcadores de lesdo renal ou hepatica ou, ainda,
alguns outros indicadores de desequilibrios metabdlicos nos coelhos
machos em relagdo aos animais do grupo controle (Tabela 5). Entretanto,
foi encontrado valor aumentado da enzima FA (38,9%) e valor reduzido de
ferro (25,4%) apos 60 e 90 dias, respectivamente, da administracdo do
extrato de mate.

A ingestdo prolongada do extrato de mate pelas fémeas ndo
promoveu diferengas significativas no hemograma, exceto aumento de
4,7% no hematdcrito apos 90 dias (Tabela 6), ou nas andlises bioquimicas
(Tabela 7).
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4.2.2.2.2 Estudo Histopatologico em Coelhos

Ap6s 12 semanas de administragdo do extrato seco de erva mate
aos coelhos New Zealand, os animais foram mortos por hipovolemia
(exanguinacdo por puncdo cardiaca), sob anestesia com pentobarbital
sodico. Figado, rim, estdbmago e intestino delgado foram retirados para a
realizacdo dos cortes histologicos. De acordo com os resultados
histopatolégicos do estomago e rins (Fig. 10), e do figado e intestino
delgado (Fig. 11) ndo foram observadas alteragdes morfologicas
importantes indicadoras de atipias celulares e/ou teciduais. Entretanto,
discreta ou moderada congestdo vascular foi observada no estdmago e
nos rins dos animais machos (Fig. 10). Resultados semelhantes foram
encontrados nos cortes histologicos dos o6rgdos das fémeas (ndo
mostrados). E possivel observar que as vilosidades do intestino delgado
permaneceram preservadas durante a ingestao da erva mate (Fig. 11).
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Figura 10 — Cortes histologicos transversais de estomago (A, B, C e D) e
longitudinais de rim (E e F) de coelhos New Zealand machos do grupo controle
(A, C e E) e do grupo mate (B, D e F) que receberam diariamente extrato de
erva mate na dose de 2 g/kg durante 12 semanas. (A e B): Camada mucosa do
estomago preservada, células de revestimento da mucosa sdo observadas com
discreta congestdo vascular. Aumento de 400 x. (C e D): Camadas mucosa,
submucosa e muscular externa sdo observadas no campo. Aumento de 100 x. (E
e F): (*) Presenca do corplsculo renal, com céapsula de Bowmann bem
preservada e moderada congestao vascular. Aumento de 400 x.
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Figura 11 — Cortes histologicos transversais de Figado (Fig. A ¢ B) ¢
transversais de intestino delgado duodeno (Fig. C e D) de coelhos machos que
receberam diariamente agua (controle; A e C) ou 2 g/kg de peso de extrato seco
de erva mate (B e D) por 12 semanas. A: Veia centro lobular (*) e hepatdcitos
dispostos radialmente. Aumento de 400 x. B: veia centrolobular congesta.
Hepatocitos bem preservados. C: Sdo observadas as camadas mucosa,
submucosa, com glandulas de Briinner (¥) e muscular externa. D sdo observadas
a camada mucosa, com vilosidade bem preservada, e a camada submucosa, com
glandulas de Briinner (*). Aumento de 400 x.

4.3 Estabilidade Quimica do Extrato Seco de Erva Mate Verde e
Tostada em Capsulas

4.3.1 Estudo de Longa Duracio com Extrato Seco de Erva Mate
Verde

4.3.1.1 Compostos Fendlicos e Capacidade Antioxidante Total
No estudo de longa duragdo, capsulas contendo o extrato seco

de erva mate permaneceram armazenadas em frascos impermeaveis sob
temperatura de 30 °C por um periodo de 12 meses. O peso médio das
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capsulas sem adicdo de adjuvante foi de 175 £ 5,6 mg. A umidade
relativa do ar média foi de 62,7 £ 5,0. Os resultados referentes a
variagdo no conteudo de fendis totais e capacidade antioxidante total,
quantificada pelo potencial de redugdo do ferro (FRAP) ou do radical
ABTS (TEAC), estdo apresentados na Figura 12. Para as analises, foram
utilizadas trés amostras de cada periodo de tempo avaliado (0, 3, 6,9 ¢
12 meses) e de cada concentragdo do adjuvante didxido de silicio (0, 5,
10 e 20%). A concentracdo de fendis totais no extrato de erva mate
utilizado foi de 304,5 mg equiv. acido clorogénico/g. O extrato seco de
erva mate em capsulas manteve-se estavel durante o periodo de 12
meses em relagdo ao conteudo de fendis totais, com variagdes inferiores
a 10%. A variagdo média encontrada nos valores de fenois totais no
extrato seco de erva mate sem adjuvante foi de 3,2% ao longo de 12
meses. A presenca do adjuvante didxido de silicio ndo modificou
substancialmente a estabilidade dos fendis totais no extrato em capsulas,
sendo que foram observadas variagdes médias de 4,3%, 2,8% e 5,2% na
presenga de 5, 10 ou 20% de adjuvante, respectivamente (Fig. 12A). A
variagdo nos teores dos principais acidos fenolicos quantificados por
CLAE, como acidos galico, clorogénico e dicafeoilquinico presentes no
extrato seco de erva mate sem adjuvante estdo representados nas Figuras
13, 14 e 15. Nao foram observadas variagdes superiores a 10% para os
compostos fenoélicos isolados.

Resultados semelhantes foram encontrados para a capacidade
antioxidante total. Pelo método FRAP, a variacdo média encontrada para
a capacidade antioxidante no extrato seco de erva mate sem adjuvante
foi de 2,2%, enquanto que na presenga de 5, 10 ou 20% de adjuvante a
variacao foi de 4,8%, 4,0% e 6,8%, respectivamente (Fig. 12B). Quando
a capacidade antioxidante foi quantificada pelo método TEAC, a
variagdo média para o extrato seco na auséncia de adjuvante foi de
5,9%. Na presenca de 5, 10 ou 20% de adjuvante a variacdo média foi
de 4,7%, 3,0% e 3,9%, respectivamente (Fig. 12C). A capacidade
antioxidante total do extrato seco de erva mate verde foi de 1,5 mol
equiv. Trolox/g ou de 0,8 mol equiv. Trolox/g, quantificada pelos
métodos FRAP e TEAC, respectivamente.
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Figura 12 — Estabilidade dos compostos fenélicos totais (A) e da capacidade
antioxidante total, quantificada pelos métodos FRAP (B) ¢ TEAC (C), no
extrato seco de erva mate verde em céapsulas, mantido a 30 °C durante 12 meses.
O extrato seco foi encapsulado na auséncia ou na presenga de 5, 10 ou 20% de
adjuvante. Os resultados sdo a média + desvio-padrao de trés determinagdes, em
duplicata.
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Figura 13 — Estabilidade dos principais compostos fendlicos isolados no extrato
seco de erva mate verde em céapsulas, mantidos a 30 °C durante 12 meses. O
extrato seco foi encapsulado na auséncia de adjuvante. Os resultados sdo a
média £ desvio-padrdo de duas determinagdes, em triplicata, para cada variavel.
Concentragdes iniciais de acido galico = 19,1 + 1,1 mg/g; de acido clorogénico
=39,8 £5,9 mg/g; de acido dicafeoilquinico = 9,95 £ 0,94 mg/g.
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Figura 14 — Cromatograma dos principais compostos fenolicos no extrato seco
de erva mate verde em cépsulas, na auséncia de adjuvante. Periodo basal. Pico
n° 1, acido galico; pico n° 2, 4cido clorogénico.
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Figura 15 — Cromatograma dos compostos fendlicos no extrato seco de erva
mate verde em cépsulas, sem adjuvante. Periodo basal. Pico n°® 1, acido
dicafeoilquinico.

4.3.1.1 Metilxantinas

A concentragdo de metilxantinas no extrato seco de erva mate
verde manteve-se estdvel no estudo de longa duragdo, com variagdes
inferiores a 10%, como pode ser observado na figura 16.
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Figura 14 — Estabilidade das principais metilxantinas, no extrato seco de erva
mate verde em capsulas, mantido a 30 °C durante 12 meses. O extrato seco foi
encapsulado na auséncia de adjuvante. Os resultados sdo a média + desvio-
padrdo de trés determinacGes, em duplicata. Concentracdes iniciais de cafeina =
0,10 £ 0,013 mg/g; de teobromina = 0,076 + 0,007 mg/g.
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Figura 17 — Cromatograma das metilxantinas no extrato seco de erva mate verde
em capsulas, sem adjuvante. Periodo basal. Pico n° 1, teobromina; pico n° 2,
cafeina.

4.3.1.2 Saponinas Totais

A concentragdo de saponinas totais no extrato de erva mate
utilizado foi de 21,9 mg equiv. acido ursoélico/g. Considerando a
auséncia de efeitos importantes do adjuvante didxido de silicio na
estabilidade dos fenois totais no extrato de erva mate em capsulas, a
quantificacdo do teor de saponinas totais foi realizada apenas no extrato
sem adjuvante. Nas Figuras 18 e 19 esta representada a variagdo do teor
de saponinas totais, quantificado através de ensaios colorimétricos (Fig.
18A) ou através de CLAE (Fig. 18B), presentes no extrato seco de erva
mate em capsulas mantidas a 30 °C, por um periodo de 12 meses. A
variagdo média na concentragcdo de saponinas totais no extrato seco foi
inferior a 10% independente da analise, por ensaio colorimétrico ou por
CLAE.
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Figura 158 — Estabilidade do teor de saponinas totais quantificado por meio de
ensaio colorimétrico (A) ou de CLAE (B) no extrato seco de erva mate verde
em capsulas, mantidas a 30 °C durante 12 meses. O extrato seco foi encapsulado
na auséncia de adjuvante. Os resultados sdo a média + desvio-padrdo de duas
determinagdes, em triplicata, para cada periodo de tempo. Concentragdo inicial:
(A)=32,9+ 0,20 mg/g; (B) =21,9 + 0,15 mg/g.
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Figura 19 — Cromatograma de saponinas totais quantificado por CLAE no

extrato seco de erva mate verde em capsulas, na auséncia de adjuvante. Pico n°
1, saponinas totais.

4.3.2 Estudo Acelerado com o Extrato Seco de Erva Mate Verde

4.3.2.1 Compostos Fendlicos e Capacidade Antioxidante Total

No estudo acelerado, as capsulas contendo o extrato seco de
erva mate verde permaneceram armazenadas em frascos impermeaveis



72

sob temperatura de 40 °C por seis meses. Os resultados referentes a
variagdo no conteudo de fendis totais e capacidade antioxidante total,
quantificada pelo FRAP ou TEAC, estdo apresentados na Figura 20.
Foram utilizadas trés amostras de cada periodo de tempo avaliado (0, 3,
6 meses) e de cada concentracdo do adjuvante didxido de silicio (0, 5,
10 e 20%). O extrato seco de erva mate em capsulas permaneceu estavel
durante o periodo de seis meses em relagdo ao conteudo de fenois totais,
acidos fenodlicos e capacidade antioxidante total, com variacdes
inferiores a 10%, independente da presenga de adjuvante. Na figura 20,
21 e 22 estdo representados os resultados da variacdo dos principais
compostos fenodlicos como acidos galico, clorogénico e dicafeoilquinico.
A variacao desses compostos foi inferior a 10%.
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Figura 20 — Estabilidade do teor de compostos fenodlicos totais (A) e da
capacidade antioxidante total, quantificada pelos métodos FRAP (B) e TEAC
(C), no extrato seco de erva mate verde em capsulas mantidas a 40 °C durante
seis meses. O extrato seco foi encapsulado na auséncia (0%) ou na presenca de
5, 10 ou 20% de adjuvante. Os resultados sdo a média + desvio-padrdo de trés
determinagdes, em duplicata, para cada variavel nos diferentes periodos de
tempo.
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Figura 21 — Estabilidade dos principais compostos fenolicos isolados no extrato
seco de erva mate verde em capsulas, mantidos a 40 °C durante 6 meses. O
extrato seco foi encapsulado na auséncia de adjuvante. Os resultados sdo a
média £ desvio-padrdo de duas determinagdes, em triplicata, nos diferentes
periodos de tempo.

4.3.1.1 Metilxantinas

Os resultados da variagdo na concentragdo de metilxantinas no
extrato seco de erva mate verde estdo representados nas figuras 24 e 25.
Como pode ser observado, o teor de metilxantinas manteve-se estavel no
estudo acelerado, com variagoes inferiores a 10%. As capsulas foram
mantidas por seis meses a 40 °C e a quantificacdo foi realizada por
CLAE.
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Figura 22 — Estabilidade da concentragdo das principais metilxantinas, no
extrato seco de erva mate verde em cépsulas mantidas a 40 °C durante seis
meses. O extrato seco foi encapsulado na auséncia de adjuvante. Os resultados
sdo a média + desvio-padrdo de trés determinacdes, em duplicata, para cada
variavel.

4.3.2.2 Saponinas Totais

Tendo em vista a auséncia de efeitos importantes do adjuvante
na estabilidade dos fenois totais no extrato de erva mate em céapsulas, a
quantificagdo da varia¢do do contetido de saponinas totais foi realizada
apenas no extrato sem adjuvante. A variagdo média no teor de saponinas
totais no extrato seco de erva mate mantido a 40 °C durante seis meses
foi de 1,7% (Fig. 23A) no ensaio colorimétrico ou 7,1% (Fig. 23B) por
CLAE. O cromatograma esta representado na Figura 27.
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Figura 23 — Estabilidade do teor de saponinas totais, quantificado por meio de
ensaio colorimétrico (A) ou CLAE (B), no extrato seco de erva mate verde em
capsulas mantidas a 40 °C durante seis meses. O extrato seco foi encapsulado sem
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adjuvante. Os resultados sdo a média + desvio-padrdo de duas determinagdes, em
triplicata, para cada periodo de tempo.

4.3.3 Estudo Acelerado com o Extrato Seco de Erva Mate Tostada

4.3.3.1 Compostos Fendlicos e Capacidade Antioxidante Total

Na Figura 24 estdo representados os resultados referentes a
variagdo no conteudo de fendis totais e capacidade antioxidante total,
quantificada pelo FRAP ou TEAC. No estudo acelerado, as céapsulas
contendo o extrato seco de mate tostado permaneceram armazenadas em
frascos impermeaveis sob temperatura de 40 °C por seis meses. Para as
analises foram utilizadas trés amostras de cada periodo de tempo
avaliado (0, 3, 6 meses) e de cada concentragdo de adjuvante (0, 5, 10 e
20%). O extrato seco de erva mate em capsulas manteve-se estavel
durante o periodo de seis meses em relagdo ao contetdo de fendis totais
e capacidade antioxidante total, com variagdes inferiores a 10%,
independente da presenca do adjuvante dioxido de silicio. O teor de
compostos fenodlicos totais no extrato seco de erva mate tostada foi de
271,7 mg/g enquanto a capacidade antioxidante total foi de 1,5 e 0,9
mol/g equivalentes Trolox quantificados por FRAP ou TEAC,
respectivamente. A variagdo nos teores dos principais acidos fenolicos
quantificados por CLAE presentes no extrato seco de erva mate sem
adjuvante estdo representados nas figuras 25, 26 e 27. Ndo foram
observadas variagdes superiores a 10% para os compostos fenolicos
isolados. O peso médio das capsulas sem adi¢do de adjuvante foi de 175
+ 5,6 mg. A umidade relativa do ar média foi de 62,7 £ 5,0.
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Figura 24 — Estabilidade do teor de compostos fendlicos totais (A) e da
capacidade antioxidante total, quantificada pelos métodos FRAP (B) e TEAC
(C), no extrato seco de erva mate tostada em capsulas mantidas a 40 °C durante
seis meses. O extrato seco foi encapsulado na auséncia ou na presenca de 5, 10
ou 20% de adjuvante. Os resultados sdo a média + desvio-padrdo de trés
determinagdes, em duplicata, para cada varidvel nos diferentes periodos de

tempo.
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Figura 25 — Estabilidade dos principais compostos fenolicos isolados no extrato
seco de erva mate tostada em cépsulas, mantidos a 40 °C durante 6 meses. O
extrato seco foi encapsulado na auséncia de adjuvante. Os resultados sdo a
média £ desvio-padrdo de duas determinagdes, em triplicata. Concentragdes
iniciais de 4cido galico = 10,1 £ 1,9 mg/g; de acido clorogénico = 19,9 =+ 2,1
mg/g; de acido dicafeoilquinico = 4,97 £ 0,38 mg/g.
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Figura 26 — Cromatograma dos principais compostos fenolicos no extrato seco
de erva mate tostada em cépsulas, na auséncia de adjuvante. Periodo basal. Pico
n° 1, acido galico; pico n° 2, acido clorogénico.



79

mAU 75

PDA Multi 1

2611

min

Figura 27 — Cromatograma do acido dicafeoilquinico (Pico n° 1) no extrato seco
de erva mate tostada em cépsulas, na auséncia de adjuvante.

4.3.1.1 Metilxantinas

A concentracdo de metilxantinas no extrato seco de erva mate
tostada manteve-se estavel no estudo acelerado, com variagdes
inferiores a 10%. As cépsulas contendo o extrato seco de erva mate
tostado foram armazenadas por seis meses a 40 °C (Figuras 28 ¢ 29).
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Figura 28 — Estabilidade das principais metilxantinas no extrato seco de erva
mate tostada em capsulas, mantidos a 40 °C durante 6 meses. O extrato seco foi
encapsulado na auséncia de adjuvante. Os resultados sdo a média + desvio-
padrdo de duas determinagdes, em triplicata.
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Figura 29 — Cromatograma das metilxantinas no extrato seco de erva mate
tostada em capsulas. O extrato seco foi encapsulado na auséncia de adjuvante.
Pico n° 1, teobromina; pico n° 2, cafeina.

4.3.3.2 Saponinas Totais

Considerando a auséncia de efeitos importantes do adjuvante
dioxido de silicio na estabilidade dos fendis totais no extrato de erva
mate tostada em capsulas, a quantificacdo do conteido de saponinas
totais foi realizada apenas no extrato sem adjuvante. A variacdo média
no teor de saponinas totais no extrato seco de erva mate tostada em
capsulas mantidas a 40 °C por seis meses foi de 2,6% para as analises
realizadas em ensaio colorimétrico e 5,5% para as andlises realizadas
por CLAE (Fig. 30 e 31). O teor de saponinas totais observado através
dos ensaios colorimétricos foi de 31,9 mg/g enquanto o teor de
saponinas totais quantificados por CLAE foi de 21,8 mg/g de extrato
seco de mate tostado.
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Figura 30 — Estabilidade do teor de saponinas totais avaliado por metodologia
colorimétrica (A) e por CLAE (B), no extrato seco de erva mate tostada em capsulas
mantidas a 40 °C durante seis meses, sem adjuvante. Os resultados sdo a média +
desvio-padrdo de duas determinagdes, em triplicata. Concentragdo inicial pelo
método colorimétrico = 13,95 + 0,9 mg/g; método cromatografico = 9,3 £ 0,7 mg/g
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Figura 31 — Cromatograma de saponinas totais no extrato seco de erva mate tostada
em capsulas sem adjuvante. Pico n° 1, saponinas totais.

4.4 Analise Microbiolégica do Extrato Seco de Erva Mate Verde e
Tostada em Capsulas

Nos estudos de longa duragdo e acelerado, no qual as capsulas
de erva mate foram mantidas a 30 e 40 °C, respectivamente, foi
realizada a avaliacdo microbiologica de ambos os extratos, verde e
tostado, sem adjuvante. Apds re-suspensdo em agua destilada estéril, os
extratos de mate foram semeados em agar caseina soja, agar CLED, agar
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McConkey e em agar SS (Salmonella sp., Schigella sp.), previamente
enriquecido com caldo selenito, antes e ao final dos estudos de
estabilidade. Apos 48 h de incubacdo a 35 °C nos meios citados acima,
nao foi verificado crescimento microbiano no periodo inicial ou no final
dos estudos.

A analise da presenca de fungos foi avaliada por meio da
técnica de pour plate, na qual o extrato seco de mate verde ou tostado
foi re-suspendido em 4gua estéril e adicionado ao agar Sabouraud no seu
estado liquido. Apds 48 h de incubacdo a 30 °C, ndo foi observado
crescimento de colonias no meio de cultivo independente da temperatura
na qual foram armazenadas as capsulas contendo os extratos de mate.
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5 DISCUSSAOQ

Dois temas centrais foram abordados no presente estudo, os
quais foram discutidos separadamente: i) avaliacdo da toxicidade aguda
e por doses repetidas do extrato seco de erva mate verde (tipo
chimarrdo) em animais e; ii) estabilidade térmica dos extratos de erva
mate verde e tostada em capsulas.

5.1 Estudo Toxicolégico em Animais

O consumo de plantas medicinais tem crescido nos ultimos
tempos e o assunto vem recebendo muita ateng¢do. Uma das justificativas
para esse crescimento é que mais pessoas tém decidido retornar ao
caminho “mais natural” de vida, com aumento na crenga, embora
erronea, de que todo produto natural é saudavel e seguro (ERNST, 2004;
RIETJENS et al., 2005). Entretanto, para que a populagdo faga uso
seguro e apropriado das plantas medicinais e fitoterapicos € preciso que
sejam realizados estudos sistematicos principalmente sobre toxicidade e
acdo farmacolégica. Conforme salientado por Simdes e Schenkel
(2002), para que possam ser preparadas monografias oficiais sobre
plantas medicinais ¢ indispensavel estabelecer conhecimentos botanicos,
agronOmicos, quimicos, farmacoldgicos e toxicoldgicos e, apenas apés a
realizacdo desses estudos sera possivel, por questdes éticas e logicas,
pensar em ensaios clinicos (SIMOES; SCHENKEL, 2002). Além disso,
com base em resultados reportados em estudos cientificos sabe-se que
ha muitos compostos nas plantas que podem ter efeitos toxicos,
genotoxicos e carcinogénicos quando usados cronicamente (ERNST,
2004; RIETJENS et al., 2005).

Em nosso meio, uma planta que apresenta potenciais
propriedades benéficas a saide humana, porém sem que tenham sido
realizados estudos toxicoldgicos, ¢ a erva mate (llex paraguariensis),
cujas folhas secas e moidas sdo usadas para o preparo de infusdes
regionalmente conhecidas como chimarrfo, tereré, mate cozido e cha
mate. Na maioria das vezes, as bebidas sdo apreciadas pelo seu sabor
amargo peculiar e propriedades estimulantes por uma parcela
significativa da populacdo de alguns paises da América do Sul. Porém, o
sabor amargo caracteristico que a infusdo possui pode ser fator limitante
para aquelas pessoas que niao possuem o habito de ingerir chas,
particularmente sem agucar ou adogantes. Dessa forma, com o intuito de
fazer com que mais pessoas se beneficiem das provaveis propriedades
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da planta, idealizamos o desenvolvimento de cépsulas contendo extrato
seco de erva mate. Porém, para que as capsulas de erva mate possam ser
avaliadas quanto as suas propriedades farmacologicas em individuos
saudaveis ou pacientes é preciso, primeiramente, comprovar a sua
seguranca por meio de ensaios toxicoldgicos em animais para, em
seguida, realizar estudos toxicologicos em seres humanos. Portanto, um
dos objetivos principais deste estudo foi verificar a toxicidade do extrato
seco de erva mate verde em animais. Vale mencionar que foram feitos
ensaios somente com o extrato de erva mate verde, pois o extrato de
mate tostado ja € livremente comercializado e normalmente consumido
pela populagdo. Com base nos resultados do presente estudo, podemos
sugerir que o extrato seco de erva mate é seguro para a realizagdo de
estudos de toxicidade em seres humanos.

Neste trabalho, utilizamos a administragdo do extrato seco de
erva mate aos animais por via oral, considerando-se a forma usual de
consumo da planta pela populagdo (OGA, 2003). No estudo
toxicolégico agudo, a administragdo intragastrica por gavagem de 2,0
g/kg do extrato seco de erva mate a ratos Wistar, machos e fémeas, nao
provocou mortes entre os animais. Portanto, ndo foi possivel determinar
a dose que promove a morte de 50% dos animais (DL50). Além disso,
ndo foram observados sinais de toxicidade, incluindo-se modifica¢des
no comportamento, alteracdo da locomogdo, frequéncia respiratoria,
piloerecdo, diarréia, sialorréia, alteracdo do tonus muscular, hipnose,
convulsdes, hiperexcitabilidade e contor¢des abdominais. Condizente
com esses achados, também ndo houve diferencas significativas no
ganho de peso corpdreo entre os animais dos grupos controle e mate
durante 14 dias de monitoramento. Apesar da auséncia de diferengas no
ganho de peso corpdreo, os machos do grupo mate consumiram menor
quantidade de ragdo que os animais controles. Por outro lado, as fémeas
administradas com o extrato de mate tiveram maior ingestdo de ragdo.
Tais resultados indicam que, provavelmente, a ingestdo de ragdo ndo
esteja diretamente relacionada a administragdo aguda do extrato de erva
mate. Ao final de 14 dias de acompanhamento, todos os animais foram
mortos e autopsiados e os o6rgaos foram observados macroscopicamente.
Nao foram verificadas alteragdes macroscopicas dos 6rgdos dos animais
do grupo mate em comparagao aos animais controle e, dessa forma, nao
houve necessidade da realizacdo de estudos histopatoldégicos com os
orgaos (BRASIL, 2004).

O conjunto de observagdes acima revela auséncia de toxicidade
aguda do extrato seco de erva mate na dose utilizada, a qual ¢
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considerada maxima pela legislacdo vigente (BRASIL, 2004, BRASIL,
1996; OGA, 2003).

Devido a inobservancia de efeitos relacionados a dose de 2,0
g/kg no estudo agudo, utilizamos esta mesma concentracdo para a
realizacdo dos estudos de doses repetidas em duas espécies de
mamiferos, ratos Wistar e coelhos New Zealand, com duragdo de 12
semanas (BRASIL, 2004). O uso de duas espécies de animais segue a
legislacdo vigente e também pelo fato que diferencas de respostas
indicam que o efeito toxico ndo € universal e que a extrapolagdo para o
homem deve ser feita considerando-se essas divergéncias (OGA, 2003).

No estudo de doses repetidas, a administragdo prolongada do
extrato de erva mate aos animais (ratos e coelhos) durante 12 semanas
ndo provocou sinais ou sintomas aparentes de toxicidade, incluindo
auséncia de alteragdes comportamentais ou no ganho de peso corporeo.
Além disso, a administragio do extrato de mate ndo modificou
significativamente a maioria dos pardmetros hematologicos analisados.
No entanto, houve aumento de 2,2 ¢ 6,5% na CHCM para os ratos
machos e fémeas, respectivamente. Esses resultados podem ter ocorrido
em consequéncia a somatéria de dois fatores diferentes, como
diminui¢do ndo significativa do VCM e aumento da HCM nos ratos
machos e fémeas. Também foi observado aumento no numero de
plaquetas em 23,3 e 45,6% para ratos machos e fémeas,
respectivamente. Apesar da diferenga significativa, normalmente as
plaquetas apresentam ampla faixa de valores de referéncia e, assim, os
resultados ainda se encontram dentro da faixa descrita para a espécie, ou
sdo inferiores aos relatados em outros estudos (GONCALVES, 2007;
LIMA, 2006; HARKNESS, WAGNER, 1993; MACKENZIE et al.,
2010), ndo apresentando, portanto, alteragdes clinicas aos animais.

Em relacdo aos coelhos, apesar da existéncia de algumas
variagdes significativas em alguns parametros hematologicos apds 30 e
60 dias de tratamento com o extrato de mate, elas ndo se mantiveram
apos 90 dias, exceto aumento no hematderito de 6,1 e 5,8%, para
machos e fémeas, respectivamente. Esta elevagdo na porcentagem de
hemacias ndo se refletiu na quantidade de eritrocitos e, portanto, pode
ser considerada clinicamente irrelevante, além de estar dentro da faixa
estabelecida para a espécie (OGA, 2003). Vale notar que os animais
roedores ndo apresentaram semelhante elevagdo no hematocrito, assim
como o aumento no nimero de plaquetas observado para os ratos ndo se
repetiu nos coelhos. Ou seja, ndo ocorreu um padrio sistematico de
alteracdes em parametros hematologicos andlogos, € em ambas as
espécies de animais, que seja condizente com qualquer quadro
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indicativo de efeitos colaterais. Em suma, com base nesses resultados é
plausivel concluir que a administracdo prolongada do extrato de erva
mate ndo apresentou toxicidade aos animais, detectavel pelos exames
hematologicos da série vermelha.

Em relagdo a série branca, as ratas do grupo mate apresentaram
aumento de aproximadamente trés vezes no numero de mondcitos.
Embora significativos, os resultados ainda sdo semelhantes aos valores
para a espécie descritos por Lima (2006) ou inferiores aqueles
encontrados por Gongalves (2007). Além disso, a monocitose ocorre
normalmente em infecgdes virais, leucemia mielomonocitica cronica e
apos quimioterapia (WILLIAMS et al, 1976), sendo, portanto, de dificil
associacdo com o consumo do extrato de erva mate. Os ratos machos
que receberam administracdo de mate tiveram redugdo significativa no
numero de neutréfilos (21,0%). Entretanto, semelhante ao relatado para
0s parametros anteriores, o numero de neutréfilos ainda esta dentro dos
limites de referéncia para a espécie (HARKNESS, WAGNER, 1993).
De qualquer maneira, pode-se especular que esta redugdo esteja
relacionada ao potencial antiinflamatério da erva mate, particularmente
devido aos efeitos das saponinas e dos compostos fenolicos (WANG et
al, 2008). Foi demonstrado recentemente que a administracdo de erva
mate diminuiu os marcadores de inflamacdo no pulmio de
camundongos expostos a fumaca de cigarro (LANZETTI et al., 2008) ou
de mediadores inflamatérios em camundongos obesos (ARCARI et al.,
2011). Porém, curiosamente, a diminui¢do no nimero de neutréfilos ndo
foi observada nas ratas, nem tampouco nos coelhos machos ou fémeas,
inviabilizando, assim, conclusdes contundentes sobre o possivel efeito
antiinflamatério do extrato de mate no presente estudo, com base na
diminui¢do no nuimero de neutrofilos. Estudos realizados com seres
humanos em nosso laboratorio também demonstraram auséncia de
alteragOes expressivas nos pardmetros hematologicos apds a ingestio de
1 L diario de infusdo de erva mate (chimarrdo) durante 90 dias
(BOAVENTURA, 2010; DE MORAIS, 2009; KLEIN, 2010,
STEFANUTO, 2010;).

A maioria dos pardmetros bioquimicos avaliados, como
marcadores de fungdo renal ou hepatica, colesterol total, glicose,
proteinas totais, s6dio e potdssio, ndo apresentaram alteragdes
significativas, indicando auséncia de modificacdes importantes no
metabolismo geral pela ingestdo do extrato de erva mate pelos ratos ou
coelhos. No entanto, a administracdo do extrato de mate aos ratos
machos promoveu reducdo significativa de triglicerideos (56,8%).
Resultados semelhantes foram relatados por Paganini-Stein e
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colaboradores (2005) em ratos que receberam dieta hiperlipémica. A
auséncia de diminuicdo nos triglicerideos das ratas, bem como nos
coelhos, indica que este efeito da erva mate pode ser especifico ao sexo
e/ou a espécie. Recentemente, também observamos que a ingestdo de
aproximadamente 1 L diario de chd mate por individuos dislipidémicos,
durante 60 dias, diminuiu significativamente a concentragdo sérica de
triglicerideos em 20% (STEFANUTO, 2010). Tais resultados podem ser
explicados, pelo menos em parte, ao efeito inibitério da atividade da
enzima lipase pancreatica pela erva mate (MARTINS et al., 2010).

Além disso, a administracdo do extrato de mate para os ratos
provocou aumento significativo na concentragdo de ferro no soro das
fémeas (~ 32%) e dos machos (~ 22%, embora sem significancia
estatistica). A presenca de ferro na erva mate pode ter contribuido para o
aumento desse parametro (revisado por BRACESCO, 2010; HECK DE
MEIJIA, 2007; WILLIAMS, 1976). No entanto, resultados contrarios
foram observados nos coelhos, com diminui¢do de 25% no ferro sérico
dos machos e 43% nas fémeas. Em seres humanos, ndo observamos
alteragOes na concentragdo sérica de ferro (BOAVENTURA, 2010; DE
MORALIS, 2009; KLEIN, 2010, STEFANUTO, 2010). Dessa forma,
parece que novamente os efeitos da erva mate na concentracdo de ferro
sérico sdo especificos a determinada espécie de animal.

Para finalizar, no presente estudo também foram realizadas
analises histopatologicas de varios orgdos de ambas as espécies de
animais avaliados. Além da auséncia de modificagdes expressivas e/ou
consistentes nos resultados dos pardmetros bioquimicos séricos
marcadores de lesdo tecidual, as analises histopatologicas do figado ndo
revelaram alteragdes importantes indicadoras de atipias celulares,
indicando auséncia de lesdo neste 6rgdo para ambas as espécies de
animais. Da mesma forma, a andlise histopatoldgica dos rins de ratos e
coelhos ndo revelou alteracdes indicadoras de atipias celulares e/ou
teciduais.

Foram incluidas neste estudo analises histopatologicas do
estomago e do intestino delgado, pois existem relatos de ocorréncia de
distarbios gastrointestinais provocados pela erva mate, provavelmente
pela presenga de cafeina (revisado por BASTOS, et al, 2007). Além
disso, distirbios e/ou lesdes gastrointestinais poderiam afetar o
metabolismo geral dos animais, pois o epitélio do intestino delgado
exerce papel crucial na digestdo e modificacdo de componentes
alimentares, bem como na absor¢do de nutrientes. Entretanto,
confirmando novamente a auséncia de anormalidades nos parametros
bioquimicos ¢ hematologicos, ndo foram observadas alteracdes
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importantes no estdbmago ou no intestino dos animais submetidos a
administrag@o do extrato de erva mate.

Os resultados apresentados no presente estudo indicam que o
conjunto de observagdes relativas as analises bioquimicas e
hematologicas, aliados as andlises histopatoldgicas dos principais 6rgaos
que eventualmente poderiam ser afetados pela administragdo prolongada
do extrato seco de erva mate em duas espécies de mamiferos, ratos e
coelhos, demonstrou que a erva mate ndo promoveu alteracdes
indicadoras de toxicidade, corroborando os resultados de estudos
realizados em humanos (BOAVENTURA, 2010; DE MORALIS, 2009;
KLEIN, 2010; STEFANUTO, 2010;). Com base nesses resultados
podemos sugerir que o extrato seco de erva mate pode ser utilizado com
seguranga para a realizacdo futura de estudos de toxicidade em seres
humanos saudaveis.

5.2 Estabilidade térmica do Extrato Seco de Erva Mate em Capsulas

A estabilidade quimica dos constituintes bioativos presentes em
extratos vegetais garante a acdo farmacoldgica sugerida para esses
extratos. No presente estudo, foram desenvolvidas capsulas contendo
extratos secos de erva mate verde ou tostada e a estabilidade dos
principais constituintes descritos para a planta foi monitorada ao longo
de seis ou 12 meses. Além disso, andlises microbioldgicas foram
realizadas com o extrato encapsulado.

Uma das operacdes mais freqlientes na produgdo de
medicamentos ¢ a secagem, sendo empregada no processamento de
diversos materiais para a obtengdo de pds e granulos. O objetivo
principal da secagem farmacéutica ¢ a retirada de agua, responsavel por
propiciar um meio reacional para reacdes quimicas, fendmenos fisicos e
proliferagdo microbiana (DE SOUZA et al., 2006; RANKELL et al.,
2001; SANTOS et al., 2000).

A erva mate possui inimeros compostos, sendo que alguns
deles sdo responsaveis pela maior parte das propriedades bioldgicas
descritas para a planta, como por exemplo, as metilxantinas
(principalmente a cafeina) e as saponinas triterpénicas, as quais sdo
conhecidas como matesaponinas e¢ sdo derivadas do &cido ursoélico
(GNOATTO; SCHENKEL; BASSANI, 2005; KRAEMER et al., 1996;
GOSMANN et al., 1989; GOSMANN et al., 1995; MONTANHA, et al.,
1990; REGINATTO et al, 1999; SCHENKEL; MONTANHA;
GOSMANN, 1996). Além disso, a erva mate possui ampla quantidade
de compostos fenolicos, especialmente acido clorogénico (acido 5-
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cafeoilquinico), o qual tem sido extensivamente estudado devido a sua
capacidade antioxidante (BASTOS et al.,, 2007; HECK; De MEIJIA,
2007). O mate tostado apresenta, essencialmente, os mesmos
componentes da erva mate verde, além de melanoidinas (BASTOS, et
al, 2007).

Assim, a estabilidade dos principais constituintes presentes no
extrato seco de erva mate foi avaliada por meio da quantificacdo da
concentracdo dos compostos fendlicos totais, das saponinas totais e dos
acidos clorogénico, galico e dicafeoilquinico, bem como das
metilxantinas cafeina e teobromina. Considerando a importincia do
potencial antioxidante dos extratos vegetais, além da concentragdo dos
compostos fenolicos antioxidantes, verificamos também a capacidade
antioxidante total do extrato de mate. As capsulas gelatinosas contendo
os extratos de mate verde ou tostado foram mantidas, em frascos de
vidro, a temperatura de 30 °C por 12 meses (estudo de longa duragéo) e
a temperatura de 40 °C por seis meses (estudo acelerado). De acordo
com a legislacdo vigente, foram aceitas variagdes de até 10% (ANVISA,
2005).

Os extratos secos de erva mate obtidos por nebulizagdo em
spray-dryer sdo altamente higroscopicos quando mantidos a temperatura
ambiente. Deste modo, a estabilidade térmica dos constituintes quimicos
presentes no extrato de mate também foi avaliada quando encapsulados
com adjuvante. No presente estudo o adjuvante de secagem utilizado foi
o dioxido de silicio coloidal, pois apresenta elevada superficie especifica
e alto poder adsorvente, apresentando excelentes resultados na obtencdo
de produtos secos por aspersdo a partir de solugdes extrativas de
diferentes espécies vegetais (DE CAMPOS, 1996; DE SOUZA, 1997).

Verificamos que a presenga do adjuvante didxido de silicio
coloidal ndo modificou a estabilidade dos compostos fenolicos totais ou
dos acidos fendlicos isolados, bem como da capacidade antioxidante
total dos extratos de erva mate mantidos a 30 °C ou 40 °C. Dessa forma,
para as analises de saponinas totais e metilxantinas utilizamos o extrato
seco em capsulas sem adjuvante. Para todas as analises realizadas, as
variagdes observadas foram inferiores a 10%, indicando excelente
estabilidade dos constituintes do extrato de mate em cépsulas, inclusive
quando armazenadas sob condigdes eclevadas de temperatura. Além
disso, considerando que pela analise dos perfis cromatograficos ndo
foram observados subprodutos durante os diferentes periodos de tempo
avaliados, ¢ possivel sugerir que ndo ocorreram alteragdes significativas
nas estruturas dos principais constituintes bioativos dos extratos secos
de erva mate.
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Até o momento, ndo foram encontrados estudos semelhantes
com extratos de erva mate. No entanto, Zanoeclo, Cardozo-filho,
Cardozo-janior (2009) demonstraram que o superaquecimento por vapor
de folhas e caules de erva mate ndo afetou o teor do 4acido 5-o-
dicafeoilquinico. A estabilidade de alguns dos constituintes presentes no
mate também ja foi avaliada em outras plantas. Por exemplo, Holzschuh
e colaboradores (2007) descreveram que os compostos fendlicos totais
presentes no extrato seco de Achyrocline satureoides se mantiveram
estaveis durante o periodo avaliado de nove meses a 25 °C, com
variagdes inferiores a 10%.

Em relagdo as metilxantinas, a cafeina adicionada a suco de
frutas manteve-se estavel por periodo de seis meses, a aproximadamente
25 °C (SOUSA et al., 2010). Corroborando esses resultados, Corey e
colaboradores (2011) relataram que a concentragdo de cafeina em
produtos feitos com magd permaneceu estavel em condigdes de elevada
umidade por até 45 dias a 30 °C. Nesse contexto, em outro estudo
realizado com cha verde em p6 mantido a 22 °C por trés meses, a
cafeina manteve-se estdvel independente da adicdo de outros
ingredientes (ORTIZ, 2008).

Sdo escassos os trabalhos que avaliaram a estabilidade de
saponinas em plantas. Shi e colaboradores (2009) determinaram a
estabilidade das saponinas do feijdo preto, as quais contém a aglicona
sapogenol B, e demonstraram que existem perdas desse composto por
aquecimento. Por outro lado, a concentragdo de saponinas estereoidais
presente em Taywanese yam (Discorea pseudojaponico yamamoto)
apresentou pouca variacdo durante o processo de secagem sob ar quente
(YANG, et al., 2009).

Além da andlise da estabilidade quimica também foi realizada
analise microbioldgica do extrato seco sob as diferentes condi¢des de
temperatura. Durante o periodo de armazenamento, ndo houve
crescimento microbiano indicando que as diferentes temperaturas
utilizadas nesse estudo ndo exerceram influéncia no controle de
microorganismos. Além disso, esses resultados também demonstram
que boas praticas de manipulagdo foram aplicadas na preparacdo das
capsulas. Embora ndo tenhamos encontrado crescimento bacteriano ou
fingico no extrato de mate em capsulas, Tonon e Marucci (1995)
isolaram e identificaram fungos presentes na erva mate comercial
relatando a presenca dos géneros Rhyzopus, Mucor, Aspergillus,
Penicillium, Fusarium e Saccharomyces. Dessa forma, ¢ possivel que o
processo de obtencdo dos extratos secos de erva mate por spray-drying
tenha servido também para eliminar quaisquer cepas presentes. Além
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disso, o extrato de erva mate pode nao constituir um substrato favoravel
para o desenvolvimento microbiano ou fingico devido a presenca de
substancias inibitérias como taninos e compostos fendlicos (TONON;
MARUCCI 1995).

Em suma, com base no conjunto de observagdes expostas acima
podemos concluir que o extrato seco de erva mate verde ou tostada em
capsulas gelatinosas apresentou oOtima estabilidade quimica dos seus
principais constituintes, além de ndo favorecer o crescimento de
microorganismos, como fungos e bactérias por periodo de até 12 meses
sob temperatura de 30 °C, ou de até seis meses a 40 °C.
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6 CONCLUSOES

A partir das analises das variaveis do presente estudo, foi possivel obter
as seguintes conclusoes:

6.1 Estudos de toxicidade

e A administragdo do extrato seco de erva mate (2 g/kg) a ratos
Wistar machos e fémeas, em dose aguda, ndo causou mortes
entre os animais, ndo modificou a evolugdo do peso corpdreo,
nem promoveu variacdo comportamental ou alteracdes
macroscopicas dos 6rgaos.

e A administragdo de doses repetidas do extrato seco de erva
mate (2 g/kg) a ratos e coelhos durante 12 semanas nao
modificou significativamente a maioria dos pardmetros
bioquimicos e hematologicos analisados, ndo promoveu
diferenga no ganho de peso corporal, nem provocou alteragdes
histopatoldgicas dos rins, figado, estdmago e intestino delgado.

6.2 Estudos de estabilidade

e O extrato seco de erva mate em capsulas mantidas a 30 ou 40
°C, em frascos impermedveis, durante 6 ou 12 meses,
apresentou variagdes inferiores a 10% nos principais
constituintes, como compostos fendlicos totais, acidos
clorogénico, galico e dicafeoilquinico, cafeina, teobromina,
saponinas totais e capacidade antioxidante total, independente
da presenga de adjuvante.

e A permanéncia das capsulas de extrato seco de erva mate a 30
°C, no estudo de longa duragdo por 12 meses, ou a 40 °C, no
estudo acelerado por 6 meses, em embalagens impermeaveis,
nao favoreceu o crescimento de microorganismos.
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ANEXO A — Protocolo de Aprovaciio Pelo Comité de Etica em Uso
de Animais

Resultado de Solicitagéo de Protocolo
Protocolo
PP00379
Titulo
Estudo de toxicidade de extrato seco de erva mate (Ilex paraguariensis) em animais
Data de Entrada
16/07/2009

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
18/09/2009

Consideracdes

Oficio n.° 145/CEUA/PRPE/2009

Do: Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais-CEUA

Ao(3): Prof(a) Dr(a) Edson Luiz da Silva / Departamento de Anélises Clinicas - CCS

Prezado(a) Professor(a),
Em relagfo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o seguinte:

- APROVADO, por um ano, para a utilizago de cento e quatro ratos (Rattus norvegicus) e vinte e
quatro coelhos.
- Processo cadastrado sob o numero: 23080.029999/2009-78

Por ocasido do término desse protocolo, DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO detalhado
relacionando o uso de animais no Projeto desenvolvido aos resultados obtidos, conforme formulério
ON LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatério Final previsto para (90 dias ap6s término da vigéncia do pr ou no da apr
um novo protocolo)
Data 24/12/2010

Data 24/09/2009

Parecer(es):

Prof. Asso&: Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE




