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RESUMO

A erva-mate € uma planta da familia Aquifoliaceae, originaria da América do Sul e
muito consumida nos estados da regido Sul do Brasil, além de Argentina, Paraguai e
Uruguai. O consumo pode ser realizado com agua quente (chimarrdo) ou gelada
(mate e tereré). As etapas de processamento ou as condi¢cdes edafoclimaticas
podem influenciar nas caracteristicas da planta e da bebida. As etapas de
processamento sdo: colheita, sapeco, cancheamento, secagem, moagem,
envelhecimento (opcional) e empacotamento. Entre as substéncias presentes na
erva-mate temos compostos fendlicos e metilxantinas que podem apresentar valores
inferiores dependendo do tipo de processamento a que foi submetido a matéria-
prima. Andlises tém sido realizadas para caracterizacdo da fragdo nao volatil da
erva-mate a fim de obter-se uma melhor padronizacdo. A presenca de metilxantinas,
compostos fendlicos acidos e flavondides, foi confirmada em nosso trabalho através
de CLAE, e o potencial antioxidante através de DPPH, Foulin Ciocalteau e
peroxidagdo lipidica. A partir de estudos realizados com humanos e ingestdo de
erva-mate, avaliamos o efeito da erva-mate sobre parametros bioquimicos de
pacientes vitimas de TCE. O estudo consistiu na ingestao/infusdo de cha mate, duas
vezes ao dia, sendo 7g de erva-mate em 300mL de agua para pacientes internados
no HEGV, vitimas de TCE, sem co-morbidade, idade entre 16 e 64 anos. Exames
foram realizados para acompanhar os pacientes e foram comparados com 0 grupo
controle, que apresentava a mesma patologia e ndo recebeu o cha mate. O
resultado indicou uma diferenca significativa em relacdo a CPK, sendo que 0s
pacientes do grupo erva-mate tiveram diminuicdo dos valores. Entre os pacientes do
grupo controle ndo foi observada diferenca, sendo que um paciente evoluiu para o
quadro de rabdomidlise, principal risco de CPK elevada, evoluindo a 6bito. Foram
avaliados ainda glicemia sanguinea, PCR, IL-1, IL-6 e TNF-a, ndo obtendo resultado
significativamente diferente, porém com indicacdo que o cha mate possa ter
contribuido para menores alteragdes glicémicas nos pacientes do grupo analisado.
O cha mate nao teve influéncia sobre a mortalidade desses pacientes, porém a
diminuicdo da CPK pode levar a uma sobrevida com menos sequelas, diminuindo o
risco de rabdomiolise.

Palavras-chave: erva-mate, TCE, rabdomidlise, CPK, antioxidante.



ABSTRACT

The yerba mate is a plant in the family Aquifoliaceae, originally from South America
and consumed in the States of southern Brazil, Argentina, Paraguay and Uruguay.
Infusion can be obtained with hot water (chimarrdo) or cold (mate and terere). The
processing steps or the edaphoclimatic conditions can influence the characteristics of
the plant and infusion. The processing steps are: harvest, cancheamento, drying,
sapeco, grinding, ageing (optional) and packaging. Among the substances present in
the yerba mate have the phenolic compounds and methylxanthines that may show
lower levels depending on the type of processing which raw material has been
undergone. Analyses have been carried out for characterization of non-volatile
fractions of yerba mate in order to obtain a better standardization. The presence of
methylxanthines, phenolic compounds and flavonoids was confirmed in our work
through HPLC, and the antioxidant potential by DPPH, Foulin Ciocalteau and lipid
peroxidation. From human studies, we evaluated the effect of yerba mate on
biochemical parameters of patients victims of TBI. The study consisted in
intake/infusion of mate tea, twice a day, and 7 g of yerba mate in 300 ml of water to
patients in HEGV, victims of TBI, without co-morbidities, aged 16 to 64 years. We did
blood tests in the yerba mate group and were compared with the control group, which
featured the same pathology and didn't drink tea mate. The results indicated a
significant difference (p<0.05) in respect to CPK, being that the patients of mate
group had decreased levels. Among patients of the control group it was not observed
significant difference, and one patient developed rhabdomyolysis, which is the main
risk of high CPK, who evolved to death. Blood glucose, PCR, IL-1, IL-6 and TNF-q,
also were assessed not showing significantly different result. However, tea mate
ingestion may have contributed to lower glucose changes in patients of the mate
group. The tea mate had no influence on the mortality of these patients, but the
decrease of CPK can lead to lower risk of rhabdomyolysis and survive with fewer

sequels.

Keywords: yerba mate, TBI, rhabdomyolysis, CPK, antioxidant.
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PARTE |: ESTUDO DA FRACAO NAO VOLATIL E ACAO ANTIOXIDANTE DA
ERVA-MATE

1. INTRODUCAO

A llex paraguariensis, nome cientifico da erva-mate, € uma planta da familia
Aquifoliaceae, origindria da América do Sul, amplamente cultivada de forma
comercial e consumida popularmente na Argentina, Paraguai, Uruguai e regides Sul
e Centro-Oeste do Brasil (Efing et al., 2009). As folhas da erva-mate séo utilizadas
na fabricacdo de bebidas que podem ser consumidas com temperatura aquecida,
como o cha mate e o chimarrdo ou consumida como bebida fria, como o tereré. Nas
regides onde existe o cultivo e fabricacdo da erva-mate o consumo da bebida pode
ser um substituto em relagdo ao cha (Camelia sinensis) ou ao café (Coffea spp.),
principalmente devido ao sabor amargo e propriedades estimulantes dessas
bebidas(Pedroso et al., 2010).

A producdo da erva-mate ocorre principalmente em pequenas e meédias
propriedades rurais dos estados do Parand, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e
Mato Grosso do Sul. O processamento, as condicdes edafoclimaticas e a regido
onde foi realizada a plantacdo determinardo a composi¢cdo quimica da planta. O
processamento divide-se nas seguintes etapas: colheita, sapeco, cancheamento,
secagem, moagem, envelhecimento (opcional) e empacotamento. A colheita é
realizada pelas familias rurais e a erva-mate colhida € depositada sobre panos ou
ponchos do momento da colheita até a chegada a fabrica, esse procedimento visa
evitar o contato da erva-mate com a terra durante o processo. O primeiro processo
ao qual a erva-mate é submetida ao chegar a fabrica € o sapeco, que consiste na
exposicao das folhas ao fogo durante 10 a 60 segundos, a uma temperatura que
atinge 500°C. Apds o sapeco a planta passara pelo processo de cancheamento,
onde havera a fragmentacédo das folhas e ramos para que a secagem seja realizada.
A secagem ocorre até que a erva-mate atinja de 8 a 10% do seu teor de umidade. A
planta passara, ap0s a secagem, pelo processo de cancheamento, no qual serdo
retirados os fiapos e devera restar somente a erva-mate. O envelhecimento é uma
etapa opcional, pois ela dependera do destino final da producdo. A erva-mate
consumida no Brasil ndo passa pelo processo de envelhecimento, ela é consumida

quando a coloracdo é verde intensa, ja a erva-mate que é exportada passa pelo
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processo de envelhecimento durante 8 a 10 meses, ela ficard com uma coloragéo
amarelada que é mais aceita no exterior. Caso a erva-mate ndo passe pelo processo
de envelhecimento ela serda empacotada apés o cancheamento. Ja a envelhecida
sera empacotada ao final do processo de envelhecimento; o empacotamento é
realizado de forma automatizada com seladora de processos autométicos (Melo,
2010; Pedroso et al., 2010). Esse processo descrito € o utilizado para a producéo do
tereré e chimarrdo. Para a producdo do cha mate, apés o cancheamento a erva-
mate passara pelo processo de torrefacdo a 120°C durante 15 minutos e seguira
para o empacotamento (Machado et al., 2007).

As diferentes formas de processamento refletem na composicao da erva-mate
a ser consumida. Alguns estudos indicam que amostras comerciais apresentam
teores menores de metilxantinas e compostos fendlicos em relacdo a amostras
obtidas diretamente de produtores e submetidas ao processamento laboratorial,
indicando uma perda durante o processo industrial ou mesmo em relagcdo ao tempo
de estocagem do material (Peres, 2007). E possivel encontrar diferencas em relacéo
a concentracdo de compostos fendlicos dependendo do local onde a planta é
cultivada, o nivel de exposi¢cao ao sol caracterizara a planta como iluminada ou nédo
iluminada e seus teores podem ser diferentes. Esta alteracdo nao foi relatada para
os flavonéides como canferol e quercitina (Donaduzzi et al., 2003).

A andlise da erva-mate pode ser dividida em: fracdo nédo volatil, fracdo volatil
e atividade antioxidante. A composicao das fracdes distinguird as espécies de
acordo com a predominancia de compostos, caracterizara as condicées climaticas e
de cultivo da planta. A fracdo ndo volatil € composta por metilxantinas, saponinas e
compostos fendlicos e a presenca desses compostos influenciara na capacidade
antioxidante da amostra. Essa capacidade tem sido estudada tanto in vitro quanto in
vivo, tendo relacBes com controle glicémico, controle de perfil lipidico e perda de
peso (Bravo, Goya e Lecumberri, 2007; Arcari, 2009). Entre as fracdes da erva-

mate, as saponinas e a fracéo volatil ndo foram focos de estudo nesse trabalho.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. FRACAO NAO VOLATIL DA ERVA MATE

A fracdo nédo volatil da erva-mate € composta por metilxantinas, saponinas,
compostos fendlicos e flavonoides. Entre as metilxantinas temos a cafeina,
teobromina e teofilina (essa ultima ndo foi encontrada em todos os trabalhos), entre
0s compostos fendlicos temos acido clorogénico (misturas de isdbmeros do acido
cafeoilquinico), acido cafeico, acido 3,4 dicafeiolquinico, acido 3,5 dicafeiolquinico e
acido 4,5 dicafeiolquinico (Filip et al., 2001; Kilmartin e Hsu, 2003; De Souza et al.,
2011). J4 os flavonodides encontrados destacam-se rutina, canferol e quercitina.

As metilxantinas ou alcal6ides primarios sdo metabdlitos secundarios
derivados do nucleotideo purina (Figura 1). Cafeina e teobromina estdo em maiores
guantidades nas plantas, enquanto a teofilina e outros compostos estdo em menores
quantidades podendo ser intermediarios da biossintese ou catabolismo da cafeina
(Ashihara, Sano e Crozier, 2008). Cafeina e teobromina estdo em quantidades
maiores na erva-mate que foi submetida ao processo do sapeco em comparacao
com a quantidade na erva-mate verde, entretanto, é seguida por uma diminuicao
durante o processo de secagem e permanece constante durante o processo de
envelhecimento (Isolabella et al., 2010). O aumento do conteudo de cafeina pode
ser devido a reacfes de degradacéo envolvendo &cidos nucleicos durante o sapeco
que sdao liberados e utilizados como purina na biossintese da cafeina (Colombo e
Nunez, 1983). Também seria possivel esse aumento nos conteudos de cafeina a
partir da via xantosina, conforme ilustrado na Figura 2. Na Ultima etapa da via, a
teobromina é metilada a cafeina que pode ser o metabdlito final (Ashihara e Takeo,
2004).

Figura 1: Estrutura quimica das metilxantinas: 1: cafeina; 2: teobromina e 3:

teofilina.
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Figura 2: Sintese da cafeina.(Ashihara, Sano e Crozier, 2008)
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O percentual das metilxantinas nas diferentes matrizes alimentares ajuda a
caracterizar o produto e sua pureza. Nas espécies de café os conteudos de cafeina
podem variar de 0,4% a 2,4%, no caso do C. arabica o percentual chega a 1% nos
graos(Frischknecht, Ulmer-Dufek e Baumann, 1986; Fujimori e Ashihara, 1994). Ja
na espécie de T. cacao a teobromina corresponde, nos grdos maduros, de 2,2 a
2,7% com base no peso seco e a cafeina corresponde de 0,6 a 0,7%(Senanayake e
Wijesekera, 1971). Na erva-mate essas substancias estdo presentes nas folhas
jovens, sendo cafeina 0,8 a 0,9%, teobromina 0,08 a 0,16% e teofilina menor que
0,02%. Conteudos maiores podem ser encontrados nas folhas maduras e tracos de
cafeina e teobromina podem ser encontrados na madeira e casca(Mazzafera,
1994).Entre as propriedades terapéuticas associadas a metilxantinas temos
estimulacdo do sistema nervoso central, vasoconstricao periférica e relaxamento de
musculos lisos (Dartora et al., 2011).

O método de analise e quantificacdo das metilxantinas mais utilizado é a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), sendo que a forma empregada na
extracdo dos compostos pode influenciar nos resultados. Estudos mostraram que a
agua quente pode ser o melhor solvente para a matéria prima sem tratamento
prévio, cujos resultados foram similares aos obtidos com solventes organicos que
necessitam de maior tempo para obtencdo dos extratos e custam caro (Gnoatto et
al., 2007).

Os compostos fenolicos, como os do grupo do acido clorogénico e derivados,
sdo caracterizados pela presenca de apenas um grupo fendlico na sua estrutura
molecular, sendo chamados de fendis simples e n&o polifendis (Beninca,

2009).Esses compostos sao conhecidos como metabdlitos secundarios e atuam na
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defesa dos vegetais contra mudancgas do ambiente (Naczk e Shahidi, 2004; Boudet,
2007). Também atuam na absorcao de luz, promovendo uma reacdo simbibtica com
0S micro-organismos para a fixacdo do nitrogénio e contra 0 ataque de agentes
patogénicos e herbivoros (Wildman, 2001). Entre os compostos fendlicos que séo
encontrados em plantas encontram-se: fendis, flavonoides, tocoferéis, cumarinas,
acidos organicos multifuncionais e derivados de acidos cinamicos (Naczk e Shabhidi,
2004). A combinacdo entre os acidos cinamicos e o quinico dao origem ao acido
clorogénico (Figura 3)(Rhodes, 1994).

Figura 3: Formacéo do acido clorogénico através do acido quinico e acido cafeico
(Clifford et al., 2008)
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O acido clorogénico apresenta alta biodisponibilidade em produtos de origem
vegetal e na erva-mate esta presente variando de 2 a 13% de massa seca (Clifford e
Ramirez-Martinez, 1990; Filip et al., 2001; Negishi et al., 2004; Bravo, Goya e
Lecumberri, 2007). Estudos indicam que os acidos cafeoilquinicos sdo os acidos
clorogénicos presentes em maior quantidade na erva-mate. A atividade antioxidante
gerada pela presenca dos acidos clorogénicos esta fortemente associada a
prevencdo e combate de doencas coronarianas e inibicdo de formacgédo de
substancias carcinogénicas e mutagénicas além de estudos referentes a protecéo
das lipoproteinas de baixa densidade contra oxidac¢ao (Schinella, Fantinelli e Mosca,
2005; Porto, 2009).
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Os flavondides sdo polifendis, sendo a estrutura basica um nucleo
fundamental, constituido de 15 atomos de carbono arranjados em trés anéis, sendo
dois desses anéis fendlicos (A e B) e um pirano (C) acoplado ao anel A, como na
figura 4.(Di Carlo et al., 1999).Temos como exemplos de flavondides presentes na
erva-mate: a rutina, a quercitina e o canferol que fazem parte do grupo dos flavonais,
sendo os mais encontrados em vegetais (Figura 5)(Dornas et al., 2007). Os
flavondides, assim como o acido clorogénico, estédo ligados a diversos mecanismos
de defesa nas doencas crbnico-degenerativas, entre elas: doenca arterial
coronariana (DAC), doencas cerebrovasculares, diabetes, cancer e doencas renais,
sempre ligadas a acdo antioxidante devido a sua estrutura, ja que as hidroxilas
ligadas ao C3 e C4 podem atuar no aumento do potencial antioxidante (Lien et al.,
1999). Assim como as metilxantinas, compostos fendlicos e flavondides também séo

detectados através da CLAE.

Figura 4: Estrutura basica dos flavondides (Di Carlo et al., 1999)

OH
Rutina
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2.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Nos ultimos anos muitas matrizes alimentares tém sido avaliadas quanto a
sua capacidade funcional, estimulando o consumo de determinados alimentos. A
erva-mate tem sido estudada em relacdo a sua capacidade antioxidante pela
presenca de compostos fendlicos acidos e flavondides. Existem muitos estudos
avaliando sua atividade antioxidante tanto in vitro quanto in vivo. A atividade
antioxidante tem como principio, principalmente, a neutralizagdo de radicais livres,
através de reacdo de 6xido-reducdo, da quelacdo do oxigénio singlete e através da
decomposicdo de peroxidos (Saldanha e Bastos, 2006).

As andlises da poténcia antioxidante in vitro podem ser realizadas através de
diferentes métodos quimicos como: peroxidacdo lipidica, ensaio com DPPH e
dosagem pelo reagente de Foulin Ciocalteau. Os diferentes estudos sobre atividade
antioxidante comparam dois ou mais métodos de analise ou 0 mesmo método de
analise, porém com diferentes formas de extragcdo dos compostos. A peroxidacéo
lipidica foi baseada na oxidacao de 6leo de soja acrescido de extrato de erva-mate e
leitura, com intervalo regular de dias, para avaliacdo do ganho de dienos
conjugados. A ocorréncia da peroxidacao € normal e esperada em matrizes lipidicas,
sabendo que os produtos sdo expostos a luz, a presenca de oxigénio, a forma
encontrada do lipideo e a exposicdo ao calor durante seu periodo de consumo,
porém sua ocorréncia leva a deterioracdo do produto inicial, podendo diminuir sua
validade e gerar novos produtos que sao improprios para consumo humano. Com o
objetivo de diminuir essa ocorréncia, entre outras técnicas passiveis de serem
realizadas, iniciou-se o acréscimo de substancias, sejam elas na forma de extrato ou
Oleo essencial de origem vegetal, que possam retardar esse processo, diminuindo a
oxidacdo e aumentando o tempo de prateleira desse produto. Além da analise do
namero de dienos conjugados também pode ser avaliada a formag¢do de compostos
volateis presentes na fracdo headspace através de cromatografia gasosa. O
aguecimento do material estudado e o ponto baixo de fusdo de alguns antioxidantes
podem levar a perda e assim subestimar a sua atividade antioxidante dificultando a
analise exata em relagcdo ao poder antioxidante do material adicionado a matriz

alimentar (Amorati, Foti e Valgimilgi, 2013).
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O DPPH consiste no sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila por
espécies antioxidantes em diferentes concentracdes, causando a descoloragcédo do
DPPH. Essa modificacdo é acompanhada por leitura em espectrofotdmetro a
515nm, enquanto a técnica de Foulin Ciocalteau consiste na determinacdo de
fendlicos totais. Ambos os métodos sdo colorimétricos e realizados com leitura em
espectrofotometro na regido do visivel. Como a técnica de DPPH consiste no
sequestro do radical o resultado obtido através dessa técnica € considerado um
resultado indireto, e sdo necessarias condicdes iguais de extracdo de solvente e
material utilizado para que a comparacao entre resultados possa acontecer (Amorati,
Foti e Valgimilgi, 2013).

A técnica de Foulin Ciocalteau é discutida, pois sua determinacao trata-se dos
fendlicos totais e em algumas matrizes alimentares a presenca de acido ascorbico
ou acUcares poderia alterar o resultado, levando a considerar um maior potencial
oxidante pela presenca e reacdo dessas substancias na fracdo estudada. A partir
dessas discussoes, estudos tém sido realizados utilizando-se diferentes formas de
analise da amostra com o intuito de obter o resultado somente de fenolicos sem
considerar interferentes. Em um dos estudos foram utilizadas trés formas de analise
utilizando o reagente de Foulin Ciocalteau. A primeira alteracdo no procedimento da
reacao foi a adicdo de H,O, com o objetivo de degradar os interferentes, entretanto,
os resultados indicam que a adicdo de H,O, pode aumentar a especificidade do
reagente para determinar os fendlicos totais. Essa adicdo também pode levar ao
aumento da sensibilidade do reagente em doar elétrons durante o processo. O
segundo método foi a andlise prévia de acido ascoérbico para que fosse descontado
ao final do processo de célculo para se ter como resultado a atividade antioxidante
somente através do quantitativo de fendlicos totais. Esse método ndo apresentou
diferenga significativa entre as duas analises, seja a feita com a diferenca da
atividade antioxidante devido a presenca de acido ascorbico e a analise realizada
sem desconsiderar a presenca desse composto. Foi realizada também a purificacédo
da amostra com o uso de extragdo em fase sélida (SPE) para analise somente dos
compostos fendlicos. Porém, o resultado indica que esse meétodo s6 deve ser

utilizado quando os compostos fendlicos, que formam a amostra, forem de

20



flavonoides e ndo de acidos fendlicos, pois o ultimo grupo fica retido e nédo é

analisado (Sanchez-Rangel et al., 2013).
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL
Analisar a fracdo ndo volatil da erva mate, caracterizando a amostra, e a
atividade antioxidante.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a agédo antioxidante da erva-mate através das técnicas DPPH,
Foulin Ciocalteau e Peroxidacdo em 6leo de soja.
e Analisar os teores de metilxantinas, compostos fendlicos e flavonéides

através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MATERIAIS

O trabalho foi realizado com amostra de erva-mate proveniente da cidade de
Chapecé - Santa Catarina, com a localizacdo 27° 09' 05" Sul, 52° 38' 14" Oeste,
previamente sapecada. A amostra foi colhida entre os meses de novembro e
dezembro por se tratar de periodo com maior quantidade de compostos da erva-
mate. Para a confirmacdo da espécie foi depositado junto ao herbario material
testemunho para a caracterizacdo da amostra utilizada. O herbario utilizado para a
comprovacédo foi o Herbario Professor Jorge Pedro Pereira Carauta, material com
codigo HUNI 2344. A erva-mate recebida foi armazenada em sacos plasticos em
freezer a -18°C até o momento da torrefacdo, a qual foi realizada em estufa
controlada a 200°C durante 30 minutos e apdés 0 processo a amostra foi
homogeneizada em processador. Durante todo o processo do trabalho a amostra
ficou armazenada em sacos plasticos e em freezer.

O reagente de Foulin Ciocalteau utilizado foi da marca Vetec, metanol para

cromatografia foi da Merck e DPPH e demais reagentes da marca Sigma-Aldrich.

4.2. PREPARO DA AMOSTRA

A amostra foi preparada a partir da pesagem de 2,33 grama de erva-mate
adicionado a 100mL de &agua, previamente aquecida, dissolvida e mantida em
infusdo durante 15 minutos em recipiente tampado. Esse método de preparo é

conhecido por tisana.
4.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
4.3.1. DPPH

A solucdo de DPPH foi preparada com 2,4mg de DPPH para 100mL de
metanol. A amostra foi preparada com 1g da amostra para 25mL de metanol. O
volume da solucdo de DPPH e da amostra é variado sendo sempre o valor total de
2000pL, sendo 1980/ 20puL, 1950/ 50uL, 1900/ 100pL, 1800/ 200uL, 1750/ 250pL.

Para o branco serdo utilizados os mesmos volumes totais, porém sera utilizado
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metanol nas quantidades mencionadas para DPPH. Para a curva padrao serdo

preparadas quatro solu¢cdes de 25mL total, sendo a 1) 25mL de metanol, 2) 5mL de
solucéo de DPPH + 20mL de metanol, 3) 12,5mL de solu¢cédo de DPPH + 12,5mL de

metanol e 4) 25mL de solucdo de DPPH (Tabelas 1 e 2).A amostra foi colocada em

ambiente escuro durante 15 minutos antes da leitura, sendo a leitura realizada em

espectrofotdbmetro a 515nm, e realizada a cada 15 minutos até que a absorbancia se

estabilizasse.

Tabela 1: Volumes aplicados para a amostra

Solucéo de DPPH (uL)

Solucéo da amostra (uL)

1980

1950

1900

1800

1750

20

50

100

200

250

Tabela 2: Volumes aplicados para o branco

Metanol (uL)

Solucéo da amostra (uL)

1980

1950

1900

1800

1750

20

50

100

200

250
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4.3.2. Foulin Ciocalteau

Para analise da atividade antioxidante através da técnica de Foulin Ciocalteau
a solucao foi preparada a 10%. Foi utilizado como padrdo o acido galico, sendo
0,100g de acido galico por 100mL de agua destilada. A amostra da tisana da erva-
mate foi preparada com 1g de cha mate para 25mL de metanol. Para analise da
curva padréao foi realizada comparacao entre 2,5mL da solucéo de Foulin Ciocalteau,
2mL de solucéo de carbonato de sédio (4%) e volumes de &cido gélico nos volumes
de 2,5; 5; 10; 25 e 50uL. Para analise da amostra teremos 0s mesmos valores da
solucdo de Foulin Ciocalteau e carbonato de sédio, sendo que o volume da amostra
foi de 20, 50, 100, 200 e 250uL. Para comparagédo com branco os valores de Foulin
Ciocalteau e carbonato de sodio se repetem, sendo o volume de metanol o mesmo
volume utilizado para comparacdo da amostra, 20, 50, 100, 200 e 250uL (Tabelas 3,
4 e 5). Antes de cada leitura o material foi deixado em lugar escuro durante duas

horas, sendo a leitura realizada a 750nm em espectrofotébmetro.

Tabela 3: Valores adicionados para elaboragéo da curva padréo

FC Padrao de acido gélico Carbonato de sédio
2,5mL 2,5 L 2mL
2,5mL 5,0 pL 2mL
2,5mL 10 pL 2mL
2,5mL 25 pL 2mL
2,5mL 50 pL 2mL
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Tabela 4: Valores adicionados a amostra

FC Amostra Carbonato de sodio
2,5mL 20 pL 2mL
2,5mL 50 pL 2mL
2,5mL 100 pL 2mL
2,5mL 200 pL 2mL
2,5mL 250 pL 2mL

Tabela 5: Valores adicionados para o branco

FC Metanol Carbonato de sodio
2,5mL 20 pL 2mL
2,5mL 50 pL 2mL
2,5mL 100 pL 2mL
2,5mL 200 pL 2mL
2,5mL 250 pL 2mL

4.3.3. Peroxidacdo em 6leo de soja

Para a peroxidacdo em 0leo de soja foi utilizado 6leo de soja, palmitato férrico
etanol e extrato de erva-mate. O palmitato férrico foi adicionado na proporcédo de
32,3mg kg™ de 6leo de soja, sendo a quantidade de 0,646mg para 20g de 6leo de
soja. Ao palmitato, foi adicionado 1mL de etanol. A tisana foi preparada na
concentracdo de 2,33g em 100mL, sendo adicionado 100mg de chid com 4 mL de
etanol, que manteve a solubilidade do cha no 6leo de soja. Foram realizadas as
seguintes combinacgdes:

Oleo de soja + etanol (4mL)

Oleo de soja + palmitato férrico
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Oleo de soja + palmitato férrico + tisana
Oleo de soja + tisana

Esse material foi agitado e 10uL da solucdo foi adicionada ao balédo
volumétrico de 10mL onde ja havia isooctano. Em seguida foi realizada a leitura em
espectrofotometro com luz UV e leitura a 233nm. A leitura foi realizada no DO, D5,
D10 e D15. Apds a leitura no DO a solugdo foi mantida em estufa a 45°C até o
momento da leitura seguinte. Para a leitura foram utilizadas cubetas de quartzo e o

aparelho foi zerado utilizando-se isooctano.
4.4, CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA — CLAE
4.4.1. Metilxantinas

A andlise dos ndo volateis sera realizada utilizando a técnica de CLAE. O
CLAE utilizado foi Perkin-Elmer. Todas as andlises seréo realizadas com 20uL, sob
a temperatura de 24°C (x 2° C). As condic¢des estéao listadas abaixo: A separacéo de
metilxantinas (cafeina, teobromina e teofilina) foi realizada em coluna C18 (250mm x
4,6mm id.; 5um)e a fase mével utilizada sera de uma solucdo de 30% de metanol

em Aagua com sistema isocratico, e um fluxo constante de 1,2mL.min™.
4.4.2. Compostos Fendlicos e Flavondides

A separacdo dos acidos clorogénicos (subfamilias: cafeoilquinico e
dicafeoilquinico) e flavonoides (rutina, quercetina e canferol) foram realizadas em
coluna C18 (250mm x 4,6mm id.; 5um) e a fase movel utilizada foi de um gradiente
combinando agua e acido acético 98:2 (solvente A) e metanol e acido acético 98:2
(solvente B) nas seguintes condi¢des: 0 a 30 minutos, gradiente de 15 a 40% B; 40 a
75% de solvente B, durante 10 minutos;75 a 85% de solvente B,durante 5 minutos e
fluxo constante de 1,2mL.min™. Os comprimentos de onda para deteccéo foram de
325nm para o acido clorogénico, 260nm para a rutina, quercetina e canferol. O

volume injetado foi de 20pL.

27



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises quimicas foram realizadas em triplicata sendo o resultado do
DPPH expresso em percentual de inibicdo do radical com desvio padrédo e o
resultado de Foulin Ciocalteau em mg L GAE™ e mg de GAE g*! de erva-mate
também com desvio padrédo. Ja o resultado da técnica de peroxidacdo em oOleo de
soja foi realizado através da analise de variancia a 5% por ANOVA. A composicao
de compostos fendlicos e metilxantinas foram obtidas através da CLAE.

Em estudo de 2012 foi realizado teste de peroxidacéo lipidica com a adicéo
de extrato de erva-mate em 6leo de soja. O resultado apresentado coincide com o
nosso resultado. No nosso trabalho, como indica o grafico 1, podemos perceber que
0 extrato de erva-mate reduziu significativamente (p<0,05) o numero de dienos
conjugados no 6leo de soja aquecido sendo mais eficiente entre os dias 10 e 15. No
dia 10 o valor médio da absorbancia que indica o surgimento de dienos conjugados
no 6leo de soja puro foi de 0,82 + 0,0005 enquanto no Oleo de soja acrescido do
extrato de erva-mate foi de 0,62 + 0,0005. No trabalho de 2012 houve o uso de
diferentes concentracdes de erva-mate adicionadas ao 6leo de soja, sendo uma
concentracdo de 20pmol.kg? e outra de 60pumol.kg™?, as duas apresentaram
diminuicdo em relacdo a oxidacdo do 6leo de soja e 0 aumento da concentracdo
levou a um aumento na estabilidade oxidativa em 35% em relagcdo a amostra com
20umol.kg™® (Valerga, Reta e Lanari, 2012).

Gréfico 1: Valores de absorbancia no 6leo de soja puro e 6leo de soja com extrato

de erva-mate.
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No gréfico 2 € mostrado o experimento com Oleo de soja adicionado de
palmitato férrico, um pro-oxidante, cujo o objetivo foi observar o efeito da erva-mate
sobre a peroxidacao lipidica na presenca de um metal de transicdo. Até o décimo
dia do estudo, o numero de dienos conjugados na amostra com palmitato e erva-
mate foi significativamente inferior (p<0,05) ao niumero de dienos conjugados no 6leo
de soja acrescido somente de palmitato, indicando nesse periodo que houve um
retardo na oxidacdo de 6leo de soja com palmitato acrescido do extrato de erva-
mate. Porém a partir do décimo dia do estudo, o extrato de erva-mate perde
eficiéncia em reduzir a peroxidacao lipidica em relacdo ao controle, como pode ser
observado no gréafico no décimo quinto dia. E possivel apresentar duas explicacdes
para esse resultado: 1- A menor capacidade do acido clorogénico, principal fendélico
presente na erva-mate, em quelar metais de transicdo, o que facilitaria a acdo pro-
oxidante do metal de transi¢cao; 2- o acido clorogénico teria mais afinidade com o
nucleo aquoso ou com as membranas das micelas inversas, as quais acumulariam o
metal de transi¢cdo. Nesse caso, o acido clorogénico funcionaria como pré-oxidante
indireto.

A segunda opcado seria a mais provavel conforme previsto na hipotese de
associacdo de coloides, como local de oxidacdo da matriz, segundo publicacdes
anteriores (Porter, 1980; Porter, Black e Drolet, 1989). O palmitato férrico na forma
Fe*® juntamente com os antioxidantes fendlicos da erva-mate pode estar presente na
interface das micelas formadas entre o extrato aguoso e a fracéo lipidica, levando os
antioxidantes presentes na fracdo aquosa a reduzirem o Fe®*" a Fe*? e essa Ultima
forma é reconhecidamente pro-oxidante. A baixa velocidade da reacdo de o6xido-
reducdo poderia explicar o motivo de até o décimo dia o extrato de erva-mate ser
eficiente como antioxidante. A medida que o consumo dele em relacéo ao ferro e a
formacdo de uma quantidade maior de Fe*? ocorre, o extrato deixa de ser eficiente
para protecdo do Oleo de soja. A teoria do paradoxo polar e a hipotese da
associagao de coldides baseadas na atividade antioxidante em emulsdes (Frankel et
al.,, 1994; Laguerre et al.,, 2015) explicaria, em parte, essa diferenca de
comportamento do extrato de erva-mate adicionado ao 0leo de soja com palmitato. A
teoria do paradoxo polar consiste no estudo de diferentes matrizes lipidicas com

antioxidantes de polaridades opostas. Se antes se acreditava que substancias de
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mesma polaridade que o 6leo poderiam ter efeito superior, essa teoria indica que em
alguns casos um antioxidante polar em uma matriz apolar pode ter um efeito
superior. I1sso € explicado pela possivel atividade entre a regido de interface do ar
com o Oleo. Entretanto, alguns autores (Huang et al., 1996a; Huang et al., 1996b;
Huang et al., 1997) tém questionado essa teoria através de ensaios experimentais
mostrando que a teoria do paradoxo polar ndo funciona em diferentes sistemas.
Esses estudos tém proposto que a peroxidacdo comeca na interface agua e oOleo. A
agua estaria presente em quantidade traco na forma de micelas formadas por
moléculas anfifilicas (ex. fosfolipidios, monoacilglicerdis). Essas micelas
favoreceriam o potencial antioxidante ou pré-oxidante dependendo de condicdes
prévias, como quantidade de agua, presenca de metais de transicao, hidrofobicidade
do antioxidante etc. Em estudos realizados com diferentes o6leos, o mesmo
antioxidante teve efeito diferente, um exemplo é a acdo do &cido ascorbico que foi
mais efetivo do que o palmitato de ascorbila em grandes volumes de 6leo de soja e
menos efetivo do que o palmitato de ascorbila em um sistema de emulsdo de 6leo
de cartamo/hemoglobina (Cort, 1974; 1982). Muito embora a hipétese de associacao
de coloides seja bastante instigante e promissora, no momento, o paradoxo polar € a
Unica teoria existente que assume racionalmente, embora com limitacdes ja
mencionadas, a acdo de antioxidantes em sistemas de 0leo e emulsfes. Entretanto,
essa teoria peca por supor que a hidrofobicidade e a capacidade antioxidante
seguem uma tendéncia linear. Resultados recentes tém mostrado que o aumento da
cadeia melhora atividade antioxidante até um determinado tamanho, a partir do qual
ha uma diminuicdo da atividade, ou seja, uma tendéncia parabdlica (Laguerre et al.,
2015).
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Gréfico 2: Valores de absorbancia em 6éleo de soja puro, 6leo de soja com palmitato
férrico, 6leo de soja com extrato de erva-mate e 6leo de soja com palmitato e extrato

de erva-mate.
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Os resultados de DPPH e Foulin Ciocalteau obtidos com a amostra utilizada
indicam uma atividade antioxidante compativel e de acordo com estudos realizados
por diferentes grupos. Em trabalho realizado em 2011, onde foi avaliada a atividade
antioxidante por DPPH utilizando-se extrato aquoso comparando trés marcas de cha
mate foram encontrados valores que variaram de 84 a 88% (Moraes-De-Souza et
al., 2011), coincidindo com nosso resultado, sendo o nosso de 81,79% £ 5,17. Em
outro estudo realizado em 2006, utilizando-se diferentes solventes para a extracao
dos compostos durante as andlises acima, e considerando a gua como solvente no
referido estudo, o valor para o DPPH foi de 61,2% + 0,89. Em relac@o a andlise de
Foulin Ciocalteau nosso resultado foi inferior ao encontrado no mesmo trabalho ,
com resultado de 112,01 + 7,72mg L™* GAE e 4,8 + 0,33mg GAE g* de erva,
enquanto no referido estudo foi encontrado o valor de 64,2 + 1,36mg GAE g*
guando analisado o extrato aquoso (Turkmen, Sari e Velioglu, 2006). Nesse mesmo
estudo o cha mate apresentou resultados superiores nas comparacfes entre
diferentes solventes e diferentes métodos de analise quando comparado ao cha
preto, as analises realizadas nesse estudo foram de DPPH, Foulin Ciocalteau e
meétodo de tartarato ferroso e os solventes utilizados foram agua, metanol, etanol,
acetona e dimetilformamida (DMF). Em outro trabalho realizado em 2012, foi
avaliada a presenca de polifendis e a atividade antioxidante através de Foulin
Ciocalteau em diferentes etapas do processamento da erva-mate considerando a
amostra que passou pelo processo de torrefagcdo o valor encontrado foi de 96,07 *
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5,77mg GAE g™ erva seca, nesse trabalho a extracdo foi realizada com acetona e
agua através de uma extracdo forcada (Valerga, Reta e Lanari, 2012). A variacdo
entre os resultados da atividade antioxidante através da técnica de Foulin Ciocalteau
€ esperada devido as diferentes técnicas de extracdo, quantidade de amostra
utilizada, amostras com diferencas edafocliméaticas e diferentes tratamentos pos-
colheita. A maioria dos artigos nédo indica como a torrefacdo da amostra de erva-
mate foi realizada e esse processo tem forte influéncia no conteddo e na liberacéo
dos compostos fendlicos presentes na amostra. Em nosso estudo a reducdo nos
valores de Foulin Ciocalteau reflete a reduzida quantidade encontrada de &acido
clorogénico e elevada quantidade de cafeina, sendo este ultimo encontrado em
grande quantidade possivelmente devido a sua estabilidade a altas temperaturas.
Essa presenca da atividade antioxidante também pode ser justificada pela formacéo
de melanoidinas, substancias que sao formadas a partir da reacdo de Maillard, que
apresentam grande capacidade antioxidante atuando como captadores de metais
pesados e sdo responsaveis por promover a decomposicdo de hidroperéxidos,
mantendo a erva-mate como uma matriz com capacidade antioxidante apesar da
degradacdo dos polifendis causada pelo aquecimento durante o processo de
torrefacéo (Arcari, 2009).

A atividade antioxidante da amostra obtida é justificada pela presenca de
compostos fendlicos e flavondides que foram detectados a partir de CLAE. Foram
identificados os seguintes compostos: acido clorogénico, acido cafeico e rutina
(Figura 6). Canferol e quercitina n&o foram encontrados, pois sdo compostos pouco
polares e utilizamos agua como solvente de extracdo dos compostos, ja que se trata
de tisana. As curvas de calibracdo de todos os compostos avaliados apresentaram
boa relacdo linear entre area do pico e concentracdo com r?>0,97. Para o acido
clorogénico encontramos 1,62 + 0,11 mg 100g™ de erva-mate, para o &cido cafeico o
resultado encontrado foi de 0,02 + 0,017mg 100g™ de erva-mate e para a rutina 0,12
+ 0,013mg 100g™ de erva-mate. Em trabalho realizado com sete espécies de erva-
mate diferentes, com extrato aquoso, porém concentracdo do extrato superior a
nossa, tivemos resultados proximos em relacéo a acido clorogénico e acido cafeico,
sendo os valores encontrados nesse estudo de 2,8 + 0,3mg 100g™ para o &cido

clorogénico e 0,023 + 0,004mg 100g™ para o &cido cafeico. Para a rutina o valor
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encontrado foi de 0,0600 + 0,0054 mg 100g™, sendo nesse caso valor inferior ao
encontrado em nosso estudo. Nesse mesmo estudo foi detectada a quercetina e
canferol, podendo-se justificar sua presenca, apesar da baixa quantidade, a maior
concentragdo em relacdo a nossa amostra analisada, uma vez que o extrato aquoso
ndo é o melhor método de extracdo desses compostos. Os valores encontrados
foram de 0,0031 + 0,0009mg 100g™ para quercetina e 0,0012 + 0,003mg 100g™ para
o canferol (Filip et al., 2001).

Figura 6: Cromatografia com identificacdo de compostos fendlicos: 1: acido

clorogénico, 2: 4cido cafeico e 3: rutina.
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Também foram detectadas as metilxantinas teobromina, cafeina e teofilina,
sendo a ultima em baixa quantidade, porém encontrada na amostra, ja que em
muitos trabalhos sua identificacdo nédo acontece (Figura 7). Os valores encontrados
para as metilxantinas foram: 25,52mg 100g™ de teobromina, 139,5mg 100g™ de
cafeina e 1,23mg.100g™ de teofilina. Em estudo de 2015 com andlise de erva-mate
em trés estagios de maturacdo da planta, foram encontrados valores que variaram
de 3,07 + 0,01 a 30,88 + 0,13mg 100g™ de teobromina e 5,68 + 0,08 a 133 +0,41mg
100g™ de cafeina, sendo os nossos resultados proximos aos valores méximos
encontrados, as amostras analisadas tinham de 1, 2 e 6 meses (Blum-Silva et al.,
2015). Valores de cafeina e teobromina variaram em artigos apresentando valores
proximos ao nosso quando se analisou em xicara de cha preparado. No nosso
trabalho os célculos foram realizados em 7g 300mL™, em trabalho de 2009 com
analise de extrato aquoso de chad mate com concentragdo de 1,69/182,5mL foram
encontrados valores de cafeina e teobromina de 15,16mg e 2,74mg (Souza, 2009),
respectivamente, sendo 0s nossos valores encontrados de 9,76mg para cafeina e
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1,78mg para a teobromina. A diferenca pode ser explicada pelo fato do trabalho de
2009 comparar marcas diferentes, com diferentes procedéncias e influéncias
edafoclimaticas, enquanto a nossa amostra € de uma Unica regiao.

Figura 7: Cromatografia com identificacdo de metilxantinas: 1: teobromina, 2:

teofilina e 3: cafeina.
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6. CONCLUSAO

- Embora tenhamos um resultado baixo na analise de Foulin Ciocalteau e um baixo
valor do &cido clorogénico, atribuidos provavelmente ao processo de torrefacédo,
podemos comprovar a eficiéncia do extrato de erva-mate, como matriz antioxidante,
gquando analisamos o resultado da peroxidacdo lipidica. A formacédo de
melanoidinas, a partir da reacdo do acido clorogénico e polissacarideos de parede
celular poderiam ser responsaveis pela manutencdo da capacidade antioxidante da
erva-mate;

- Na presenca de metais de transicdo, o potencial antioxidante da erva-mate foi
reduzido, provavelmente, devido a conversdo do Fe** a Fe** pelo acido clorogénico;
- O resultado do DPPH esté, de acordo com os resultados obtidos com o ensaio da
peroxidacao lipidica, corroborando a capacidade antioxidante da erva-mate.

- As metilxantinas se mantiveram com valores elevados devido a sua estabilidade
guimica em relacdo a temperaturas elevadas e tivemos também a identificacdo da

teofilina, que ndo € comumente achada em erva-mate;
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PARTE Il: PARAMETROS BIOQUIMICOS DE PACIENTES VITIMAS DE
TRAUMATISMO CRANIOENCEFALICO

7. INTRODUCAO

Conhecendo o potencial antioxidante in vitro e os resultados obtidos pelo
nosso grupo de estudo foram pesquisados trabalhos realizados in vivo com consumo
de cha mate. Os estudos encontrados foram realizados em individuos adultos, de
ambos 0s sexos, sem patologias renais e hepaticas associadas (Tabela 6). Outros
critérios de excluséo para participar dos estudos foram obesidade mérbida, gravidez,
idade inferior a 18 anos, pessoas com ingestao acima de quatro doses de bebidas
alcodlicas por dia, com atividade fisica intensa, em uso de suplementos alimentares
e com doencas gastrointestinais.

Entre os parametros avaliados, alteracdes no perfil lipidico estavam presentes
em todos os trabalhos, isso mostra a influéncia dos compostos ndo volateis, como
compostos fendlicos &cidos e flavondides, e sua acdo antioxidante no organismo.
Em estudo de 2013, 22 pacientes sofreram intervengdo durante 60 dias com a
ingestdo diaria de 1L de cha mate (20mg mL™), 11 pacientes eram diabéticos e 11
pré-diabéticos. A ingestdo do cha mate gerou uma maior concentracdo de GSH e ao
mesmo tempo diminuiu os valores de LOOH, indicando um resultado da agéo
antioxidante da amostra, prevenindo complicacbes do diabetes devido ao estresse
oxidativo (Boaventura et al., 2013). Os mesmos resultados foram encontrados em
estudo anterior realizado em 2009. Nesse caso, foram avaliados pacientes com
dislipidemia e normolipidémicos, e em ambos os pacientes houve aumento do GSH
apos ingestao continua de chad mate (Morais, 2009). Nesse mesmo estudo foi
encontrado aumento do HDL em todos os grupos do estudo (normolipidémicos com
erva-mate tostada e erva-mate verde; dislipidémicos com erva-mate tostada e erva-
mate verde). Houve diminui¢cdo do LDL e diminui¢do da relagdo LDL/HDL, além da
melhora no perfil dos marcadores de estresse oxidativo, elevacdo da capacidade
antioxidante e diminuicdo de hidroperéxidos lipidicos. Sugeriu-se que a infusdo de
erva-mate seja benéfica na prevencdo de fatores de risco associados as doencas
cardiovasculares.

Alguns dos fatores de risco citados acima também estdo presentes em

pacientes diabéticos e pré-diabéticos e devem ser acompanhados, pois sédo algumas
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das complicagbes surgidas quando a doenca ndo é bem controlada e que podem
surgir apos alguns anos da descoberta do diabetes. Sendo assim, alguns estudos
também tém sido realizados avaliando-se a ingestdo da erva-mate em pacientes
diabéticos e pré-diabéticos, como em estudo de 2011, realizado com 58 pacientes,
sendo 29 diabéticos e 29 pré-diabéticos. O total dos pacientes foi dividido em trés
grupos, sendo que um grupo recebeu intervencao nutricional, um somente cha mate
e 0 terceiro grupo recebeu as duas intervencgdes. O trabalho foi realizado durante 60
dias e houve ingestdo de erva-mate trés vezes ao dia, com 20mg mL™ por dose.
Analises sanguineas foram realizadas nos dias 20, 40 e 60 do tratamento. Os
resultados indicaram melhora nos valores de glicose, HbA;c e LDL nos pacientes
com diabetes e esses pacientes nao tiveram intervencao nutricional. Ja os pacientes
pré-diabéticos que faziam parte do grupo com ambas as intervencfes apresentaram
melhora nos valores de LDL, HDL e triglicerideos. Esses padrbes podem levar a
reducdo no risco de doencas cardiovasculares no grupo estudado (Klein et al.,
2011).
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Referéncia N Concentracéo Dias Parametros Analisados

(Boaventura et al.,
2013)

20mg mL 60 X X X X X AGE

(zaffari, 2012) 44 87,5g 500mL" 56 FE

(Stefanuto, 2010)

SOD
TBARS
TAS GPx
TGO TGP
Ur Crea

(Porto, 2009)

12,5mg mL’

Tabela 6: Trabalhos realizados com erva-mate em humanos
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8. TRAUMATISMO CRANIOENCEFALICO

Avaliando os resultados obtidos nos estudos com erva mate, 0 N0SSO grupo
desenhou um estudo para avaliar pacientes hospitalizados, vitimas de Traumatismo
Cranioencefélico (TCE). O TCE € uma patologia que apresenta uma alta taxa de
morbimortalidade, sendo responsavel por 1% de todas as mortes em adultos e
apresenta sequelas significativas como déficit motor e cognitivo, gerando um grande
impacto socioecondmico e social aos pacientes e familiares (Helmy, Vizcaychipi e
Gupta, 2007; Gentile et al., 2011).

O TCE pode ser do tipo penetrante, com pior progndéstico, ou sem leséo
penetrante. A fisiopatologia do TCE pode ser dividida em dois estagios. O primeiro é
caracterizado por lesao tecidual e desregulacédo do fluxo sanguineo encefalico e do
metabolismo (Werner e Engelhard, 2007). Alteracdes devido a isquemia tecidual
levam ao acumulo de acido latico, formado a partir da glicélise anaerobia,
aumentando a permeabilidade da membrana celular e gerando edema tecidual. A
partir do inicio do metabolismo anaerdbio, o qual ndo € o mais adequado para a
manutencdo do gasto energético celular encefalico, o estoque do ATP é esgotado e
ocorrem falhas das bombas ibnicas. JA no segundo estagio da lesdo ocorre a
despolarizacdo terminal da membrana e a liberacdo excessiva de
neurotransmissores excitatorios (glutamina e aspartato), ativacdo de receptores N-
metil-d-aspartato (NMDA) e a abertura dos canais de sodio e célcio dependentes de
voltagem. Quando os canais i6nicos sédo abertos ocorre influxo de ions sodio e calcio
gue desencadeiam o catabolismo intracelular. A entrada dos ions calcio ativa as
peroxidases lipidicas, proteases e fosfolipases as quais aumentam a concentracdo
intracelular de acidos graxos e radicais livres. Esses pacientes apresentam um
estresse metabdlico elevado, catabolismo acelerado e um perfil inflamatério elevado,
aumentando o risco nutricional desses pacientes. O estresse causado pelo trauma
gera o estado hipercatabdlico que leva a quebra de proteina muscular, levando a um
quadro de hiperglicemia nesse paciente, mesmo sem apresentar co-morbidades,
como diabetes, no momento do trauma. Os pacientes que desenvolvem
hiperglicemia acima de 200mg dL™ nas primeiras 24h ap6s o TCE apresentam
aumento nas taxas de mortalidade e piora das complica¢cdes neurologicas apdés um

ano do trauma (Gentile et al., 2011). Nesses pacientes a glicemia deve ser mantida
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entre 140 a 180mg dL™ visando a reducdo de 30% na mortalidade dos pacientes
(Helmy, Vizcaychipi e Gupta, 2007). Devido ao quadro hipercatabdlico € importante
gue assim que aconteca a estabilidade clinica e hemodinamica desse paciente a
nutricdo seja iniciada, pois esta relacionada a uma melhor sobrevida e melhores
taxas de recuperacdo pés-lesdo neuronal. Também tem associagcdo a um aumento
da funcdo imunoldgica dos pacientes, com aumento dos valores de células T CD4,
relacdo CD4-CD8 e linfocitos T mais responsivos (Werner e Engelhard, 2007).

Uma associacdo presente em pacientes com traumatismo cranioencefalico é
o aumento da CPK total. A CPK est4 presente em varios tecidos como cérebro,
coracdo e musculos, ela € a enzima responséavel pela conversdo de creatina em
fosfocreatina com consumo de ATP na reacdo. Esta reacdo é reversivel o que pode
levar a formacao de ATP e creatina a partir de ADP e fosfocreatina, porém em um
momento que o consumo de energia é elevado, tal como no traumatismo, a
fosfocreatina € utilizada como reserva de ATP com o objetivo de compensar os
gastos de forma rapida. O aumento dos niveis séricos da CPK pode indicar leséao
muscular e caso haja aumento da creatinina e uréia, isso poderia caracterizar o
quadro de rabdomidlise. O aumento da CPK pode acontecer em até doze horas
apos a leséo, sendo que a meia-vida € de 1,5 dias (Gaw et al., 2001).

Devido a resposta inflamatéria sistémica presente no paciente com TCE
encontramos niveis aumentados de citocinas, principalmente IL-13, IL-6, IL-8 € TNF-
a. Essa resposta ocorre pela ativacdo do complemento e supra-regulacdo de
moléculas de adesdo no endotélio de vasos cerebrais que estdo associadas com o
acumulo de neutréfilos e producédo de citocinas. A IL-8 pode ser produzida por
neutrofilos, células endoteliais, astrocitos e células da micréglia e sua liberacdo pode
ser estimulada por citocinas, como a IL-1 e por hipodxia, reperfusdo e isquemia, que
sd0 mecanismos presentes no estresse oxidativo pds-trauméatico. Os astricitos e
microglia também estéo ligados a liberacdo de IL-13 e TNF-q, elevando a liberagao
de citocinas e induzindo a producdo de mediadores do sistema imune periférico. A
IL-6 também tem seus niveis aumentados no paciente com TCE e essa citocina
pode apresentar acdo pro e anti-inflamatdéria (Finfer e Cohen, 2001; Gopcevic et al.,
2007; Oliveira, lkuta e Regner, 2008).
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Os estudos encontrados até o momento com o consumo de erva-mate foram
realizados com individuos que mantinham suas rotinas alimentares e atividade fisica
padrdao e nao foram realizados em pacientes com essa patologia associada. Os
padrées avaliados serdo: glicemia sanguinea e capilar, PCR, TNF-a, IL-6, IL-1 e
CPK. Para acompanhamento do quadro do paciente ainda foram realizados
hemograma, TGO, TGP, uréia, creatinina, soédio, potassio, magnésio, fésforo e

calcio.
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9. OBJETIVOS
9.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da erva mate sobre parametros bioquimicos de pacientes

vitimas de traumatismo cranioencefalico.

9.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da erva mate sobre a glicemia de pacientes vitimas de

traumatismo cranioencefalico

e Avaliar o efeito da erva mate sobre a atividade inflamatéria em pacientes
vitimas de traumatismo cranioencefalico através de andlises de CPK, PCR,
IL-1, IL-6 e TNF- a.
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10. CASO CLINICO

O caso clinico consistiu de um estudo randomizado, terapéutico e foi aplicado
a 08 pacientes, sendo que 04 receberam a infusdo do cha de erva-mate e 04 néo
receberam a infusdo. O alvo do estudo foram adultos jovens (16 a 64 anos), vitimas
de TCE, sem co-morbidades internados no Hospital Estadual Getulio Vargas. Em um
primeiro momento esses pacientes estiveram no CTI, ap0s encaminhamento para a
enfermaria esse paciente foi acompanhado até completar 14 dias (tempo médio de
internacao).

A inclusdo dos pacientes foi realizada ap6s os mesmos ou familiares
assinarem o TCLE autorizando a participacdo no estudo. O aceite dos familiares
torna-se essencial uma vez que esse paciente, normalmente, quando internado esta
sedado no primeiro momento para estabilizacdo do quadro hemodinamico e controle
do TCE. Os pacientes incluidos no estudo foram acompanhados diariamente a fim
de se observar qualquer alteracdo no quadro apdés o inicio da infusdo da erva-mate.
A mesma foi iniciada no momento em que foi iniciada a alimentacdo do paciente,
uma vez que deve ser precoce nesse tipo de paciente devido ao quadro catabdlico
elevado. A alimentacdo desse paciente no primeiro momento geralmente foi
realizada por via enteral, havendo melhora clinica e de nivel de consciéncia esses
pacientes iniciaram alimentacdo por via oral, sendo o chd nesse momento sendo
ingerido por via oral. A tolerancia da dieta enteral e a aceitagdo da dieta via oral
foram analisadas.

Os parametros avaliados diariamente foram: balanco hidrico, glicemia horaria
(HGT), uso de insulina, pressao arterial, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria,
funcdo intestinal, sedacdo e aminas vasoativas. Os exames foram: hemograma
completo, glicemia, PCR, CPK, proteinas séricas, uréia, creatinina, sodio, potassio,
magneésio, fésforo, calcio, TGO, TGP, bilirrubina total, bilirrubina direta, bilirrubina
indireta e GGT. Esses exames sao realizados diariamente nos pacientes internados
no CTI. Para complementacdo da avaliacdo do estudo também foram realizados
exames em dias especificos (DO, D7 e D14) esses exames sao: TNF-q, IL -6 e IL-1.
Esses exames ndo sao realizados no hospital, porém o sangue foi coletado
juntamente com os exames diarios, armazenados em freezer a -18°C e enviados

para o laboratério responsavel pelas analises. Toda a coleta seguiu normas de
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seguranca e higiene para o paciente e o responsével pela coleta. O transporte foi
realizado conforme as exigéncias do laboratério para garantir a qualidade do
material a ser analisado.

Seriam excluidos do estudo pacientes que apresentassem aminas em doses
elevadas e parada cardiorrespiratoria devido a instabilidade hemodinamica e,
consequentemente, ma perfuséo tecidual intestinal, ndo sendo possivel a infusdo do
volume do cha de erva-mate.

A dosagem do cha foi de 7g de erva-mate para 300mL de agua, duas vezes
ao dia. A preparacao foi realizada de acordo com normas de seguranca e higiene,
sendo que a erva-mate permaneceu em infusdo por 15 minutos em recipiente
tampado apés a fervura da agua. Para a infusdo em sonda a bebida atingiu
temperatura ambiente para evitar alteracbes gastrointestinais. A bebida néo foi
adocada, seja com acUcar ou adocantes artificiais e o consumo foi imediato no
paciente com via oral estabelecida sendo a oferta em uma etapa pela manha
(colacdo) e uma etapa pela tarde (merenda).

O participante ou a familia estavam cientes que poderiam decidir pela saida
do estudo a qualguer momento sem prejuizo em relagdo ao cuidado do mesmo. Os
dados foram armazenados sob a forma de numeros para ndo ter qualquer
identificacdo do paciente sendo que pacientes de numeros pares receberam a
infusdo e pacientes de numeros impares nao receberam a infusédo. A equipe médica
fez parte do trabalho e foi avaliada qualquer alteracdo que pudesse resultar na
exclusdo do paciente. O estudo foi aprovado pelo comité de ética da UNIRIO, CAAE:
39378914.5.0000.5285.
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11. RESULTADOS E DISCUSSAO

A idade dos pacientes variou de 17 a 64 anos, idade média de 35,8 + 18,9
anos sendo todos os pacientes do sexo masculino. Foram avaliados oito pacientes,
sendo quatro no grupo controle (C) e quatro pacientes no grupo intervencdo com
erva-mate (EM). Houve a exclusao de trés pacientes do trabalho, um por diagnéstico
durante o periodo de internacdo que o paciente apresentava diabetes mellitus néo
diagnosticada previamente (sexo feminino), um paciente por transferéncia hospitalar
para término do tratamento clinico e o terceiro, pois, apesar do trauma na regido da
cabeca, nao foi diagnosticado com lesdo cerebral e liberado pela equipe de
neurocirurgia. Duas familias abordadas n&o autorizaram o estudo com seus
familiares. Para a obtencéo dos resultados foi realizado teste de Kolmogorov para
confirmar a distribuicdo normal dos dados, com regressdo linear e célculo de
coeficiente de Person com p<0,05 como significativo. Em seguida foi realizado teste
de ANOVA.

Em relacédo aos resultados da CPK tivemos diminuicdo no grupo erva-mate
com diferenga significativa, enquanto no grupo controle a diminuicdo néo foi
significativa (Tabela 1). Os valores normais de CPK variam de 39 a 308U L™ para
homens e de 26 a 192U L™ para mulheres, considerando o método automacao - UV
enzimatico, utilizado pelo laboratério do HEGV. Os pacientes do grupo controle
apresentaram inicialmente valores abaixo de 1000U L™, enquanto os pacientes do
grupo EM apresentaram valores superiores a 1000U L™, valores superiores podem
indicar risco aumentado de rabdomiolise. Porém apesar dos valores aumentados na
primeira coleta os pacientes que receberam a intervencdo tiveram diminuicdo dos
valores, enquanto os que nao receberam tiveram valores aumentados chegando ao
valor méaximo de 18.761U L™, no paciente C1, com valores de uréia e creatinina
elevados, anurico nas ultimas 24 horas, necessidade de realizacdo de hemodialise,
utilizacdo de aminas vasoativas para controle de presséo arterial evoluindo ao ébito.
A descricdo acima indica a presenca de sepse e rabdomidlise no paciente. O
paciente C2 também teve aumento da CPK com valor maximo de 13.564U L™,
porém nesse caso sem aumento das escorias nitrogenadas, uréia e creatinina. O
valor méximo atingido por um paciente do grupo EM (EM1) foi de 3.171U L™ sem

aumento de uréia e creatinina. Com excecéo desse paciente, que foi a 6bito ao final
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do acompanhamento, todos os outros pacientes do grupo tiveram diminuicdo até

valores normais de CPK. Quando analisado o grupo controle somente o paciente C4

apresentou valores normais no ultimo dia do acompanhamento.

Tabela 7: Resultados de CPK com p<0,005 nos pacientes com intervencao

Paciente Valores der P
Ci1 0,4467 0,1093
EM1 -0,6358 0,0145
Cc2 -0,1077 0,7390
EM2 -0,7750 0,0018
C3 -0,5158 0,0711
EM3 -0,7799 0,0017
C4 -0,4367 0.1357
EM4 -0,8875 0,0003
Grafico 3: Valores de CPK para pacientes do grupo controle
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Gréfico 4: Valores de CPK para grupo Erva-Mate
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Nado foram encontrados estudos relacionados a ingestdo de erva-mate em
pacientes com traumatismo cranioencefélico e alteracbes nos niveis de CPK,
entretanto em estudos com atletas, grupo que pode apresentar rabdomidlise pela
lesdo muscular proveniente de exercicio extenuante e de grande intensidade,
encontramos um estudo com atletas que receberam cha mate anteriormente a teste
em esteira, com protocolo de rampa. Esses pacientes tiveram um leve aumento nos
valores de CPK, porém sem diferenca significativa, variando de 149 + 69,3U L™ na
andlise basal a 195 + 94,3U L™ pos-exercicio e com consumo de cha mate,
mantendo os valores dentro da faixa de normalidade. A dosagem utilizada nesse
estudo foi de 5g de cha mate para 400mL de agua (Kano, 2013). Uma justificativa
para esse aumento € o tempo de utilizacdo do cha, pois foi realizada uma Unica
dose. Em estudo realizado com pequi, alimento também fonte de polifendis e outros
antioxidantes como vitamina C e E, foi observada a redugcéo em valores de CPK com
diferenca significativa com p<0,0001, sendo os valores para homens antes da
ingestdo de 373,56 + 47,37 U L™ e depois da ingestdo para 293,82 + 30,48 U L™
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Esse estudo foi realizado com voluntarios corredores de rua, na faixa etaria de 15 a
67 anos, de ambos 0s sexos que receberam pilula com 6leo de pequi, apés a
primeira corrida, e a ingeriram durante 14 dias até a corrida seguinte (Vilela, 2009).
Esses resultados podem ser atribuidos a presenca dos polifendis nessas matrizes
alimentares e sua atividade antioxidante. Existem poucos estudos relacionando a
CPK e alimentos ricos em flavondides em humanos, até o momento este tipo de
trabalho foi realizado em atletas, pois sabemos que nesse tipo de voluntario a CPK
pode estar aumentada pelo exercicio extenuante. Em animais tem estudo
relacionando a diminuicdo da CPK a presenca de flavondides na alimentacdo e
considerando um marcador de protecdo cardiaca. Em estudo com coelhos
recebendo quatro tipos de dietas (1: dieta normal; 2: dieta normal + flavonoides
(150mg kg™t peso corporal); 3: dieta normal + colesterol(400mg); dieta 4: dieta
normal + flavonéides + colesterol) os valores de CPK estavam menores nos grupos
que receberam flavonoides na alimentacdo e aumentou significativamente no grupo
gue recebeu a dieta 3. Nesse mesmo estudo a avaliacdo de enzimas antioxidantes
estavam em valores baixos nos animais que receberam dieta com colesterol, ja
sendo conhecida a atividade inflamatéria e pro-oxidante do colesterol. Nos animais
que receberam suplementacdo com flavonéides houve um aumento das enzimas
superoxido desmutase, catalase e glutationa peroxidase. Os flavondides utilizados
nesse trabalho foram extraidos de feijdo fradinho (Janeesh e Abraham, 2013).
Apesar de nao encontrarmos diferenca significativa para os valores de
glicemia sanguinea nos pacientes controle e erva-mate (Tabela 8), ao analisar os
valores isoladamente, verificamos que eles foram superiores nos pacientes do grupo
controle em relacédo ao grupo erva-mate. No grupo controle tivemos o paciente C1 e
C4 com glicemia maxima de 197mg dL™; C2 com glicemia de 170mg dL™ e C3 com
glicemia de 175mg dL™. Os pacientes do grupo erva-mate ndo apresentaram valores
aumentados de glicemia sanguinea. No CTI valores acima de 180mg dL™ s&o
considerados hiperglicemia com necessidade de uso de insulina, quando utilizado
HGT horario. Dos quatro pacientes analisados no grupo controle todos fizeram uso
de insulina durante o periodo de acompanhamento, sendo os pacientes C1 e C3 uso
de insulina em um dia, sendo 4Ul e 2UI, respectivamente. Os pacientes C2 e C4

fizeram uso de insulina de 5 a 8 dias, com valores de insulina variando de 2UI a
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12UI. Nos pacientes do grupo erva-mate tivemos alteragdo de HGT horario somente
no paciente EM4, em trés dias, com uso de insulina variando de 2Ul a 4UIl. A
glicemia no paciente internado é monitorada de quatro a seis vezes ao dia,
dependendo da gravidade do caso, ou a cada hora, caso o paciente faca uso de
dripping de insulina.

Tabela 8: Resultados de r e p para valores de glicemia

Paciente Valores der p
C1 0,0616 0.84155
EM1 0,3463 0.24641
Cc2 0,2445 0.42078
EM2 -0,3511 0.23948
C3 -0,3187 0.28855
EM3 0,3472 0.24510
C4 -0,5714 0.04153
EM4 -0,2271 0.45557

Os trabalhos encontrados com erva-mate e avaliacdo positiva em relacéo a
glicemia, foram realizados em voluntarios saudaveis ou com diabetes, porém esses
voluntarios ndo estavam institucionalizados, sendo que no nosso grupo de
voluntarios a elevacdo da glicemia esta relacionada a alteracdes metabdlicas e a
infeccdo que pode acontecer durante o periodo de internagdo levando também a
presenca de febre. Somente o paciente C3 ndo apresentou febre durante o periodo
de internacédo, sendo o paciente C1 com febre de D7 a D13, C2 com febre por cinco
dias de febre e C4 com febre durante seis dias. JA nos pacientes do grupo erva-
mate um paciente ndo apresentou febre durante o acompanhamento (EM3), um
apresentou somente um dia (EM2), EM4 apresentou febre durante dois dias e EM1
durante seis dias ao longo do acompanhamento, sendo que nesse paciente a
presenca de febre foi constante do D10 ao D14, dia que o paciente evoluiu ao obito.
Os pacientes C3 e EM3 também nao utilizaram antibidtico durante todo o periodo de
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internacdo (Tabela 9). A utilizacdo de aminas vasoativas (noradrenalina) é prevista
quando a presséo arterial do paciente estd muito baixa, ela é utilizada para controle,
visando o aumento da presséao arterial. A dose utilizada esta relacionada a gravidade
e poderia excluir o paciente que participasse do grupo intervencédo, devido a
impossibilidade de alimentacdo desse paciente e a intolerancia ao volume ofertado
do cha mate. Tal conduta ndo foi necesséria, pois no grupo erva-mate 0s pacientes
EM1 e EM4 apresentaram baixas doses de utilizacdo, sendo a dose maxima do EM1
de 0,18mcg kg™ de peso ideal e 0 EM4 com dose maxima de 0,10mcg kg™ de peso
ideal. A suspensédo do suporte nutricional é prevista em pacientes com valores acima
de 0,8mcg kgt de peso ideal, sendo avaliados outros parametros de perfusdo
tecidual como lactato, pH e presséao arterial média.

Tabela 9: Alteracfes de glicemia, HGT, uso de ATB, presenca de febre e uso de
aminas nos pacientes

Paciente Glicemia HGT ATB Febre Aminas
C1l X X X X X
EM1 X X X
Cc2 X X X X X
EM2 X X
C3 X X
EM3
C4 X X X X X
EM4 X X X X

A presenca da febre, utilizagdo de antibidticos e alteracdes glicémicas
refletem nos valores alterados de PCR, IL-1 e IL-6, sem uma boa correlacéo positiva
com a ingestao de erva-mate, por serem indicativos de inflamacdo e infecgdo. A
PCR é uma proteina de fase aguda e tem sua formacdo estimulada pelas
interleucinas 1 e 6, liberadas por macrofagos apds a fagocitose do antigeno, o que

poderia explicar o0 aumento desses trés marcadores nos pacientes avaliados. Em
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relacdo a PCR os pacientes EM2, C3, EM3 e EM4 apresentaram queda nos valores
de PCR durante o trabalho, porém sem diferenca significativa (Tabela 10). O valor
de referéncia de PCR é inferior a 3mg dL™, sendo que entre os pacientes avaliados
o paciente C1 apresentou no DO PCR de 2,6mg dL™ com valor maximo de 224,9 mg
dL no D14 (6bito), e o paciente EM3 apresentou PCR méxima de 61,4mg dL™ no
DO, atingindo 3,9md dL™ no D14, valor ainda superior ao ideal, porém o mais
préoximo atingido pelos pacientes avaliados. Esse paciente também néo teve febre,

alteracdes glicémicas ou fez uso de antibioticos.

Tabela 10: Resultados r e p para valores de PCR

Paciente r p
C1l 0,5121 0.073595
EM1 0,2230 0.463971
Cc2 0,1741 0.569458
EM2 -0,5977 0.030977
C3 -0,6151 0.025254
EM3 -0,8840 0,000006
C4 0,7876 0.001391
EM4 -0,3575 0.23043

Em relacdo a IL-6, os pacientes EM1 e EM2 tiveram um aumento nos valores
no D7, seguido de diminuicdo para nivel abaixo do inicial no paciente EM2 no D14.
Apesar dos valores ndo apresentarem diferenca significativa, o valor aumentado no
paciente EM1 se manteve no D14, e o paciente evoluiu a 6bito no D15, enquanto o
paciente EM2 recebeu alta hospitalar (Tabela 11). O valor aumentado da IL-6 no
paciente EM2 (D7) coincide com o periodo em que o0 paciente apresentou
complicagbes clinicas, sendo re-entubado ap0s uma convulsdo e um episodio de
broncoaspiracdo retornando ao CTI, sendo uma possivel justificativa para seu

aumento e posterior reducdo, ainda que acima do nivel de referéncia. Sao
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considerados valores normais de IL-6 até 10pg mL™. Em relacéo aos pacientes EM3

e EM4 nao houve alteracéo significativa.

Tabela 11: Resultados de IL6, com p 0,265944

Paciente DO D7 D14
EM1 38,99018 326,5334 313,4277
EM2 39,08825 607,8549 38,9776
EM3 39,00849 38,96036 38,9764
EM4 39,00397 38,9999 39,01775
MEDIA 39,02272 253,0871 107,5999
DESVIO PADRAO 0,044374 272,6036 137,2185

Em relacéo a IL-1 n&o tivemos alteracdes significativas nos pacientes nas trés
coletas realizadas, sendo os valores encontrados acima do valor normal de
referéncia que é de até 15pg dL™* (Tabela 12). N&o tivemos resultados para TNF-a, a
amostra ndo reagiu, o que pode ser explicado pela baixa expresséo da IL-1, apesar
dos valores acima do ideal, pois a TNF-a tem sua expressao estimulada pela IL-1
(Varella e Forte, 2001).

Tabela 12: Resultados de IL1, com p 0,495474

Paciente DO D7 D14
EM1 16,20625 16,20833 16,20794
EM2 16,21556 16,21169 16,21466
EM3 16,21239 16,20991 16,2115
EM4 16,221 16,2114 16,21249

MEDIA 16,2138 16,21033 16,21165

DESVIO PADRAO

0,006162

0,001546

0,002802
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Para IL-1 e IL-6 ndo foram realizados os célculos de média e desvio-padréo
com o paciente do grupo controle, pois o resultado com o paciente que recebeu
intervencao ja indicou que ndo houve diferenca significativa ndo sendo necessario o

calculo.
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12. CONCLUSAO

- A ingestdo do cha mate foi responsavel pela diminuicdo da CPK nos pacientes
avaliados, sendo um importante indicador de leséo muscular e comprometimento do
paciente, uma vez que seu aumento esta relacionado a manifestacdo do quadro de

rabdomioélise.

- Apesar de nado apresentar diferencas significativas em relacdo a glicemia, os
pacientes do grupo erva-mate apresentaram menos alteracdes glicémicas, levando a
um menor uso de insulina, sendo sugestiva a influéncia da erva-mate, porém

necessitamos de um namero maior de pacientes avaliados.

- A erva-mate néo teve papel em diminuicdo na mortalidade dos pacientes, sendo de
50% em cada grupo, C3 e EM4 apés o fim do acompanhamento, porém € preciso
realcar que o TCE é uma patologia grave, com alto indice de mortalidade e a
diminuicdo da CPK pode levar a uma melhor sobrevida dos pacientes que tiveram

alta hospitalar.

- O estudo foi pioneiro ao avaliar a relacao entre cha mate, marcadores inflamatoérios
e TCE, ndo tendo estudos para comparagdo com esse tipo de paciente, sugerindo a

continuidade e o inicio de novos trabalhos.
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