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RESUMO

A erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil., Aquifoliaceae) é
uma espécie vegetal nativa da América do Sul, amplamente utilizada
nesta regido por seu potencial industrial na preparacdo de bebidas, chas
e produtos dermocosméticos. Suas propriedades estdo diretamente
relacionadas a presenca de metab6litos secundarios, como as saponinas,
as metilxantinas e os compostos fendlicos. O presente trabalho teve
como objetivo investigar a influéncia da idade das folhas e da
luminosidade nos teores de metilxantinas, acido clorogénico, fenélicos
totais e na atividade de captacdo de radicais livres de extratos aquosos
das folhas de llex paraguariensis A. St. Hilaire em uma populacéo
situada em Chapec6, Santa Catarina. As analises quantitativas foram
realizadas por espectrofotometria no UV/Vis e por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). Os resultados mostraram uma grande
variabilidade nos teores de todos os metabdlitos avaliados. A
intensidade  luminosa em condigbes naturais ndo  alterou
significativamente (P > 0,05) os teores de cafeina, teobromina, &cido
clorogénico e fendlicos totais, assim como a atividade de captacdo de
radicais livres dos extratos. Por outro lado, a idade das folhas
demonstrou influéncia significativa (P < 0,05) nos teores de cafeina,
metilxantinas totais e fendlicos totais dos extratos avaliados.
Adicionalmente, a atividade de captagdo de radicais livres dos extratos
também foi influenciada significativamente (P < 0,05) pela idade das
folhas, havendo uma correlacdo inversa entre os valores de ECsy € 0S
teores de compostos fendlicos totais. Por fim, o &cido clorogénico ndo se
caracterizou como um marcador quimico eficiente, no que tange a
atividade antioxidante, para a espécie vegetal llex paraguariensis.
Palavras-chave: llex paraguariensis; erva-mate; metilxantinas; acido
clorogénico; compostos fenodlicos; atividade antioxidante.






ABSTRACT

Influence of age of leaves and luminosity on the methylxanthines,
chlorogenic acid and total phenolic content and on the free radical
scavenging capacity of llex paraguariensis A. St. Hilaire aqueous
extracts

Yerba-mate (llex paraguariensis A. St. Hil., Aquifoliaceae) is
a South American native specie, widely used for its industrial potential
in the preparation of drinks, teas and cosmetics. Its properties are
directly related to the presence of secondary metabolites, such as
saponins, methylxanthines and phenolic compounds. This study aimed
to investigate the influence of leaf age and luminosity on the contents of
methylxanthines, chlorogenic acid, total phenolics and on the free
radical scavenging capacity of the aqueous extracts from of llex
paraguariensis A. St. Hilaire leaves, in a population from Chapeco,
Santa Catarina. Quantitative analyses were performed by UV/Vis and by
high performance liquid chromatography (HPLC). The results showed a
great variability in all metabolites content measured. The light intensity
under natural conditions did not change significantly (P > 0,05) the
caffeine, theobromine, chlorogenic acid and total phenolic content, as
well as the free radical scavenging capacity. On the other hand, the age
of leaves showed significant influence (P < 0,05) on the caffeine,
methylxanthines, and total phenolic content of the evaluated extracts.
Additionally, the free radical scavenging capacity was also significantly
affected (P < 0,05) by the leaf age, with an inverse correlation between
the ECsp values and the total phenolic content. Finally, the chlorogenic
acid was not characterized as an efficient chemical marker, regarding to
the antioxidant activity for I. paraguariensis species.
Keywords: llex paraguariensis; yerba-mate; methylxanthynes;
chlorogenic acid; phenolic compounds; antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

A erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hilaire) é um produto
alimentar de consumo diario por parcelas significativas da populagéo do
Sul do Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai e, em menor escala, Chile.
A industria ervateira é parte de um complexo do agronegécio, tendo nos
estados do Sul um mercado consolidado, e um mercado potencial nos
estados do Sudeste e regido Central do Brasil, seja com o habito do
chimarrdo, do tereré ou como cha-mate. Tendo em vista que 0
chimarrdo, o tereré e o cha-mate sdo considerados bebidas genuinas do
Mercosul, esse mercado ndo se limita apenas as fronteiras brasileiras
(ANTONI, 1995; VALDUGA, 2002). Sua utilizacio popular na forma
de infusdo (chimarrdo e cha-mate) ou macerada (tereré) esta
intimamente ligada ao fato de apresentar propriedades diuréticas,
digestivas e estimulantes do sistema nervoso central (PIO-CORREA,
1978; BLUMENTHAL; GOLDBERG; BRINCKMANN, 2000;
DERMARDEROSIAN, 2001; WICHTL, 2003).

Além destas propriedades ligadas ao uso popular, cabe destacar
gue diversas outras potenciais atividades farmacoldgicas ja foram
investigadas e descritas para llex paraguariensis, como as atividades
antioxidante (GUGLIUCCI; STAHL, 1995; FILIP et al., 2000;
SCHINELLA et al., 2000; BRACESCO et al., 2003; BIXBY et al.,
2005; SCHINELLA; FANTINELLI; MOSCA 2005; BRAVO; GOYA,;
LECUMBERRI 2007; FILIP et al., 2007; MARKOWICZ BASTOS et
al., 2007; RIVELLI et al., 2007; MARTINS et al., 2009; TURNER et
al., 2011; ANESINI et al., 2012; VALERGA; RETA; LANARI, 2012);
antiviral (MULLER et al., 2007; LUCKEMEYER et al., 2011);
antiedematogénica (MONTANHA, 1990); antiobesidade (MARTINET;
HOSTETTMANN; SCHUTZ, 1999; PAGANINI STEIN et al., 2005;
DICKEL; RATES; RITTER, 2007; PANG; CHOI; PARK 2008);
antiparkinsoniana (MILIOLI et al., 2007) antidiabética (OLIVEIRA et
al., 2008; GUGLIUCCI et al., 2009) e anticarcinogénica (RAMIREZ-
MARES; CHANDRA; DE MEJIA, 2004; ARBISER et al., 2005;
GONZALEZ DE MEJIA et al., 2005; GONZALEZ DE MEJIA et al.,
2010).

Quanto a composicdo quimica, diversos grupos de metabdlitos
secundarios ja foram descritos para a erva-mate, como as metilxantinas,
cafeina e teobromina (FILIP et al., 1998; REGINATTO et al., 1999), os
acidos fendlicos, os quais encontram-se em grande concentracdo nesta
espécie vegetal (FILIP et al., 2001; DE SOUZA et al., 2011), como o
acido clorogénico, neo-clorogénico, os é&cidos 3,4, 35 e 4,5-


http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=36142230700&zone=
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dicafeoilquinico e o 4&cido tricafeoilquinico. Adicionalmente, estdo
presentes os flavondides rutina, campferol, quercetina e glicosideos de
quercetina (OHEM; HOLZL, 1988; RICCO et al., 1991; FILIP et al.,
2001; DE SOUZA et al, 2011) e as saponinas (GOSMANN;
SCHENKEL; SELIGMANN, 1989; SCHENKEL; MONTANHA,;
GOSMANN, 1996; KRAEMER et al., 1996; SUGIMOTO et al., 2009;
DE SOUZA et al., 2011).

Diversos estudos tém sido conduzidos no intuito de avaliar
variagOes quantitativas intra e inter populacionais na producdo destes
metabdlitos sob diferentes condicdes (MAZZAFERA, 1994;
ATHAYDE; COELHO; SCHENKEL, 2000; COELHO et al., 2007
ATHAYDE; COELHO; SCHENKEL, 2007; HECK; SCHMALKO; DE
MEJIA, 2008; RAKOCEVIC & MARTIM, 2010; DARTORA et al.,
2011), pois é sabido que a constancia nos teores destes compostos pode
constituir fator determinante para a manutencdo das caracteristicas
guimicas, farmacoldgicas, agrondmicas, organolépticas, nutricionais e
comerciais dos produtos derivados de I. paraguariensis. (TAKETA,
1997; COELHO, 2002). Além disso, a composi¢do quimica pode afetar
também a relacdo entre esta planta e outros vegetais ou seres vivos
(COELHO, 2002).

Entretanto, a maioria dos estudos sobre este tema trata de
plantas cultivadas e nédo silvestres. Ademais, a variacdo quantitativa nos
teores de metilxantinas, acido clorogénico e compostos fenélicos, assim
como sua correlagcdo com a capacidade de captacdo de radicais livres,
ainda ndo foi estudada em individuos de uma mesma populacdo sob
diferentes condigdes de luminosidade e com folhas de diferentes idades.
O fato de se estudar variagdes quantitativas nos teores destes
metabdlitos em individuos de uma mesma populagdo, tem como grande
vantagem, a minimizacdo de efeitos relativos a fatores ambientais e
fenoldgicos.

Os grupos de metabdlitos estudados neste trabalho sdo os
compostos fendlicos e as metilxantinas, visto que ambos ocorrem em
grande quantidade na erva-mate, sendo 0s primeiros apontados como 0s
principais metabdlitos responsaveis pela atividade antioxidante descrita
para a espécie, e 0s Ultimos por suas relevantes propriedades digestivas,
diuréticas e estimulantes do sistema nervoso central. Embora inimeras
propriedades farmacoldgicas tenham sido descritas até o momento, a
atividade antioxidante nos despertou maior interesse, seja pelo nimero
de trabalhos na literatura, seja pelo potencial como possivel fonte de
obtencdo de novas moléculas bioativas para 0 mercado farmacéutico e
pelos beneficios aos seus consumidores, oriundos do uso popular diario.
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Sendo assim, devido ao uso tradicional da erva-mate como
alimento e como matéria-prima para as industrias farmacéutica e
cosmética, ao alto teor de metilxantinas e compostos fendlicos em suas
folhas, seu potencial farmacol6gico, seu cultivo e disponibilidade em
grande escala, torna-se indispensavel o conhecimento sobre a influéncia
da luminosidade e da idade das folhas neste vegetal e a correlacdo destes
fatores com o seu potencial farmacol6gico, em particular a atividade de
captacdo de radicais livres.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Metabolismo secundario vegetal

Diferentemente do metabolismo primério, as classes e
caracteristicas quimicas particulares das substancias do metabolismo
secundario sdo diferentes para cada espécie, podendo assim caracteriza-
las (GOTTLIEB et al., 1996). Os produtos do metabolismo secundario,
embora ndo necessariamente essenciais para 0 organismo produtor,
garantem vantagens para sua sobrevivéncia e para perpetuacdo de sua
espécie, em seu ecossistema. De fato, ja foram reconhecidas funcoes
como defesa contra herbivoros e microorganismos, protecdo contra o0s
raios UV, atracdo de polinizadores ou animais dispersores de sementes,
bem como sua participacdo em alelopatias (HARBORNE, 1988).

Segundo Rhodes (1994), o aparecimento de metabdlitos
biologicamente ativos na natureza é determinado por necessidades
ecoldgicas e possibilidades biossintéticas, sendo que a co-evolugdo de
plantas, insetos, microorganismos e mamiferos conduz a sintese de
metabdlitos secundéarios com fungbes de defesa ou atracdo
principalmente. Dessa forma, por serem fatores de interacdo entre
organismos, 0s metabdlitos secundérios, frequentemente, apresentam
atividades bioldgicas relevantes. Muitos sdo de importancia comercial
tanto na area farmacéutica quanto nas areas alimentar, agrondmica e
cosmética, entre outras.

E bastante conhecido que as plantas sdo utilizadas com
finalidades terapéuticas, desde os primordios da humanidade. Enquanto
buscava alimentacdo para sua sobrevivéncia, 0 homem se deparou com
as propriedades curativas e por vezes toxicas das plantas, originando um
conhecimento empirico que, associado ao conhecimento cientifico,
permitiu avancos no tratamento de enfermidades, através do uso de
farmacos extraidos de vegetais. Apesar da revolucdo na inddstria
farmacéutica, impulsionada pela produgdo de farmacos sintéticos, o0s
medicamentos de origem natural nunca deixaram de ter sua importancia
médica e econdmica. Estudos sobre a origem de farmacos desenvolvidos
no periodo de 1981 a 2006 indicaram que produtos naturais ou seus
derivados compreendem cerca de 50% de todos 0s novos medicamentos
lancados no mercado farmacéutico neste periodo (NEWMAN; CRAGG,
2007; NEWMAN, 2008). Acido salicilico, atropina, efedrina, morfina,
digoxina, taxol, vincristina e vimblastina sdo alguns exemplos de
medicamentos de amplo uso na pratica clinica, ratificando a importancia
do metabolismo secundério vegetal (VERPOORTE, 2000; ALVES,
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2001; GILANI; RAHMAN, 2005, PATWARDHAN, 2005;
CHATTOPADHYAY:; NAIK, 2007).

2.1.1 Fatores que afetam o metabolismo secundario

Os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica
entre as plantas e 0 ambiente circundante, o que torna sua biossintese
frequentemente afetada por condi¢bes ambientais (KUTCHAN, 2001).
Segundo Gobbo-Neto; Lopes (2007), a taxa de producdo de metabdlitos
secundarios pode ser coordenada ou alterada por diversos fatores, sendo
gue os principais sdo sazonalidade, ritmo circadiano, estadios de
desenvolvimento, temperatura, disponibilidade hidrica e de nutrientes,
radiacdo ultravioleta, altitude, poluicdo atmosférica, inducdo por
estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos (Figura 1).

Os autores destacam ainda que um aspecto importante a ser
considerado, é que a maior parte dos estudos sobre influéncia destes
fatores na producdo de metabdlitos secundarios tém se limitado a um
grupo restrito de espécies, que ocorrem predominantemente em regides
temperadas, muitas das quais sdo comercialmente importantes e que
podem ter sofrido fortes pressdes seletivas antrdpicas. O comportamento
quimico destas espécies, portanto, nem sempre é representativo de
plantas selvagens ou de outros tipos de habitat (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007).
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Figura 1: Principais fatores que podem influenciar o acimulo de metabdlitos
secundarios em uma planta (Fonte: GOBBO-NETO; LOPES 2007).

Em que pese todos os fatores que possam influenciar na
producdo de compostos secundarios pelas plantas, nesta revisdo da
literatura serdo discutidos, de forma mais detalhada, os fatores sobre os
quais as amostras coletadas possam ter sofrido maior influéncia. Cabe
ressaltar que todos os individuos avaliados no presente trabalho
pertencem a uma mesma populacdo e local, e estdo submetidos &
influéncia dos mesmos fatores ambientais, com excec¢éo da intensidade
de luminosidade, pois alguns individuos encontram-se recobertos sob
vegetacao nativa.

No que tange a intensidade luminosa, existe uma correlagdo
positiva ja estabelecida na literatura com a produgdo de compostos
fendlicos, principalmente os flavonoides (WATERMAN & MOLE,
1994; CUADRA; HARBORNE; WATERMAN, 1997; TATTINI et al.,
2004). Este fato é explicado pela prote¢do contra a foto-destrui¢do que
estes metabdlitos proporcionam ao absorver e/ou dissipar a energia
solar, agindo assim como uma barreira, evitando danos aos tecidos mais
internos pela radiacdo UV-B (280-320nm). Isto acontece porque 0s
flavonoides estdo acumulados principalmente na epiderme e camadas
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adjacentes, pélos, cuticula e material epicuticular, sendo dessa forma,
utilizados pelos vegetais como filtros UV-B, absorvendo esta radiacéo,
sem alterar a radiagéo fotossinteticamente ativa (WATERMAN; MOLE,
1994; BIEZA; LOIS, 2001). As enzimas da rota biossintética dos
fenilpropanoides (fenilalanina aménia-liase e chalcona sintase, entre
outras) podem ter sua expressdo génica induzida pela luz; no entanto,
isto ndo se aplica a compostos fendlicos simples, 0s quais tém absorcao
méaxima em comprimentos de onda consideravelmente mais curtos que
os do UV-B (CHAPPELL; HAHLBROCK, 1984; WATERMAN;
MOLE, 1994; BHARTI; KHURANA, 1997; GRACE; LOGAN, 2000).

Diversos autores, avaliando diferentes espécies vegetais, ja
demonstraram também a influéncia da idade e desenvolvimento da
planta na quantidade total de metabo6litos produzidos, bem como nas
proporces relativas destes constituintes quimicos (BOWERS; STAMP,
1993; HENDRIKS et al., 1997; HOFT; VERPOORTE; BECK, 1998;
DOAN; ERVIN; FELTON, 2004). Hartmann (1996), afirma que tecidos
mais novos geralmente possuem maior taxa biossintética de metabdlitos,
como é o caso dos acidos fendlicos (KOEPPE, 1970 apud GOBBO-
NETO; LOPES, 2007) e flavonoides (SLIMESTAD, 1998). E
importante enfatizar também que embora a atividade metabolica seja
elevada em periodos de crescimento tecidual rapido, frequentemente ha
uma correlacdo inversa com a producdo de aleloquimicos (LILOV;
ANGELOVA, 1987; WATERMAN; MOLE, 1989).

llex paraguariensis € considerada uma espécie vegetal tolerante
a sombra ou reprodutora a sombra (FLOSS, 1994; COELHO;
MARIATH, 1996; COELHO et al, 2000). Em contrapartida,
frequentemente é cultivada em campo aberto (monocultivo) sob
condi¢des de méxima exposicdo ao sol. Mazzafera (1994) preparou
através de maceracdo dindmica, extratos aquosos das folhas de erva-
mate. Em suas analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), encontrou teores mais elevados de metilxantinas em folhas
sombreadas, quando comparadas com folhas de uma mesma planta
exposta ao sol. O autor também encontrou teores mais elevados de
cafeina em folhas mais novas.

Athayde; Coelho; Schenkel (2000; 2007), analisando por CLAE
amostras de folhas de I. paraguariensis de diferentes populagfes e de
diferentes individuos da mesma populagdo, reportaram ndao somente
grande variabilidade interpopulacional nos teores de metilxantinas
encontrados, mas também entre plantas dentro da mesma populagdo. Em
alguns casos, a variacao entre os teores de cafeina de plantas da mesma
populacdo chegou a mais de 100 vezes.
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Rachwal et al. (2000), encontraram uma diminuicdo de dez por
cento nos teores de compostos fendlicos com uma redugdo de 38% na
intensidade luminosa. De acordo com os autores, a quantidade de
compostos fendlicos na erva-mate diminui com o aumento do
sombreamento.

Esmelindro et al. (2004) prepararam extratos de folhas de I.
paraguariensis utilizando extragdo supercritica com didxido de carbono,
e avaliaram os teores de cafeina e teobromina em amostras submetidas
a diferentes condi¢des de luminosidade, e com seis, 12, 18 e 24 meses
de idade através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM). Os autores encontraram diferencas significativas entre
0s teores de metilxantinas, sendo que amostras de folhas que recebiam
baixa intensidade luminosa e as mais jovens apresentaram 0s maiores
teores de ambas as metilxantinas.

Mais recentemente, Dartora et al. (2011) avaliaram amostras de
I. paraguariensis submetidas a diferentes condi¢cdes de crescimento,
tratamento e idade. Em uma andlise rapida utilizando cromatografia
liguida de ultra eficiéncia com detector de arranjo de diodos e
espectrometria de massas (CLUE-DAD-EM), os autores identificaram e
guantificaram cafeina e teobromina, derivados do &cido clorogénico,
incluindo uma série de isbmeros 0s quais ndo haviam sido ainda
relatados para a espécie. Os resultados mostraram que 0s extratos
aquosos das plantas da populacdo exposta ao sol, sob a forma de
monocultura exibiram teores superiores de metabolitos quando
comparadas com amostras da populacdo sombreada. Os autores
verificaram ainda que amostras submetidas aos processos de sapeco e
secagem apresentaram maior teor de compostos fendlicos, maior
atividade antioxidante e um menor teor de metilxantinas quando
comparadas com amostras in natura. Em contrapartida, ndo foram
evidenciadas diferencas significativas nos teores destes metabdlitos
entre folhas de um e seis meses.

2.2 llex paraguariensis

2.2.1 Aspectos botanicos

A espécie arbérea llex paraguariensis A. St. Hilaire
(Aquifoliaceae) foi classificada pelo naturalista francés August Saint
Hilaire, em publicacdo de 1825, nas Memdrias do Museu de Historia
Natural de Paris (CARVALHO, 1994). Esta espécie vegetal se distribui
amplamente pela América do Sul, crescendo em regies subtropicais e
temperadas da Argentina, Brasil, Paraguai e algumas populacGes
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isoladas sdo encontradas também no Uruguai. No Brasil, a erva-mate
ocorre em Minas Gerais e Rio de Janeiro, mas com maior area de
ocorréncia no Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Mato Grosso
do Sul (PIO-CORREA, 1978; CARVALHO, 1994; GIBERTI, 1995;
TORMEN, 1995).

A erva-mate é uma arvore de crescimento lento ou moderado e
de altura varidvel, podendo atingir 25 metros de altura em seu habitat
natural. Em cultivo agricola (Figura 2A), a altura média é de trés a cinco
metros (PIO-CORREA, 1978; CARVALHO, 1994). Quanto a
morfologia, suas folhas sdo simples, alternas, oblongas, estreitas na base
e ligeiramente obtusas no veértice. As bordas sdo denteadas,
especialmente da metade para a extremidade, medindo oito a dez
centimetros de comprimento e quatro a cinco centimetros de largura,
com nervuras salientes, coloragdo verde escura na face adaxial e verde
clara na abaxial (CARVALHO, 1994; GUPTA, 1995). O peciolo é curto
e retorcido e as flores s@o brancas, pequenas, dispostas na regido axilar
das folhas superiores, com quatro pétalas agrupadas em cachos (Figura
2B). Apesar de conter estames e pistilos, as flores sdo imperfeitas
didicas, nas pistiladas os estames ndo produzem poélen e nas estaminadas
0 pistilo aborta (CARVALHO, 1994).

O fruto é uma baga globosa, pequena (4-6 mm de didmetro), de
cor verde quando novo e vermelho-arroxeado quando maduro (Figura
2C). Possui quatro a cinco sementes (Figura 2D). Possui disperséo
zoocdrica, pois € muito apreciado pelos passaros, que disseminam
naturalmente essa espécie (CARVALHO, 1994).

. & z
Figura 2: Aspectos morfoldgicos da erva-mate; A= exemplar adulto, B= folhas
e flores, C= frutos e D= sementes. (Fonte: LORENZI; MATQOS, 2008).
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2.2.2 Aspectos sociais e econémicos

Erva-mate é uma cultura agricola importante no Sul do Brasil,
Paraguai e Argentina, haja vista que suas folhas e ramos séo
principalmente matéria-prima para bebidas e chas, especialmente nas
formas tradicionais de chimarrdo e tereré. A cultura de utilizacdo da
erva-mate, descoberta pelos indios e posteriormente adotada pelos
colonizadores, representa uma expressao cultural forte nas regides onde
é nativo. E estimado que na América do Sul, aproximadamente 30% da
populacdo ingira mais de um litro dessas bebidas por dia (PASINATO,
2004; HECK; DE MEJIA, 2007).

Por sua importancia sociocultural e econdmica, este vegetal
tornou-se a arvore simbolo do Rio Grande do Sul (BRASIL, 1980) e 0
chimarrdo sua bebida simbolo (BRASIL, 2003). Além disso, a erva-
mate também foi oficialmente incorporada a cesta basica desse Estado.
O gaicho tem em seu perfil comportamental o habito de beber
chimarrdo, significando que, para garantir a qualidade de vida, a erva-
mate é um produto de aquisicdo essencial (CARPANEZZI, 1995;
TORMEN, 1995).

Em 1938, o Instituto Nacional do Mate (INM), cuja sede
situava-se no Rio de Janeiro, fazia campanhas de divulgacdo do cha-de-
mate. Algumas empresas tentaram explorar o setor, tendo destaque a
empresa Mate Ledo. Em 1964, o INM foi extinto e, em 1965, foi criado
0 Instituto Brasileiro de Desenvolvimento Florestal (IBDF), onde a
producdo ervateira foi deixada de lado e o foco tornou-se a arrecadacéo
dos incentivos fiscais com a plantagdo de pinus, eucaliptos e outras
espécies. Logo, o IBDF foi extinto e a producdo de erva-mate passou a
ser regida pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovéveis (IBAMA) (TORMEN, 1995).

Até pouco tempo atrads, 0 setor ervateiro dependia quase que
exclusivamente da comercializacdo da erva-mate na sua forma
tradicional de chimarrdo, o que limitava o mercado as regiGes onde é
produzida. Alguns estudos tém sido conduzidos com o intuito de
identificar formas comerciais alternativas para aplica¢do da erva-mate,
visando agregar valor a essa importante matéria prima regional
(VALDUGA, 2002).

Mais recentemente, a indUstria ervateira tem concentrado
esforcos em ampliar o mercado da erva-mate através do langamento de
novos produtos, como 0s compostos de erva-mate e o cha aromatizado.
Nos ultimos anos, iniciou-se também a demanda de maiores quantidades
desta matéria-prima para as industrias quimica e farmacéutica, visando a
producdo de produtos de higiene e beleza que utilizam a esséncia de
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erva-mate para a producdo de diversas formas farmacéuticas e
cosméticas como sabonete liquido, xampus e cremes para pele
(MOSELE, 2002).

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE 2011), a erva-mate foi um dos produtos ndo
madeireiros do extrativismo vegetal que mais se destacaram em 2010
pelo valor da producdo, que chegou a 100,5 milhGes de reais.
Considerando que 99,9% da producédo estd concentrada na Regido Sul,
este valor mostra a importancia econémica da cultura da erva-mate nesta
regido. O volume de producdo chegou a 227.462 toneladas nos ervais
nativos, representando um aumento de 4,3% em relagdo ao ano anterior.
Deste montante, 166.682 toneladas foram produzidas no Parand, 36.274
toneladas em Santa Catarina e 24.231 toneladas no Rio Grande do Sul.
Dos 20 maiores municipios produtores, 15 sdo paranaenses, trés estdo
em Santa Catarina e dois sdo galchos. Juntos sdo responsaveis por
65,7% da producdo nacional.

2.2.3 Metabdlitos secundarios em llex paraguariensis

Os metabdlitos secundarios encontrados na erva-mate sdo as
metilxantinas, cafeina e teobromina (FILIP et al., 1983, 1998;
REGINATTO et al., 1999), os acidos fendlicos, os quais encontram-se
em grande concentragdo nesta espécie vegetal (FILIP et al., 2001; DE
SOUZA et al., 2011), os flavondides rutina, campferol, quercetina e
glicosideos de quercetina (OHEM; HOLZL, 1988; RICCO et al., 1991,
1995; FILIP et al., 2001; DE SOUZA et al., 2011) e as saponinas
triterpénicas derivadas dos acidos ursolico e oleandlico (GOSMANN ;
SCHENKEL; SELIGMANN, 1989; GOSMANN et al, 1995;
KRAEMER et al., 1996; SCHENKEL et al., 1996, 1997; SUGIMOTO
etal., 2009; DE SOUZA et al., 2011).

A seguir serdo abordados aspectos quimicos e farmacoldgicos
das principais classes de metabdlitos secundarios presentes em I.
paraguariensis.

2.2.3.1 Metilxantinas

As metilxantinas sdo constituintes quimicos derivados de bases
plricas, 0s quais possuem nitrogénio heterociclico e apresentam
atividade fisiologica marcante (ATTA-UR-RAHMAN; CHOUDHARY,
1990; RATES, 2007).

A biossintese das metilxantinas, a qual é apresentada
resumidamente na Figura 3, tem como ponto inicial principal a adenina
(SUZUKI et al., 1992; ASHIHARA, 2011). Esta purina contém o anel
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de seis membros da pirimidina fundido com o anel de cinco membros do
imidazol. Em vegetais superiores, 0 metabolismo das purinas tem sido
bastante estudado nas espécies Camellia sinensis e Coffea arabica,
sendo sintetizado nestes vegetais a partir do monofosfato de inosina
(IMP) (Figura 3). A cafeina é sintetizada a partir da xantosina, via 7-
metilxantosina, 7-metilxantina, e teobromina, sendo o grupo doador de
metila 0 SAM (S-adenosilmetionina) (SUZUKI et al., 1992).

As metilxantinas cafeina e teobromina sdo acumuladas pelos
vegetais nos vacuolos, formando complexos com fenilpropandides. No
caso da erva-mate, a associacdo com cafeina é predominantemente
verificada com os &cidos cafeoilquinicos (ACQ) e dicafeoilquinicos.
Waldhauser; Baumann (1996) verificaram que ha correlacdo entre os
teores de cafeina e ACQ, pois a sintese destes apresenta uma forte
interacdo metabolica. Este fato foi verificado através da adicdo de
cafeina em meios de cultura, estimulando a atividade da enzima chave
no processo de formacdo dos fenilpropandides, que é a fenilalanina
amonia liase (PAL). Por outro lado, os autores verificaram também que
a inibicdo desta enzima leva a diminuig&o da sintese de cafeina.
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Figura 3: Rotas biossintéticas provaveis para xantinas em Camellia sinensis,
Coffea arabica e llex paraguariensis adaptadas de COELHO, 2002 Me= CH3.

Plantas de mais de 30 familias sdo conhecidamente produtoras
de metilxantinas. As familias mais conhecidas sdo Aquifoliaceae (llex
paraguariensis), Theaceae (Camellia sinensis), Rubiaceae (Coffea
arabica), Sterculiaceae (Theobroma cacao, Cola nitida) e Sapindaceae
(Paulinia cupana) (ATTA-UR-RAHMAN; CHOUDHARY, 1990).

Na erva-mate, as metilxantinas encontradas sdo cafeina,
teobromina e teofilina (Figura 4). Embora a teofilina tenha sido relatada
em pequenas quantidades por Mazzafera (1994), sua ocorréncia nesta
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espécie é controversa, visto que ndo é confirmada por inimeros outros
autores (BALTASSAT et al, 1984; CLIFFORD & RAMIREZ-
MARTINEZ, 1990; FILIP et al., 1998; REGINATTO et al., 1999;
ATHAYDE et al., 2000).
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Figura 4: Metilxantinas da erva-mate adaptadas de RATES, 2007; Me = CH3

Quanto as propriedades farmacoldgicas das metilxantinas, é
preciso salientar o fato de que a utilizacdo popular da erva-mate nas
formas de infusdo (chimarrdo e cha-mate) ou macerada (tereré) esta
relacionada a presencga desta classe de compostos, uma vez que estas
exercem efeitos de estimulacdo nos sistemas nervoso central,
cardiovascular, renal e digestivo (BLUMENTHAL; GOLDBERG;
BRINCKMANN, 2000; DERMARDEROSIAN, 2001; WICHTL, 2003;
RATES, 2007).

A ingestdo de cafeina é relacionada ao efeito psicoestimulante e
ainda ao desempenho cognitivo (NEHLIG; DAVAL; DEBRY, 1992;
GASIOR et al., 2000; FERRE, 2008). Estudos realizados por Riedel et
al., (1995) e Prediger et al., (2005) mostram que a cafeina reduz o
prejuizo de memoria induzido por escopolamina e melhora o
aprendizado em um modelo animal de déficit de atencéo. Alguns anos
depois, Prediger et al. (2008) concluiram que o extrato hidroalcodlico de
erva-mate também melhorou o aprendizado, devido a alta concentracéo
de metilxantinas no extrato. Estudo realizado por Milioli et al. (2007),
demonstrou efeito antiparkinsoniano do extrato hidroalcodlico de |I.
paraguariensis em alguns modelos animais. Outros trabalhos tém
demonstrado ainda que a ingestéo crénica de cafeina estaria associada a
um menor risco de desenvolver doencas neurodegenerativas como
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Alzheimer e Parkinson (AGUIAR et al.,, 2006; DALL’IGNA et al.,
2007; PREDIGER, 2010).

Santos (2011) investigou a atividade neurofarmacoldgica de
extratos aquosos e hidroetandlicos de I. paraguariensis e verificou um
aumento da atividade locomotora em camundongos apds tratamento
subcrdnico e crénico com extrato hidroetanélico. Embora ndo tenha sido
relacionado estes resultados com o teor de metilxantinas do extrato, o
autor também descreveu que ambos o0s extratos ndo afetaram o processo
de aprendizagem e memaria ap6s tratamento agudo, sendo que o extrato
aquoso foi capaz de prevenir o déficit de memdria induzido por
escopolamina.

2.2.3.2 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos apresentam grande diversidade
estrutural e possuem em sua estrutura um anel aromatico substituido por
um ou mais grupamentos hidroxilas, sendo que o padrdo de substitui¢do
do composto fendlico resultante é determinado pela origem biogenética
dos mesmos (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007).

Na erva-mate, 0s compostos fendlicos tém notavel importancia,
estando presentes nas folhas de erva-mate os flavonoides e os acidos
fenodlicos. Tais compostos apresentam importancia nas propriedades da
planta bem como de seus produtos comerciais quanto a atividades
farmacoldgicas, principalmente atividade antioxidante (RANILLA, et
al., 2010; MACEDO et al., 2011; VALERGA; RETA; LANARI, 2012;
ANESINI et al., 2012)

Amplamente distribuidos no reino vegetal, os flavonoides
representam um dos grupos de compostos fenélicos mais importantes e
diversificados. Frequentemente sdo encontrados oxigenados e
conjugados com acUcares (heterosideos). As principais classes de
flavonoides sdo: flavonas, flavonois, flavanonas, O-heterosideos, C-
heterosideos, antocianos, chalconas, isoflavonoides, biflavonoides, entre
outras. (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).

Os flavonoides descritos para |. paraguariensis sofrem pouca
variagdo estrutural, relacionando-se principalmente a quercetina livre e
seus derivados glicosilados, além da presenca de canferol e rutina
(Figura 5). Cabe salientar ainda que estes metabdlitos encontram-se em
baixas quantidades percentuais nas folhas de erva-mate (RICCO et al.,
1991; FILIP et al., 2001).
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Figura 5: Estrutura quimica dos principais flavonoides encontrados na erva-
mate.

Da mesma forma que os flavonoides, os &cidos fendlicos
apresentam grande diversidade estrutural e sdo amplamente distribuidos
no reino vegetal, sendo classificados como derivados do &cido benzoico
e do acido cindmico. Os acidos p-cumarico, caféico, ferulico e sinaptico
sdo quatro derivados do acido cindmico frequentemente detectados nos
vegetais. Neste grupo, ainda podem ser encontrados 0s ésteres e
heterosideos de &cidos fendlicos e cindmico. Também referidos como
derivados do é&cido fenilacrilico, destacam-se os derivados do acido
caféico, como por exemplo, o acido clorogénico (5-O-cafeoilquinico) e
seus isdmeros, os 4acidos criptoclorogénico, neoclorogénico e
isoclorogénico (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007).

Filip et al. (2001) avaliaram a presenca de compostos fenélicos
e de flavonoides em macerados aquosos de |. paraguariensis e outras
sete espécies sul-americanas do género llex (l. brevicuspis; I. theezans;
I. microdonta; 1. dumosa var. dumosa; |. taubertiana; I. pseudobuxus e
l.argentina), comumente utilizadas como adulterantes da erva-mate.
Através das andlises por CLAE-DAD, os autores encontraram maiores
teores destes compostos em |. paraguariensis, quando comparados as
outras sete espécies. Especificamente para |. paraguariensis foi
detectado uma concentragdo de 9,6% de derivados fendlicos no extrato
seco, com a presenca de acido clorogénico, acido cafeico, acido 3,4-
dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico
(Figura 6) e de 0,06% dos flavonoides rutina, quercetina e kaempferol.
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Figura 6: Estrutura quimica dos &cidos fendlicos majoritarios encontrados na
erva-mate, adaptadas de Heck; De Mejia (2007).

Clifford; Ramirez-Martinez  (1990) prepararam extratos
hidrometandlicos (70%) sob refluxo, e também infusdes de cinco
amostras de folhas de erva-mate obtidas em diferentes paises. Através
das analises por CLAE-UV, os autores verificaram a presenca de acido
clorogénico e dos 4acidos 4-cafeoilquinico, 5-cafeoilquinico e 3,5-
dicafeoilquinico. Dentre as cinco amostras analisadas, o acido 5-
cafeoilquinico foi o composto majoritario em duas amostras, sendo que
nas demais, os compostos detectados em maiores quantidades foram os
acidos clorogénico e 3,5-dicafeoilquinico.

Mazzafera (1997) preparou de acordo com o uso popular,
infusdes de 18 amostras de folhas de I. paraguariensis provenientes de
diferentes locais de cultivo. Embora o autor tenha reportado a presenga
de cafeina, &cido clorogénico e &cido caféico em todas as amostras
avaliadas, grandes variacGes nos teores das mesmas foram evidenciadas
apos as analises por CLAE-UV.

Carini et al. (1998), através de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (CL-EM), determinaram o perfil de compostos
fendlicos em extratos aquosos brutos das folhas de erva-mate. Os
autores identificaram dez compostos, incluindo trés isbmeros naturais do
acido cafeoilquinico  (&cidos neoclorogénico, clorogénico e
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criptoclorogénico), trés isdmeros do acido dicafeoilquinico, rutina e dois
isdbmeros do cafeoil-glicosideo.

Em outro estudo, Bastos et al. (2006) investigaram os teores de
acidos fenolicos (acidos caféico e 5-cafeoilquinico) e de flavonoides
(quercetina, canferol e miricetina) em extratos aquosos de erva-mate,
provenientes de diferentes estagios do seu processamento, por CLAE-
DAD. Os teores dos acidos caféico e 5-cafeoilquinico variaram em
propor¢do inversa com o estagio do beneficiamento. Por outro lado, os
autores ndo detectaram a presen¢a de quercetina, miricetina e canferol
nas amostras avaliadas.

Adicionalmente, em uma investigacao sobre os teores de acidos
fenolicos e de flavonoides em extratos aquosos e etandlicos de folhas
verdes e tostadas de erva-mate, através de EM, Bastos et al. (2007)
identificaram os acidos caféico, quinico, cafeoilquinico, feruloilquinico,
dicafeoilquinico, cafeoil-glicosideo e o flavonoide rutina como os
principais compostos fendlicos. Dois novos compostos foram formados
apo6s o processo de sapeco, os quais foram identificados como acidos
cafeoilchiquimico e dicafeoilchiquimico.

Marques; Farah (2009) analisaram a presenca de derivados
cafeoilquinicos nos extratos aquosos e metandlicos de dois tipos de
amostras de erva-mate (folhas verdes e tostadas) e outras 13 plantas
medicinais, através de CLAE-UV e CLAE-DAD-EM. Os autores
identificaram, pela primeira vez em amostras de |. paraguariensis, 0s
acidos 3-feruloilquinico e 4-feruloilquinico. Adicionalmente, outros sete
derivados cafeoilquinicos (acidos 3-cafeoilquinico, 4-cafeoilquinico, 5-
cafeoilquinico, 5-feruloilquinico, 3,4-dicafeoilquinico, 3,5-
dicafeoilquinico, 4,5-dicafeoilquinico), além do acido cafeico foram
identificados.

No que se refere as propriedades farmacolégicas de |I.
paraguariensis, os compostos fenoélicos estdo relacionados com grande
parte delas (BRAVO et al., 2007). Filip et al. (2000) encontraram nos
extratos aquosos da erva-mate, 0 maior teor de derivados cafeoilquinicos
entre diversas espécies do género llex, havendo correlacdo, destes
teores, com a atividade antioxidante detectada (r°=0,94) através do
ensaio de TBARS (Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico).

Schinella et al. (2000) investigaram as propriedades
antioxidantes do extrato aquoso de |. paraguariensis obtido por infuséo
utilizando diferentes sistemas geradores de radicais livres. Os autores
concluiram que o extrato foi capaz de inibir a peroxidacdo lipidica
enzimatica e ndo enzimatica em microssomas de figado de rato de forma
dose-dependente. O extrato inibiu também a peroxidacdo induzida por
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peroxido de hidrogénio das membranas das células vermelhas
sanguineas e exibiu propriedades de captacdo de radicais em relagdo ao
anion superoxido e ao radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).

Bixby et al. (2005), avaliando a capacidade de captacdo de
radicais livres pelo método do DPPH, encontraram maior atividade
antioxidante para os extratos aquosos de erva-mate em comparacdo ao
cha-verde e cha-preto (Camelia sinensis), marcela (Achyrocline
satureoides) e alguns tipos de vinhos tintos e brancos, sendo esta
atividade diretamente proporcional ao contetido de compostos fendlicos.

Uma potente inibi¢do do estresse oxidativo causado pelas ERO
para o figado e o coracdo foi demonstrada para extratos de erva-mate.
Schinella et al. (2005) verificaram que a administracdo do extrato
aquoso de erva-mate preparado por infusdo diminuiu a oxidacdo lipidica
no coracao, protegendo o miocardio de danos fisiol6gicos naturais.

2.2.3.3 Saponinas

A estrutura quimica das saponinas consiste basicamente de duas
porcGes, uma denominada de sapogenina ou aglicona, com caracteristica
lipofilica, que pode ser triterpénica ou esteroidal, e outra com carater
hidrofilico, que é composta por acucares. A classificacdo em saponinas
monodesmosidicas e bidesmosidicas originou-se da possibilidade de o
acucar estar ligado a um ou dois sitios de glicosilagdo, respectivamente
(SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE, 2007).

Para |. paraguariensis séo relatadas 27 saponinas triterpénicas,
nas quais a parte glicosidica é composta por glicose, ramnose, xilose e
arabinose. Diferentemente das saponinas das demais espécies sul-
americanas do género, as quais sdo predominantemente derivadas do
acido 19a-hidroxi-ursolico, as saponinas das folhas desta espécie
apresentam exclusivamente agliconas dos acidos ursélico e oleandlico,
sendo possivel assim diferencia-las das demais espécies (GOSMANN;
SCHENKEL; SELIGMANN, 1989; MONTANHA, 1990; GOSMANN
et al.,, 1995; KRAEMER et al.,, 1996; SCHENKEL; MONTANHA;
GOSMANN, 1996; DE SOUZA et al., 2011).

A primeira saponina das folhas de 1. paraguariensis,
denominada matessaponina-1, foi isolada e identificada por Gosmann,
Schenkel e Seligmann (1989). No ano seguinte Montanha (1990) isolou
e identificou outras seis saponinas denominadas J1a, J1b, J2a, J2b, J3a e
J3b. Outros trés glicosideos triterpénicos foram isolados das folhas e
identificados por Gosmann et al. (1995) sendo denominadas
matessaponinas-2, 3 e 4. Posteriormente Kraemer et al. (1996) isolaram
e identificaram a saponina mais polar desta espécie, com seis unidades
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monossacaridicas, denominada matessaponina-5, a qual encontra-se em
concentracBes baixas nas folhas. Martinet et al. (2001) identificaram
duas saponinas minoritarias, denominadas guaiacina B e nudicaucina C,
as quais sdo formas isoméricas das matessaponinas 1 e 2,
respectivamente. A diferenca reside na natureza da aglicona dessas
saponinas, as quais apresentam o &cido oleandlico ao invés do écido
ursélico como sapogenina (Quadro 1).

Sugimoto et al. (2009) isolaram trés glicosideos triterpénicos
das folhas de I. paraguariensis os quais foram identificados como
mateglicosideo A, mateglicosideo B e mateglicosideo C. Recentemente,
De Souza et al. (2011) em uma andlise por EM identificaram as
saponinas ja descritas na literatura e ainda novas saponinas, incluindo
diversos isémeros. Os autores constataram que este isomerismo pode
ocorrer tanto na aglicona quanto no agucar.
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Quadro 1: Estrutura quimica das matessaponinas, adaptadas de Coelho (2002).

Aglicona

Acido ursélico

Saponinas

H1

RZ

Matessaponina 1

B-D-glicopiranasil (1-s3 )-0-L-arabinopiranasil

B-D-glicopiranosil

Matessaponina 2

B-D-glicopiranosil(1—3)-[a-L-
ramnopiranosil(1 —2))arabinopiranosil

[B-D-glicopiranosil

Matessaponina 3

B-D-glicopiranosil(1—3)- a-L-arabinopiranasil

B-D-glicopiranasil( 1 —8)-B-D-
glicopiranasil

Matessaponina 4

[B-D-glicopiranosil(1—3)-[a-L-
ramnopiranosil{1—2)arabinopiranosil

B-D-glicopiranosil( 1—8)-3-D-
glicopiranasil

Matessaponina §

B-D-glicopiranosil(1—3)-[a-L-
ramnopiranosil(1 —2))arabinopiranosil

B-D-glicopiranasil( 1—4)-a-L-
ramnopiranosil(1—8)-B-D-
glicopiranasil
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

- Avaliar a influéncia da intensidade luminosa e da idade das
folhas nos teores de metilxantinas, acido clorogénico e fendlicos totais
em llex paraguariensis e sua relagdo com a atividade captadora de
radicais livres.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a influéncia da intensidade luminosa em condic¢des
naturais e da idade das folhas nos teores de metilxantinas em individuos
de uma mesma populagdo de llex paraguariensis.

- Avaliar a influéncia da intensidade luminosa e da idade das
folhas nos teores de acido clorogénico e fendlicos totais em individuos
de uma mesma populagdo de llex paraguariensis.

- Avaliar a influéncia da intensidade luminosa e da idade das
folhas na atividade captadora de radicais livres e correlacionar a
atividade detectada com a composicdo quimica dos extratos de llex
paraguariensis.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal

Foram coletadas folhas de onze individuos de uma populagéo
nativa de llex paraguariensis situada no municipio de Chapeco, oeste do
Estado de Santa Catarina (27° 08' 48" S; 52° 37' 01" W). Destes, cinco
individuos estavam expostos diretamente ao sol, enquanto 0s outros seis
se encontravam naturalmente sombreados pela cobertura de outras
plantas dos estratos superiores da floresta. A intensidade de
luminosidade (radiagdo fotossinteticamente ativa) foi avaliada através de
um luximetro LD-209 Instrutherm®. Foram feitas trés medicdes em dias
diferentes ao longo do ano (outubro de 2010, janeiro de 2011 e julho de
2011). O material vegetal foi coletado no més de outubro de 2010 e
separados pela idade em folhas de brotagdo (da gema ao terceiro no),
folhas de dois meses (do quarto ao oitavo no) e folhas de seis meses (do
nono n6 em diante). As amostras foram congeladas, liofilizadas, moidas
em moinho de facas e armazenadas em dessecador até a realizacdo do
processo de extracao.

4.2 Obtengao dos extratos aquosos de llex paraguariensis

Os extratos de todas as amostras de folhas de erva-mate foram
preparados através de infusdo aquosa, para mimetizar a mais tradicional
forma de uso desta bebida. Cinco gramas de folhas secas foram
extraidas com 100 ml de agua destilada (90°C) por 20 minutos. Todos
os extratos foram filtrados, os volumes ajustados para 100 ml com agua
destilada e entdo foram congelados até 0 momento da realizacdo das
andlises.

4.3 Determinacao do residuo seco

A determinacéo do residuo seco foi realizada de acordo com a
Farmacopéia Brasileira 5% Edicdo (Farmacopéia Brasileira, 2010), com
pequenas modifica¢bes, com o intuito de se conhecer a concentracao dos
extratos avaliados. Aliquotas de 2,0 mL de cada extrato foram
transferidas para pesa-filtros previamente dessecados e pesados. Apds
pesagem em balanga analitica, os pesa-filtros foram colocados para
dessecar em estufa a 105°C (z 3°C), por trés horas. Apos resfriamento
em dessecador, os pesa-filtros foram novamente pesados e retornaram
para a estufa por mais 30 minutos. Este procedimento foi repetido até
atingir peso constante. O residuo seco foi calculado em termos de massa
restante sobre o volume inicial. O procedimento foi realizado em
triplicata.
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4.4 Analise dos teores de metilxantinas e acido clorogénico por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de
arranjo de diodos (CLAE-DAD)

As andlises quantitativas de cafeina, teobromina e &cido
clorogénico nos extratos das folhas de erva-mate foram realizadas em
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia PerkinElmer® Série 200,
equipado com detector de UV por arranjo de diodos, bomba quaternéria,
desgaseificador on line e amostrador automatico. Os dados foram
adquiridos através do software Chromera® Workstation. O volume de
injecdo utilizado para todas as analises foi de 20 pL sob a temperatura
de 24°C (+ 2°C). Para a analise das metilxantinas, a separagdo foi
realizada em uma coluna Brownlee® Choice Cg (150 x 4.6 mm i.d.;
5um) PerkinElmer® e a fase mével utilizada foi uma mistura metanol e
uma solucdo aquosa de hidréxido de amonio a 0,2% nas proporgdes de
20:80 v/v respectivamente, a um fluxo constante de 0,9 mL min™. Para a
andlise do &cido clorogénico, a separacdo foi realizada em uma coluna
Brownlee® Choice Cys (250 X 4.6 mm i.d.; 5um) e a fase mével
consistiu de um gradiente combinando acetonitrila (A) e solu¢do aquosa
de &cido acético 1%, com pH ajustado para 3.0 (B) nas seguintes
condicdes: 0-25 minutos, gradiente linear de A-B (8:92 v/v) para A-B
(10:90 v/v); 25-35 minutos, isocratico A-B  (10:90 v/v). A fase movel
foi preparada diariamente e desgaseificada atraves de sonicacdo antes da
utilizacdo. Os cromatogramas foram adquiridos no comprimento de
onda de 280 e 320 nm para metilxantinas e &cido clorogénico,
respectivamente, enquanto os espectros de UV foram monitorados na
faixa de 200 - 450 nm. Os picos foram caracterizados através da
comparacao do tempo de retencdo, pelo espectro de UV das substancias
de referéncia, e através de co-injecdo com substancias de referéncia. As
solucdes padrédo para confeccdo da curva analitica foram preparadas em
diferentes faixas: Cafeina, 0,625-400 pg.mL™, teobromina, 0,312-75
pg.mL™ e é4cido clorogénico 0,625-50 pg.mL™. Os extratos foram
analisados a uma concentracdo de 2,0 mg.mL™ para a analise de
metilxantinas e a 4,0 mg.mL™ para a analise do &cido clorogénico.
Todas as anélises foram realizadas em triplicata. As quantificacGes
foram realizadas através de trés curvas de calibragdo de sete pontos na
faixa acima descrita, com valores de coeficiente linear (r%) maiores que
0,999. Os resultados foram expressos em miligramas do composto por
grama de extrato (mg composto . g E).
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4.5 Analise dos teores de fendlicos totais

A determinacdo do teor de fendlicos totais (TFT) foi realizado
de acordo com a metodologia descrita por Medina (2011 a,b) a qual ¢é
baseada na interacdo direta entre polifendis com o sal de diaz6nio Fast
Blue BB. Foram preparadas sete solugdes aquosas de acido clorogénico
na faixa de 10-150 pg.mL™ e a 1,0 mL de cada uma foram adicionadas
aliquotas de 0,10 mL do reagente Fast Blue BB a 0,1%. Os tubos foram
homogeneizados por um minuto e aliquotas de 0,10 mL de NaOH 5%
foram adicionados em todos os tubos. A reacdo permaneceu a
temperatura ambiente (24 + 2°C) por 90 minutos e as absorbancias
foram medidas a 420 nm em espectrofotdbmetro Lambda 25 UV/Vis,
PerkinElmer® no intuito de se obter a curva analitica (r* = 0,999). O TFT
dos extratos de |. paraguariensis foi obtido através do procedimento
descrito acima, exceto pelo fato de que cada amostra foi analisada frente
a um branco contendo somente a amostra para medir a interferéncia a
420 nm de compostos naturais nao-fendlicos. As analises foram
realizadas em ftriplicata e os resultados foram expressos como
miligramas equivalentes de &cido clorogénico por grama de extrato (mg
EAC.g'E).

4.6 Capacidade de captacdo de radicais livres

A capacidade de captacdo de radicais livres foi realizada de
acordo com o método do DPPH previamente descrito por Brand-
Williams et al. (1995). Brevemente 100 uL de quatro concentracBes
diferentes de cada extrato foram adicionados a 3,90 mL de uma solucéo
metandlica de DPPH (60 uM). As absorbancias foram medidas a 515
nm em espectrofotdmetro Lambda 25 UV/Vis, PerkinElmer®. A
porcentagem de DPPH residual foi calculada e plotada frente a
concentracdo da amostra no intuito de se obter os valores de ECs, a qual
é definida como a concentracdo antioxidante necessaria para reduzir em
50% a concentracdo inicial de DPPH, e foi expressa em g de extrato por
grama de DPPH (g.g DPPH™). O 4cido clorogénico foi utilizado como
controle positivo. As analises foram realizadas em triplicata.

4.7 Validagdo dos procedimentos analiticos

Os procedimentos analiticos foram validados de acordo com
Cass; Degani (2001) e ICH (2005). Os parametros avaliados foram
especificidade, linearidade, exatiddo, preciséo (repetibilidade e preciséo
intermediaria), limite de quantificacdo (LQ) e limite de deteccdo (LD).
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4.8 Analise estatistica

Os dados estdo expressos como valores das médias + desvio
padrdo. Para a determinacdo dos valores de ECs,, foram usadas
regressdes lineares obtidas de curvas dose-resposta. Diferencas entre 0s
tratamentos foram comparadas por Analise de varidncia (ANOVA de
duas vias), considerando a intensidade luminosa e a idade das folhas
como fatores independentes e fixos, seguida por Teste de Tukey (a =
0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validacdo dos procedimentos analiticos por CLAE

A validagdo de métodos analiticos é parte essencial no
desenvolvimento destes, fornecendo uma evidéncia documentada de que
0 método é confidvel para aquilo que se aplica (LANCAS, 2008). Neste
trabalho, por se tratar de métodos analiticos que empregam matrizes
vegetais, a validagdo consistiu em uma série de procedimentos onde 0s
pardmetros avaliados foram especificidade, linearidade, exatidéo,
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), limite de
guantificacdo e limite de detec¢do (CASS; DEGANI, 2001; ICH, 2005).
Os parédmetros avaliados estiveram de acordo com o preconizado pela
literatura (Tabela 1).
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Tabela 1: Parametros validados nos métodos analiticos por cromatografia liquida de alta eficiéncia para quantificagao de cafeina,
teobromina e acido clorogénico em extratos aquosos de . paraguariensis.

Precisdo® i
Exatid&o®

- Precis&o (Recuperag&o) LQ° LD*
1 _ _
Composto Repetibilidade intermediaria (MgmLY  (ugmL?
Média D.P.R.  Média D.P.R. Média D.PR.
(MgmLY) (%) (gmLh) (%) (%) (%)

0,625 3,96
Cafeina 100,00 0,97 100,00 1,52 99,8 1,74 0,625 0,10
400,00 1,35
0,3125 4,08
Teobromina 15,00 1,26 15,00 0,87 101,3 1,33 0,3125 0,10
75,00 1,85
Acido 0,625 3,05
Clorogénico 15,00 1,12 15,00 1,64 100,9 1,97 0,625 0,3125
50,00 2,31

& Limite: Desvio Padrdo Relativo (D.P.R.) < 5%

> A porcentagem de recuperacdo foi determinada através da injecdo em triplicata de amostras contaminadas com solucdes de
referéncia.

° LQ = limite de quantificacdo; LD = limite de detec¢io
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5.2 Teores de metilxantinas em llex paraguariensis

Nas condicbes cromatograficas empregadas para analise das
metilxantinas, teobromina e cafeina apresentaram tempos de retencao de
3,1 e 9,1 minutos, respectivamente. A figura 7 apresenta o
cromatograma de metilxantinas em folhas de brotacdo da amostra dois
de I. paraguariensis. Cabe ressaltar que, de acordo com a maioria dos
trabalhos existentes na literatura (BALTASSAT et al., 1984,
CLIFFORD & RAMIREZ-MARTINEZ, 1990; FILIP et al., 1998;
REGINATTO et al., 1999; ATHAYDE et al., 2000; COELHO et al.,
2007), a teofilina ndo foi detectada em nenhuma das amostras
analisadas.
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Figura 7: Cromatograma do extrato aquoso das folhas de brotagdo da amostra
2 de I. paraguariensis (2 mg.mL-1) por CLAE-DAD com detec¢do em 280 nm.
1 = Teobromina; 2 = Cafeina
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A analise dos dados permite afirmar que ha grande
variabilidade nos teores de cafeina e teobromina de cada individuo
analisado nesta populacdo de I. paraguariensis, tanto para os que estdo
expostos a alta intensidade luminosa (Apéndice 1), quanto aqueles que
encontram-se sombreados (Apéndice 2). Isto pode ser claramente
exemplificado pelos individuos dez e onze, cujos teores de cafeina em
folhas de brotacdo sdo de 133,98 e 46,71 mg.g”, respectivamente.
Comparando-se os teores de teobromina nas mesmas folhas de brotacéo,
nestes mesmos individuos, também foi possivel verificar esta
variabilidade, porém o individuo dez apresentou o menor teor (3,07
mg.g™), enquanto o individuo 11 apresentou o maior teor entre 0s
individuos, o qual foi de 18,15 mg.g™. Athayde et al. (2007) também
observaram uma alta amplitude dos teores de metilxantinas entre
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individuos de uma mesma populacdo de erva-mate e também entre
diferentes populages. Em alguns casos, a variacdo detectada pelos
autores entre os teores de cafeina de plantas da mesma populagéo
chegou a mais de 100 vezes.

Do ponto de vista estatistico, através da analise empregada
(ANOVA de duas vias e Teste de Tukey) pode-se verificar que a
intensidade da luminosidade ndo exerce influéncia estatisticamente
significativa (P > 0.05) nos teores de cafeina, teobromina e
metilxantinas totais (Figuras 8, 9 e 10).
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Figura 8: Gréfico da média dos teores de cafeina dos extratos aquosos das
folhas de diferentes idades de todos os individuos. Letras diferentes indicam
diferencas significativas (Teste de Tukey, P < 0.05).
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Figura 9: Gréfico da média dos teores de teobromina dos extratos aquosos
das folhas de diferentes idades de todos os individuos. Letras diferentes
indicam diferengas significativas (Teste de Tukey, P < 0.05).
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Figura 10: Gréafico da média dos teores de metilxantinas totais dos extratos
aquosos das folhas de diferentes idades de todos os individuos. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (Teste de Tukey, P < 0.05).

Os dados da literatura neste sentido sdo controversos, uma vez
gue Dartora et al. (2011) relataram teores mais altos de teobromina e
cafeina em folhas expostas ao sol quando comparadas as sombreadas.
Por outro lado, Mazzafera (1994) comparando as folhas de um mesmo
individuo de erva-mate verificou que as folhas mais sombreadas
apresentam teores mais elevados de metilxantinas. Coelho et al. (2007)
em um experimento envolvendo sombreamento artificial de I.
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paraguariensis evidenciou um aumento significativo nos teores de
teobromina quando comparadas as plantas expostas a luminosidade.
Neste mesmo estudo, os autores também avaliaram os efeitos da
luminosidade nos teores de metilxantinas em individuos sombreados
naturalmente, e verificaram nestas plantas, um aumento significativo de
cafeina com o sombreamento. Adicionalmente, Esmelindro et al. (2004)
encontraram diferencgas significativas entre os teores de metilxantinas,
sendo que amostras de folhas que recebiam baixa intensidade luminosa
apresentaram os maiores teores destes metabolitos.

Os dados obtidos em nosso estudo ndo confirmam as
proposicdes destes autores citados anteriormente, as quais podem ser
embasadas na teoria do balango entre carbono/nutrientes proposta por
Bryant et al. (1983), com excecdo do estudo de Dartora et al. (2011). De
acordo com esta teoria, condicBes ambientais capazes de limitar a
fotossintese diminuem a producdo de substéncias ndo-nitrogenadas,
enquanto a producdo de substancias nitrogenadas é favorecida. O
interior das florestas, onde o sombreamento das &rvores dos estratos
superiores diminui a intensidade de luz disponivel para as plantas nos
estratos intermedidarios e inferiores, & uma das situacdes onde se verifica
estas condi¢cbes ambientais desfavoraveis. Entretanto, este fato ndo é
observado para diversas espécies vegetais, sendo que em alguns casos, 0
teor de substancias como os alcaloides, pode aumentar em condicfes de
maior luminosidade (JANSEN; STAMP, 1997; RALPHS et al., 1998;
HAGELE; ROWELL-RAHIER, 1999).

Por suas caracteristicas biologicas e ecoldgicas, a erva-mate é
considerada uma planta tolerante a sombra (FLOSS, 1994; COELHO;
MARIATH, 1996; COELHO et al. 2000). As espécies tolerantes a
sombra apresentam uma série de adaptagdes as condigBes de sub-
bosque, incluindo as suas defesas contra insetos desfolhadores (COLEY,
1987). Coelho et al. (2007) verificaram que um aumento acentuado
(ecologicamente significativo) de cafeina e teobromina ocorre somente a
partir de um determinado nivel de sombreamento.

Por outro lado, a idade das folhas demonstrou exercer influéncia
significativa nos teores de cafeina e metilxantinas totais (P < 0.05),
embora ndo para a teobromina. Analisando-se a média do conjunto de
todos os individuos, fica evidente que had uma tendéncia de diminuicéo
na produgdo de cafeina e metilxantinas totais ao longo do tempo, uma
vez que os teores sdo menores em folhas de seis meses, intermediérios
em folhas de dois meses e maiores em folhas de brotacdo. Apesar de
apresentarem esta tendéncia de diminuicdo, diferencgas significativas
nestes teores foram evidenciadas apenas entre folhas de brotacdo e de
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seis meses. Ja a teobromina ndo segue 0 mesmo padrdo, pois teores mais
elevados séo encontrados em folhas de dois meses (Figura 9).

A influéncia da idade e desenvolvimento da planta no teor de
metabdlitos produzidos, assim como nas proporcdes relativas destes
constituintes quimicos ja foi demonstrada por diversos autores, para
diferentes espécies vegetais (BOWERS; STAMP, 1993; HENDRIKS et
al., 1997; HOFT; VERPOORTE; BECK, 1998; DOAN; ERVIN;
FELTON, 2004). Apesar de Hartmann (1996) afirmar que tecidos mais
novos geralmente possuem maior taxa biossintética de metabdlitos, é
importante enfatizar também, que embora a atividade metabdlica seja
elevada em periodos de crescimento tecidual rapido, frequentemente ha
uma correlacdo inversa com a producdo de aleloquimicos (LILOV;
ANGELOVA, 1987; WATERMAN; MOLE, 1989).

Em que pese a influéncia da idade seja bastante descrita para
outras espécies, ndo hd uma conclusdo geral aplicavel a todas as
espécies vegetais, e nem estudos suficientes neste sentido com a espécie
I. paraguariensis. Alguns autores ja demonstraram a influéncia da idade
das folhas na erva-mate. Mazzafera (1994) além de encontrar teores
mais elevados de metilxantinas em folhas sombreadas, também
encontrou teores mais elevados de cafeina em folhas mais novas.
Esmelindro et al. (2004) encontraram um teor significativamente maior
de cafeina e teobromina em folhas com seis meses em relagdo & folhas
mais velhas. Mais recentemente, Dartora et al. (2011) avaliaram
amostras de I. paraguariensis submetidas a diferentes condigdes de
crescimento, tratamento e idade quanto aos teores de metilxantinas. Os
resultados ndo evidenciaram diferengas significativas nos teores de
metilxantinas entre folhas de brotacdo e seis meses.

Alguns estudos com erva-mate existentes na literatura
avaliaram a influéncia da época de colheita no teor de metilxantinas.
Schubert et al. (2006) encontram contetdos significativamente elevados
de metilxantinas na primavera e inicio do verdo. Resultados semelhantes
foram obtidos por Coelho et al. (2001), ao analisarem amostras de 1.
paraguariensis coletadas no estado do Parand em duas épocas
diferentes.

Coelho; Mariath (1996) constataram que a principal brotagéo
em |. paraguariensis ocorre em fins de setembro e outubro, sendo que
em algumas plantas, pode ocorrer uma brotacéo entre fevereiro e margo.
Os resultados obtidos por Athayde (2000), Coelho et al. (2001) e
Schubert et al. (2006), podem ser explicados, em parte, pela idade das
folhas, ja que resultados experimentais indicam que a biossintese de
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cafeina em llex ocorre somente em folhas jovens (ASHIHARA, 1993).
Dessa forma, os altos teores de metilxantinas identificados no verdo
podem ser atribuidos as folhas jovens, em desenvolvimento, pois 0s
resultados do final de outono e inverno podem indicar folhas mais
velhas, maduras, e com baixa atividade biossintética. Os dados
apresentados em nosso trabalho corroboram esta teoria, uma vez que 0s
teores de cafeina e metilxantinas totais apresentaram uma significativa
reducdo com o envelhecimento das folhas.

Dessa forma, a idade das folhas, pode influenciar as
caracteristicas da matéria-prima e por consequéncia, de seus produtos
industrializados.

5.3 Teores de acido clorogénico em llex paraguariensis

A figura 11 apresenta o cromatograma do extrato aquoso das
folhas de brotacdo da amostra dois de I. paraguariensis. O 4&cido
clorogénico, cujo tempo de retengdo foi de 13,0 min, foi detectado em
todas as amostras analisadas neste trabalho, entretanto, em algumas
delas apresentou teores abaixo do limite de quantificacdo (Apéndices 1 e
2). Também é possivel visualizar no cromatograma (Figura 11), a
existéncia de um pico com tempo de retencdo de 7,1 minutos, cujo
espectro na regido UV é caracteristico de &cido fendlico, o qual é
majoritario em relacdo aos demais picos detectados no cromatograma.
Embora o acido clorogénico seja apontado como responsavel por
inimeras atividades farmacoldgicas da erva-mate, nossos dados
permitem questionar a escolha do 4&cido clorogénico, por diversos
autores, como marcador quimico da espécie (ANESINI; FERRARO;
FILIP, 2006; PRUDENCIO et al., 2012; ANESINI et al., 2012).
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Figura 11: Cromatograma do extrato aquoso das folhas de brotacdo da amostra
2 de |. paraguariensis (4 mg.mL™) por CLAE-DAD com detecgdo em 320 nm.
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A andlise dos dados permite afirmar que ha grande
variabilidade nos teores de acido clorogénico de cada individuo
analisado, com excegdo das folhas de dois meses de idade, cujos teores
de acido clorogénico variaram em uma faixa menor que as de brotacéo e
seis meses. Esta variabilidade manifestou-se tanto para os individuos
gue estdo expostos a alta intensidade luminosa (Apéndice 1), quanto
aqueles que se encontram sombreados (Apéndice 2). O teor de écido
clorogénico em folhas de seis meses de idade no individuo um, por
exemplo, foi de 0,59 mg.g™, enquanto o individuo dois apresentou teor
de 10,60 mg.g™, o que significa um teor quase 20 vezes superior.

Outros autores ja reportaram esta variabilidade no teor de 4cido
clorogénico em amostras de erva-mate. Clifford; Ramirez-Martinez
(1990) verificaram que entre as amostras de folhas oriundas de diversos
paises, o acido 5-cafeoilquinico foi o composto majoritario em duas
amostras, sendo que nas demais, 0s compostos detectados em maiores
guantidades foram os &cidos clorogénico e 3,5-dicafeoilquinico.
Mazzafera (1997), ao preparar infusdes de 18 amostras de folhas de I.
paraguariensis provenientes de diferentes locais de cultivo, evidenciou
grandes variacdes nos teores de cafeina, acido clorogénico e acido
caféico em todas as amostras avaliadas.

A questdo da influéncia da luminosidade no teor de &cido
clorogénico presente nas folhas de I. paraguariensis ja foi estudada por
Heck et al. (2008) e Dartora et al. (2011). Heck et al. (2008)
encontraram um aumento significativo no teor deste metabdlito em
amostras cultivadas na forma de monocultura, ou seja, diretamente
expostas ao sol em relacdo as cultivadas sob vegetacdo. Resultados
semelhantes foram verificados por Dartora et al. (2011), os quais
encontraram um aumento da producdo de &cido clorogénico e seus
derivados em todas as amostras submetidas a alta incidéncia de
luminosidade em relacdo a amostras sombreadas, comparando ainda a
influéncia da luminosidade em amostras in natura, secas e tostadas e em
folhas jovens e maduras.

No que tange a influéncia da luminosidade nos teores de acido
clorogénico em outras espécies, Oh et al. (2009) encontrou um aumento
significativo nestes teores em amostras de alface submetidas a alta
intensidade de luminosidade. Todos estes resultados corroboram uma
correlacdo ja bem estabelecida na literatura entre compostos fendlicos e
luminosidade (WATERMAN & MOLE, 1994; CUADRA,;
HARBORNE; WATERMAN, 1997; TATTINI et al., 2004).
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Entretanto, a andlise dos dados obtidos em nosso trabalho ndo
permite inferir que a intensidade da luminosidade exerce influéncia
significativa (P > 0.05) nos teores de acido clorogénico (Figura 12). Este
fato talvez possa ser justificado pelo ndmero pequeno de amostras
avaliadas e pela grande variabilidade dos teores encontrados entre estes
individuos (Apéndices 1 e 2).
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Figura 12: Gréafico da média dos teores de acido clorogénico dos extratos
aquosos das folhas de diferentes idades de todos os individuos. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (Teste de Tukey, P < 0.05).

Por outro lado, a analise estatistica evidenciou que a idade das
folhas exerce influéncia significativa (P < 0.05) no teor de 4cido
clorogénico. E possivel observar que ha uma tendéncia de aumento na
producdo de &cido clorogénico do segundo para o sexto més de
desenvolvimento, sendo estatisticamente significativo (P < 0,05) para os
individuos expostos a alta luminosidade, embora 0 mesmo nédo seja
verificado para os sombreados.

5.4 Teores de compostos fendlicos totais em llex paraguariensis

A determinac@o dos teores de compostos fendlicos totais nos
extratos aquosos de erva-mate foi realizada através do método do Sal de
diazbnio Fast Blue BB, desenvolvido recentemente por Medina
(2011a,b). Este método é rapido e simples e esta fundamentado na
ligacdo de compostos fendlicos com o sal de diazénio resultando na
formagdo de complexos “azo”. O sal Fast Blue BB contem um grupo
diazénio, onde o nitrogénio é retido na ligacdo com o grupo ativador (—
OH) do composto fendlico. Este acoplamento ocorre em solugdes
levemente alcalinas onde os fenolicos podem ser convertidos a ions
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fendxido. A Figura 13 mostra como ocorre este acoplamento nos acidos
caféico e clorogénico.

Em relacdo ao método de Folin and Ciocalteau (1927), o qual é
a técnica mais descrita na literatura para a determinacdo de compostos
fendlicos totais, o método utilizado em nosso trabalho tem como
vantagem a ndo interferéncia de compostos ndo fendlicos e substancias
redutoras (acido ascorbico, glicose, frutose, sulfitos) comumente
presentes em frutas, vegetais, sucos e aditivos alimenticios.
Adicionalmente, alguns aminoacidos (tirosina e triptofano) e proteinas
também formam a coloragdo azul com o reagente de Folin-Ciocalteau
(PETERSON, 1979, 1983).
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Figura 13: Interagdes propostas entre o sal Fast Blue BB e os &cidos fendlicos,
caféico e clorogénico em solugdo tampdo NaOH, adaptado de Medina (2011b).
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Os resultados obtidos demonstram uma alta concentracdo de
compostos fenolicos nas amostras de erva-mate avaliadas, confirmando
0s inumeros dados existentes na literatura, 0s quais reportam elevados
teores destes compostos, principalmente derivados cafeoilquinicos. Filip
et al. (2001) encontraram maiores teores destes compostos em |I.
paraguariensis, quando comparados as outras sete espécies, tendo sido
detectada uma concentracdo de 9,6% de derivados fendlicos no extrato
seco e de 0,06% de flavonoides. Marques; Farah (2009) demonstraram
que em erva-mate hd em média 55% de derivados cafeoilquinicos nas
folhas verdes e 73% nas folhas tostadas além de haver semelhanca entre
0s teores destes compostos nos extratos aquosos e nos extratos
metandlicos. Adicionalmente, Bracesco et al. (2003) encontraram uma
concentracdo de compostos fendlicos trés vezes superior ao teor destes
compostos em cha-verde.

Por outro lado, os resultados mostram que igualmente ao que
ocorre com os teores de metilxantinas e de &cido clorogénico, ha grande
variabilidade nos teores de compostos fendlicos nas plantas quando
analisadas individualmente. E possivel observar que tanto para o grupo
de individuos sombreados (Apéndice 2) quanto para aqueles expostos a
alta intensidade luminosa (Apéndice 1) ocorrem variacOes de até trés
vezes no teor de fenodlicos totais. Esse perfil fica evidente quando
comparamos as folhas de seis meses dos individuos dois e trés de I.
paraguariensis, expostos a maior luminosidade, cujos teores sdo de
217,52 e 75,27 mg g, respectivamente.

Ainda analisando as plantas individualmente, verifica-se para
todos os individuos expostos a alta luminosidade (Apéndice 1), uma
reducdo nos teores de compostos fendlicos ao longo do tempo de
desenvolvimento das folhas. J& os individuos sombreados (Apéndice 2),
ndo apresentam 0 mesmo comportamento, pois embora 0s exemplares
oito, dez e 11 demonstrem diminui¢do nos teores destes metabdlitos, os
individuos seis, sete e nove possuem um aumento nos teores de
fendlicos totais em folhas de dois meses, sendo que 0s menores teores
sdo encontrados em folhas mais velhas (seis meses).

Entretanto, quando avaliamos a média do conjunto de todos o0s
individuos, fica evidente que h& uma diminuicdo na producdo de
compostos fendlicos ao longo do tempo, uma vez que 0s teores S&o
maiores em folhas de brotacdo, intermediarios em folhas de dois meses
e menores em folhas de seis meses (Figura 14). Sendo assim, a idade das
folhas exerce influéncia significativa (P < 0.05) nos teores de fendlicos
totais, enquanto a intensidade da luminosidade nédo exerce tal influéncia
(P > 0.05).
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Figura 14: Gréfico da média dos teores de fenolicos totais dos extratos aquosos
das folhas de diferentes idades de todos os individuos. Letras diferentes indicam
diferencas significativas (Teste de Tukey, P < 0.05).

A influéncia da luminosidade no teor de compostos fendlicos
presentes nas folhas de |. paraguariensis ja foi estudada por alguns
autores, sendo que os resultados, novamente ndo sdo confirmados em
nosso trabalho. Rachwal et al. (2000), inferiram que a quantidade de
compostos fendlicos na erva-mate diminui com o aumento do
sombreamento. Em um experimento com sombreamento artificial, os
autores encontraram uma diminuicdo significativa de dez por cento nos
teores de compostos fendlicos quando a intensidade luminosa foi
reduzida em 38%. Comparando os teores de acidos fendlicos em
amostras diretamente expostas ao sol, cultivadas sob a forma de
monocultura, em relacdo as cultivadas sob vegetacdo nativa, Heck et al.
(2008) também encontraram um aumento significativo no teor de acidos
fendlicos. Da mesma forma, Dartora et al. (2011) também obtiveram
resultados semelhantes avaliando amostras de 1. paraguariensis
submetidas a diferentes condicGes de crescimento, tratamento e idade.
Os resultados encontrados pelos autores mostraram que 0s extratos
aquosos das plantas da populagéo cultivada sob a forma de monocultura,
diretamente exposta ao sol, exibiram teores superiores de compostos
fendlicos quando comparadas com amostras da popula¢do sombreada.

No entanto, Dartora et al. (2011) ndo evidenciaram diferencas
significativas nos teores de compostos fendlicos entre folhas de um e
seis meses, contrariando novamente os resultados obtidos neste trabalho,
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onde ha uma diminuicdo significativa (P < 0.05) nos teores destes
metabolitos entre folhas de brotacdo e folhas de seis meses.

Chama a atencgéo o fato de que os dados permitem observar uma
relacdo inversa entre os teores de acido clorogénico e fendlicos totais em
relacdo a idade das folhas. Enquanto o &cido clorogénico apresenta um
aumento, o teor de fendlicos totais reduz ao longo do tempo.

Outro aspecto a ser abordado € o fato de Waldhauser; Baumann
(1996) terem demonstrado uma interacdo metabdlica na sintese de
cafeina e dos ACQ e dicafeoilquinicos, através de uma correlacdo
significativa encontrada entre os teores destas substancias. Nossos
resultados demonstraram nao haver correlagdo (P > 0,05) entre os teores
de cafeina e &cido clorogénico nas amostras avaliadas. Entretanto, esta
correlacdo se apresenta diretamente significativa (P = 0,0008) e linear
(r* = 0,953), quando correlacionamos os teores de cafeina com os teores
de fenolicos totais das plantas agrupadas (idade da folha x incidéncia de
luminosidade). Embora a técnica utilizada para doseamento de fenélicos
totais ndo seja seletiva e especifica para os ACQ e dicafeoilquinicos,
sabe-se que estas sdo as principais substancias da classe dos compostos
fendlicos presentes na erva-mate.

5.5 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método do DPPH
(2,2-difenil-1-picrilidrazila), que consiste basicamente na capacidade de
captura do radical livre DPPH pelas substancias antioxidantes presentes
na amostra. Quando o elétron desemparelhado do radical DPPH
emparelha com o hidrogénio de um antioxidante estabilizador de radical
livre formando o DPPH-H reduzido, a coloragdo violeta passa para o
amarelo, conforme demonstrado na Figura 15. Neste método, os radicais
de DPPH, que absorvem a 515 nm sdo, em parte, neutralizados pelos
compostos antioxidantes, o que resulta na reducdo da absorbancia do
sistema reacional.
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Figura 15: Esquema representativo da neutralizagdo do radical DPPH por um
hidrogénio de um antioxidante.

Os valores de ECs, demonstraram grande variabilidade entre os
individuos estudados, variando numa faixa de 6,32 a 265,48 g.g DPPH™
(Apéndices 1 e 2). Estatisticamente foi possivel observar que a idade das
folhas influencia na capacidade de captura de radicais livres de forma
significativa (P < 0,05), sendo que ha um aumento significativo nesta
capacidade ao longo do tempo nos individuos sombreados. Por outro
lado, a luminosidade novamente ndo apresentou influéncia (Figura 16).
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Figura 16: Grafico da média dos valores de ECs, dos extratos aquosos das
folhas de diferentes idades dos 11 individuos de erva-mate. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (Teste de Tukey, P < 0.05).

E possivel observar uma correlagdo inversa entre teor de
fendlicos totais e valores de ECs, pois quanto maior o teor de
compostos fenolicos, menor a concentracdo necessaria para reduzir em
50% a quantidade de DPPH no meio reacional. Do ponto de vista da
ecologia quimica, é interessante avaliar os individuos em sua totalidade,
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para facilitar o entendimento da forma como as plantas respondem
individualmente a estes fatores. Nesta abordagem, uma correlagdo
significativa (P = 0,0019) é verificada, porém com um coeficiente de
correlagdo linear baixo (r* = 0,272) (Figura 17).
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Figura 17: Gréfico da correlagdo entre teor de compostos fendlicos e valores de
ECs, dos extratos aquosos das folhas de diferentes idades das 11 plantas de
erva-mate consideradas individualmente (r* = 0,272) (P = 0,0019).

Do ponto de vista industrial e farmacéutico, torna-se necessario
um enfoque que leve em consideracdo a constancia nas propriedades da
matéria-prima vegetal a ser utilizada na preparacdo de produtos
alimenticios, e formas farmacéuticas intermediarias e cosméticas. Dessa
forma, quando as plantas sdo agrupadas (idade da folha x incidéncia de
luminosidade), esta correlagdo se mostra tdo efetiva quanto a abordagem
anterior (P = 0,0022), porém se apresenta de forma mais linear (r* =
0,9246) (Figura 18).
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Figura 18: Gréfico da correlacdo entre teor de compostos fendlicos e valores de
ECs, dos extratos aquosos das folhas de diferentes idades da média dos 11
individuos de erva-mate, separados por idade da folha e intensidade da
luminosidade (r* = 0,9246) (P = 0,0022).

A potente atividade antioxidante de extratos de erva-mate ja foi
demonstrada por indmeros autores, assim como sua correlacdo com os
teores de compostos fenélicos.

Utilizando diferentes sistemas geradores de radicais livres,
Schinella et al. (2000) concluiram que o extrato aquoso de |I.
paragariensis foi capaz de inibir a peroxidacao lipidica enzimatica e ndo
enzimatica em microssomas de figado de rato de forma dose-
dependente. O extrato inibiu também a peroxidacdo induzida por
peréxido de hidrogénio das membranas das células vermelhas
sanguineas e exibiu propriedades de captacdo de radicais em relacdo ao
anion superéxido e ao radical DPPH. Utilizando a mesma metodologia
do radical DPPH, Bixby et al. (2005) encontraram correlagdo positiva
direta entre atividade antioxidante e contelldo de compostos fendlicos,
sendo esta atividade maior para 0s extratos aquosos de erva-mate em
comparagdo ao chéa-verde e cha-preto (Camelia sinensis), marcela
(Achyrocline satureoides) e alguns tipos de vinhos tintos e brancos.

O estudo da erva-mate quanto a sua habilidade em captar
espécies reativas de oxigénio (ERO) tem sido correlacionado com a
atividade tipo peroxidase, a qual é diretamente proporcional aos teores
de compostos fendlicos de |. paraguariensis. Do ponto de vista
bioldgico, isto significa que estes metabolitos atuam de maneira similar
as 293 enzimas antioxidantes naturais, podendo prestar grande ajuda
neste mecanismo de defesa. (ANESINI; FERRARO; FILIP, 2006).
Neste ano, Anesini et al. (2012) demonstraram que os 4&cidos
clorogénico e caféico e o flavonoide rutina presentes nos extratos
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aquosos das amostras de |. paraguariensis investigadas, contribuem
diretamente para a atividade antioxidante detectada para a espécie
através da captacdo de radicais DPPH e prevencdo da peroxidacdo
lipidica.

A oxidac@o de lipoproteina de baixa densidade (LDL) induzida
por radicais livres, por exemplo, desempenha papel importante na
aterosclerose. Neste contexto, extratos aquosos de I. paraguariensis tem
demonstrado capacidade de inibicdo da oxidacdo de LDL, inibindo
assim a peroxidacdo lipidica e, por consequéncia, a oxidacdo de DNA
(GUGLIUCCI; STAHL 1995; GUGLIUCCI 1996; BRACESCO et al.,
2003). Anesini et al. (2012), além de verificarem o papel dos acidos
clorogénico e caféico e do flavonoide rutina, conforme citado
anteriormente, também verificaram que a metilxantina cafeina nédo
apresenta atividade de captacdo de radicais livres, e ainda induz a
peroxidacéo lipidica do &cido linoléico, atuando como um composto pro
oxidante.

Embora ndo tenha sido testada a atividade de captacdo de
radicais DPPH da cafeina isoladamente, nossos dados revelaram uma
correlagdo significativa (P = 0,0048) entre os teores de cafeina e a
atividade antioxidante detectada. Esta correlacdo pode ser explicada
pelos teores de fenodlicos totais, 0s quais se correlacionam diretamente
com os teores de cafeina. Sendo assim, a atividade detectada
provavelmente esta associada aos teores de compostos fendlicos e nédo
aos teores de cafeina. A questdo da prevencdo da peroxidacéo lipidica,
na qual a cafeina é apontada como um composto pro oxidante,
permanece sem esclarecimentos em nosso trabalho, uma vez que a
atividade antioxidante ndo foi avaliada através do método do Tiocianato
Férrico, e sim pelo método do DPPH. Dessa forma, ndo é possivel
afirmar qual o papel da cafeina presente nas amostras avaliadas na
prevencdo desta peroxidacdo lipidica.

Apesar dos inimeros estudos realizados in vitro, o primeiro
estudo em humanos sobre a capacidade antioxidante em I
paraguariensis foi realizado por De Morais et al. (2009). Os autores
mostraram uma reducdo dos niveis de LDL e um aumento nos niveis de
HDL em individuos com dislipidemia, tratados por dois meses com
extrato aquoso de I. paraguariensis. Os autores também mostraram que
0 extrato promoveu uma reducdo adicional dos niveis de LDL em
individuos em terapia com estatinas, sugerindo que a bebida pode ser
usada para reduzir as doses utilizadas de estatina.

O colesterol HDL é o principal transportador de uma enzima
antioxidante chamada paraoxonase 1 (PON1), a qual protege o LDL da
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oxidacdo e reduz a oxidagdo de macrofagos, sendo portanto,
ateroprotetora. A atividade da PON1 pode ser significativamente
reduzida pela oxidacdo do HDL pelo acido hipoclérico (HOCI). Este por
sua vez, é liberado por neutréfilos e macrofagos, os quais abundam em
lesGes inflamatdrias. Gugliucci et al. (2009a,b) mostraram que o 4cido
clorogénico protege a PON1 presente no HDL humano desta inativacéo
causada pelas concentracdes fisiolégicas de acido hipoclérico.

Matsumoto et al. (2009) avaliaram os efeitos da suplementacéo
com erva-mate em humanos na suscetibilidade plasmatica a oxidacéo e
na expressdo génica de enzimas antioxidantes. Os resultados
encontrados pelos autores sugerem que o consumo regular de extratos
aquosos de |. paraguariensis pode aprimorar as defesas antioxidantes
por maltiplos mecanismos, ndo somente pelo aumento de compostos
bioativos circulantes, mas também pelo aumento da regulacdo do
maquinario enzimatico celular para enfrentar o estresse oxidativo.

Apesar de o &cido clorogénico ser conhecidamente um composto
antioxidante, inclusive tendo sido utilizado como controle positivo da
técnica do DPPH (ECso = 13,84 g.g DPPH™), a atividade demonstrada
pelos extratos de llex paraguariensis estudados neste trabalho parece
estar mais intimamente relacionada com o teor de outros compostos
fendlicos presentes nas amostras, uma vez que foi observada correlago
da atividade antioxidante com o teor de fendlicos totais, porém ndo foi
verificada tal correlagdo com os teores de é&cido clorogénico.
Adicionalmente, como ja descrito no item 5.3, os teores de acido
clorogénico apresentaram grande variabilidade entre individuos, sendo
detectado apenas tragos em algumas amostras. Estes fatos sugerem que o
acido clorogénico possivelmente ndo seja o principal componente
responsavel pela atividade biol6gica detectada e, por consequéncia, pode
ndo se caracterizar como um marcador quimico eficiente para a espécie,
no que tange a atividade antioxidante.
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6 CONCLUSOES

- A intensidade luminosa em condigBes naturais ndo altera
significativamente os teores de cafeina, teobromina, &cido clorogénico e
fendlicos totais em extratos aquosos dos individuos de uma populagdo
de llex paraguariensis.

- A atividade de captacdo de radicais livres dos extratos aquosos
dos individuos de uma populagdo de llex paraguariensis ndo €
influenciada significativamente pela intensidade luminosa em condicdes
naturais.

- A idade das folhas possui influéncia significativa nos teores de
cafeina, metilxantinas totais, acido clorogénico e fendlicos totais em
extratos aquosos dos individuos de uma populagdo de llex
paraguariensis.

- Os teores de teobromina em extratos aquosos dos individuos
de uma populagdo de llex paraguariensis ndo sdo influenciados
significativamente pela idade das folhas.

- A idade das folhas influencia significativamente a capacidade
de captura de radicais livres em extratos aquosos de llex paraguariensis.

- Ha uma correlagdo inversa significativa entre os valores de
ECx e 0s teores de compostos fenélicos totais.

- O 4cido clorogénico ndo se caracterizou como um marcador
quimico eficiente para llex paraguariensis no que tange a atividade
antioxidante avaliada.



73

7 REFERENCIAS

AGUIAR, L. M. V. et al. Neuroprotective effects of caffeine in the
model of 6-hydroxydopamine lesion in rats. Pharmacology,
Biochemistry and Behavior, v.84, p.415-419, 2006.

ALVES, H. D. M. A diversidade quimica das plantas como fonte de
fitofarmacos. Cadernos Técnicos de Quimica Nova na Escola, v.3, p.
10-15, 2001.

ANESINI, C.; FERRARO, G.; FILIP, R. Peroxidase-like activity of llex
paraguariensis. Food Chemistry , v.97 (3), p.459-464, 2006.

ANTONI, V. L. Estrutura competitiva da IndUstria Ervateira no Rio
Grande do Sul, Porto Alegre: Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, 1995.

ARBISER, J. L. et al. Naturally occurring proteasome inhibitors from
Mate tea (llex paraguayensis) serve as models for topical proteasome
inhibitors. Journal of Investigative Dermatology, v.125, p. 207-212,
2005.

ASHIHARA, H. Purine metabolism and the biosynthesis of caffeine in
maté leaves. Phytochemistry, v.33 (6), p.1427-1430, 1993.

ATHAYDE, M. L. Metilxantinas e saponinas em quatro populagdes
de llex paraguariensis A. St. Hil.; Triterpenos e saponinas em outras
espécies do género llex. 2000. Tese (Doutorado) — Programa de Pds
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas. Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS. 2000.

ATHAYDE, M. L.; COELHO, G. C.; SCHENKEL, E. P. Caffeine and
theobromine in epicuticular wax of llex paraguariensis A. St.-Hil.
Phytochemistry, v.55, p.853-857, 2000.

ATHAYDE, M. L.; COELHO, G. C.; SCHENKEL, E.P. Populational
diversity on methylxanthines content of maté (llex paraguariensis A.
St.-Hil., Aquifoliaceae). Latin American Journal of Pharmacy, v.26,
n.2, p.275-279, 2007.


http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=6603593666&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=35576666500&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7004358453&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-29344441232&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=anesini&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1450&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%222006%22%2ct&sl=20&s=AUTHOR-NAME%28anesini%29&relpos=1&relpos=1&searchTerm=AUTHOR-NAME(anesini)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,2006)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-29344441232&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=anesini&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1450&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%222006%22%2ct&sl=20&s=AUTHOR-NAME%28anesini%29&relpos=1&relpos=1&searchTerm=AUTHOR-NAME(anesini)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,2006)%20)
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=24039&origin=resultslist
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7005849167&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0000171241&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ashihara&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1390&sot=b&sdt=sisr&cluster=scopubyr%2c%221993%22%2ct&sl=21&s=AUTHOR-NAME%28ashihara%29&ref=%28purine%29&relpos=0&relpos=0&searchTerm=(AUTHOR-NAME(ashihara))%20AND%20(purine)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,1993)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0000171241&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ashihara&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1390&sot=b&sdt=sisr&cluster=scopubyr%2c%221993%22%2ct&sl=21&s=AUTHOR-NAME%28ashihara%29&ref=%28purine%29&relpos=0&relpos=0&searchTerm=(AUTHOR-NAME(ashihara))%20AND%20(purine)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,1993)%20)
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=16534&origin=resultslist
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=15729484000&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7003767809&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=35550191500&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-34547590623&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ilex+paraguariensis&nlo=&nlr=&nls=&sid=qwP10u63GqC2dOFHjDqohc4%3a220&sot=b&sdt=cl&cluster=scoauthid%2c%2235550191500%22%2ct&sl=34&s=TITLE-ABS-KEY%28ilex+paraguariensis%29&relpos=5&relpos=5&searchTerm=TITLE-ABS-KEY(ilex%20paraguariensis)%20AND%20(%20LIMIT-TO(AU-ID,/%22Schenkel,%20Eloir%20Paulo/%22%2035550191500)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-34547590623&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ilex+paraguariensis&nlo=&nlr=&nls=&sid=qwP10u63GqC2dOFHjDqohc4%3a220&sot=b&sdt=cl&cluster=scoauthid%2c%2235550191500%22%2ct&sl=34&s=TITLE-ABS-KEY%28ilex+paraguariensis%29&relpos=5&relpos=5&searchTerm=TITLE-ABS-KEY(ilex%20paraguariensis)%20AND%20(%20LIMIT-TO(AU-ID,/%22Schenkel,%20Eloir%20Paulo/%22%2035550191500)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-34547590623&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ilex+paraguariensis&nlo=&nlr=&nls=&sid=qwP10u63GqC2dOFHjDqohc4%3a220&sot=b&sdt=cl&cluster=scoauthid%2c%2235550191500%22%2ct&sl=34&s=TITLE-ABS-KEY%28ilex+paraguariensis%29&relpos=5&relpos=5&searchTerm=TITLE-ABS-KEY(ilex%20paraguariensis)%20AND%20(%20LIMIT-TO(AU-ID,/%22Schenkel,%20Eloir%20Paulo/%22%2035550191500)%20)
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=19381&origin=resultslist

74

ATTA-UR-RAHMAN; CHOUDHARY, M. I. Purine alkaloids. The
alkaloids, vol. 38, p. 225-323, Academic Press, Inc. BALTASSAT,
F.; DARBOUR, N.; FERRY, S. Purine content of caffeine-containing
plant products. 1. llex paraguariensis (mate). Plantes Medicinales et
Phytotherapie, v.18 (4), p.195-203, 1984

BASTOS, D. H. M. et al. Bioactive compounds content of Chimarrdo
infusions related to the moisture of Yerba Maté (llex paraguariensis).
Brazilian Archives of Biology and Technology, v.49, n.3, p.399-404,
2006.

BASTOS, D. H. M. et al. Phenolic antioxidants identified by ESI-MS
from Yerba Maté (llex paraguariensis) and green tea (Camelia sinensis)
extracts. Molecules, v.12, p.423-432, 2007.

BASTOS, D. H. M. Phenolic antioxidants identified by ESI-MS from
Yerba Maté (llex paraguariensis) and green tea (Camelia sinensis)
extracts. Molecules, v.12, p.423-432, 2007.

BHARTI, A. K.; KHURANA, J. P. Mutants of Arabidopsis as tools to
understand the regulation of phenylpropanoid pathway and UVB
protection mechanisms. Photochemistry and Photobiology, v. 65, p.
765-776, 1997.

BIEZA, K.; LOIS, R. An Arabidopsis Mutant Tolerant to Lethal
Ultraviolet-B Levels Shows Constitutively Elevated Accumulation of
Flavonoids and Other Phenolics. Plant Physiology, v. 126, p. 1105-
1115, 2001.

BIXBY, M. et al. llex paraguariensis extracts are potent inhibitors of
nitrosative stress: a comparative study with green tea and wines using a
protein nitration model and mammalian cell cytotoxicity. Life Science,
v.77, p.345-358, 2005.

BLUMENTHAL, M.; GOLDBERG, A.; BRINCKMANN, J. Herbal
medicine: expanded comission and monographs. American Botanical
Council, p. 249-252, 2000.

BOWERS, M. D.; STAMP, N. E. Effects of plant age, genotype, and
herbivory on Plantago performance and chemistry. Ecology, v. 74, p.
1778-1791, 1993.


http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7801410690&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7801410690&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=6603014613&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7005359146&zone=

75

BRACESCO, N. et al. Antioxidant activity of a botanical extract
preparation of llex paraguariensis: prevention of DNA double-strand
breaks in Saccharomyces cerevisiae and human low-density lipoprotein
oxidation. Journal of Alternative and Complementary Medicine, v.9,
p.379-387, 2003.

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M. E.; BERSET, C. Use of a
free radical method to evaluate antioxidant activity. LWT - Food
Science and Technology, v.28 (1), p.25-30, 1995.

BRAND-WILLIANS, W.; CUVELIER, M. E.; BERSET, C. Use of free
radical method to evaluate antioxidant activity. Lebens-Wiss. Technol,
v.28, p.25-30,1995.

BRASIL, Lei n.7.439 de 8 de dezembro de 1980. Institui a Erva-Mate
"llex paraguariensis" como arvore simbolo do Rio Grande do Sul. Porto
Alegre, dez 1980.

BRASIL, Lein. 11.929, de 20 de junho de 2003. Institui o churrasco
como "prato tipico" e o chimarrdo como "bebida simbolo" do Estado do
Rio Grande do Sul e da outras providéncias. Porto Alegre, jun 2003.

BRASIL. Farmacopeia Brasileira, volume 2 / Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria. Brasilia: Anvisa, v.2, p. 546, 2010.

BRAVO, L.; GOYA, L.; LECUMBERRI, E. LC/MS characterization of
phenolic constituents of mate (llex paraguariensis, St. Hil.) and its
antioxidant activity compared to commonly consumed beverages. Food
Research International, v.40, p.393-405, 2007.

BRYANT, J. P.; CHAPIN IlI, F. S.; KLEIN, D. R. Carbon/nutrient
balance of boreal plants in relation to vertebrate herbivory ( hare Lepus
capensis). Oikos, v.40, (3), p. 357-368,1983.

CARINI, M. et al. Characterization of phenolic antioxidants from Mate
(llex paraguariensis) by liquid chromatography mass sprectrometry and
liquid chromatography tandem mass spectrometry. Rapid
Communications in Mass Spectrometry, v.12, p.1813-1819, 1998.


http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=6504445358&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=6701759303&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=6701734057&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-58149364663&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=brand-williams&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a820&sot=b&sdt=b&sl=27&s=AUTHOR-NAME%28brand-williams%29&relpos=2&relpos=2&searchTerm=AUTHOR-NAME(brand-williams)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-58149364663&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=brand-williams&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a820&sot=b&sdt=b&sl=27&s=AUTHOR-NAME%28brand-williams%29&relpos=2&relpos=2&searchTerm=AUTHOR-NAME(brand-williams)
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=20744&origin=resultslist
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=20744&origin=resultslist
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7202903826&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7007033191&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7402360780&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0021032459&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=bryant&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a980&sot=b&sdt=sisr&cluster=scopubyr%2c%221983%22%2ct&sl=19&s=AUTHOR-NAME%28bryant%29&ref=%28herbivory%29&relpos=0&relpos=0&searchTerm=(AUTHOR-NAME(bryant))%20AND%20(herbivory)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,1983)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0021032459&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=bryant&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a980&sot=b&sdt=sisr&cluster=scopubyr%2c%221983%22%2ct&sl=19&s=AUTHOR-NAME%28bryant%29&ref=%28herbivory%29&relpos=0&relpos=0&searchTerm=(AUTHOR-NAME(bryant))%20AND%20(herbivory)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,1983)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0021032459&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=bryant&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a980&sot=b&sdt=sisr&cluster=scopubyr%2c%221983%22%2ct&sl=19&s=AUTHOR-NAME%28bryant%29&ref=%28herbivory%29&relpos=0&relpos=0&searchTerm=(AUTHOR-NAME(bryant))%20AND%20(herbivory)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,1983)%20)
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=24674&origin=resultslist

76

CARPANEZZI, A. A. Cultura da erva-mate no Brasil: conflitos e
lacunas. In: WINGE,

CARVALHO, J. C. T.; GOSMANN, G.; SCHENKEL, E. P. Compostos
fenolicos simples e heterosidicos. In: SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL,
E. P., etal (Eds.). Farmacognosia: da planta ao medicamento,
Floriandpolis: Editora da UFSC/Porto Alegre: Editora da UFRGS, 2007.
p. 519-536.

CARVALHO, P. E. R. Espécies florestais brasileiras: recomendacoes
silviculturais, potencialidades e uso da madeira. Colombo: CNPF/
EMBRAPA, p. 280-287, 1994.

CASS, Q. B.; DEGANI, A. L. G. Desenvolvimento de Métodos por
HPLC: Fundamentos, Estratégias e Validagao, ed. UFSCar: Sdo
Carlos, Brasil, 2001.

CHAPPELL, J.; HAHLBROCK, K. Transcription of plant defence
genes in response to UV light or fungal elicitor. Nature, v. 311, p. 76-
78, 1984.

CHATTOPADHYAY, D.; NAIK, T. N. Antivirals of ethnomedicinal
origin: structure- activity relationship and scope. Mini-Reviews in
Medicinal Chemistry, v.7, p. 275-301, 2007.

CLIFFORD, M. N.; RAMIREZ-MARTINEZ, J. Chlorogenic acids and
purine contents of Mate (llex paraguariensis) leaf and beverage. Food
Chemistry, v.35, p.13-21, 1990.

COELHO, G. C. et al. Efeito do sombreamento sobre a sobrevivéncia,
morfologia e quimica da erva-mate. In: 11° CONGRESSO SUL-
AMERICANO DE ERVA MATE. 111° REUNIAO TECNICA DE
ERVA MATE. 2000, Encantado/RS, Porto Alegre: Edicdo dos
Organizadores, p. 396-399, 2000.

COELHO, G. C. Teores de metilxantinas e saponinas e morfologia
foliar de erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.) sob a influéncia
de diferentes fatores ambientais e em diferentes variedades e
populagbes. 2002. Tese (Doutorado) — Programa de PGs Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas. Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS. 2002.



77

COELHO, G. C. et al. Effect of light intensity on methylxanthine
contents of llex paraguariensis A. St. Hil. Biochemical Systematics
and Ecology, v.35, n.2, p.75-80, 2007.

COELHO, G. C., ATHAYDE, M. L., SCHENKEL, E. P.
Methylxanthines of llex paraguariensis A. St.-Hil. var. vestita Loes. and
var. paraguariensis. Revista Brasileira de Ciencias
Farmaceuticas/Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, v.37,
(2), p.153-158, 2001.

COELHO, G. C.; MARIATH, J. E. A. Inflorescences morphology of
llex L. (Aquifoliaceae) species from Rio Grande do Sul, Brazil. Feddes
Repertorium, v.107, n.1-2, p.19-30, 1996.

COLEY, P. D. Interspecific variation in plant anti-herbivore properties:
the role of habitat quality and rate of disturbance. New Phytologist,
v.106 (1 Supplement) , p.251-263, 1987.

CUADRA, P.; HARBORNE, J. B.; WATERMAN, P. G. Increases in
surface flavonols and photosynthetic pigments in Gnaphalium
luteoalbum in response to UV-B radiation. Phytochemistry, v. 45, p.
1377-1383, 1997.

DALL'IGNA, O.P. et al. Caffeine and adenosine A2a receptor
antagonists prevent B-amyloid (25-35)-induced cognitive deficits in
mice. Experimental Neurology, v.203, p.241-245, 2007.

DARTORA, N. et al. UPLC-PDA-MS evaluation of bioactive
compounds from leaves of llex paraguariensis with different growth
conditions, treatments and ageing. Food Chemistry,v.129, p.453-1461,
2011.

DE MEJIA, E. G. et al. Yerba mate tea (llex paraguariensis): Phenolics,
antioxidant capacity and in vitro inhibition of colon cancer cell
proliferation. Journal of Functional Foods, v.2 (1) , p. 23-34, 2010

DE MEJIA, E. G. et. al. Effect of Yerba-mate (llex paraguariensis) tea
on topoisomerase inhibition and oral carcinoma cell proliferation.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.53, p.1966-1973,
2005.


http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7003767809&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-33751507371&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ilex+paraguariensis&nlo=&nlr=&nls=&sid=qwP10u63GqC2dOFHjDqohc4%3a220&sot=b&sdt=cl&cluster=scoauthid%2c%2235550191500%22%2ct&sl=34&s=TITLE-ABS-KEY%28ilex+paraguariensis%29&relpos=6&relpos=6&searchTerm=TITLE-ABS-KEY(ilex%20paraguariensis)%20AND%20(%20LIMIT-TO(AU-ID,/%22Schenkel,%20Eloir%20Paulo/%22%2035550191500)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-33751507371&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ilex+paraguariensis&nlo=&nlr=&nls=&sid=qwP10u63GqC2dOFHjDqohc4%3a220&sot=b&sdt=cl&cluster=scoauthid%2c%2235550191500%22%2ct&sl=34&s=TITLE-ABS-KEY%28ilex+paraguariensis%29&relpos=6&relpos=6&searchTerm=TITLE-ABS-KEY(ilex%20paraguariensis)%20AND%20(%20LIMIT-TO(AU-ID,/%22Schenkel,%20Eloir%20Paulo/%22%2035550191500)%20)
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=16857&origin=resultslist
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=16857&origin=resultslist
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7003767809&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=15729484000&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=35550191500&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0035149780&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=coelho&st2=ilex&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1290&sot=b&sdt=b&sl=45&s=%28AUTHOR-NAME%28coelho%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28ilex%29%29&relpos=11&relpos=11&searchTerm=(AUTHOR-NAME(coelho)%20AND%20TITLE-ABS-KEY(ilex))
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0035149780&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=coelho&st2=ilex&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1290&sot=b&sdt=b&sl=45&s=%28AUTHOR-NAME%28coelho%29+AND+TITLE-ABS-KEY%28ilex%29%29&relpos=11&relpos=11&searchTerm=(AUTHOR-NAME(coelho)%20AND%20TITLE-ABS-KEY(ilex))
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=22359&origin=resultslist
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=22359&origin=resultslist
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7004499393&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0023488041&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=coley%2cp&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1250&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%221987%22%2ct%2c%221983%22%2ct&sl=20&s=AUTHOR-NAME%28coley%2cp%29&relpos=1&relpos=1&searchTerm=AUTHOR-NAME(coley,p)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,1987)%20OR%20LIMIT-TO(PUBYEAR,1983)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0023488041&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=coley%2cp&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1250&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%221987%22%2ct%2c%221983%22%2ct&sl=20&s=AUTHOR-NAME%28coley%2cp%29&relpos=1&relpos=1&searchTerm=AUTHOR-NAME(coley,p)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,1987)%20OR%20LIMIT-TO(PUBYEAR,1983)%20)
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=19908&origin=resultslist
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=6602465725&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-77349093775&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ilex+paraguariensis&st2=de+mejia&sid=qwP10u63GqC2dOFHjDqohc4%3a90&sot=b&sdt=b&sl=62&s=%28TITLE-ABS-KEY%28ilex+paraguariensis%29+AND+AUTHOR-NAME%28de+mejia%29%29&relpos=3&relpos=3&searchTerm=(TITLE-ABS-KEY(ilex%20paraguariensis)%20AND%20AUTHOR-NAME(de%20mejia))
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-77349093775&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ilex+paraguariensis&st2=de+mejia&sid=qwP10u63GqC2dOFHjDqohc4%3a90&sot=b&sdt=b&sl=62&s=%28TITLE-ABS-KEY%28ilex+paraguariensis%29+AND+AUTHOR-NAME%28de+mejia%29%29&relpos=3&relpos=3&searchTerm=(TITLE-ABS-KEY(ilex%20paraguariensis)%20AND%20AUTHOR-NAME(de%20mejia))
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-77349093775&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ilex+paraguariensis&st2=de+mejia&sid=qwP10u63GqC2dOFHjDqohc4%3a90&sot=b&sdt=b&sl=62&s=%28TITLE-ABS-KEY%28ilex+paraguariensis%29+AND+AUTHOR-NAME%28de+mejia%29%29&relpos=3&relpos=3&searchTerm=(TITLE-ABS-KEY(ilex%20paraguariensis)%20AND%20AUTHOR-NAME(de%20mejia))
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=17500155016&origin=resultslist

78

DE MEJIA, E. G. et. al.. 2010. Yerba Mate tea (llex paraguariensis):
Phenolics, antioxidant capacity and in vitro inhibition of colon cancer
cell proliferation. J. Functional Foods, v.2, p.23 -34, 2010

DE MORAIS, E. C. et al. Consumptionofyerbamate(llex paraguariensis)
improves serum lipid parameters in healthy dyslipidemic subjects and
provides an additional LDL-cholesterol reduction in individuals on
statin therapy. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.57,
p.8316-8324, 20009.

DE SOUZA L. M. et al. Comprehensive analysis of maté (llex
paraguariensis) compounds: Development of chemical strategies for
matesaponin analysis by mass spectrometry. Journal of
Chromatography A, v. 1218, p. 7307- 7315, 2011.

DERMARDEROSIAN, A. The Review of Natural products. St Louis:
Facts & Comparisons, p. 396-397, 2001.

DICKEL, M. L.; RATES, S. M.; RITTER, M. R. Plants popularly used
for losing weight purposes in Porto Alegre, South Brazil. Journal of
Ethnopharmacology, v.109, p. 60-71, 2007.

DOAN, A. T.; ERVIN, G.; FELTON, G. Temporal effects on jasmonate
induction of anti-herbivore defense in Physalis angulata: Seasonal and
ontogenetic gradients. Biochemical Systematics and Ecology, v. 32, p.
117-126, 2004.

ESMELINDRO, A. A. et al. Influence of Agronomic Variables on the
Composition of Mate Tea Leaves (llex paraguariensis) Extracts
Obtained from CO2 Extraction at 30 °C and 175 bar. J. Agric. Food
Chemistry,v.52, p.1990—-1995, 2004

FERRE, S. An update on the mechanisms of the psychostimulant effects
of caffeine. Journal of Neurochemistry, v.105, Issue 4, p.1067-1079,
2008.

FILIP, R. et al. Analisis de las hojas y tallos de llex argentina Lillo. I.
Xantinas. Acta Farmaceutica Bonaerense, v. 2, p. 87-90, 1983.

FILIP, R. et al. Mate substitutes or adulterants: Study of xanthine
content. Phytotherapy Research, v. 12 (2), p. 129-131, 1998.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jnc.2008.105.issue-4/issuetoc
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=16573&origin=resultslist

79

FILIP, R. et al. Antioxidant activity of llex paraguariensis and related
species. Nutrition Research, v. 20, p. 1437-1446, 2000.

FILIP, R.. et al. Phenolic compounds in seven South American llex
species. Fitoterapia, v. 72 (7), p. 774-778, 2001.

FILIP, R.. et. al. Effect of llex extracts and isolated compounds on
peroxidase secretion of rat submandibulary glands. Food and Chemical
Toxicology, v.45, p.649-655, 2007.

FLOSS, P. A. VariacOes genéticas entre populacdes naturais de llex
paraguariensis St. Hil. (erva-mate) avaliadas em Chapecd-SC e Trés
Barras-SC. Dissertacdo (Mestrado) - Escola Superior de Agricultura
Luiz de Queiroz. Universidade de Sdo Paulo. Piracicaba, SP.1994.

FOLIN, O.; & CIOCALTEU, V. On tyrosine and tryptophane
determinations in proteins. Journal of Biological Chemistry, v.73,
p.627-650, 1927.

GASIOR, M. et al. Changes in the ambulatory activity and
discriminative stimulus effects of psychostimulant drugs in rats
chronically exposed to caffeine: effect of caffeine dose. Journal
Pharmacology and Experimental. Therapeutics, v.295, p.1101-1111,
2000.

GIBERTI, G. C. Los parientes silvestres de la yerba mate y el problema
de su adulteracion. Dominguezia, v.7, n.1, p.1-22, Buenos Aires, 1989.

GILANI, A. H.; RAHMAN, A. U. Trens in ethnopharmacology.
Journal of Ethnopharmacology, v.100, p.43-49, 2005.

GOBBO-NETO, L.; LOPES, N. P. Medicinal plants: factors of
influence on the content of secondary metabolites. Quimica Nova,
vol.30, n2, p.374-381, 2007.

GOSMANN, G. et al. Triterpenoid saponins from Ilex paraguariensis.
Journal of Natural Products, v.58, n.3, p.438-441, 1995.

GOSMANN, G.; SCHENKEL, E. P.; SELIGMANN, O. A new saponin
from mate, llex paraguariensis. Journal of Natural Products, v.52,



80

n.6, p.1367-1370, 1989.

GOTTLIEB, O. R.; KAPLAN, M. A. C.; BORIN, M. R. de M. B..
Biodiversidade: um enfoque quimico-biolégico. Rio de Janeiro,
Editora da UFRJ, 1996.

GRACE, S. C.; LOGAN, B. A.; Energy dissipation and radical
scavenging by the plant phenylpropanoid pathway.

Philosophical Transactions of the Royal Society B, v. 355, p. 1499-
1510, 2000.

GUGLIUCCI, A. Antioxidant effects of llex paraguariensis: induction
of decreased oxidability of human LDL in vivo. Biochemical and
Biophysical Research Communications, v.224, p.338-344, 1996.

GUGLIUCCI, A. et al. Caffeic and chlorogenic acids in llex
paraguariensis extracts are the main inhibitors of AGE generation by
methylglyoxal in model proteins. Fitoterapia, v.80 (6), p.339-344,
2009.

GUGLIUCCI, A. et al. Chlorogenic acid protects paraoxonase 1 activity
in high density lipoprotein from inactivation caused by physiological
concentrations of hypochlorite. Fitoterapia, v.80, p.138-142, 2009.

GUGLIUCCI, A. et al.Caffeic and chlorogenic acids in llex
paraguariensis extracts are the main inhibitors of AGE generation by
methylglyoxal in model proteins. Fitoterapia, v.80, p.339-344, 20009.

GUGLIUCCI, A.; STAHL, A. J. C. Low density lipoprotein oxidation is
inhibited by extracts of llex paraguariensis. Biochemistry & Molecular
Biology International, v.35, n.1, p 47-56, 1995.

GUPTA, M. P. 270 Plantas Medicinales Iberoamericanas. Santafé de
Bogota: CYTED, p. 46-47, 1995.

H.; FERREIRA, A. G. et al. (Eds.). Erva-mate: Biologia e cultura no
Cone Sul, Porto Alegre: Editora da UFRGS, p. 356, 1995.

HAGELE, B. F.: ROWELL-RAHIER, M. Genetic and environmental-
based variability in secondary metabolite leaf content of Adenostyles


http://rstb.royalsocietypublishing.org/
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=6603890896&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-67650453417&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ilex+paraguariensis&st2=gugliucci&sid=qwP10u63GqC2dOFHjDqohc4%3a30&sot=b&sdt=b&sl=63&s=%28TITLE-ABS-KEY%28ilex+paraguariensis%29+AND+AUTHOR-NAME%28gugliucci%29%29&relpos=1&relpos=1&searchTerm=(TITLE-ABS-KEY(ilex%20paraguariensis)%20AND%20AUTHOR-NAME(gugliucci))
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-67650453417&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ilex+paraguariensis&st2=gugliucci&sid=qwP10u63GqC2dOFHjDqohc4%3a30&sot=b&sdt=b&sl=63&s=%28TITLE-ABS-KEY%28ilex+paraguariensis%29+AND+AUTHOR-NAME%28gugliucci%29%29&relpos=1&relpos=1&searchTerm=(TITLE-ABS-KEY(ilex%20paraguariensis)%20AND%20AUTHOR-NAME(gugliucci))
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-67650453417&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ilex+paraguariensis&st2=gugliucci&sid=qwP10u63GqC2dOFHjDqohc4%3a30&sot=b&sdt=b&sl=63&s=%28TITLE-ABS-KEY%28ilex+paraguariensis%29+AND+AUTHOR-NAME%28gugliucci%29%29&relpos=1&relpos=1&searchTerm=(TITLE-ABS-KEY(ilex%20paraguariensis)%20AND%20AUTHOR-NAME(gugliucci))
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=18077&origin=resultslist
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=6602531517&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=6604099121&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0032987368&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=H%c3%84GELE&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1180&sot=b&sdt=sisr&cluster=scopubyr%2c%221999%22%2ct&sl=19&s=AUTHOR-NAME%28H%c3%84GELE%29&ref=%28rowell-rahier%29&relpos=1&relpos=1&searchTerm=(AUTHOR-NAME(H%C3%84GELE))%20AND%20(rowell-rahier)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,1999)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0032987368&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=H%c3%84GELE&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1180&sot=b&sdt=sisr&cluster=scopubyr%2c%221999%22%2ct&sl=19&s=AUTHOR-NAME%28H%c3%84GELE%29&ref=%28rowell-rahier%29&relpos=1&relpos=1&searchTerm=(AUTHOR-NAME(H%C3%84GELE))%20AND%20(rowell-rahier)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,1999)%20)

81

alliariae and A. alpina (Asteraceae). A test of the resource availability
hypothesis. Oikos, v.85, (2), p.234-246, 1999.

HARBORNE, J. B. Introduction to ecological biochemistry. 3.ed.
London: Academic Press, p. 387, 1988.

HARTMANN, T. Global harmonization of herbal health claims.
Entomologia Experimentalis et Applicata, v. 80, p. 177-179, 1996.

HECK, C. I.; SCHMALKO, M.; DE MEJIA, E. G. Effect of Growing
and Drying Conditions on the Phenolic Composition of Mate Teas (llex
paraguariensis). Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.56,
p.8394-8403, 2008.

HECK, C. |.; SCHMALKO, M.; DE MEJIA, E.G. Effect of growing
and drying conditions on the phenolic composition of Mate teas (llex
paraguariensis) . Journal of Agricultural and Food Chemistry v.56,
(18), p.8394-8403, 2008.

HECK, C.I.; DE MEJIA, E.G. Yerba mate tea (llex paraguariensis): A
comprehensive review and chemistry, health implications, and
technological considerations. Journal of Food Science, v.72, n.9,
p.138-151, 2007.

HENDRIKS, H. et al. The content of parthenolide and its yield per plant
during the growth of Tanacetum parthenium. Planta Medica, v. 63, p.
356-359, 1997.

HOFT, M.; VERPOORTE, R.; BECK, E. Screening of medicinal plants
for induction of somatic segregation activity. Planta Medica, v. 64, p.
148-152, 1998.

IBGE - Banco de dados. IBGE - Sistema IBGE de Recuperagao
Automatica — SIDRA 2011. Disponivel em:
<http://www.sidra.ibge.gov.br>. Acesso em: 10 jan 2012.

ICH - International Conference on Harmonization. Validation of
Analytical Procedures: Text and Methodology - Q2 (R1), London, 2005.


http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0032987368&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=H%c3%84GELE&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1180&sot=b&sdt=sisr&cluster=scopubyr%2c%221999%22%2ct&sl=19&s=AUTHOR-NAME%28H%c3%84GELE%29&ref=%28rowell-rahier%29&relpos=1&relpos=1&searchTerm=(AUTHOR-NAME(H%C3%84GELE))%20AND%20(rowell-rahier)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,1999)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0032987368&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=H%c3%84GELE&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1180&sot=b&sdt=sisr&cluster=scopubyr%2c%221999%22%2ct&sl=19&s=AUTHOR-NAME%28H%c3%84GELE%29&ref=%28rowell-rahier%29&relpos=1&relpos=1&searchTerm=(AUTHOR-NAME(H%C3%84GELE))%20AND%20(rowell-rahier)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,1999)%20)
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=24674&origin=resultslist
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=23008603500&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=6603218932&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=6602465725&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-53649109540&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=heck&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1600&sot=b&sdt=sisr&cluster=scopubyr%2c%222008%22%2ct&sl=17&s=AUTHOR-NAME%28heck%29&ref=%28ilex+paraguariensis%29&relpos=0&relpos=0&searchTerm=(AUTHOR-NAME(heck))%20AND%20(ilex%20paraguariensis)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,2008)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-53649109540&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=heck&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1600&sot=b&sdt=sisr&cluster=scopubyr%2c%222008%22%2ct&sl=17&s=AUTHOR-NAME%28heck%29&ref=%28ilex+paraguariensis%29&relpos=0&relpos=0&searchTerm=(AUTHOR-NAME(heck))%20AND%20(ilex%20paraguariensis)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,2008)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-53649109540&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=heck&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1600&sot=b&sdt=sisr&cluster=scopubyr%2c%222008%22%2ct&sl=17&s=AUTHOR-NAME%28heck%29&ref=%28ilex+paraguariensis%29&relpos=0&relpos=0&searchTerm=(AUTHOR-NAME(heck))%20AND%20(ilex%20paraguariensis)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,2008)%20)
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=33722&origin=resultslist

82

JANSEN, M. P. T.; STAMP, N. E. Effects of light availability on host
plant chemistry and the consequences for behavior and growth of an
insect herbivore. Entomologia Experimentalis et Applicata, v.82, (3) ,
p.319-333, 1997.

KOEPPE, D. E. et al. Pharmacological screening of plant decoctions
commonly used in Cuban folk medicine. Plant Physiology, v. 23, p.
258-261, 1970.

KRAEMER, K. H. etal. Matesaponin 5, a highly polar saponin from
llex paraguariensis. Phytochemistry, v. 42, n. 4, p. 1119-1122, 1996.

KUTCHAN, T. M. Herbal mixtures in the traditional medicine of
Eastern Cuba. Plant Physiology, v. 125, p. 58-62, 2001.

LANCAS, F. M. Avancos Recentes e Tendéncias Futuras das Técnicas
de Separacdo: uma visdo pessoal. Scientia Chromatographica, v.0,
p.17-44, 2008.

LILOV, D.; ANGELOVA, Y. Changes in the content of some phenolic
compounds in connection with flower- and fruit-formation of vine.
Biologia Plantarum, v. 29, p. 34-37, 1987.

LORENZI, H.; MATOS, F. J. A. Plantas medicinais no Brasil: nativas e
exoticas. 2 ed. Nova Odessa: Instituto Plantarum, 2008, p. 90-91.

LUCKEMEYER, D. D. et al. Effects of llex paraguariensis A. St.
Hil.(Yerba Mate) on Herpes Simplex Virus Types 1 and 2 Replication.
Phytotherapy Research, 2011.

MACEDQ, J. A.; BATTESTIN, V.; RIBEIRO, M. L.; MACEDO, G. A.
Increasing the antioxidant power of tea extracts by biotransformation of
polyphenols . Food Chemistry, v.126, (2), pp. 491-497, 2011.

MARQUES, V.; FARAH, A. Chlorogenic acids and related compounds
in medicinal plants and infusions. Food Chemistry, v.113, p.1370-
1376, 20009.

MARTINET, A. et al. NMR and LC-MSn characterisation of two minor
saponins from llex paraguariensis. Phytochemical analysis, v.12, n.1,
p.48-52, 2001.


http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7402987387&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7006968255&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0030619550&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=jansen&st2=stamp&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1010&sot=b&sdt=b&sl=44&s=%28AUTHOR-NAME%28jansen%29+AND+AUTHOR-NAME%28stamp%29%29&relpos=0&relpos=0&searchTerm=(AUTHOR-NAME(jansen)%20AND%20AUTHOR-NAME(stamp))
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0030619550&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=jansen&st2=stamp&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1010&sot=b&sdt=b&sl=44&s=%28AUTHOR-NAME%28jansen%29+AND+AUTHOR-NAME%28stamp%29%29&relpos=0&relpos=0&searchTerm=(AUTHOR-NAME(jansen)%20AND%20AUTHOR-NAME(stamp))
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0030619550&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=jansen&st2=stamp&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1010&sot=b&sdt=b&sl=44&s=%28AUTHOR-NAME%28jansen%29+AND+AUTHOR-NAME%28stamp%29%29&relpos=0&relpos=0&searchTerm=(AUTHOR-NAME(jansen)%20AND%20AUTHOR-NAME(stamp))
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=19793&origin=resultslist
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=23134993400&zone=

83

MARTINET, A.; HOSTETTMANN, K.; SCHUTZ, Y.
Thermogeniceffects of commercially available plant preparations aimed
at treating human obesity. Phytomedicine, v.6, p.231-238, 1999.

MARTINS, F. et al. Consumption of mate tea (llex paraguariensis)
decreases the oxidation of unsaturated fatty acids in mouse liver. British
Journal of Nutrition v.101 (4), p.527-532, 2009.

MATSUMOTO, R. L. et al. Effects of mate tea (llex paraguariensis)
ingestion on MRNA expression of antioxidant enzymes, lipid
peroxidation, and total antioxidant status in healthy young women.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.57, p.1775-1780,
20009.

MAZZAFERA, P. Caffeine, theobromine and theophylline distribution
in llex paraguariensis. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, v.6,
p.149-151, 1994.

MAZZAFERA, P. Maté drinking: caffeine and phenolic acid intake.
Food Chemistry, v.60, n.1, p.67-71, 1997.

MEDINA, M. B. Determination of the total phenolics in juices and
superfruits by a novel chemical method. Journal of Functional Foods,
v.3, p.79-87, 2011a.

MEDINA, M. B. Simple and rapid method for the analysis of phenolic
compounds in beverages and grains. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v.59, p.1565-1571, 2011b.

MEYER, S. et al. Relationships between optically assessed polyphenols
and chlorophyll contents and leaf mass per area ratio in woody plants: A
signature of the carbon-nitrogen balance within leaves. Plant Cell
EnViron, v.29, p.1338-1348, 2006.

MILIOLI, E. M. et al. Effect of acute administration of hydroalcohol
extract of llex paraguariensis St Hilaire (Aquifoliaceae) in animal
models of Parkinson's disease. Phytotherapy Research, v.21, p.771-
776, 2007.


http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=36951202900&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-67649429307&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ilex+paraguariensis&st2=martins&sid=tt4qmenHzk6JQPZfmpO6c8H%3a280&sot=b&sdt=b&sl=61&s=%28TITLE-ABS-KEY%28ilex+paraguariensis%29+AND+AUTHOR-NAME%28martins%29%29&relpos=4&relpos=4&searchTerm=(TITLE-ABS-KEY(ilex%20paraguariensis)%20AND%20AUTHOR-NAME(martins))
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-67649429307&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ilex+paraguariensis&st2=martins&sid=tt4qmenHzk6JQPZfmpO6c8H%3a280&sot=b&sdt=b&sl=61&s=%28TITLE-ABS-KEY%28ilex+paraguariensis%29+AND+AUTHOR-NAME%28martins%29%29&relpos=4&relpos=4&searchTerm=(TITLE-ABS-KEY(ilex%20paraguariensis)%20AND%20AUTHOR-NAME(martins))
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=30025&origin=resultslist
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=30025&origin=resultslist

84

MIRANDA, D. D. C. et al. Protective effects of mate tea (llex
paraguariensis) on H202-induced DNA damage and DNA repair in
mice. Mutagenesis, v. 23 (4), p. 261-265, 2008.

MONTANHA, J. A. Estudo quimico e biol6gico das saponinas de
llex paraguariensis St. Hil Aquifoliaceae. 1990. Dissertacdo
(Mestrado) - Programa de P6s-Graduagao em Farméacia - Analise,
Sintese e Controle de Medicamentos,Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS. 1990.

MOSELE, S. H. A governanca na cadeia agroindustrial da erva-
mate na regido do Alto Uruguai Rio-Grandense. 2002. Dissertagdo
(Mestrado) - Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RS. 2002.

MULLER, V. et al. Evaluation of antiviral activity of South American
plant extracts against Herpes Simplex Virus type 1 and Rabies Virus.
Phytotherapy Research, v.21, n.10, p.970-974, 2007.

NEHLIG, A; DAVAL, J. L.; DEBRY, G. Caffeine and the
centralnervous system: mechanisms of action, biochemical, metabolic
and psychostimulant effects. Brain Research, v.17, p.139-170, 1992.

NEWMAN, D. J. Natural products as leads to potencial drugs: an old
process or the new hope for drug discovery? Journal of Medicinal
Chemistry, v.51, n.9, p.2589-2599, 2008.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Natural products as sources of new
drugs over the last 25 years. Journal of Natural Products, v.70, n.3, p.
461-477, 2007.

OH, M.; CAREY, E. E.; RAJASHEKAR, C. B. Environmental stresses
induce health-promoting phytochemicals in lettuce Plant Physiology and
Biochemistry 47 (2009) 578-583

OHEM & HOLZL, Some new investigations on Ilex paraguariensis:
flavonoids and triterpenes. Planta Medica , vol 54, n 6, p 576; 1988.

OLIVEIRA, D. M. et al. Yerba Maté (llex paraguariensis) aqueous
extract decreases intestinal SGLT1 gene expression but does not affect
other biochemical parameters in alloxan-diabetic wistar rats. Journal of


http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7005819334&zone=
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=18966&origin=resultslist

85

Agricultural and Food Chemistry, v.56, p.10527-10532, 2008.

PAGANINI STEIN, F.L. et al. Vascular responses to extractable
fractions of Ilex paraguariensis in rats fed standard and high-cholesterol
diets. Biological Research For Nursing, v.7, p.146-156, 2005.

PANG, J.; CHOI, Y.; PARK, T. llex paraguariensis extract ameliorates
obesity induced by high-fat diet: potential role of AMPK in the visceral
adipose tissue. Archives of Biochemistry and Biophysics, v.476, p. 78-
185, 2008.

PASINATO, R. Aspectos ethoentomologicos, socioecondmicos e
ecologicos relacionados a cultura da erva-mate (llex paraguariensis),
no municipio de Lontra, Parana, Brasil. 2004.Dissertacdo (Mestrado)
- Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2004.

PATWARDHAN, B. Ethnopharmacology and drug discovery. Journal
os Ethnopharmacology, v.100, p.50-52, 2005.

PETERSON, G. L. Review of the Folin phenol protein quantitation
method of Lowry, Rosebrough, Farr and Randall. Analytical
Biochemistry, v.100, p.201-220, 1979.

PETERSON, G. L. Determination of total protein. Methods in
Enzymology, v.91, p.95-119, 1983.

PIO-CORREA, M. Dicionario das Plantas Uteis do Brasil e das
Exdticas Cultivadas, Rio de Janeiro: Imprensa Nacional, v. 4, 1978, p.
138-143.

PREDIGER, R. D. S. Effects of caffeine in Parkinson's disease: From
neuroprotection to the management of motor and non-motor symptoms.
Journal of Alzheimer's Disease, v.20, n.1, p.S205-S220, 2010.

PREDIGER, R. D. S. et al. Caffeine improves spatial learning deficits in
an animal model of attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) -
The spontaneously hypertensive rat (SHR). International Journal of
Neuropsychopharmacology, v.8, (4), p. 583-594, 2005.


http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=8507563600&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-77956209909&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=prediger&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a470&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%222010%22%2ct&sl=21&s=AUTHOR-NAME%28prediger%29&relpos=5&relpos=5&searchTerm=AUTHOR-NAME(prediger)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,2010)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-77956209909&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=prediger&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a470&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%222010%22%2ct&sl=21&s=AUTHOR-NAME%28prediger%29&relpos=5&relpos=5&searchTerm=AUTHOR-NAME(prediger)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,2010)%20)
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=16246&origin=resultslist
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=8507563600&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-25844455707&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=prediger&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a200&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%222005%22%2ct&sl=21&s=AUTHOR-NAME%28prediger%29&relpos=0&relpos=0&searchTerm=AUTHOR-NAME(prediger)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,2005)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-25844455707&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=prediger&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a200&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%222005%22%2ct&sl=21&s=AUTHOR-NAME%28prediger%29&relpos=0&relpos=0&searchTerm=AUTHOR-NAME(prediger)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,2005)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-25844455707&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=prediger&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a200&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%222005%22%2ct&sl=21&s=AUTHOR-NAME%28prediger%29&relpos=0&relpos=0&searchTerm=AUTHOR-NAME(prediger)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,2005)%20)
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=22452&origin=resultslist
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=22452&origin=resultslist

86

PREDIGER, R. D. S. et al. Effects of acute administration of the
hydroalcoholic extract of mate tea leaves (llex paraguariensis) in animal
models of learning and memory. Journal of Ethnopharmacology,
v.120, p.465-473, 2008.

PRUDENCIO, A. P. A. et al. Phenolic composition and antioxidant
activity of the aqueous extract of bark from residues from mate tree (llex
paraguariensis St. Hil.) bark harvesting concentrated by nanofiltration.
Food and Bioproducts Processing Article in Press, 2012,

PUANGPRAPHANT, S.; DE MEJIA, E.G. Saponins in yerba mate tea
(llex paraguariensis A. St.-Hil) and quercetin synergistically inhibit
iNOS and COX-2 in lipopolysaccharide-induced macrophages through
NF«B pathways. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.57
(19), p.8873-8883, 2009.

RACHWAL, M. F. G. et al. Influéncia da luminosidade sobre os teores
de macronutrientes e tanino em folhas de Erva-mate (llex
paraguariensis St. Hil.) In: 11 Congresso Sul-Americano da erva-
mate e |11 Reunido Técnica do Cone sul sobre a cultura da erva-mate
(anais), Porto Alegre: UFRGS/FEPAGRO/ACI Encantado/ Prefeitura de
Encantado-RS, 2000.

RAKOCEVIC, M.; MARTIM, S. F. Time series in analysis of yerba-
mate biennial growth modified by environment. International Journal of
Biometeorology, v. 55, p. 161-171, 2011.

RALPHS, M. H.; MANNERS, G. D.; GARDNER, D. R. Influence of
light and photosynthesis on alkaloid concentration in larkspur. Journal
of Chemical Ecology, v.24, (1), p.167-182, 1998.

RAMIREZ-MARES, M. V.; CHANDRA, S.; DE MEJIA, E. G. In vitro
chemopreventive activity of Camellia sinensis, Ilex paraguariensis and
Ardisia compressa tea extracts and selected polyphenols. Mutation
Research, v.554, p.53-65, 2004.

RANILLA, L. G. et. al. Phenolic compounds, antioxidant activity and in
vitro inhibitory potential against key enzymes relevant for
hyperglycemia and hypertension of commonly used medicinal plants,
herbs and spices in Latin America. Bioresource Technology, v.101
(12) , p. 4676-4689, 2010.


http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=8507563600&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=54881507500&zone=
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=15627&origin=resultslist
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=26421325000&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=6602465725&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-70349912042&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=puangpraphant&sid=txkDq1MoAVK4Mn2nkfw19X1%3a110&sot=b&sdt=b&sl=24&s=FIRSTAUTH%28puangpraphant%29&relpos=2&relpos=2&searchTerm=FIRSTAUTH(puangpraphant)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-70349912042&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=puangpraphant&sid=txkDq1MoAVK4Mn2nkfw19X1%3a110&sot=b&sdt=b&sl=24&s=FIRSTAUTH%28puangpraphant%29&relpos=2&relpos=2&searchTerm=FIRSTAUTH(puangpraphant)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-70349912042&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=puangpraphant&sid=txkDq1MoAVK4Mn2nkfw19X1%3a110&sot=b&sdt=b&sl=24&s=FIRSTAUTH%28puangpraphant%29&relpos=2&relpos=2&searchTerm=FIRSTAUTH(puangpraphant)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-70349912042&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=puangpraphant&sid=txkDq1MoAVK4Mn2nkfw19X1%3a110&sot=b&sdt=b&sl=24&s=FIRSTAUTH%28puangpraphant%29&relpos=2&relpos=2&searchTerm=FIRSTAUTH(puangpraphant)
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=33722&origin=resultslist
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7007024738&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7003495203&zone=
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7402659555&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0031962332&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ralphs&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1080&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%221998%22%2ct&sl=19&s=AUTHOR-NAME%28ralphs%29&relpos=13&relpos=13&searchTerm=AUTHOR-NAME(ralphs)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,1998)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0031962332&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ralphs&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a1080&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%221998%22%2ct&sl=19&s=AUTHOR-NAME%28ralphs%29&relpos=13&relpos=13&searchTerm=AUTHOR-NAME(ralphs)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,1998)%20)
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=23342&origin=resultslist
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=23342&origin=resultslist
http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=15760935000&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-77949264278&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ranilla&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a540&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%222010%22%2ct&sl=20&s=AUTHOR-NAME%28ranilla%29&relpos=5&relpos=5&searchTerm=AUTHOR-NAME(ranilla)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,2010)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-77949264278&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ranilla&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a540&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%222010%22%2ct&sl=20&s=AUTHOR-NAME%28ranilla%29&relpos=5&relpos=5&searchTerm=AUTHOR-NAME(ranilla)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,2010)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-77949264278&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ranilla&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a540&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%222010%22%2ct&sl=20&s=AUTHOR-NAME%28ranilla%29&relpos=5&relpos=5&searchTerm=AUTHOR-NAME(ranilla)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,2010)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-77949264278&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ranilla&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a540&sot=b&sdt=cl&cluster=scopubyr%2c%222010%22%2ct&sl=20&s=AUTHOR-NAME%28ranilla%29&relpos=5&relpos=5&searchTerm=AUTHOR-NAME(ranilla)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,2010)%20)
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=15423&origin=resultslist

87

RATES, S. M. K. Metilxantinas. In: SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL,
E. P, et al (Eds.). Farmacognosia: da planta ao medicamento,
Floriandpolis: Editora da UFSC/Porto Alegre: Editora da UFRGS, 2007.
p.519-536.

RATES, S. M. K. Metilxantinas. In: SIMOES, C. M.O.; SCHENKEL,
E. P., etal (Eds.). Farmacognosia: da planta ao medicamento.6. ed.
Floriandpolis: Editora da UFSC/Porto Alegre: Editora da UFRGS, 2007.
p.711-740.

REGINATTO, F. H. et al. Methylxanthines accumulation in Ilex species
- caffeine and theobromine in ervamate (llex paraguariensis) and other
llex species. Journal of the Brazilian Chemical Society, v.10, n.6,
p.443-446, 1999.

RHODES, M. J. C. Physiological roles for secondary metabolites in
plants: some progress, many outstanding problems. Plant Molecular
Biology, v. 24, p.1-20,1994.

RICCO, R. A. et al. Estudio comparativo de flavonoides em seis
especies austrosudamericana del género llex. Acta Farmacéutica
Bonaerense, v.10, n.1, p.29-35, 1991.

RIEDEL, W. et. al. Caffeine attenuates scopolamine-induced memory
impairment in humans. Psychopharmacology, v.122, (2), p.158-168,
1995.

RIVELLI, D. P. ET al. Simultaneous determination ofchlorogenic acid,
caffeic acid and caffeine in hiroalcoholic and aqueous extracts of llex
paraguariensis by HPLC and correlation with antioxidant capacity of
the extracts by DPPH reduction. Brazilian Journal of Pharmaceutical
Sciences, v.43, n.2, p.215-222, 2007.

SANTOS, E. C. S. Investigacao da atividade neurofarmacologica de
llex paraguariensis em camundongos. 2011. Dissertacdo (mestrado) —
Programa de Pds Graduacdo em Farmacologia. Universidade Federal de
Santa Catarina, Floriandpolis, SC. 2011.

SCHENKEL, E. P. et al. Saponins from maté (llex paraguariensis) and
the other South American llex species: Ten years research on llex


http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=19737634100&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0029564099&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=riedel&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a140&sot=b&sdt=sisr&cluster=scopubyr%2c%221995%22%2ct&sl=19&s=AUTHOR-NAME%28riedel%29&ref=%28caffeine%29&relpos=0&relpos=0&searchTerm=(AUTHOR-NAME(riedel))%20AND%20(caffeine)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,1995)%20)
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-0029564099&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=riedel&nlo=&nlr=&nls=&sid=AtsZJuL4ZAEdO9AqVByboqs%3a140&sot=b&sdt=sisr&cluster=scopubyr%2c%221995%22%2ct&sl=19&s=AUTHOR-NAME%28riedel%29&ref=%28caffeine%29&relpos=0&relpos=0&searchTerm=(AUTHOR-NAME(riedel))%20AND%20(caffeine)%20AND%20(%20LIMIT-TO(PUBYEAR,1995)%20)
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=21782&origin=resultslist

88

saponins. Ciéncia e Cultura, v.49, n.5-6, p.359-363,1997.

SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; ATHAYDE, M. L. Saponinas. In:
SIMOES, C. M.O.; SCHENKEL, E. P., et al (Eds.). Farmacognosia:
da planta ao medicamento.6. ed. Floriandpolis: Editora da UFSC/Porto
Alegre: Editora da UFRGS, 2007. p.711-740.

SCHENKEL, E. P.; MONTANHA, J. A.; GOSMANN, G. Triterpene
saponins from mate, Ilex paraguariensis. Advances in Experimental
Medicine and Biology, v.405, p.47-56, 1996.

SCHINELLA, G. R. et al. Antioxidant effects of an aqueous extract of
llex paraguariensis. Biochemical and Biophysical Research
Communications, v.269, n.2, p.357-360, 2000.

SCHINELLA, G.; FANTINELLLI, J. C.; MOSCA, S. Cardioprotective
effects of llex paraguariensis extract: evidence for a nitricoxide-
dependentmechanism. Clinical Nutrition, v.24, p.360-366, 2005.

SCHUBERT, A. et al.Variacdo anual de metilxantinas totais em
amostras de llex paraguariensis A. ST. - HIL. (erva-mate) em ljui e
Santa Maria, estado do Rio Grande do Sul. Quimica Nova, v.29, n.6,
p.1233-1236, 2006.

SLIMESTAD, R. Assessing African medicinal plants for efficacy and
safety: agricultural and storage practices. Biochemical Systematics and
Ecology, v. 26, p. 225-229, 1998.

SUGIMOTO, S. et al. Brazilian Natural Medicines. Ill. Structures of
triterpene oligoglycosides and lipase inhibitors from Mate, leaves of llex
paraguariensis. Chemical & Pharmaceutical Bulletin, v.57, n.3,
p.257-261, 2009.

TAKETA, A. T. C. Saponinas de llex brecicuspis Reissek, 1997.
Dissertacdo (Mestrado) - Curso de Pés-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS. 1997.

TATTINI, M. et al. Differential accumulation of flavonoids and
hydroxycinnamates in leaves of Ligustrum vulgare under excess light
and drought stress. New Phytologist, v.163 (3), p. 547-561, 2004.


http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=6701591554&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-4143138750&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=Tattini&sid=a7IXLKIy7RQSVwezo6JZUn4%3a20&sot=b&sdt=b&sl=37&s=FIRSTAUTH%28Tattini%29+AND+PUBYEAR+%3d+2004&relpos=0&relpos=0&searchTerm=FIRSTAUTH(Tattini)%20AND%20PUBYEAR%20=%202004
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-4143138750&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=Tattini&sid=a7IXLKIy7RQSVwezo6JZUn4%3a20&sot=b&sdt=b&sl=37&s=FIRSTAUTH%28Tattini%29+AND+PUBYEAR+%3d+2004&relpos=0&relpos=0&searchTerm=FIRSTAUTH(Tattini)%20AND%20PUBYEAR%20=%202004
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-4143138750&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=Tattini&sid=a7IXLKIy7RQSVwezo6JZUn4%3a20&sot=b&sdt=b&sl=37&s=FIRSTAUTH%28Tattini%29+AND+PUBYEAR+%3d+2004&relpos=0&relpos=0&searchTerm=FIRSTAUTH(Tattini)%20AND%20PUBYEAR%20=%202004
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=19908&origin=resultslist

89

TORMEN, M. J. Economia ervateira brasileira. In: WINGE, H.;
FERREIRA, A. G., et al(Eds.). Erva-mate: Biologia e cultura no Cone
Sul. Porto Alegre: Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Editora
da UFRGS, 1995. p. 27-40.

TURNER, S. et al. Evaluation of the antioxidant activity and
polyphenols content of llex paraguariensis (mate) during
industrialization. Advance Journal of Food Science and Technology,
v.3 (1), p. 23-30, 2011.

VALDUGA, A. T. Uso sustentado e processamento de llex
paraguariensis St Hill (Erva-mate). 2002. Tese (Doutorado) -
Universidade Federal de Sao Carlos UFSCar, Séo Carlos, SP. 2002.

VALDUGA, E. Caracteriza¢do quimica e anatdmica da folha de
erva-mate (llexparaguariensis St. Hill) e de espécies utilizadas na
adulteracdo do mate. 1994 Dissertacdo (Mestrado) - Universidade
Federal do Parand, Curitiba, PR. 1994.

VALERGA, J.; RETA, M.; LANARI, M. C. Polyphenol input to the
antioxidant activity of yerba mate (llex paraguariensis) extracts. LWT -
Food Science and Technology, v. 45, n.1, p. 28-35, 2012.

VERPOORTE, R. Pharmacognosy in the New Millennium:
Leadfinding and Biotechnology. Journal of Pharmacy and
Pharmacology, v.52, n.3, p.253-262, 2000.

WALDHAUSER, S. S. M.; BAUMANN, T. W. Compartmentation of
caffeine and related purine alkaloids depends exclusively on the
physical chemistry of their vacuolar complex formation with
chlorogenic acids.Phytochemistry, v.42, n.4, p.985-996, 1996.

WATERMAN, P. G.; MOLE, S. Insect-plant interactions;
BERNAYS, E. A. ed.; 1st ed., CRS Press: Boca Raton, 1989, vol. 1,
cap. 4

WATERMAN, P. G.; MOLE, S. Analysis of phenolic plant
metabolites, 1st ed.; Blackwell scientific Publications: Oxford, 1994,
cap. 3.


http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=44561682000&zone=
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-79951932208&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ilex+paraguariensis&st2=turner&sid=tt4qmenHzk6JQPZfmpO6c8H%3a330&sot=b&sdt=b&sl=60&s=%28TITLE-ABS-KEY%28ilex+paraguariensis%29+AND+AUTHOR-NAME%28turner%29%29&relpos=1&relpos=1&searchTerm=(TITLE-ABS-KEY(ilex%20paraguariensis)%20AND%20AUTHOR-NAME(turner))
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-79951932208&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ilex+paraguariensis&st2=turner&sid=tt4qmenHzk6JQPZfmpO6c8H%3a330&sot=b&sdt=b&sl=60&s=%28TITLE-ABS-KEY%28ilex+paraguariensis%29+AND+AUTHOR-NAME%28turner%29%29&relpos=1&relpos=1&searchTerm=(TITLE-ABS-KEY(ilex%20paraguariensis)%20AND%20AUTHOR-NAME(turner))
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-79951932208&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=ilex+paraguariensis&st2=turner&sid=tt4qmenHzk6JQPZfmpO6c8H%3a330&sot=b&sdt=b&sl=60&s=%28TITLE-ABS-KEY%28ilex+paraguariensis%29+AND+AUTHOR-NAME%28turner%29%29&relpos=1&relpos=1&searchTerm=(TITLE-ABS-KEY(ilex%20paraguariensis)%20AND%20AUTHOR-NAME(turner))
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=19700187642&origin=resultslist
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00236438
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00236438
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00236438/45/1

90

WICHTL, M. Herbal Drugs and Phytopharmaceuticals: A handbook
for practice on a scientific basis. 3. ed. Boca Raton: CRC, 2003, p.
366-368.

ZUANAZZI, J. A.S.; MONTANHA, J. B. Flavonoides. In: SIMOES, C.
M. O.; SCHENKEL, E. P., et al (Eds.). Farmacognosia: da planta ao
medicamento. Floriandpolis: Editora da UFSC/Porto Alegre: Editora da
UFRGS, 2007. p.577-614.



91

APENDICE

Apéndice 1: Teores de metilxantinas, cafeina, teobromina, acido clorogénico, fenélicos totais e valores de ECs, dos extratos das
folhas dos individuos de llex paraguariensis expostos a alta intensidade luminosa.

Acido

Idade Cafeina® Teobromina® Metilxantinas® < a Fenélicos Totais® ECq°
Amostra das (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) CI(E;?EZT)CO (mg.g™) (9.9"'DPPH)

folnas  \edia DP. Média DP. Média DP. Média DP. Média DP. Média DP.
Brotagdo 53,05 0,34 4,27 0,10 57,32 0,44 0,33 0,02 242,10 400 147,55 3,21
1 2 meses 42,74 0,07 5,80 0,13 48,54 0,20 0,41 0,01 232,36 0,48 153,96 1,95
6 meses 1456 0,07 0,26 0,01 14,82 0,08 0,59 0,02 152,48 3,95 265,48 6,83
Brotacdo 46,43 0,15 4,43 0,01 50,86 0,16 1,62 0,05 331,92 9,27 21,27 0,41
2 2 meses 38,76 0,24 5,97 0,02 44,73 0,26 0,90 0,02 316,89 2,27 47,40 1,83
6 meses 8,46 0,06 1,05 0,01 9,51 0,07 10,60 0,17 217,52 4,23 98,43 2,28
Brotacdo 71,20 0,25 24,93 0,14 96,13 0,39 5,72 0,07 239,71 2,59 31,32 1,19
3 2 meses 63,01 0,21 30,88 0,13 93,89 0,34 1,23 0,04 172,32 3,95 56,07 1,67
6 meses 36,70 0,21 13,24 0,01 49,94 0,22 8,02 0,14 75,27 554 107,00 4,94
Brotagdo 86,52 0,37 5,83 0,04 92,35 0,41 4,10 0,04 260,14 5,52 62,32 2,19
4 2 meses 7488 0,11 7,00 0,04 81,88 0,15 0,88 0,03 214,84 5,87 83,68 2,58
6 meses 61,70 0,08 2,97 0,02 64,67 0,10 9,02 0,36 147,33 1,81 101,74 3,91
Brotagdo 73,06 0,35 13,04 0,08 86,10 0,43 0,15 0,00 290,30 1,18 111,48 3,97
5 2 meses 65,03 0,17 18,47 0,08 83,50 0,25 0,18 0,01 245,13 523 128,65 3,29
6 meses 40,63 0,18 8,58 0,01 49,21 0,19 2,73 0,03 176,21 2,82 163,73 4,65

Teores quantificados através de *CLAE-DAD e ® UV/Vis. © Concentrago necessaria para reduzir em 50% a
concentracdo inicial de DPPH.
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Apéndice 2: Teores de metilxantinas, cafeina, teobromina, acido clorogénico, fendlicos totais e valores de ECs,dos extratos das

folhas dos individuos de llex paraguariensis sombreados.

A Cafeina Teobromina Metilxantinas Acmlo_ Fendlicos Totais ECs
mos- Idade das 1 1 1 Clorogénico 1 1
tra folhas (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (mg.gY) (mg.g™) (9.9"DPPH)
Média D.P. Média D.P. Média D.P. Média D.P. Média D.P. Média D.P.
Brotacéo 77,84 0,10 3,50 0,03 81,34 0,13 0,24 0,01 311,80 7,84 140,67 512
6 2 meses 63,34 0,09 7,52 0,24 70,86 0,33 1,84 0,05 391,66 0,99 46,86 2,04
6 meses 5,68 0,08 0,52 0,01 6,20 0,09 0,77 0,01 257,22 3,43 178,64 4,28
Brotacéo 54,55 0,25 7,92 0,04 62,47 0,29 0,38 0,01 282,81 1,63 120,82 3,57
7 2 meses 44,39 0,04 10,89 0,01 55,28 0,05 0,43 0,02 297,45 0,57 79,55 2,92
6 meses 11,57 0,09 2,19 0,02 13,76 0,11 1,16 0,01 215,54 3,77 170,40 2,56
Brotacéo 92,62 0,33 6,53 0,09 99,15 0,42 7,40 0,02 230,97 7,78 24,51 0,90
8 2 meses 84,54 0,38 8,78 0,01 93,32 0,39 1,91 0,03 187,86 3,30 80,79 1,34
6 meses 81,57 0,18 2,92 0,01 84,49 0,19 0,40 0,00 163,22 3,79 148,91 2,16
Brotacédo 95,94 0,07 9,81 0,01 105,75 0,08 1,86 0,03 251,40 7,33 106,36 1,86
9 2 meses 90,50 0,12 11,30 0,05 101,80 0,17 0,29 0,01 298,34 2,17 37,72 1,27
6 meses 59,90 0,11 8,02 0,15 67,92 0,26 11,99 0,06 17984 10,18 119,01 2,67
Brotacéo 133,98 0,41 3,07 0,01 137,05 0,42 0,90 0,02 437,81 15,49 6,36 0,34
10 2 meses 51,78 0,21 7,61 0,22 59,39 0,43 0,23 0,01 192,32 2,80 157,08 3,66
6 meses 23,83 0,13 0,45 0,01 24,28 0,14 0,15 0,00 121,21 0,13 196,51 8,27
Brotacao 46,71 0,17 18,15 0,05 64,86 0,22 0,15 0,00 274,72 8,95 17,94 0,29
11 2 meses 43,15 0,11 22,22 0,04 65,37 0,15 0,19 0,01 229,75 3,73 24,21 0,64
6 meses 6,77 004 1425 0,06 21,02 010 041 001 12650 146 127,17 211

Teores quantificados através de * CLAE-DAD e ” UV/Vis. °: Concentragdo necessaria para reduzir em 50% a concentracéo inicial de DPPH.



