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RESUMO

llex paraguariensis A. St. Hil. € uma espécie nativa da América do Sul popularmente
conhecida como mate ou erva-mate. Trés principais classes de compostos bioativos
estdo presentes nas folhas: metilxantinas, polifendis e saponinas, nas quais sdo
atribuidas diversas atividades biologicas, incluindo efeitos no metabolismo lipidico.
Do ponto de vista quimico e bioldgico, essa espécie é bastante estudada. Em relagdo ao
processo de obtencdo, enriquecimento e purificacdo das fracdes do mate, porém, a
pesquisa tecnoldgica revela-se restrita. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
atividade dos principais grupos de compostos do mate sobre o metabolismo de ratos
Wistar submetidos a uma dieta hiperlipidica. A extracdo de polifendis, metilxantinas e
saponinas das folhas foi otimizado mediante um desenho experimental do tipo Box-
Behnken, obtendo-se rendimentos maximos de 357, 41 e 15 mg/g de planta seca,
respectivamente. Uma fracdo enriquecida em polifendis e metilxantinas (MXPL) e
outra enriquecida em saponinas (SFL) foram preparadas por fracionamento em fase
solida de resina polimérica, metanol e agua em gradiente decrescente de polaridade.
Os rendimentos para polifendis, metilxantinas e saponinas foram 497, 88 e 245 mg/g
de material seco, respectivamente. Vinte quatro ratos Wistar machos foram submetidos
a uma dieta hiperlipidica e seis ratos submetidos a uma dieta padrdo durante cinco
semanas. Posteriormente, foram separados em dois grupos controles (dieta padrdo e
hiperlipidica), um grupo tratado com extrato de mate (YME), outro tratado com
MXPL e outro tratado com SFL. Nenhum aumento significativo no peso corporal em
ratos com dieta hiperlipidica foi observado, contudo, houve alteracGes evidentes em
outros parametros relevantes relacionados ao metabolismo. Resultados referentes a
reducdo de peso corporal, niveis plasmaticos de glicose e lipogénese se contrapdem a
outros antes relatados na literatura, sugerindo uma relacdo com o modelo animal
utilizado. Atividades observadas para o extrato e fragdes indicam claramente que essas
podem ser diferentes e até opostas, levando acreditar que os principais compostos do

mate possuam diferentes efeitos no metabolismo quando testados separadamente.

Palavras chave: llex paraguariensis, erva-mate, saponinas, polifenois, metilxantinas,

metabolismo, ratos Wistar.






ABSTRACT

llex paraguariensis A. St. Hil. is a South American native species commonly known
as mate or yerba mate and is widely used as stimulant tea-like beverages.
Methylxanthines, polyphenols and saponins are the main compounds present in its
leaves. To these, are attributed several biological activities, including effects in lipid
metabolism. Although there are a range of studies of mate, in the point of view of
technological processing and biological testing of enriched and purified fractions
revealed to be restricted. In this sense, the aim of this study is to evaluate the activity
of the main compounds found in mate on the lipid metabolism of male Wistar rats fed
with a high-fat diet. For this propose, it was obtained and optimized an extract of mate
leaves (YME) by a Box-Behnken design, obtaining maximum yields of 357, 41 and 15
mg/g dry material, respectively. Subsequently, the main compounds were separated by
solid phase extraction and fractionation using a polymer resin, methanol and water, in
decreasing gradient polarity, achieving an enriched fraction of polyphenol and
methylxanthines (MXPL) and an enriched fraction of saponins (SFL). Yields for
polyphenols, saponins and methylxanthines were 497, 88 and 245 mg/g of dry
material, respectively. Twenty four male Wistar rats were submitted to a high-fat diet
and six to a standard diet, during five weeks and separated in five groups (standard diet
(control) (n = 6); high-fat diet (n = 6); YME-treated group (n = 6); MXPL-treated
group (n = 6); SFL-treated group (n = 6). No significant increase in rats body weight
fed with high-fat diet was observed. However, there were evident alterations in fat
other relevant parameters related to metabolism. Dissimilar results regarding the
reduction of body weight, plasma levels of glucose and lipogenesis, for instance, are
opposed to other studies, previously reported in the literature, suggesting that the
animal model might be determinant in the evaluation of these activities. Likewise,
effects observed in the crude extract and enriched fractions clearly indicate that these
may be different, even opposite, leading to believe that the main compounds of mate

have different effects on metabolism when are tested separately.

Keywords: Ilex paraguariensis, mate, saponins, methylxanthines, polyphenols,

metabolism, Wistar rats.
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INTRODUCAO E
RELEVANCIA DO TEMA






llex paraguariensis A. St. Hil. (Aquifoliaceae) popularmente conhecida como
mate ou erva-mate (folhas e galhos processados industrialmente) é uma espécie nativa
da América do Sul e possui um importante papel social, econdmico, e cultural nessa
regido. Entre os principais constituintes quimicos do mate destacam-se as
metilxantinas, polifendis e saponinas. Metilxantinas sdo denominadas alcaloides
purinicos de carater anfotero, representadas principalmente pela cafeina, teobromina e
teofilina, e apresentam atividade estimulante no sistema nervoso central (RATES,
2010). Derivados cafeoilquinicos e flavonoides séo os polifenois de maior abundancia
encontrados no mate e sdo atribuidos varios efeitos, principalmente antioxidante
(HECK e col., 2008). Saponinas sdo metabolitos secundarios com caracteristica
anfifilica presente em altos teores nas folhas e principalmente nos frutos imaturos

dessa espécie apresentando inimeras atividades biol6gicas (PAVEI e col., 2007).

Na ultima década, houve um aumento dos estudos com 0 mate e suas
propriedades biolégicas, como antioxidante, anti-mutagénica, anti-inflamatoria e,
sobretudo, efeito anti-obesidade (BRACESCO et al., 2011). Muitos trabalhos
realizados com erva-mate e modelos de obesidade induzida por dieta (PANG e col.,
2008; ARCARI e col., 2009; HUSSEIN e col., 2011a; HUSSEIN e col., 2011b;
SILVA e col., 2011) ou mesmo seres humanos (DE MORAIS e col, 2009, KIM e col,
2012) tem mostrado um efeito na reducdo da gordura e peso corporal, melhoria de
niveis plasmaticos de triglicerideos, colesterol e glicose, além da regulacdo de
expressdo génica envolvida no metabolismo lipidico. Entretanto, existem na literatura

divergéncias e dados contraditdrios relativo a essa atividade do mate.

Embora amplamente estudado do ponto de vista fitoquimico e bioldgico, a
pesquisa com o mate revela ser restrita e incipiente em relacdo a tecnologia de
obtencdo fracBes enriquecidas e purificadas dos principais compostos. Além disso, a
maioria dos trabalhos emprega um extrato aquoso de erva-mate, mimetizando o uso do
chimarrdo ou do cha-mate, permanecendo assim, incerto se os efeitos devem ser
atribuidos aos polifendis, metilxantinas ou saponinas (RESENDE e col., 2012). Neste
sentido, surge a oportunidade de investigar a influéncia de compostos de mate sobre o

metabolismo lipidico, separadamente.
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Em estudo feito sobre a caracterizagéo estrutural e avaliacdo biologica da fracéo
enriquecida em saponinas dos frutos de mate (RESENDE e col., 2012), demonstrou-se
uma reducdo significativa no tecido adiposo retroperitonial em ratos sadios,
alimentados com dieta padrdo e tratados simultaneamente com essa fracdo, sem
alteracdo de peso corporal, quando comparados ao grupo controle. Além disso,
evidenciou-se uma reducdo significativa de triglicerideos nos niveis plasmaticos dos
animais tratados. A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, observou-se que a
variagdo de peso, reducdo de massa adiposa, atividade metabdlica dos tecidos hepatico
e adiposo, além de parametros bioquimicos podem estar todos interligados. De modo
comparativo, a fracdo enriquecida em saponinas demonstrou ter a maior atividade
nesses ensaios realizados, sugerindo assim que esses metabdlitos secundarios possuem

forte influéncia no metabolismo de lipidios.

Nesse sentido, surge como perspectiva de investigacdo o efeito dos compostos
bioativos presentes na erva-mate comercial sobre atividades bioldgicas ligadas ao

metabolismo de lipidios, com énfase nas saponinas.

24



OBJETIVOS






OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade das principais fracdes bioativas presentes na erva-mate (llex
paraguariensis A. St. Hil.), sobre o metabolismo de lipidios de ratos submetidos a uma
dieta hiperlipidica, conjuntamente com a sua separacdo e purificacdo dessas mediante

técnicas em fase polimérica solida.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Adaptar e modificar, quando necessario, métodos analiticos por CLAE e UPLC/Q-
TOF-MS destinados a caracterizacdo e doseamento do teor de metilxantinas,

polifendis e saponinas presentes no extrato bruto e respectivas fraces enriquecidas;

I1. Otimizar a extracdo da erva-mate empregando o processo de maceragdo dindmica,

delineado conforme experimento do tipo Box-Behnken de trés fatores, em trés niveis;

I11. Obter fracdes enriquecidas de polifendis, metilxantinas e saponinas presentes na

erva-mate, mediante uso de fracionamento em fase polimérica solida;

IV. Determinar as concentracGes plasmaticas de glicose, colesterol total, HDL, LDL,
triglicerideos, transaminases (TGO e TGP), creatinina, uréia e amilase, assim como
avaliar a oxidacdo de glicose no figado, a gordura retroperitonial e no masculo séleo, a
sintese de glicogénio no figado e musculo, a lipogénese e lipdlise no figado, musculo e
tecido adiposo, a concentracdo de triglicerideos, colesterol e glicogénio no figado e a
concentracdo de gordura nas fezes em ratos Wistar submetidos a dieta padréo (controle
negativo), dieta hiperlipidica (controle positivo) e a tratamentos especificos com

extrato bruto e fracdes enriquecidas em saponinas e metilxantinas-polifenadis.
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A Figura 1 apresenta um esquema representativo da dissertacdo mostrando as etapas
realizadas ao longo do trabalho.

Matéria-prima vegetal

N

[ Erva-mate comercial \
(folhas:talos 70:30)

Otimizagdo mediante delineamento
experimental de Box-Behnken

Extrato
Extracdoem fase sélida com
resina polimérica Diaion-HP 20
Fracéo enriquecida em Fragéo enriquecida em Administraciooral
metilxantinas e polifenéis saponinas ¢

\ 30dias detratamento

Dieta padréo + agua Dieta hiperlipidica
(controle) +2guap = n==6 n==6

n==6
n=6 Ratos Wistar submetidos a dieta hiperlipidica (5 semanas)

Avaliacéo biologica

GV

- Oxidac#o da glicose - indice gordura visceral -Oxidacéo da glicose -Parametros plasmaticos
- Lipogénese -Oxidagdo da glicose - Captacdo da glicose

-Sintese de glicogénio - Lipogénese - Lipogénese

- Concentragéo de - Lipdlise -Sintese de glicogénio

triglicerideos, glicogénio e - Concentracdo de gordura nas fezes

colesterol

Figura 1. Sinopse da obtencdo das fracdes e dos ensaios bioldgicos realizados, em

esquema.
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ASPECTOS BOTANICOS

llex paraguariensis A. St. Hil. € uma espécie popularmente conhecida como
mate, sendo que a denominacdo erva-mate é dada para especificar o produto de
transformacao tecnoldgica obtido, principalmente, das folhas da espécie. A cultura do
mate é antiga em VAarios paises sul-americanos. Tendo sido originada pelos indios e
adotada posteriormente pelos colonizadores, tem hoje uma forte expressao cultural na
regido sul do Brasil. Além de serem usadas na preparacdo de bebidas aquosas como o
chimarrao e chas, as folhas do mate constituem a matéria-prima de corantes naturais e
antioxidantes, assim como na preparacdo de cosméticos e medicamentos. O mate é
também conhecido por suas propriedades tdnica, estimulante e diurética (PASINATO,
2003).

Tradicionalmente, 0 mate compde um dos sistemas agro-florestais mais antigos
e caracteristicos da regido sul, assumindo importancia ambiental e socioecondmica
significativa. Foi por um longo tempo um dos primeiros produtos das exportac6es
brasileiras (PENTEADO e col., 2000).

A erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil.) € uma espécie nativa do Brasil,
Bolivia, Paraguai, Uruguai e Argentina. No Brasil, especificamente, ha ocorréncia nos
estados de Mato Grosso, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul
(EDWIN e REITZ, 1967). Atualmente, Argentina € o principal produtor mundial,
seguida pelo Brasil e Paraguai. A producdo mundial estimada no ano de 2002 foi de
cerca de 900.000 toneladas, abrangendo uma &rea cultivada préxima a 3000 km?®
(HECK e MEJIA, 2007).

Morfologicamente sdo descritas trés subespécies botanicas de mate, sendo a
subespécie I. paraguariensis A. St. Hil. a predominante, com maior area de dispersao
nas regides sub-tropicais e temperadas da América do Sul (ANDREWS, 1985). A
especie ocorre como uma arvore perenifolia de altura variavel, que quando cultivada,
oscila de 3 a 5 m, mas que pode atingir até 30 m na idade adulta, quando em estado
silvestre (CARVALHO, 2003). Tem floragdo de outubro a dezembro, e frutificacdo de
janeiro a marco (BACKES e IRGANG, 2002).
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e Eduardo L. Hettwer Giehl. Fonte: Flora Digital do Rio Grande do Sul).

A comercializacdo dessa espécie ocorre estritamente para as folhas e talos,
enquanto que o fruto € um subproduto do processamento da erva-mate, desprovido de
valor comercial, contudo, fonte abundante de saponinas (PEIXOTO e col., 2010).

ASPECTOS FITOQUIMICOS

A presenca de trés fracdes de compostos quimicos foi estabelecida para as
folnas de mate, a saber: compostos polifendlicos, metilxantinas e derivados

triterpendides, principalmente saponinas.

POLIFENOIS

Os compostos polifendlicos constituem um importante grupo quimico da erva-
mate, sendo o acido clorogénico o mais conhecido (ATHAYDE e col., 2000). O teor
dessa classe de compostos nos extratos de folhas de mate € maior que a relatada para o
cha verde (Camellia sinensis) e similar ao encontrado em vinhos tintos (GUGLIUCCI
e col., 2009 a, b; BRACESCO e col., 2011). Também, cabe destacar a presenca dos
flavonoides guercetina-3-O-rutinosideo (rutina), quercetina-3-O-glicosideo
(isoquercitrina) (RICCO e col.,, 1991), canferol-3-O-glicosideo, canferol-3-O-
rutinosideo e quercetina livre (OHEM e HOLZL, 1988), juntamente com os acidos

neoclorogénico (acido 5-cafeoilquinico) e criptoclorogénico (KRAEMER, 1997).
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Esses compostos tém sido analisados por varios metodos quantitativos
incluindo ensaio de Folin Ciocalteu, biossensor da tirosinase, cromatografia liquida de
alta-eficiéncia (CARINI e col., 1998; CHANDRA e DEMEJIA GONZALEZ, 2004;
DALL’ORTO, 2005; PAVEI, 2007; PEIXOTO, 2010).
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Figura 3. Principais polifenois encontrados nas folhas do mate. Acido neoclorogénico

(A); acido clorogénico (B); acido criptoclorogénico (C); e rutina (R1: S-D-rutinosideo)

(D).

METILXANTINAS

A presenca de metilxantinas esta associada fortemente ao mate. Conforme os
estudos de CLIFFORD e RAMIREZ-MARTINEZ (1990), cafeina é a principal
metilxantina encontrada nas folhas do mate (teor de 0,89-1,73%), seguida da
teobromina (0,26-0,88%) e, em menor quantidade, teofilina. Entretanto, as condigfes
e métodos de extracdo possuem uma forte influéncia no teor desses compostos
(GNOATTO e col.,, 2007). As xantinas encontram-se no grupo dos alcaloides
purinicos e sdo relatados em diferentes tipos de espécies, incluindo o café e o cacau

(ATHAYDE, 2000). Essa classe de compostos apresenta um amplo espectro de
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atividades farmacoldgicas, principalmente como efeito estimulante sobre o sistema
nervoso central (RATES, 2010).
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Figura 4. Cafeina (A) e teobromina (B).

SAPONINAS

O mate é uma espécie que se caracteriza pelo elevado teor de saponinas em suas
folhas e, principalmente, nos frutos imaturos (KRAEMER, 1997; ATHAYDE, 2000;
TAKETA, 2004; PAVEI e col., 2007). GOSMANN (1989) relatou teores de saponinas
de 5 a 10% do peso seco de folhas de erva-mate. A elucidacdo estrutural dessas
saponinas foi estabelecida por GOSMANN e SCHENKEL (1989), MONTANHA
(1990), GOSMANN e col. (1995), KRAEMER e col. (1996) e SCHENKEL e col.
(1997), sendo, atualmente reconhecidos 13 glicosideos triterpénicos contendo glicose,
ramnose e arabinose. As saponinas das folhas de Ilex paraguariensis apresentam
majoritariamente agliconas derivadas dos acidos ursélico e oleandlico (SCHENKEL e
col., 1997).

Embora o presente trabalho ndo tenha como foco a obtencdo de saponinas a
partir dos frutos do mate, cabe ressaltar a que esses apresentam um perfil por CLAE
semelhante as folhas (PAVEI e col., 2007; PEIXOTO e col., 2010; PEIXOTO e col.,

2011, RESENDE e col., 2012), tornando-se dessa maneira comparaveis.
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COO —R2

R1—O

Saponina R1 R2 R3 R4 R5 R6  Fonte Referéncia

Jla -ara(2-1)rha -H -CH; -CH, -H -H Fo Montanha, 1990

Jib -ara(2-1)rha -H -CH; -H -CH3 -H Fo Montanha, 1990

J2a -ara(3-1)glc -H -CH3 -CH; -H -H Fo Montanha, 1990

J2b -ara(3-1)glc -H -CH3 -H -CH3 -H Fo Montanha, 1990

J3a -ara(2-1)rha -glc -CH;3 -CH;3 -H -H Fo Montanha, 1990

J3b -ara(2-1)glc -glc -CH; -H -CH3 -H Fo Montanha, 1990

matesaponina 1 -ara(3-1)glc -glc -CH;3 -H -CHj3 -H Fo Gosmann, 1989

matesaponina 2 -ara[(2-1)rha](3-1)glc -glc -CH; -H -CH3 -H Fo Gosmann, 1995

matesaponina 3 -ara(3-1)glc -glc(6-1)glc -CH;3 -H -CHj3 -H Fo Gosmann, 1995

matesaponina 4 -ara[(2-1)rha](3-1)glc -glc(6-1)glc -CH; -H -CH3 -H Fo Gosmann, 1995
matesaponina 5 -ara[(2-1)rha](3-1)glc -glc(6-1)glc(4-1)glc -CH;3 -H -CH3 -H Fo  Kraemer e col, 1996
guaianicina B -ara(3-1)glc -glc -CH; -CH; -H -H Fo  Martinete col., 2001
nudicaucina C -ara[(2-1)rha](3-1)glc -glc -CH;3 -CH,3 -H -H Fo  Martinete col., 2001
matesideo -ara -H -CH,OH -CH; -CHj -OH Fr Taketa e col., 2004
ziyu-glicosideo | -ara -glc -CH;3 -CH; -CH; -OH Fr Taketa e col., 2004
ilexosideo I1 -ara(3-1)glc -glc -CH; -CH; -CH; -OH Fr Taketa e col., 2004
chikusetsusaponina 1Va -aglu -glc -CH;3 -CH,3 -H -H Fr  Dahmere col., 2012

Figura 5. Saponinas encontradas nas folhas e frutos de llex paraguariensis. - ara: a-L-arabinopiranosil; rha:
a-L-ramnopiranosil; glc: p-D-glicopiranosil; aglu: acido glicurénico. Fo: folhas; Fr: frutos. (Adaptado de
Pavei, 2004).

No que tange aos frutos do mate, TAKETA e col. (2004) isolaram e
identificaram duas sapogeninas e trés saponinas ndo detectadas nas folhas desta
espécie. As saponinas apresentam nucleo hidroxi-ursolico e sdo derivadas dos acidos
rotandico e pomolico, sendo uma monodesmosidica e de estrutura inédita, denominada

matesideo. As saponinas bidesmosidicas isoladas nos frutos de llex paraguariensis
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foram anteriormente relatadas em espécies de llex nativas da Asia, sendo conhecidas

como ziyu-glicosideo | e ilexosideo II.

EXTRACAO, SEPARACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS
BIOATIVOS DE MATE

De modo geral, a tendéncia atual é a obtengdo de produtos vegetais
padronizados e purificados mais eficazes, seguros e a0 mesmo tempo, de maior valor
agregado, acompanhado da remoc¢do de compostos com acdo indesejavel e do

enrigquecimento do teor de compostos de interesse (TIERRA, 1999).

A eficiéncia na extracdo de compostos em matéria-prima vegetal depende de
diversos parametros tais como temperatura, tempo, polaridade do solvente, pH, entre
outros, e os seus efeitos podem ser independentes ou interativos (MYLONAKI, 2008;
NACZK e SHAHIDI, 2004; NEGRAO MURAKAMI e col., 2011).

A obtencdo de extratos € tradicionalmente realizada através da aplicacdo de
temperaturas elevadas durante um longo periodo de tempo, aléem da utilizacdo de
solventes organicos que limitam suas aplicacdes devido a toxicidade e residuos
gerados (SONAGLIO, ORTEGA, PETROVICK, e BASSANI, 2007).

Existe na literatura muitos estudos sobre as varias condi¢bes empregadas para
extracdo de compostos das folhas e frutos do mate (GOSMANN e col., 1989;
GNOATTO e col., 2005; HECK e MEJIA, 2007; PAVEI e col., 2007; PEIXOTO e
col., 2010). No entanto, existe pouca pesquisa sobre a otimizacdo de extracdo visando
obter concentracBes elevadas de seus principais constituintes (NEGRAO
MURAKAMI e col., 2011).

A metodologia de superficie de resposta (MSR) foi desenvolvida por Box e
colaboradores na década de 50 (MONTGOMERY, 2005). Este termo foi originado a
partir da perspectiva grafica gerada por modelos matematicos, e seu uso tem sido
amplamente adotado na quimiometria. MSR consiste em um conjunto de técnicas
matematicas e estatisticas que se baseiam no ajuste de modelos empiricos para 0s

dados experimentais obtidos em relacdo ao projeto experimental. Para este objetivo,
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funcdes polinomiais lineares e quadraticas sdo utilizadas para descrever o sistema
estudado e, por conseguinte, a explorar condi¢des experimentais (modelagem e

deslocamento) até a sua optimizacdo (BEZERRA e col., 2008).

Dentre outros métodos utilizados, o desenho experimental de Box-Behnken
apresenta-se como um modelo muito eficiente, que requer um reduzido ndmero de
corridas e, portanto, torna-se uma alternativa Gtil e pratica (KHURI e CORNELL,
1996; MONTGOMERY, 2005), incluindo em processos de extracdo visando uma
substancia ou uma classe de substancias de uma matéria-prima vegetal especifica
(KIM e col., 2010).

No tocante aos métodos de separacdo e obtencdo de fracdes purificadas e de
compostos isolados, uma das técnicas mais empregadas para as saponinas, € 0
fracionamento liquido-liquido, principalmente, mediante uso de solventes apolares,
como éter ou hexano, seguidos de particdo com n-butanol/dgua (SOETAN e col.,
2006; GUCLU-USTUNDAG; MAZZA, 2007). Entretanto, este método tem por
desvantagens a perda potencial de compostos mais polares e, ainda, a possibilidade da
permanéncia residual de solventes na fragdo de saponinas. Ainda que o fracionamento
em fase liquida seja aplicado no isolamento visando a identificacdo de saponinas ou
para posterior avaliacdo bioldgica, outras técnicas apresentam-se viaveis, dentre elas, o
fracionamento em fase sélida (DINI e col., 2009; PEIXOTO e col., 2010).

O aprimoramento nos processos de purificacdo de fracGes saponosidicas
bioativas empregando a extracdo em fase solida, em detrimento ao fracionamento
liquido-liquido, tem motivado a avaliacdo de suportes com diversas caracteristicas
estruturais (PAVEI, 2007; PEIXOTO, 2010; VERZA, 2012). Nesse caso, varios tipos
de resina tém sido propostas, dentre elas silica gel, silica C18 e resinas poliaromaticas,
utilizando como solvente de eluicéo gradientes decrescentes de polaridade combinados
por misturas de agua com metanol ou etanol (PAVEI, 2004; PARK e col., 2005;
PEIXOTO, 2010; VERZA 2012).

Em relacdo a andlise qualitativa e quantitativa de saponinas, 0 método mais
aplicado é a CLAE acoplada a diversos tipos de detectores, como UV, arranjo de
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diodos, espectrometro de massas e espalhamento de luz com detector evaporativo
(OLESZEK, 2002). Para a avaliacdo de saponinas de mate por CLAE, GNOATTO e
col. (2005) desenvolveram um método para extratos de folhas, mediante hidrélise, e
utilizando acido oleanolico como padrédo. Para os frutos, foi desenvolvido e validado
um método com eluicdo isocratica tendo como padrdo a matessaponina 3 (PAVEI e
col., 2007. BORRE e col., 2010).

As opc¢bes por métodos analiticos mais sensiveis incluem a CLAE associada a
espectrometria de massas de MS/MS, que permite a caracterizagdo e posterior
identificacdo (FOUBERT, 2010). PEIXOTO e col. (2009) utilizando CLAE acoplada
ao espectrometro de massas demonstraram a presenca do ilexosideo Il na fracdo
enriquecida em saponinas dos frutos do mate e outros compostos com massas

moleculares caracteristicas de saponinas.
ATIVIDADES BIOLOGICAS DO MATE

Além de servir como marcadores quimicos e taxondmicos, que permitem
diferenciar o mate de outras espécies do género llex descritas como adulterantes na
composic¢édo do produto erva-mate (SCHENKEL e col., 1997), para as saponinas tem

sido relatada uma série de atividades bioldgicas importantes.

A pesquisa sobre as propriedades bioldgicas e farmacoldgicas do mate teve um
inicio tardio se comparado com outras espécies relacionadas, como o ché verde, café,
cola, guarana e cacau, por exemplo (BRACESCO e col., 2011). No entanto, nos
altimos 15 anos, houve um aumento significativo na literatura de estudos acerca das
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas da erva-mate demonstrando diversos efeitos,
a saber, antioxidante, antimutagénico, antiinflamatorio, antiglicémico, antitrombético e
principalmente na reducéo de peso e perfil lipidico (PANG e col., 2008; GUGLIUCCI,
2009a,b; ARCARI e col.,, 2009; MEJIA e col., 2009; ARCARI e col.2010;
GOSMANN e col., 2012, RESENDE e col., 2012).

Em relacdo aos polifendis € atribuida atividade antioxidante significativa, tanto

in vitro quanto ex-vivo, e para produtos tecnologicos secos por spray-drying, obtidos
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de solugbes extrativas aquosas de mate e de erva-mate. Adicionalmente, foi
evidenciado um efeito hepatoprotetor in vivo frente ao estresse oxidativo e ao dano

hepatico provocado pelo tetracloreto de carbono (SILVA, 2007).

Vérias propriedades farmacologicas sdo atribuidas as metilxantinas, que
incluem a estimulagdo do sistema nervoso central, vasoconstricdo periférica,
relaxamento da musculatura lisa e estimulacdo do miocardio (KIKATANI e col., 1993;
LORIST e TOPS, 2003).

No que tange as atividades bioldgicas, as saponinas possuem uma ampla
variedade, com destaque para as atividades: analgésica, antialérgica, anti-edematosa,
anti-inflamatodria, antifungica, antimicrobiana, antiviral, hemolitica, imunoestimulante,
moluscicida, neuroprotetora, expectorante, sedativa, assim como hipocolesterolémica,
efeitos na reducdo da absorcdo de gorduras e inibicdo da lipase pancreética, essas
ultimas associadas ao tema do presente trabalno (HOSTETTMANN e MARSTON,
1995; MILGATE e ROBERTS, 1995; LACAILLE-DUBOIS e WAGNER, 1996;
FRANCIS e col., 2002; BRACESCO e col., 2011).

Na literatura ha diversos trabalhos relacionados com a atividade da erva-mate
sobre o metabolismo de lipidios de camundongos (ARCARI e col., 2009; MARTINS e
col., 2009; ARCARI e col., 2011; HUSSEIN e col., 2011a; HUSSEIN e col., 2011b;
KANG e col., 2012), ratos Wistar (OLIVEIRA e col., 2008; PEREIRA e col., 2011;
SILVA e col.,, 2011; PIMENTEL e col., 2012; RESENDE e col., 2012; BORGES e
col., 2013; LIMA e col., 2013); ratos Sprague-Dawley (PANG e col., 2008) e humanos
(DE MORAIS e col., 2009; KIM e col., 2012).

Embora grande parte desses estudos indique efeitos significativos no
metabolismo lipidico, é possivel constatar a falta de um maior detalhamento sobre a
composicdo quimica das preparacdes testadas, na maioria deles. Algumas
divergéncias, incluindo relatos de atividades opostas, parecem ser devidas ao modelo
animal utilizado ou a fatores relacionados com o processamento tecnoldgico e

identidade dos produtos testados. Em outros casos, as inferérencias sobre as possiveis
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substancias bioativas sdo decorrentes de analogias ou de outras premissas ndo

corroboradas experimentalmente.

No contexto das atividades atribuidas aos polifen6is de mate, ha relatos que o
cha das folhas inibe in vitro a atividade da lipase pancreatica, tanto humana quanto
suina e que, em in vivo, 0 mate suprimiu o aumento do peso corporal e reduziu 0s
niveis de triglicerideos e colesterol (LDL) do soro de camundongos tratados com dieta
hiperlipidica (MARTINS e col., 2009). Os autores atribuem essa atividade, em parte,
aos polifendis presentes no cha de mate, considerando que varios polifendis como
flavonas, flavonais, taninos e chalconas inibem essa enzima responsavel pela absor¢éo
de gorduras ao nivel intestinal (MARTINS e col.,, 2009). De modo controverso,
SUGIMOTO e col. (2009) também evidenciaram a inibicdo da lipase pancreética suina
pelo extrato metanodlico das folhas de mate e trés triterpenos oligo-glicosilados
isolados desse extrato. Uma atividade supressora similar foi constatada para saponinas
isoladas de Platicodi radix (HAN e col., 2002) e de ginseng (LIU e col., 2008).

Recentemente GOSMANN e col. (2012) relataram a inibicdo in vitro da
acumulacdo de triglicerideos em adipdcitos 3T3-L1 mediante uso de um extrato de
polifendis das folhas secas de mate (50 mg/mL), sendo a rutina (100 pg/mL) tida como
a principal responsavel desta atividade. Além disso, os extratos de erva-mate tiveram
um efeito modulatério na expressdo de genes relacionados com a adipogénese como
PPARY2, leptina, TNF-a e C/EBPa, indicando assim uma potencial influéncia desses
compostos no metabolismo de lipidios (GOSMANN e col., 2012).

Nesse mesmo sentido, PEREIRA e col. (2012), investigaram a influéncia do
mate na homeostase glicémica em ratos Wistar, utilizando fragcdes de metilxantinas e
polifendis, além de infusdes de erva-mate bruta e tostada, Os resultados desse estudo
mostraram que |. paraguariensis tem um potencial efeito anti-hiperglicémico capaz de
melhorar o estado diabético e é provavelmente, uma fonte de maultiplos compostos

hipoglicémicos.

Em estudo realizado com extrato de folhas de mate, administrado a ratos

Wistar, verificou-se uma reducdo na oxidacdo de glicose do figado, que demonstra a
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diminuicdo da mobilizacdo hepatica deste substrato, assim como uma reducdo na taxa
de triglicerideos plasmaticos (RESENDE e col., 2012). Os autores concluiram que a
presenca das metilxantinas cafeina (480 pg/mL) e teobromina (145 pg/mL) podem

estar, em parte, influenciando nessa atividade.

O efeito anti-obesidade tem sido tema de vérias publicacBes associadas as
saponinas. Em uma série de trabalhos HAN e col. (1999a, 1999b, 2000) observaram
esse efeito em ratos submetidos a uma dieta hiperlipidica e tratados com extratos
vegetais ricos em saponinas. O mesmo grupo de pesquisadores (HAN e col., 2002)
constatou complementaridade entre a reducdo do peso corporal, do tecido adiposo
parametrial e da esteatose hepéatica em ratos submetidos a uma dieta hiperlipidica
tratados com 10 a 30 g/kg de saponinas de Platycodi radix. Além disso, ratos que
receberam oralmente uma emulséo de lipidios ndo demonstraram aumento no nivel de
triglicerideos plasmaticos, quando tratados com 375 mg/kg dessas saponinas. Esses
autores também observaram um efeito inibitorio, tanto in vitro como in vivo, sobre a
atividade da lipase pancreatica associado a saponina purificada Platicodin D, na dose
de 244 mg/kg, bem como inibicdo do aumento de triglicerideos sanguineos. Dados
publicados sugerem que outras saponinas também podem exercer atividades similares.
Assim, LIU e col. (2008) relataram que ginsenosideos de caules e folhas de Panax
quinquefolium inibiram in vitro tanto a atividade da lipase pancreatica quanto o
aumento induzido de triglicerideos plasmaticos em ratos tratados com uma emulséo de
lipidios. Do mesmo modo, observaram uma diminuicdo na massa de tecido adiposo
parametrial, apos a administracdo em longo prazo dessas saponinas em concentracdes
de 1 a 3%.

PANG e col. (2008) em estudo feito in vivo, ao administrar um extrato
hidroetanolico de mate conjuntamente com uma dieta hiperlipidica, verificaram uma
reducéo significativa do peso corporal e da gordura visceral, reducdo nos niveis de
lipidio sanguineo e hepatico, glicose, insulina e leptina em ratos submetidos a uma
dieta hiperlipidica. Constataram ainda um efeito protetor contra a obesidade induzida
em ratos, associado a uma maior expressdo da proteina desacopladora da fosforilacédo

da AMPK (PANG e col., 2008).
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ARCARI e col. (2009) corroboraram gque camundongos induzidos a obesidade e
tratados com extrato aquoso de erva-mate tostada comercial atenuaram de forma
acentuada o ganho de peso, adiposidade, retornando os niveis séricos de colesterol,

triglicerideos, LDL e glicose aos seus valores normais.

Ainda nesse sentido, a administracdo oral de extrato aquoso de mate durante
sete semanas a camundongos induziu decréscimos significativos no peso corporal,
indice de massa corporal e da ingestdo de alimentos em um modelo Tsumura Suzuki
de sindrome metabolica obesos e diabéticos (TSOD) (HUSSEIN e col., 2011a). Esses
efeitos foram acompanhados de uma reducdo significativa no nivel de glicose,
triglicerideos, acidos graxos ndo-esterificados e colesterol plasmaticos e melhoria na
sensibilidade a insulina, aumentando a captacdo de glicose no teste de tolerancia a
insulina. Além disso, o mate melhorou significativamente o nivel de adiponectina, e
apresentou reducdo significativa no peso do tecido adiposo branco, e indice de
adiposidade. Em conjunto, os autores sugerem que o mate pode induzir efeitos
beneficos decorrentes de uma maior sensibilidade ao efeito da insulina em quadros de

diabetes, dislipidemia e obesidade na sindrome metabdlica.

O mesmo grupo de pesquisa verificou os efeitos da erva-mate em marcadores
do apetite e saciedade. A administracdo cronica de extrato aquoso de mate em
camundongos (50 e 100 mg/kg) durante trés semanas reduziu significativamente as
gorduras, ingestdo alimentar, peso corporal, e melhorou o perfil plasmatico e hepatico.
Ainda, o mate induziu aumentos significativos nos niveis de GLP-1 e leptina em
comparacdo ao controle sugerindo assim efeitos na modulacdo de marcadores

relacionados a saciedade e ao apetite (HUSSEIN e col., 2011b).

Em um estudo clinico, randomizado e duplo-cego, controlado com placebo,
avaliou-se a eficacia e seguranca de um extrato seco de mate encapsulado em 60
individuos com excesso de peso com idades entre 20 a 39 anos, durante seis semanas.
Apds esse periodo, os individuos que tomaram mate apresentaram uma reducéo
significativa percentual de gordura corporal (0,3% vs 0,6%, P < 0,05) e massa de

gordura (0,5 kg vs 0,2 kg, P < 0,05) em relacdo aos que receberam placebo. Ndo foram
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observadas diferencas significativas em outras medidas como perda de peso, niveis de

colesterol total, triglicerideos, HDL e glicose (KIM e col., 2012).

Mais recentemente, RESENDE e col. (2012), administrando oralmente um
extrato aquoso de erva-mate e uma fracdo enriquecida em saponinas dos frutos
imaturos de mate em ratos Wistar saudaveis, demonstraram uma reducéo significativa
de 35% do peso da gordura retroperitoneal, além de uma reducdo na oxidacdo da
glicose no figado e tecido adiposo de 90% e 60%, respectivamente. Adicionalmente
foi verificada uma reducéo de triglicerideos no nivel plasmatico dos animais tanto para
0 extrato aquoso de mate quanto para a fracdo enriquecida em saponinas. De modo
oposto, MELO e col. (2007) ndo verificaram diferengas significativas na evolucao
ponderal de ratos Wistar tratados com extratos de mate, porém, submetidos a uma

dieta hiperlipidica.

Os dados disponiveis na literatura evidenciam claramente um efeito divergente
sobre os niveis plasmaticos da glicose e dependente do modelo animal utilizado
(ARCARI e col., 2009; ARCARI e col., 2011; HUSSEIN e col., 2011a; HUSSEIN e
col., 2011b; SILVA e col., 2011; GOMES e col., 2012; RESENDE e col., 2012).

Nesse contexto, na comparagdo dos efeitos de extrato aquoso de mate (sem
tratamento industrial) e extrato aquoso da erva-mate comercial, foi observada uma
diminuigdo significativa na gordura visceral acompanhada de um aumento
significativo na glicose sanguinea de ratos Wistar sadios. Na ocasido, essa atividade
foi atribuida as altas concentrac6es de agUcar, cafeina e saponinas encontradas na erva-
mate bruta (SILVA e col., 2011). De forma similar, RESENDE e col. (2012)
constataram que ratos Wistar normais tratados com extrato hidroetanolico dos frutos
do mate também apresentaram aumento no nivel plasmatico de glicose, quando

comparados ao grupo controle.

GOMES e colaboradores (2012) relatam auséncia de alteragfes significativas
nos parametros de perfil lipidico e na variacdo de peso de ratos Wistar tratados com
extrato de erva-mate e submetidos a dieta hiperlipidica. Naqueles tratados com mate

também foi observado um aumento da insulinemia, levando a um processo de
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resisténcia a insulina, contrastando com outros autores (ARCARI e col., 2011;
HUSSEIN e col., 2011a). Os autores sugerem que esses resultados podem levar ao

agravamento desse quadro e consequentemente a sindrome metabdlica.

Estudos sobre toxicidade aguda para saponinas de mate sugerem a auséncia de
efeitos toxicos. Em relacdo a fracdo de saponinas de frutos de mate, PEIXOTO e col.
(2009) avaliaram a toxicidade da fracdo enriquecida em saponinas do mate (INPI
0501510-3, 2004) obtidas a partir dos frutos desta através do potencial hemolitico in
vitro e da citotoxicidade sobre cultura de célula de mamifero. Para a atividade
hemolitica foi determinado um valor de 1Cs, de 0,2 g/L. Enquanto que o valor de ICs
para citotoxicidade foi de 3,8 g¢/L, caracterizando um produto de muito baixa
toxicidade. A auséncia de propriedades hemoliticas, para as saponinas das folhas de
llex paraguariensis, verificado por GOSMANN (1989), contribui, também, para uma
menor citotoxicidade destes glicosideos. Niveis plasmaticos de creatinina, uréia e nas
transaminases TGO e TGP permaneceram inalterados indicando, assim, que esses

extratos ndo apresentam toxicidade renal nem hepética (RESENDE e col., 2012).
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DISCUSSAO GERAL






O presente trabalho foi delineado e desenvolvido tendo como referéncia relatos
da atividade da erva-mate sobre o metabolismo de lipidios (ARCARI e col., 2009;
HUSSEIN e col., 2011a; HUSSEIN e col., 2011a; PANG e col., 2008; SILVA e col.,
2011) a qual foi atribuida principalmente aos polifenodis, metilxantinas e saponinas
presentes nas folhas dessa espécie. Adicionalmente, RESENDE e col. (2012)
recentemente comprovaram um efeito anti-obesidade de uma fracdo enriquecida em
saponinas dos frutos imaturos do mate. Embora amplamente estudado, a pesquisa com
mate revela-se restrita e incipiente em relacdo a obtencdo tecnoldgica de extratos e
fragdes enriquecidas e purificadas. Grande parte dos trabalhos é baseada em dados
insuficientes quanto a composicdo quimica e ainda, empregam extratos aquosos de
mate, mimetizando o uso do chimarrdo ou do cha mate, permanecendo assim, incerto a
qual classe de compostos os efeitos devem ser atribuidos. Nesse sentido surge a
oportunidade de avaliar os compostos presentes no mate separadamente, bem como, o

possivel efeito sinérgico e complementar entre eles.

Desse modo, a etapa inicial do trabalho destinou-se a obtencéo e otimizacgéo de
um extrato liofilizado e padronizado, buscando um rendimento maximo de compostos.
Foi possivel estabelecer as condicGes ideais do processo de extracdo empregando o
desenho experimental do tipo Box-Behnken utilizando trés fatores, em trés diferentes
niveis. Temperatura de extracdo, concentracdo de etanol e razdo droga:solvente foram
considerados os parametros mais relevantes. Quinze experimentos foram realizados de
acordo com o desenho experimental. O melhor rendimento foi alcangado utilizando-se
50% de etanol (v/v), temperatura de extracdo de 30 °C e razdo droga:solvente de 1:4

(m/v), e consequentemente selecionado (YME) para dar continuidade ao trabalho.

Visando determinar a influéncia dos compostos do mate sobre o metabolismo
lipidico separadamente, fracdes enriquecidas foram desenvolvidas a partir do YME,
mediante extracdo em fase soélida utilizando a resina polimérica Diaion HP-20
(Supelco, EUA). O processo foi aplicado com sucesso, obtendo-se uma fracédo
enriguecida em polifendis e metilxantinas (MXPL) e uma fracdo enriquecida em
saponinas (SFL). Além disso, os métodos cromatograficos empregados mostraram-se
satisfatorios e especificos para cada classe de compostos aplicados. Analises
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complementares acerca da quantificacdo dos principais compostos presentes tanto no

extrato quanto nas fragGes enriquecidas encontram-se no Anexo 2.

Adicionalmente, as analises de UPLC/Q-TOF-MS permitiram a caracterizacdo
das principais saponinas derivadas dos é&cidos oleanolico, ursélico, e pomolico
presente nas folhas. Pode-se ainda, identificar a presenca do ilexosideo Il e
chikusetsusaponina IVVa no extrato e a fragdo de saponinas, sendo a chikusetsusaponina
IVa, o composto majoritario (Fig. B). Esses resultados corroboram com dados
anteriormente relatados (PEIXOTO e col., 2011; TAKETA e col., 2004; DAHMER e
col., 2012; PIRES e col., 1997).

A partir da avaliacdo bioldgica feita com ratos machos Wistar, pode-se verificar
0s parametros de peso corporal e das gorduras retroperitoneal e epididimal, oxidagao
de glicose, sintese de glicogénio, lipogénese, lipolise, teor hepatico de glicogénio,
triglicerideos e colesterol, teor de gordura nas fezes, e ainda, parametros bioguimicos
plasmaticos. Adicionalmente, foram empregados diferentes tipos de tecidos nos
ensaios (figado, tecido adiposo retroperitoneal e musculo séleo) a fim de verificar o

metabolismo integralmente.

De maneira geral, a dieta hiperlipidica adotada ndo forneceu um aumento
significativo no peso final dos animais. Este fato pode ter limitado a avaliacdo do
efeito causado pela dieta, bem como a avaliacdo das atividades do extrato e fracOes
bioativas de mate. No entanto, outros parametros importantes relacionados com o

metabolismo lipidico puderam ser estabelecidos e discutidos ao longo do trabalho.

Cabe ressaltar que os dados obtidos nesse trabalho indicam claramente que o
extrato e as fracdes enriquecidas do mate apresentaram efeitos distintos no
metabolismo, demonstrando que embora estejam em concentracdes equivalentes,
proporcionam efeitos diferentes quando estdo separados, inclusive de forma

antagonica.

De acordo com trabalhos na literatura, o extrato das folhas de mate (YME)
exibiu uma reducédo de aproximadamente 30% nas gorduras viscerais avaliadas, em

relacdo ao grupo controle submetido a dieta hiperlipidica (ARCARI e col., 2009;
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HUSSEIN e col., 2011a; HUSSEIN e col., 2011a; KANG e col., 2012; MARTINS e
col., 2009; PANG e col., 2008).

Em relacdo aos pardmetros bioquimicos, o extrato e as fragdes bioativas
também apresentaram atividades diferenciadas. O grupo tratado com a fragédo
enriquecida em polifendis e metilxantinas (MXPL) exibiu efeitos de reducéo no nivel
de triglicerideos, colesterol e LDL plasmaticos. Os polifendis e metilxantinas presentes
nessa fracdo parecem contribuir diretamente para essa atividade atribuida ao mate, a
qual pode ser encontrada em varios trabalhos na literatura utilizando diferentes
modelos de animais (PAGANINI-STEIN e col., 2005; MOSIMANN e col., 2006;
ARCARI e col., 2009; MARTINS e col., 2009; HUSSEIN e col., 2011a; HUSSEIN e
col., 2011a; SILVA e col., 2011; KANG e col., 2012; RESENDE e col., 2012;).

O uso de extratos de erva-mate e a concentracdo plasmatica de glicose
apresentam-se divergentes na literatura. Parece que dependendo do modelo animal
utilizado, extratos de mate também podem comportar-se de maneira diferente
(ARCARI e col., 2009; BORGES e col., 2013; HUSSEIN e col., 2011a; HUSSEIN e
col., 2011b; LIMA e col., 2013; OLIVEIRA e col., 2008; PEREIRA e col., 2011;
PIMENTEL e col., 2012; RESENDE e col., 2012; SILVA e col., 2011).

Perfis semelhantes entre alguns ensaios bioldgicos realizados demonstram que a
atividade da oxidacdo da glicose pode estar relacionada com a atividade lipogénica e
de sintese de glicogénio nos tecidos avaliados. Diferentemente do grupo tratado com o
extrato (YME), os grupos tratados com ambas as fragdes enriquecidas do mate

apresentaram um aumento na oxidacao da glicose hepatica e muscular.

Em relacdo a atividade lipogénica, todos os animais tratados com erva-mate
apresentaram um decréscimo na lipogénese hepatica demonstrando um potencial efeito
protetor no figado. O grupo das saponinas de mate foi o Unico a apresentar um
aumento na atividade lipogénica do tecido adiposo. Levando em consideracdo que a
insulina € um importante fator que controla e estimula a lipogénese, 0 aumento dessa
atividade no tecido adiposo pode estar relacionado com uma modulacdo desse

hormdnio, como ja relatado anteriormente (ARCARI e col., 2011; PEREIRA e col.,
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2012; BORGES e col., 2013). Além disso, as saponinas parecem induzir a excre¢do de
gordura nas fezes, através da inibicdo da lipase pancreética em nivel intestinal, ja
relatada para o mate (MARTINS e col., 2009; SUGIMOTO e col., 2009).

Aparentemente, as fracdes enriquecidas de erva-mate apresentaram uma maior
influéncia no metabolismo de ratos Wistar através de diferentes mecanismos,

contribuindo para o melhoramento dos parametros e fatores avaliados.

Nos ultimos anos tem-se aumentado o numero de trabalhos utilizando dietas
hipercaloricas ou hiperlipidicas. Varios métodos sdo descritos para a avaliacdo
especifica dos efeitos da administracdo aguda ou cronica de novos agentes anti-
obesidade sobre o peso corporal, ingestdo de alimentos, gorduras viscerais, e perfil
plasmatico em modelos animais com excesso de peso, obesos ou geneticamente
modificados. No entanto, a obesidade monogénica em humanos é extremamente rara e
hoje é amplamente aceito que dietas que induzem a obesidade de ratos e camundongos
séo os modelos mais adequados para prever o potencial terapéutico de novos produtos
no tratamento da obesidade. As divergéncias encontradas na literatura entre estudos
com o mate sobre o metabolismo de lipidios podem estar relacionadas com o tipo de
linhagem e modelo animal aplicado, dieta fornecida, maneira de administracdo, forma
de obtencdo dos extratos ou fragdes, confusdo nas espécies testadas, e ainda, modo de

analisar os dados obtidos.
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CONCLUSOES






De modo geral, a otimizacéo da extracdo das folhas de mate dos seus principais
compostos foi empregado com sucesso utilizando desenho experimental do tipo Box-
Behnken. A extracdo em fase solida permitiu a obtencdo de duas fragdes enriquecidas
em polifendis-metilxantinas e saponinas a partir do extrato da erva-mate em um

rendimento de 497, 88 and 245 mg/g de material seco.

As preparagdes de mate utilizadas nesse trabalho foram capazes de influenciar o
metabolismo de ratos machos Wistar submetidos a uma dieta hiperlipidica. Apesar de
nenhuma das preparagdes de mate ter reduzido o peso total dos animais, o extrato e as
fracOes apresentaram efeitos distintos, particularmente quando avaliados

separadamente.

ModificacGes foram observadas no ganho de peso das gorduras, oxidacdo da
glicose, lipogénese, lipolise, sintese de glicogénio, parametros bioquimicos

plasmaticos e excrecdo de gordura nas fezes, dependendo do material avaliado.

Os resultados obtidos nesse trabalho estdo em alguns aspectos de acordo com 0s
relatos em outros estudos empregando extratos de mate encontrados na literatura.
Entretanto, algumas divergéncias relativas a reducdo de peso e gordura visceral,

lipogénese e nivel plasmatico de glicose foram evidenciadas.

Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar quais dos principais compostos

ou fragdes sdo responsaveis pelas atividades bioldgicas.
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PERSPECTIVAS






O presente trabalho apresentou algumas questdes relativas as atividades do mate sobre
0 metabolismo de ratos Wistar, surgindo como perspectivas a avaliacdo das fracOes
enriquecidas em diferentes modelos animais, bem como dietas fornecidas, além de
ensaios biologicos mais especificos, incluindo testes em nivel biomolecular e
hormonal, a fim de verificar os possiveis mecanismos de acdo dos principais

compostos presentes no mate.
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éticos e metolodoldgicos, para a utilizagdo de 36 ratos Wistar machos adultos {2 meses de
idade), de acordo com as Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a
Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008 que disciplina a criagdo e utilizagio de animais em
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ANEXO 2. Cromatogramas obtidos por CLAE dos principais compostos presentes no
extrato das folhas de mate (YME) e fracGes enriquecidas de metilxantinas e polifendis

(MXPL) e saponinas (SFL).
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Fig. 6. Perfil por CLAE dos polifendis presentes no extrato das folhas de mate (YME)
em 340 nm. Os sinais foram codificados como: (1) acido neoclorogénico; (2) acido

clorogénico; (3) acido criptoclorogénico; (4) Pico 4; (5) Pico 5; (6) rutina; (7) Pico 6.
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Fig. 7. Perfil por CLAE dos polifendis presentes na fracdo enriquecida em polifenois e
metilxantinas (MXPL) de mate em 340 nm. Os picos foram codificados como: (1)
acido neoclorogénico; (2) acido clorogénico; (3) acido criptoclorogénico; (4) Pico 4;
(5) Pico 5; (6) rutina; (7) Pico 6.
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Fig. 8. Perfil por CLAE dos polifendis presentes na fracdo enriquecida em saponinas

das folhas do mate (SFL) em 340 nm. Os picos foram codificados como: (4) Pico 4;

(7) Pico 6.
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Fig. 9. Perfil comparativo por CLAE de polifendis presentes em YME, MXPL e SFL

em 340 nm.
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Fig. 10. Perfil por CLAE das metilxantinas presentes no extrato das folhas do mate

(YME) em 280 nm. Os picos foram codificados como: (1) teobromina; (2) cafeina.
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Fig. 11. Perfil por CLAE das metilxantinas da fracdo enriquecida em polifendis e
metilxantinas (MXPL) das folhas de mate em 280 nm. Os picos foram codificados

como: (1) teobromina; (2) cafeina.
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Fig. 12. Perfil por CLAE das metilxantinas da fracdo enriquecidas em saponinas das

folhas de mate em 280 nm.
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Fig.13. Perfil comparativo por CLAE de metilxantinas presentes em YME, MXPL,

SFL em 340 nm.
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Fig. 14. Perfil por CLAE das saponinas de referéncia ilexosideo Il (1) e
chikusetsusaponina IVa (2).
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Fig. 15. Perfil por CLAE das saponinas do extrato das folhas de mate (YME) em 205

nm. Os picos foram codificados como: (1) Pico 1; (2) Pico 2; (3) Pico 3; (4)

chikusetsusaponina 1Va; (5) Pico 5; (6) Pico 6; (7) Pico 7.
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Fig. 16. Perfil por CLAE das saponinas da fracdo enriquecida em polifendis e

metilxantinas das folhas de mate (MXPL) em 205 nm.

SFL

o

o III|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|I§>

T T T T T T T T T T T T T T T T T

T T T T T T T T T T T T T T
10 40 50 60 min

Fig. 17. Perfil por CLAE das saponinas da fracdo enriquecida em saponinas das folhas de
mate (SFL) em 205 nm. Os picos foram codificados como: (1) ilexosideo II; (2) Pico 1; (3)

Pico 2; (4) Pico 3; (5) chikusetsusaponina; (6) Pico 5; (7) Pico 6; (8) Pico 7.
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Fig. 18. Perfil comparativo por CLAE das saponinas das folhas do mate (SFL) em 205

nm.
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