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RESUMO

A llex paraguariensis (erva-mate) é uma planta amplamente consumida e possui uma
diversidade interessante de metabdlitos secundarios, sendo esses, responsaveis por
propriedades sensoriais e biologicas da planta. Nesse contexto, a prospeccdo de metabdlitos
secundarios de interesse, tem na abordagem metabolémica uma ferramenta avancada,
apresentando como vantagens a rapidez e a acuracia em relacdo ao mapeamento quimico de um
organismo ou sistema bioldgico. A planta possui trés niveis de amargor que podem variar no
intervalo de alto, médio e suave, entretanto, pouco se sabe sobre quais moléculas podem ser
responsaveis por esse efeito. Quanto as atividades bioldgicas, estudos envolvendo o seu
potencial citotdxico ainda ndo possuem correlacdes em relacao aos respectivos perfis quimicos
da planta. Nesse estudo, as varia¢des de amargor, associadas as infusdes da mistura de folhas e
ramos erva-mate, foram avaliadas por meio da determinagdo do perfil metabdlico baseado na
aplicacio da técnica de UPLC-QTOF-MSE. Foram anotados 15 metabdlitos, dentre os quais
podemos destacar saponinas, metilxantinas, flavonoides, derivados de acido caféico e
clorogénico, destacando-se o composto sinalpadeido que foi anotado pela primeira vez na llex
paraguariensis. As informacdes relativas aos perfis metabolicos foram submetidas a analises
multivariadas (PCA, HCA, PLS-DA e OPLS-DA), através das quais foi possivel estabelecer
tentativamente a correlacdo entre os perfis quimicos com as respectivas caracteristicas
sensoriais, determinado assim os biomarcadores responsaveis pelos diferentes niveis de
amargor. A partir da juncdo dos dados de espectrometria de massas em alta resolucdo e das
analises multivariadas, as matesaponinas foram consideradas os biomarcadores responsaveis
pelo amargor da erva-mate. Adicionalmente, os metabdlitos sinapaldeido e o 4cido
tricafeoilquinico caracterizaram as amostras de erva-mate de teor suave, sendo essa a primeira
Vez (ue esses compostos sdo tidos como marcadores da erva-mate suave. Os dados relacionados
aos biomarcadores de amargor séo de grande importancia para os sistemas de melhoramento
genético da planta, pois podem direcionar a obtencdo de cultivares com grau de amargor
adequado ao interesse do mercado. Com relacéo as atividades bioldgicas, as infusdes das folhas
e dos ramos da erva-mate foram estudadas separadamente para comparar qual parte da planta
possuia a maior atividade citotoxica. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados pelo método
do MTT e foram utilizadas seis linhagens de células tumorais e uma nao tumoral. Os resultados
dos testes mostraram que as infusdes das folhas e dos ramos (separadamente) da I.
paraguariensis nao apresentaram atividade citotoxica contra as linhagens estudadas, sendo

assim néo foi possivel fazer uma correlagdo entre essa caracteristica e 0s metabdlitos anotados



no mate. Esses resultados podem ser consequéncia do uso de apenas dgua para o preparo do
extrato ou dos tipos de células utilizada no trabalho, pois na literatura ha relatos de atividade
citotoxica para extratos hidroalcoolicos do mate e para linhagens de células diversas das
utilizadas. Por fim, os resultados expostos nesse trabalho podem assistir para a implantagéo
de metodologias de fenotipagem avancada que sejam utilizados como ferramentas modernas
empregadas aos sistemas de melhoramento genético da erva-mate, principalmente no que diz
respeito ao desenvolvimento de cultivares como caracteristicas sensoriais especificas exigidas

pelo mercado.

Palavras-chave: llex paraguariensis; metabolomica; amargor; analise multivariada;

citotoxicidade.



ABSTRACT

Ilex paraguariensis (yerba mate) is a widely consumed plant and has an interesting diversity of
secondary metabolites, which are responsible for the plant's sensory and biological properties.
In this context, the prospection of secondary metabolites of interest has an advanced tool in the
metabolomics approach, presenting the advantages of speed and accuracy in relation to the
chemical mapping of an organism or biological system. The plant has three levels of bitterness
that can vary in the range of high, medium and mild, however, little is known about which
molecules may be responsible for this effect. As for the biological activities, studies involving
its cytotoxic potential still do not have correlations in relation to the respective chemical profiles
of the plant. In this study, the variations in bitterness, associated with the infusions of the
mixture of leaves and yerba mate branches, were evaluated by determining the metabolic profile
based on the application of the UPLC-QTOF-MSE technique. Fifteen metabolites were
recorded, among which we can highlight saponins, methylxanthines, flavonoids, caffeic and
chlorogenic acid derivatives, highlighting the signalpadehyde compound that was recorded for
the first time in llex paraguariensis. The information related to the metabolic profiles were
submitted to multivariate analyzes (PCA, HCA, PLS-DA and OPLS-DA), through which it was
possible to tentatively establish a correlation between the chemical profiles and the respective
sensory characteristics, thus determining the biomarkers responsible for the different levels of
bitterness. From the combination of high resolution mass spectrometry data and multivariate
analyses, matesaponins were considered the biomarkers responsible for the bitterness of yerba
mate. Additionally, the metabolites sinapaldehyde and tricaffeoylquinic acid characterized the
samples of yerba mate with mild content, which is the first time that these compounds are
considered as markers of yerba mate. Data related to bitterness biomarkers are of great
importance for plant genetic improvement systems, as they can guide the obtaining of cultivars
with a degree of bitterness suitable for the interest of the market. Regarding the biological
activities, the infusions of leaves and branches of yerba mate were studied separately to
compare which part of the plant had the highest cytotoxic activity. Cytotoxicity assays were
performed using the MTT method and six tumor cell lines and one non-tumor cell line were
used. The test results showed that the infusions of leaves and branches (separately) of I.
paraguariensis did not present cytotoxic activity against the studied strains, so it was not
possible to make a correlation between this characteristic and the metabolites noted in mate.
These results may be a consequence of the use of only water for the preparation of the extract

or of the types of cells used in the work, as in the literature there are reports of cytotoxic activity



for hydroalcoholic extracts of mate and for cell lines different from those used. Finally, the
results presented in this work can assist in the implementation of advanced phenotyping
methodologies that are used as modern tools used in the genetic improvement systems of yerba
mate, especially with regard to the development of cultivars with specific sensory
characteristics required by the market.

Keywords: llex paraguariensis; metabolomics; bitterness; multivariate analysis; cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Cientificamente chamada de Ilex paraguariensis, a erva-mate € uma planta familia
Aquifoliaceae (HAO et al., 2013; YI et al., 2016a), sendo uma espécie nativa da América do
Sul, ela ocorre em paises como Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai (CARDOZO JUNIOR,;
MORAND, 2016; RIACHI; DE MARIA, 2017a; SILVANA et al., 2020) Suas folhas e ramos
sdo utilizados no preparo de bebidas como chimarrdo, cha mate e tereré (BRACESCO et al.,
2011; RIACHI; DE MARIA, 2017a).

A erva-mate possui em sua composicao diversas substancias, sendo as principais:
compostos fenolicos, flavonoides, saponinas; alcaloides; além de aminoécidos, minerais,
vitaminas hidrossoliveis (ALKHATIB; ATCHESON, 2017; CARDOZO et al., 2021;
CARDOZO JUNIOR; MORAND, 2016; GAN et al., 2018b; MATEOS et al., 2018; NEGRIN
etal., 2019; RIACHI; DE MARIA, 2017a; TOPPEL et al., 2018; Yl et al., 2016a). A literatura
infere que esses compostos podem ser responsaveis por diversas propriedades bioldgicas da
planta (BOTTCHER; DRUSCH, 2017; COLPO et al., 2017; PEREIRA etal., 2017; POZEBON
et al., 2015). Sendo assim, é importante o desenvolvimento de estudos que possibilitem a
caracterizacdo geral desses compostos, que permita avancar no conhecimento a respeito das
caracteristicas quimicas, bioldgicas e sensoriais da erva-mate. Do ponto de vista sensorial,
sabe-se que a erva-mate é comercializada com diferentes niveis de amargor (BIZZOTTO et al.,
2012; MAINHART et al.,2010). Assim, é importante saber quais sdo as moléculas responsaveis
por essa caracteristica, ou seja, 0os biomarcadores relacionados aos diferentes niveis de amargor.

Nesse contexto, a metaboldmica alia técnicas de separacdo a uma ou mais técnicas
espectroscépicas/espectrométricas que fornecem informagfes sobre a estrutura quimica dos
compostos, 0 que permite a identificacdo e/ou quantificacdo dos constituintes de uma amostra,
se destacando no estabelecimento dos perfis quimicos de um determinado material (JACOBS;
VAN DEN BERG; HALL, 2021; KUMAR et al., 2021; PAUCEAN et al., 2021; VILLATE et
al., 2021). A combinagdo entre a metabolomica e ferramentas quimiométricas possibilita
estabelecer a correlacdo entre os perfis metaboldmicos com as respectivas atividades
bioldgicas, determinando assim 0s biomarcadores responsaveis para uma dada atividade
bioldgica (CANUTO et al., 2018).

Em relacdo aos aspectos bioldgicos da erva-mate, estudos citotoxicos podem
revelar a funcionalidade da planta frente a linhagens de células tumorais e ndo-tumorais. Como

exemplo desse tipo de estudo, podemos destacar o trabalho de Souza et al. (2015) em que
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comparou as atividades bioldgicas dos extratos das folhas, caule e da planta. Nesse caso, 0
extrato do caule da erva-mate se mostrou mais eficiente contra as linhagens tumorais do estudo.

Nesse contexto, o presente trabalho se propde analisar o perfil metabolémico das
infusdes de erva-mate via UPLC-QTOF-MSE com trés niveis de amargor (alto, médio e suave),
determinar os biomarcadores responsaveis pelo amargor, executar ensaios citotoxicos na

tentativa de também correlaciona-los aos biomarcadores presentes na planta.
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2 OBJETIVOS

Realizar a caracterizagcdo quimica (perfil metabdmico) das infusdes da erva-mate

nos trés niveis de amargor (suave, médio e amargo), identificar os biomarcadores responsaveis

pelo seu amargor e avaliar a sua citotoxicidade para correlaciona-la aos respectivos perfis

quimicos da planta.

2.1 Objetivos especificos

Identificar o perfil metabdlico das trés infusbes (suave, média e amarga) da mistura
das folhas e ramos da erva-mate por meio da técnica UPLC-QTOF-MSE;

Obter informacdes a respeito das diferencas e semelhancas entre os perfis quimicos
das amostras através da aplicacao de estatistica multivariada PCA, HCA OPLS-DA
e S-Plot;

Avaliar a relacdo entre os biomarcadores e 0s niveis de amargor por meio de
ferramentas quimiométricas (PCA, OPLS-DA e S-Plot);

Testar a atividade citotdxica das infusbes de folhas e ramos (separadamente) da
erva-mate dos diferentes niveis de amargor frente as linhagens tumorais HCT-116
(Carcinoma de colon - humano), PC3 (Carcinoma de prostata), HL60 (Leucemia
promielocitica), SNB-19 (Astrocitoma), B16F10 (Melanoma murinho) e MCF-7
(Carcinoma de mama) e uma nao tumoral, L929 (Fibroblasto murinho) e relacionar

essa atividade aos perfis quimicos da erva-mate.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 llex L.

O género llex L. faz parte do grupo das plantas angiospermas e é pertencente da
familia Aquifoliacea (AQUIFOLIACEAE IN FLORA DO BRASIL 2020, 2020; WFO, 2021),
sendo o Unico representante dessa familia no Brasil (CABRAL et al., 2018).

llex L. possui mais de 600 espécies, com 300 na Ameérica Tropical, em areas
tropicais e temperadas (AQUIFOLIACEAE IN FLORA DO BRASIL 2020, 2020; CABRAL et
al.,2018; YAO et al., 2016). Sua distribuicdo engloba até regibes temperadas dos hemisférios
Norte e Sul, com o leste Asiatico e a América do Sul sendo seus centros globais de diversidade
(LOIZEAU et al. 2016; YAO et al. 2016).

No Brasil, ocorrem 58 espécies do género llex L. (CABRAL et al., 2018), essas
estdo contidas na Tabela 1. Essas espécies podem ser encontradas em diversos tipos de
ambientes nos dominios da Amazonia, Caatinga, Cerrado e Floresta Atlantica Brasil (CABRAL
etal., 2018).

Tabela 1 — Espécies do género llex L. que ocorrem no Brasil (Continua).

llex lundii Warm.
llex martiniana D.Don

Ilex affinis Gardner
Ilex aquifolium L.

llex asperula Reissek

llex microdonta Reissek

llex auricula S.Andrews

Ilex microphylla Hook.

Ilex blanchetii Loes.

Ilex mucugensis Groppo

llex brasiliensis (Spreng.) Loes.

llex neblinensis Edwin

Ilex brevicuspis Reissek

llex nummularia Reissek

Ilex buxifolia Gardner

Ilex oligoneura Loes.

llex cerasifolia Reissek

Ilex organensis Loes.

Ilex chamaedryfolia Reissek

Ilex paltorioides Reissek

llex congesta Reissek

Ilex paraguariensis A.St.-Hil.

Ilex conocarpa Reissek

Ilex petiolaris Benth.

llex costata Edwin

Ilex phillyreifolia Reissek

Ilex cuiabensis Reissek

Ilex pleurostachys Turcz.

Ilex daphnogenea Reissek

Ilex prostrata Groppo

Ilex daphnoides Reissek

Ilex psammophila Mart. ex Reissek

Ilex diospyroides Reissek

Ilex pseudobuxus Reissek

llex diuretica Mart. ex Reissek

llex retusa Klotzsch
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Tabela 1 — Espécies do género llex L. que ocorrem no Brasil (Concluséo).

Ilex divaricata Mart. ex Reissek Ilex sapiiformis Reissek
llex dumosa Reissek Ilex sapotifolia Reissek
Ilex euryaeformis Reissek Ilex schwackeana Loes.
llex floribunda Reissek ex Maxim. Ilex scutiiformis Reissek
llex glazioviana Loes. Ilex spruceana Reissek
Ilex guianensis (Aubl.) Kuntze Ilex subcordata Reissek
llex integerrima (Vell.) Reissek Ilex suber Loes.

Ilex inundata Poepp. ex Reissek Ilex taubertiana Loes.

Ilex jenmanii Loes. Ilex theezans Mart. ex Reissek
Ilex longipetiolata Loes. Ilex thyrsiflora Klotzsch

Ilex loranthoides Mart. ex Reissek Ilex trichothyrsa Loes.

Fonte: Adaptado de Aquifoliaceae in flora do Brasil (2020)

O género llex L. consiste em arvores, arbustos ou subarbustos, eretos, raro
prostrados (llex prostrata), dioicos. Folhas alternas, simples, geralmente estipuladas, margem
ndo raro crenada, crenulada, serreada ou denticulada; nervacdo broquidédroma ou semi-
craspedodroma. Inflorescéncias axilares ou extra-axilares, fasciculos, dicasios, tirsos, racemos
ou outros tipos, dimorfismo sexual comum. Flores unissexuadas por aborto, diclamideas,
heteroclamideas, 4-6-meras, actinomorfas, gamossépalas, pétalas alvas, unidas na base, alternas
aos lobos do calice; flores estaminadas com pistilédio, androceu isostémone, estames livres,
alternipétalos, adnatos a base das pétalas; flores pistiladas com estaminodios, ovéario globoso
até coénico, supero, sincarpico, carpelos 4-6, loculos 4-6, 6vulos 1 por loculo, pendentes,
placentacdo axial, estigma (sub)séssil, persistente no fruto. Fruto drupa, globosa a conica,
sulcada, rugosa ou lisa; sementes 4-6, envolvidas pelo endocarpo coriaceo, formando pirenos
(AQUIFOLIACEAE IN FLORA DO BRASIL 2020, 2020).

As plantas do género llex possuem uma diversidade de compostos bioativos (GAN
et al., 2018a). Segundo Yi et al., (2016), mais de 200 compostos foram selecionados e
identificado a partir dessas plantas, incluindo triterpendides, saponinas triterpendides,
flavonoides, esterois, polifendis, acidos carboxilicos, e ésteres.

Os constituintes dominantes sdo triterpenoides e suas saponinas. No total, 180
triterpenoides e saponinas triterpenoides foram isolados e identificados das plantas de Ilex L.
Os triterpenoides sdo classificados de acordo com a diversidade quimica dos carbociclicos, que
podem ocorrer comotriterpenoides aciclicos, triterpenoides triciclicos, triterpenoide
tetraciclico, e triterpenoides pentaciclicos. Sendo estes ultimos os dominantes, e que incluem

os triterpenoides pentaciclico lupaneoides, triterpenoides pentaciclico oleanano, e
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triterpenoides ursano pentaciclico. Eles sdo principalmente presentes nas folhas, cascas e cascas
de raizes de plantasem llex L. Esses compostos sao responsaveis pelas atividades de modulagéo
do metabolismo lipidico, anti-obesidade, anti-inflamatdrias e bioatividades antimicrobianas (Y|
etal., 2016).

Em relagdo aos flavonoides, doze foram isolados das folhas ou raizes de cinco
plantas pertencentes ao género llex L, sendo o flavonoide eriodictiol isolado apenas no
respectivo género. Em geral, os flavonoides sdo compostos solGveis em agua, apresentam 15
atomos de carbono em seu ndcleo principal, com arranjo estrutural de dois anéis benzénicos
separados por trés carbonos (GUEDES, 2018 SIMOES et al., 2017). Os flavonoides naturais
podem apresentar-se oxigenados ou conjugados com agucares. Na forma conjugada, chamada
de glicosideos ou heterosideo, eles sdo encontrados de duas maneiras: O-heterosideos (quando
a ligacdo ocorre por intermédio de uma hidroxila) e C-heterosideos (quando a ligagcdo ocorre
através de um atomo de carbono). Em contrapartida, o flavonoide na forma néo conjugada, ou
seja, sem o agucar, € chamado de aglicona ou genina, sendo muitas vezes denominado de forma
livre (GUEDES,2018). Nos vegetais, pode-se citar algumas funcdes das quais os flavonoides
sdo responsaveis: acdo antioxidante, inibicdo de enzimas, controle da acdo de hormonios
vegetais, protecdo contra fungos, bactérias, virus e insetos (GUEDES, 2018 SIMOES et al.,
2017).

Quanto aos outros compostos, ha relatos de treze fenois isolados das plantas do
género llex L., em gque huazhongilexin foi isolada apenas deste género. Doze acidos fenolicos
e 4cidos graxos, além de quatro esteroides também foram isolados (Y1 et al., 2016).

As plantas de llex L. foram amplamente estudadas para uso medicinal antes dos
anos 2000, em particular 1. chinensis, I. cornuta, 1. asprella, I. pubescens, I. pernyi e I. rotunda.
Adiante, os estudos foram mais focados em bebidas: I. latifolia, I. kudingcha, I.hainanensis, 1.
paraguariensis, I. brevicuspis, I. vomitoria e I. glabra. De toda a forma, devido a diversidade
de compostos presentes em suas matrizes, essas espécies exibiram um amplo espectro de
atividades biologicas e farmacoldgicas, como protecdo do sistema cardiovascular e atividades
do metabolismo lipidico, atividades antitumoral, antioxidante, antidiabética, antiobesidade,
anti-inflamatoria e antimicrobiana (Y1 et al., 2016).

As espécies do llex L. tém sido utilizadas como drogas hipolipidémicas tradicionais
por um longo tempo. O consumo dessas ervas melhora os parametros de lipidios séricos em
niveis saudaveis de lipidemia e fornece reducgéo do colesterol LDL, que pode reduzir o risco de
doencas cardiovasculares (Y1 et al., 2016). O extrato aquoso de I. pubescens pode melhorar a

citotoxicidade da daunorrubicina na super expressdo de células de leucemia P-170 in vitro
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(DING et al, 2012). Os flavonoides da I. centrochinensis sdo capazes de eliminar radicais livres
e possuem acdo anti-inflamatdria, pois seu grupo hidroxila na posi¢do 4’ do anel B desempenha
um papel importante (Li et al, 2015).

A llex Paraguarirensis se destaca dentre as espécies da llex L. que ocorrem no
Brasil porque ela é a Unica considerada ideal para a exploracdo comercial (BALCH, 2006).

3.1.1 llex paraguariensis

llex paraguariensis St. Hil, comumente conhecida como erva-mate, € uma espécie
nativa da América do Sul, que tem ocorréncias nas regides subtropicais do Uruguai, Argentina,
Brasil e Paraguai (CARDOZO JUNIOR; MORAND, 2016; RIACHI; DE MARIA, 2017a;
SILVANA et al., 2020). No Brasil, a erva-mate se distribui principalmente nos estados de Santa
Catarina, Parana, Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul. Em regi6es de maior altitude, como
Minas Gerais e Sado Paulo, também s@o encontrados, porém a maior parte esta localizada na
regido sul do pais (GELSLEICHTER, 2020).

Historicamente, a erva-mate foi utilizada por diferentes tribos indigenas da América
do Sul. As suas folhas foram encontradas em tamulos dos andinos e incas e esses povos também
a utilizavam na forma de bebida. No Brasil, a planta também ja era usada milenarmente. A tribo
Guarani, principalmente, a usava em rituais religiosos, infusdo em bebidas e com o hébito de
mascar. Posteriormente, a erva-mate se tornou o principal produto de exportacdo em Missbes
Jesuitas e também foi incorporado pelos imigrantes europeus (MARQUES; DOS REIS;
DENARDIN, 2019; STIEBLER et al., 2021).

A erva-mate teve um papel relevante no desenvolvimento de diversas regies do Rio
Grande do Sul, de Santa Catarina, do Mato Grosso do Sul e, sobretudo, do Parana. No presente,
é o principal produto ndo madeireiro do agronegdcio florestal na Regido Sul, sendo uma cultura
essencial para a economia de muitos municipios no Sul do Brasil. A producdo de erva-mate
ocorre em estabelecimentos agropecuérios familiares, sendo 80% do total da producéo de erva-
mate oriunda de propriedades com até 20 hectares, com trabalho majoritariamente familiar
(PENTEADO JUNIOR, GOURLART, 2019).

A |. paraguariensis é uma planta da divisdo angiosperma, da classe dicotiledonae,
ordem da celastrales, da familia Aquifoliaceae, género llex e espécie paraguariensis (BERTE,
2011; HAO et al., 2013a; PAGLIOSA, 2009; SCHIRIGATTI, 2014; Yl et al., 2016a). A erva-
mate é uma arvore sempre verde (Figura 1 (a)), dioica, tem um crescimento lento, mas pode

chegar a possuir de 8 a 15 m de altura. Suas folhas verde-oliva, Figura 1 (b), possuem 8 cm de
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comprimento com caracteristicas perenes, alternadas, coriaceas, abobadas com margens um
pouco crenadas e apice obtuso, e uma base em forma de cunha (BRACESCO et al., 2011; HAO
et al., 2013). Os talos da planta tém até 15 mm de comprimento. A |. paraguariensis apresenta
produz pequenas flores unissexuais com 4 a 8 pétalas brancas esverdeadas que florescem todo
0 ano entre a primavera e o verao brasileiro, de outubro a dezembro em seu habitat de origem
(BERTE, 2011; BRACESCO et al., 2011; SCHIRIGATTI, 2014). Os frutos possuem a
coloracédo vermelho de bagas com tamanho de 4 a 6 mm e contém 4 a 5 sementes que podem
gerar novas arvores (Figura 1 (c)) (BERTE, 2011; BRACESCO et al., 2011). A erva-mate
ocorre naturalmente em solos de baixa fertilidade, pH baixo, e com altos teores de aluminio. O
solo apto para o cultivo da planta é o da ordem dos latossolos, com coloracéo avermelhada, alta
profundidade, elevado teor de argila, boa permeabilidade, mediana fertilidade com pH &cido
em todo o perfil (GELSLEICHTER, 2020; PENTEADO JUNIOR, GOURLART, 2019).

Figura 1 — Erva- mate (llex paraguariensis): arvore da erva-mate (a); sementes de
erva-mate (b); muda de erva-mate (c).

Fonte: Adaptado de Penteado Junior, Gourlart (2019).

A regido de distribuicdo natural da erva-mate esta localizada entre as latitudes de
22°S e 30° S e longitudes 48 ° 30" W e 56° 10" W. No Brasil, a erva-mate ocorre naturalmente
em uma area de aproximadamente 540.000 kmz2, o que compreende aos estados do Parana, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul, extremo Sul de Sdo Paulo e do Mato Grosso do Sul. Nos paises
vizinhos, a planta é nativa na Provincia de Misiones, em parte das Provincias de Corrientes e
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de Tucuma na Argentina e, no Paraguai, na area situada entre os rios Parana e Paraguai. Nessas
areas de ocorréncia natural da erva-mate ocorrem dois tipos climaticos: clima temperado e
clima subtropical, caracterizados por chuvas regulares, bem distribuidas ao longo do ano e com
médias de precipitagdo pluviométrica variando de 1.500 mm a 2.000 mm. A espécie ocorre em
altitudes que variam de 500 m a 1.500 m de altitude, onde as temperaturas médias anuais variam
de 15 °C a 18 °C e, as geadas variam de frequentes a pouco frequentes, dependendo da altitude
(PENTEADO JUNIOR, GOURLART, 2019).

As folhas e os ramos da erva-mate sdo utilizados tradicionalmente no preparo de
bebidas como chimarrdo, tereré e chd mate (RIACHI; DE MARIA, 2017a; SILVA et al., 2021).
Mas ela também ¢é usada em refrigerante, bebidas energéticas, balas e ingredientes para
produtos alimenticios. Na industria quimica, € matéria prima na producédo de tintas e resinas,

medicamentos, desinfetantes, adstringentes, cosméticos e perfumaria (CARDOZO et al., 2021).

3.1.1.1 Importancia social e econdmica

O Brasil € o maior produtor mundial de erva-mate, seguido da Argentina e do
Paraguai (FAO, 2021). A erva-mate teve um papel importante no desenvolvimento de diversas
regides do Rio Grande do Sul, de Santa Catarina, do Mato Grosso do Sul e, sobretudo, do Parana
(PENTEADO JUNIOR, GOURLART, 2019). O mate possui uma producdo extrativista nao
madeireira e esse tipo de atividade tem grande importancia para os povos e comunidades
tradicionais, pois contribui para a ocupacdo da méo de obra e distribuicdo de renda nas
comunidades locais (IBGE,2020). Isso é demonstrado pelo fato de que atualmente essa cultura
é fundamental para a economia de muitos municipios no Sul do Brasil, na qual a producéo de
erva-mate ocorre em estabelecimentos agropecuarios familiares, sendo 80% do total da
producdo de erva-mate proveniente de propriedades com até 20 hectares, com trabalho
predominantemente familiar (PENTEADO JUNIOR, GOURLART, 2019).

Em 2020, os produtos extrativos ndo madeireiros obtiveram crescimento de 18,6%
na soma do valor de producdo, totalizando R$ 1,9 bilhdo (IBGE,2020). A erva-mate encontra-
se especificamente dentro do grupo dos produtos alimenticios, que € o maior entre 0s nao
madeireiros da extracdo vegetal. Esse grupo registrou aumento do valor da producéo de 22%,
totalizando, R$ 1,5 bilhdo. O mate foi o0 segundo produto com maior participacao de producao
dentro do grupo de alimenticios, com 37,3% (Grafico 1), sendo o acai o primeiro, registrando
46,3% (IBGE,2020).
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Gréfico 1 - Participacdo do valor de producao dos produtos do grupo alimenticios.

Participacao do valor de producao dos
produtos do grupo de alimenticios (%)
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Fonte: IBGE, 2020.

No ano de 2020, a extracao de erva-mate gerou o segundo maior valor da producéo
entre os ndo madeireiros, com R$ 559,7 milhdes, registrando um aumento de 38,8% em relacéo
ao ano anterior (Grafico 2). Esse resultado ¢ reflexo do aumento do valor recebido pelo produtor
e a maior quantidade extraida, que atingiu a marca de 426,0 mil toneladas, com crescimento de
14,6% na comparagdo com o ano anterior. A atividade ocorre majoritariamente na regiéo sul
do Brasil, com o estado do Parana concentrando 87% da producdo nacional com
aproximadamente 345,9 mil toneladas, enquanto o Rio Grande do Sul comportou 24,8 mil
toneladas e Santa Catarina com 23 mil toneladas. No Parand, estdo localizadas as 10
municipalidades que obtiveram a maior produgéo de erva-mate em 2020, destacando-se Cruz
Machado como a de maior volume extraido, com 15,5% do total nacional e com um crescimento

de 19,1% em relagéo ao divulgado anteriormente (IBGE,2020).
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Gréfico 2 - Variagdo anual do valor de producdo dos principais produtos ndo madeireiros do

extrativismo.
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3.1.1.2 Erva-mate comercial

A erva-mate comercial possui uma cadeia produtiva cuja primeira etapa é a colheita.
Em até 24h ap0s a colheita as folhas e ramos passam pela etapa de sapeco (branqueamento) que
€ 0 estagio primario para a liberacdo de compostos volateis (CARDOZO et al., 2021; MAZUR,
2016).

O sapeco é caracterizado como um tratamento térmico em que se tem o contato
rapido das folhas da planta com chamas de fogo em fornos rotativos. Esse processo tem a
finalidade de reduzir a umidade das folhas e inativar enzimas como a peroxidase e
polifenoloxidase. Essas enzimas quando ndo tem sua atividade enzimatica diminuida causam
escurecimento das folhas e conferem amargor a bebidas obtidas com o produto desidratado. O
prazo para se realizar o sapeco ap0s a colheita é para evitar fermentacao, que é favorecida pela
umidade e temperatura, garantir caracteristicas de cor, sabor e aroma no produto final
(CARDOZO et al., 2021; MAZUR, 2016).

Ap0s o sapeco é realizada a secagem ou desidratacdo, 100 °C por aproximadamente
3 horas, que visa reduzir o teor de umidade das folhas de erva-mate para aproximadamente 5%
diminuindo, assim, a possibilidade de deterioracdo microbiana e degradacdo enzimatica dos

constituintes nutricionais e quimicos (MAZUR, 2016). Segundo alguns estudos, no processo de
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secagem do mate hd uma diminuigdo relevante do teor de cafeina. Esse fato pode ser um
problema, pois para a maioria das inddstrias ervateiras é vantajoso conservar quantidades
elevadas de compostos fendlicos e metilxantinas (MAZUR, 2016).

A erva-mate é entdo triturada, passando a ser chamada de erva-mate cancheada,
chamada assim pelo fato de que essa operagéo inicialmente era realizada em local assoalhado
denominado como cancha. Atualmente, é feita em trituradores ou cancheadores. que € a matéria
prima para a fabricacdo da erva-mate para o chimarrdo. A erva-mate cancheada é a matéria
prima para a fabricacdo da erva para o chimarrdo, do tereré e cha mate verde. Ela é peneirada e
misturada em diferentes proporcdes de folhas e ramos, dependendo do produto esperado. Para
a producdo do mate para esses produtos, ap0s a mistura, a planta é moida para reduzir a
granulometria do material, utilizando moinho de facas ou soque. No caso do cha mate tostado,
ap6s a moagem, ha a etapa de torrefacdo (CARDOZO et al., 2021; MAZUR, 2016;
SCHIRIGATTI, 2014)

Ap0s esses processos, as folhas secas e moidas e 0s ramos da erva-mate sdo usadas
no preparo das bebidas chimarrdo, cha mate e tereré. No chimarrdo, forma mais comum de
consumo, é feito infusdo a quente das folhas e dos ramos processados. Sendo bebido em uma
cuia de porongo (DARTORA, 2010; DORS, 2017). Enquanto no tereré, o mate é ligeiramente
torrado e deixado em repouso por aproximadamente 8 meses em local seco para entdo ser
consumido com agua fria. Além disso, a partir da infusdo das folhas secas e torradas com agua
fervente é obtido o cha mate (DARTORA, 2010; RIACHI; DE MARIA, 2017a).

Em termos de propriedades bioldgicas dessas bebidas, segundo o estudo de
Mesquita et al. (2021), comparando o chimarrdo, o chd mate e o tereré, o chimarrdo tem uma
composicdo mais rica em termos de compostos fendlicos e alcaldides purinicos, e melhor
atividade antioxidante. Todos os produtos apresentaram propriedades anti-inflamatdrias. Na
avaliacdo ansiolitica, embora todos 0s extratos tenham apresentado algum efeito, o chimarrédo
e o tereré foram melhores que o cha mate em geral. No estudo de Pinto et al. (2021), para
produzir extratos ricos em bioativos de erva-mate, os autores utilizaram folhas secas no forno
a 35 ° C e trés produtos comerciais diferentes. Os solventes usados foram aguas destilada, etanol
e agua: etanol (1:1 v/v). Nos resultados, o solvente hidroetanolico apresentou 0s maiores tores
de fendlicos totais e flavonodides totais. Adicionalmente, as amostras comerciais mostraram
maior concentracdo de fitoquimicos do que as folhas secas em estufa, apontando que o
processamento industrial da erva-mate auxilia na preservacdo dos teores de fenolicos totais e
flavonoides totais, resultando em extratos com concentragdo superior de fitoquimicos quando

comparados com a amostra seca em estufa.
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A erva-mate é vendida nas formas moida grossa, tradicional e nativa. Esta Gltima é
composta quase unicamente de plantas nativa da erva-mate, colhida no seu habitat natural, e
possui um sabor mais suave e menos amargo. A forma tradicional é caracterizada por uma
mistura de folhas e ramos da erva-mate nativa e cultivada, o que Ihe confere um menor nivel de
amargor. Enquanto a moida grossa possui um gosto amargo pronunciado, pois a mistura de
plantas nativas e cultivadas ndo sdo moidas totalmente, permitindo uma maior permeabilidade
da agua quente entre as particulas de erva-mate (BIZZOTTO et al., 2012; MAINHART et
al.,2010).

3.1.1.3 Fitoquimicos da erva-mate e suas propriedades bioldgicas

Os principais fitoquimicos relatados na erva-mate sdo os compostos fenolicos,
tendo como principais representantes o acido clorogénico e seus derivados; flavonoides, cujos
mais comuns sdo quercetina e rutina; saponinas triterpénicas formadas pelas agliconas dos
acidos leandlicos e ursoélicos; alcaloides (metilxantinas); além de aminoécidos, minerais (como
calcio, magnésio, potassio, fosforo), vitaminas hidrossoliveis (ALKHATIB; ATCHESON,
2017; CARDOZO et al., 2021; CARDOZO JUNIOR; MORAND, 2016; GAN et al., 2018b;
MATEOQOS et al., 2018; NEGRIN et al., 2019; RIACHI; DE MARIA, 2017a; TOPPEL et al.,
2018; Yl et al., 2016a).

Esses compostos sdo responsaveis pelas propriedades estimulante, antioxidante
(BECKER et al., 2019; CEVERINO et al., 2021; COLPO et al., 2017; PEREIRA et al., 2017;
POZEBON et al., 2015; SILVA et al., 2021), tbnica, diurética, anti-inflamatéria (CARDOZO
etal., 2021; PANZA et al., 2019; ZIEMLEWSKA et al., 2021), a¢des lipolitica, hipolipidémica,
prevencdo da oxidacdo das lipoproteinas (AVENA et al., 2019; BALSAN et al., 2019;
DEROSA; D’ANGELO; MAFFIOLI, 2021), efeito neuroprotetor da I. paraguariensis
(CITTADINI et al., 2019b; MACHADO et al., 2021).

O estudo conduzido por Machado et al. (2021) tinha o objetivo de investigar os
efeitos neuroprotetores do extrato hidroalcodlico da erva-mate e avaliar se a cafeina presente
nesse extrato exercia efeitos neuro protetores na toxicidade induzida por um peptideo beta-
amiloide (AP) em Caenorhabditis elegans. Os vermes foram tratados com o extrato
hidroalcoolico da I. paraguariensis ou com cafeina desde o estagio larval até atingirem idade
necessaria para os ensaios. Os resultados mostraram que tanto o extrato do mate como a cafeina

aumentaram a expectativa de vida e pareceram agir diretamente pelo necréfago de espécies
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reativas de oxigénio nos vermes e conferiram resisténcia contra o estresse oxidativo nos
animais. Além disso, ambos os tratamentos atrasaram a paralisia induzida por A.

Em um estudo in vivo com ratos Wistar machos, foram observadas atividades
antioxidantes maiores e reducdo da peroxidacdo lipidica no plasma e no cérebro de ratos,
respectivamente, que receberam o extrato aquoso da erva-mate (VARGAS et al., 2021).

Calixto et al. (2021) investigaram o impacto do consumo do chimarrdo no perfil
clinico-patologico de mulheres com cancer de mama atendidas no Hospital do Cancer Francisco
Beltrdo, Parana, Brasil por meio da avaliacdo dos antioxidantes sanguineos e os perfis de
cafeina. Os resultados do trabalho sugerem que o consumo do chimarrado afeta os antioxidantes
sanguineos de pacientes com cancer de mama, e que a cafeina presente nessa mistura pode
favorecer o desenvolvimento de tumor de bom prognostico.

Um nutracéutico contendo I. paraguarisensis, amora branca e picolinato de cromo
acarretou diminuicdo na glicose plasmatica de jejum, glicose po6s-prandial e hemoglobina
glicada em individuos disglicémicos. Além disso, os resultados também mostraram uma
reducdo no colesterol total, lipoproteina de baixa densidade (LDL) e triglicerideos, o que mostra
que esse nutracéutico pode ser Util para melhorar o estado glicémico e o perfil lipidico desses
individuos (DEROSA; D’ANGELO; MAFFIOLL, 2021)

Tate et al. (2020) demonstram o papel protetor da erva-mate e de seus polifendis
contra a lesdo do epitélio pigmentar da retina induzida pelo estresse oxidativo. Os acidos
clorogénicos do mate mostraram uma potencial capacidade de melhorar alguns marcadores
relacionados a doencas cardiometabdlicas (GEBARA et al., 2021). Quando comparada a
capacidade antioxidante de alguns polifendis presentes na erva-mate (quercetina, rutina, acidos
clorogénico e caféico), a quercetina apresentou a maior atividade antioxidante, seguida da
rutina, depois do &cido clorogénico e acido caféico, que ficaram em um mesmo nivel
(TESELKIN et al., 2021).

A infuséo da erva-mate inibiu significativamente a absorcao de fero em pacientes
com hemocromatose hereditaria, doenga genética caracterizada pelo acimulo excessivo de
ferro que resulta em lesdo tecidual, mostrando que a bebida deve ser considera como um
potencial ajudante para o controle da sobrecarga de ferro (PAGLIOSA et al., 2021). No estudo
realizado por Camara et al., 2020, vinte e quatro camundongos swiss machos foram
cronicamente expostos a fumaca do cigarro de palha de milho enrolado & méo. Essa exposicéo
comprometeu a histoarquitetura pulomonar dos animais, promovendo mudangas estruturais e

aumentando o estresse oxidativo nos tecidos. No entanto, o tratamento concomitante com o
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extrato de erva-mate regulou o estado redox e reduziu os efeitos prejudiciais da exposi¢cdo ao
fumo nos pulmdes.

Em um estudo que avaliou a atividade regenerativa de uma fragao polissacaridica
da erva-mate usando planaria (Girardia tigrina) como modelo, na concentracdo de 10 mg/L a
fracdo polissacaridica melhorou a regeneracdo da cabeca, faringe e cauda da G. tigrina.
Adicionalmente, as planarias obtidas no final do experimento eram 22-72% mais altas do que
0 grupo controle. Esses resultados mostraram que a fracdo polissacaridica da llex
paraguariensis apresenta grande potencial para melhorar a regeneracdo de segmentos planarios,
sugerindo seu potencial uso na regeneracgéo de tecidos (ORSO et al., 2021).

A fracdo de matesaponina purificada dos frutos verdes do mate induziu a reducao
de peso, niveis de triglicerideos e oxidacao de glicose em ratos saudaveis alimentados com dieta
padrdo (RESENDE et al., 2012). As saponinas presentes no extrato hidroalco6lio da erva-mate
também tiveram um papel protetor sobre o estado dos rins de ratos Wistar machos (KUROPKA
etal., 2021).

A composi¢do quimica da erva-mate estd relacionada a diversos fatores como:
estagio evolutivo da planta, época de colheita, caracteristicas climaticas e do solo, tipo de
cultivo, idade da planta, variabilidade genética, luminosidade, parte da planta, armazenamento
(BLUM-SILVA et al., 2015; CARDOZO et al., 2021; COLPO et al., 2016; DA SILVEIRA et
al., 2016; HOLOWATY et al., 2016; ROSSA et al., 2017; SOUZA et al., 2015). Souza et al.
(2015) observaram diferencas no contetdo de polifendis dependendo da parte da planta
utilizada (planta inteira, folha e caule). Nesse estudo o extrato de folhas apresentou maior
quantidade de polifendis (SOUZA et al., 2015). Ademais, esses fatores também afetam a
capacidade oxidante da planta (BLUM-SILVA et al., 2015; CARDOZO et al., 2021; COLPO
et al., 2016; DA SILVEIRA et al., 2016; HOLOWATY et al., 2016; ROSSA et al., 2017;
SOUZA et al., 2015).

3.1.1.4.1 Compostos Fenolicos

Os compostos fendlicos sdo os metabolitos secundarios mais abundantes nas
plantas, tendo com fungdes bioldgicas crescimento e desenvolvimento vegetativo; defesa contra
herbivoros e patégenos; fungdes de atrativos de polinizadores ou dispersores de sementes;
protecédo contra a radiacdo ultravioleta (ROSSA et al., 2017; LI et al., 2020; TAIZ; ZEIGER,

2013). Além disso, possuem propriedades antioxidantes e efeitos relevantes na prevencdo de
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varias doencas associadas ao estresse oxidativo, como, por exemplo, o cancer (HAO et al.,
2013).

Esses compostos constituem uma classe bastante diversa quimicamente.

Estruturalmente, caracterizam-se por possuir pelo menos um anel aromatico ligados a um ou
mais grupos hidroxilas (GAN et al., 2018; GUEDES, 2018). Os compostos fendlicos podem
ser formados por um ou mais anéis benzénicos, ligados a grupos hidroxilas, podendo ainda
apresentar como substituintes grupamentos metil, metoxil, amino e monossacarideos
(GUEDES,2018). No grupo dos compostos fenolicos podem ser destacados os flavonoides e
acidos fendlicos (VALDUGA et al., 2019a).
A estrutura basica dos acidos fenolicos é um anel afendlico e um grupo funcional de acido
carboxilico organico (esqueleto C6-C1). Com base na variacdo do esqueleto natural, os acidos
fendlicos sdo divididos em duas subclasses: acidos hidroxibenzoéico e hidroxicinamico (LI et
al., 2020). Segundo Mateos et al., 2018, os &cidos fendlicos representam 90% da composi¢éo
fenolica total da erva-mate, nos quais os encontrados mais abundantemente foram &cido 3-
cafeolquinico, &cido 4-cafeolquinico e acido 5-cafeolquinico (Figura 2). Esses compostos
citados fazem parte das classes de acidos acilquinicos, também chamados de &cidos
clorogénicos. Eles contém um composto fendlico ligado por meio de uma ligagdo éster a uma
porcdo de &cido quinico. A ligacdo é prontamente hidrolisada por esterases presentes na
microbiota intestinal, levando a liberacdo de acidos fenolicos e quinicos livres (CLIFFORD;
KERIMI; WILLIAMSON, 2020).

Figura 2 - Estrutura quimica de alguns acidos fendlicos presentes na erva-mate: a) acido 3-
cafeolquinico, b) acido 4-cafeolquinico e c) acido 5-cafeolquinico.
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Sabe-se que os acidos fendlicos tém potenciais antioxidantes, anti-inflamatério e

antimicrobiano. Evidéncias epidemioldgicas e estudos randomizados controlados mostram que
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a ingestdo desses compostos protege eficazmente contra doencas cronicas e relacionadas a
idade, como diabetes tipo 2, obesidade, doenca cardiovascular e cancer (LI et al., 2020). Estudos
mostraram que o acido clorogénico mitigou o dano cerebral induzido pela leséo de isquemia e
reperfusdo cerebral, causada pela recuperacdo do fluxo sanguineo apos acidente vascular
cerebral isquémico, e melhorou o aprendizado e a memdria espacial de dos ratos utilizados no
modelo. Além disso, 0 composto atenuou a lesdo cerebral induzida pelo estresse oxidativo e a
apoptose e inibiu a expressao de proteinas relacionadas a apoptose (LIU et al. 2020). Lodise et
al. (2019) investigaram a eficécia dos acidos dicafeolquinicos do mate na inibicéo de células de
cancer de proéstata. O acido 4,5-dicafeoilquinico (4,5-diCQA) foi a molécula mais ativa contra
as células de cancer de prostata DU-145 com uma concentracao inibitoria de 50% (ICso) de 5
uM. A molécula também exibiu atividade inibitoria em células de cancer de prostata LNCaP e
PC-3, sugerindo que tem potencial terapéutico em uma ampla gama de canceres de prostata. O
acido 5-cafeoilquinico (5-CQA), um dos principais fen6s da erva-mate, mostrou efeito
antioxidante nas células endoteliais (WANG et al., 2018).

Os flavonoides sdo uma importante e ampla classe dos compostos fendlicos. Eles
séo biossintetizados a partir da via do fenilpropanoides (GUEDES,2018). De forma geral. Os
flavonoides apresentam 15 4tomos de carbono em seu ndcleo principal, com arranjo estrutural
de dois anéis benzénicos separados por trés carbonos (GUEDES, 2018; DIAS; BUSCARIOLI;
LOPES, 2018; SIMOES et al., 2017). Os flavonoides naturais podem estar oxigenados ou
ligados com acucares (forma conjugada). Na forma conjugada, chamada de glicosideos ou
heterosideo, eles sdo encontrados de duas maneiras: O-heterosideos (quando a ligacdo ocorre
por intermédio de uma hidroxila) e C-heterosideos (quando a ligagdo ocorre através de um
atomo de carbono). Em contrapartida, o flavonoide na forma ndo conjugada, sem o acucar, €
chamado de aglicona ou genina, sendo muitas vezes denominado de forma livre
(GUEDES,2018). Nos vegetais, os flavonoides sdo responsaveis por funcdes como: acao
antioxidante, inibicdo de enzimas, controle da acdo de hormdnios vegetais, protecdo contra
fungos, bactérias, virus e insetos (GUEDES, 2018 SIMOES et al., 2017). Recentemente, foi
constatado que o &cido clorogénico e a quercentina, um flavonoide, era biodisponiveis e
bioativos no cérebro de camundongos de 2 meses de idade. Os compostos atenuaram a
neuroinflamacao e os danos relacionados ao cancer de pulmao nos animais (CITTADINI et al.,
2019a). Na erva-mate, da classe dos flavonoides, a rutina (Figura 3) foi um dos compostos
fenolicos predominantes encontrados na planta junto com os acidos cafeoilquinicos (GAN et
al., 2018b; MATEOS et al., 2018).
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Figura 3 - Estrutura quimica da rutina.

Fonte: AUTORA, 2021

3.1.1.4.2 Metilxantinas

Oriundas da base purina, as metilxantinas (Figura 4) séo consideradas pseudo-
alcaldides e dentro desse grupo estdo presentes a cafeina, teobromina e a teofilina
(MCLELLAN; CALDWELL,; LIEBERMAN, 2016). Esses compostos possuem propriedades
pesticidas e sdo toxicos para insetos e outros patdgenos que podem ser maléficos para as plantas
(SCHUSTER; MITCHELL, 2019). Nos humanos, as metilxantinas possuem acOes
farmacoldgicas estimulantes do sistema nervoso central; agem sobre os rins, induzindo a
diurese; estimulam o musculo cardiaco e relaxam o musculo liso, em particular a musculatura
brénquica, diferindo em sua intensidade sobre os diferentes sistemas organicos. No entanto,
certos cuidados devem ser tomados na ingestdo de metilxantinas, pois a medida que a dose ¢
elevada, observa-se um quadro de nervosismo, agitacdo, tremores e outros sinais de estimulacédo
do sistema nervoso central, sendo possivel até a formacdo de um quadro de intoxicagdo aguda
(GAN et al., 2018b).

Nas especies llex, a cafeina é a metilxantina encontrada em maior concentragéo,
seguida pela teobromina. Algumas espécies llex apresentam tracos da teofilina (GAN et al.,
2018b). A concentragdo de metilxantinas totais em 25 amostras de erva-mate variou de 3,69 a
12,7 mg/g, sendo as quantidades de cafeinas e teobromina de 0,001 a 10, 1 mg/g e 0,02 a 55,03
mg/g, respectivamente (MAZUR et al., 2014). De forma geral, a concentracdo de metilxantinas
totais na erva-mate varia de 8,2 a 10,2 mg/g (MATEOS et al., 2018).
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Figura 4 - Estruturas quimicas das metilxantinas: a) cafeina, b) teobromina e c) teofilina.
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Fonte: AUTORA, 2021.

A estrutura da cafeina foi descoberta na ultima década do século XIX, e é
classificada como 1,3,7-trimetilxantina (DIAS; BUSCARIOLI; LOPES, 2018). Esta presente
em bebidas como o café, cha, guarana, erva-mate e também se consegue obter a partir da cola.
Além disso, encontra-se presente no cacau e seus derivados, em suplementos alimentares e
produtos de cuidados para a pele (DIAS; BUSCARIOLI; LOPES, 2018). A cafeina é
considerada um composto estimulante, ela confere resisténcia fisica, reduz a fadiga e aumenta
a atencdo e concentracdo mental. No entanto, pode perder o seu efeito ou causar dor de cabeca
quando seu consumo ultrapassa os 200 miligramas diarios. A dose letal de cafeina para o ser
humano é de cerca de 10 gramas, sendo que uma Xxicara de café contém cerca de 80 mg de
cafeina (DIAS; BUSCARIOLI; LOPES, 2018; DUARTE 2020). Adicionalmente, o consumo
de produtos cafeinados € contraindicado em casos de doencas cardiovasculares graves, Ulceras,
tensdo nervosa e insdnia (DUARTE,2020) As formas que a cafeina age ainda ndo sdo
totalmente conhecidas, no entanto o principal mecanismo de agdo ocorre através da inibicdo de
receptores de adenosina (RIBEIRO,2013).

O papel das bebidas cefeinadas na eficiéncia das respostas inflamatorias agudas
foi estudado por Alves et al. (2019). Os extratos utilizados foram café, cha preto/verde, erva-
mate e guarand. Todos os extratos diminuiram o0s niveis de citocinas pro-inflamatoérias e
aumentaram os niveis da citocina anti-inflamatoria, o que sugere que a bebidas com cafeina
podem melhorar a eficiéncia de um organismo contra processos inflamatérios agudos (ALVES
etal., 2019). A deficiéncia na atividade da enzima mitocondrial metilmalonil CoA mutase leva
a uma condicao denominada acidemia metilmal6nica, que se caracteriza pelo acimulo de &cidos
metilmalénicos (MMA), mal6nicos (MA) ou outros acidos organicos. A suplementacdo com

acido caféico e/ou cafeina ofereceram protecdo contra alteragdes prejudiciais associadas a
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exposicdo MMA ou MA em moscas (PORTELA etal., 2021). Algumas pesquisas tém mostrado
que as bebidas cafeinadas derivadas de llex paraguariensis podem diminuir o peso do corpo e
possuem grande potencial para o desenvolvimento de drogas anti-obesidade (CARDOZO et al.,
2021; GAMBERO; RIBEIRO, 2015) Alguns dos efeitos observados em ratos obesos é a
supressdao do acumulo de gordura, reducdo do tamanho e diferenciacdo dos adipdcitos
(CARDOZO et al., 2021; DE OLIVEIRA et al., 2018; GAMBERO; RIBEIRO, 2015) .

A teobromina é um alcaloide de forma molecular C7HgN4O2. Como produto
quimico, € um p6 branco, pouco soltvel em alcool e agua a temperatura ambiente, sendo mais
solivel em &gua quente. Esse composto causa menos efeito no sistema nervoso central do que
a cafeina. Ele afeta o nivel de serotonina no organismo e pode ser utilizada como vasodilatador,
auxiliando na liberacédo da urina e na estimulacdo do coracdo. Logo, a teobromina é considerada
um composto diurético, relaxante muscular e vasodilatador (DIAS; BUSCARIOLI; LOPES,
2018). A teobromina foi apontada como um dos principais marcadores quimicos da |I.
paraguariensis (FARIAS et al., 2021). Os resultados obtidos por Farias et al. (2021) sugerem
gue a erva-mate e 0s seus principais marcadores quimicos possuem fortes propriedades de

eliminacdo de radicais livres, bem como apresentaram importante atividade anti-inflamatoria.

3.1.1.4.3 Saponinas

As saponinas sdo um grupo diverso de metabdlitos secundarios produzidos
principalmente por plantas (BOTTCHER; DRUSCH, 2017; ELEKOFEHINTI, 2015;
VALDUGA et al., 2019b). Esses compostos sédo conhecidos como surfactantes naturais, usados
devido as suas propriedades emulsionantes e farmacoldgicas (DA SILVA et al., 2018). Além
disso, o sabor amargo das plantas é principalmente atribuido as saponinas, essa caracteristicas
evita que as plantas sejam comidas por animais (BOTTCHER; DRUSCH, 2017; RIACHI; DE
MARIA, 2017b). Entretanto, esses compostos sdo toxicos para mamiferos, peixes e insetos
guando presentes em altas concentragdes (GENG et al., 2021).

Quimicamente, as saponinas sdo moléculas de alto peso molecular (MATEQS et
al., 2017). Sua estrutura é formada por uma aglicona ou sapogenina (triterpeno, esterdide ou
alcaldide esteroide) ligada a uma ou mais cadeias de agucar comulmente contendo glicose,
galactose, &cido glucurdnico, xilose, ramnose ou metilpentose (ELEKOFEHINTI, 2015;
MATEQS et al., 2017). Conforme o nimero de cadeias de aglcar anexadas, as saponinas sao
classificadas como: monodesmosidicas, com um unico cadeia de agucar ligada por ligacdo de

éter em C-3; bi-desmosidica, com duas cadeias de agucar ligadas por meio de uma ligacéo de
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éter em C-3 e um éster ligacdo em C-28 (como saponinas de triterpeno) ou uma ligacéo de éter
em C-26 (como saponinas de furastonol); tri-desmosidico, com trés cadeias de acucar, embora
esses compostos sejam raramente encontrados (MATEOS et al., 2017).

Na erva-mate, as saponinas sdo compostos bidesmosidicos e monodesmosidicos
com uma predominancia de derivados triterpénicos ndo idnicos dos acidos ursolico e oleandlico
tendo uma ou duas cadeias de agucar presas no C-3 e C-28 (MATEOS et al., 2017; VALDUGA
et al., 2019b). As estruturas das principais saponinas contidas na l. paraguariensis, as
matesaponinas, s&o mostradas na Figura 5. Além das matesaponinas, Souza et al. (2011)
caracterizaram 27 novas saponinas na erva-mate, incluindo isbmeros nas porgoes aglicona e /ou
glicosila. O teor de saponina na erva-mate pode variar dependendo de fatores como origem
genética, variacdo dentro das espécies, parte da planta que esta sendo examinada, ambiente,
fatores agrondmicos e tratamentos poés-colheita, como armazenamento e processamento
(MATEOS et al., 2017).

Figura 5 - Saponinas majoritarias da llex paraguariensis: a) matesaponina 1, b) matesaponina
2, €) matesaponina 3, d) matesaponina 4, e) matesaponina 5.
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As saponinas do mate foram consideradas o fitoquimico mais potente para prevenir

a inflamacéo e o cancer de cdlon ao inibir a proliferagdo celular in vitro, por meio da modulagéo
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da sintase de éxido nitrico induzivel (iNOS)/éxido nitrico (NO) e as vias do ciclo oxigenase 2.
As saponinas também induziram a apoptose através da ativacdo de um caminho de apoptose
intracelular (PUANGPRAPHANT; BERHOW,; DE MEJIA, 2011).Segundo Gemede e Ratta
(2014), as saponinas reduzem a biodisponibilidade de nutrientes e diminuem atividade
enzimétic. Elas também afetam a digestibilidade da proteina por meio da inibicdo de varias
enzimas digestivas, como tripsina e quimiotripsina. O extrato de erva-mate e suas fracoes
concentradas de metilxantinas-polifendis e matesaponinas exibiram um potencial efeito
antiobesidade no metabolismo lipidico de ratos Wistar. Os extratos e as fracdes de erva-mate
aumentaram a excrecdo fecal de lipidios e, a0 mesmo tempo, estimularam a adipogénese em
tecido adiposo, 0 que mostrou que as preparacGes do mate podem reverter totalmente a
lipogénese hepética induzida pela dieta rica em gordura (DE RESENDE et al., 2015).
Resultados similares foram encontrados por Resende et al (2012) na qual a fragdo purificada de
saponinas da erva-mate induziu a reducdo de peso da gordura visceral, nos niveis de
triglicerideos no sangue e na oxidacdo da glicose do tecido hepético e adiposo em ratos

saudaveis alimentados com dieta padréo.

3.1.1.4.4 Citotoxicidade

Outra importante atividade biolégica da erva-mate é sua citotoxicidade frente a
linhagens tumorais e ndo tumorais. Segundo Pérez et al. (2014), as folhas da llex paraguariensis
podem restringir a viabilidade de células SW620.

Amigo-Benavent et al., (2017) estudaram os efeitos dos extratos de grdo de café
verde e erva-mate, seus principais compostos fenolicos (acido 5-cafeoilquindico, 5-CQA,; &cido
3,5-dicaffeoylquinic, 3,5-DCQA) e metabdlitos (acido ferdlico, acido caféico, acido
dihidrocaffeico, e acido dihidroferulico) juntamente com cafeina na viabilidade e proliferacdo
de diferentes linhagens de células humanas. As linhagens celulares usadas foram células de
carcinoma humano do célon (Caco-2), pulméo (A549), esofagico (OE-33), bexiga urinaria
(T24) e linhagem celular ndo cancerigena (CCD-18Co). Como resultados foram obtidos que
extrato de erva-mate reduziu significativamente a viabilidade das células cancerigenas em todas
as concentracOes testadas, as doses mais altas também reduziram a proliferacdo celular. As
doses mais altas de 5-CQA e 3,5-DCQA reduziram a viabilidade celular e a proliferagcdo em
todas as células, enquanto acido ferulico, acido dihidrocaffeico, e acido dihidroferulico tiveram
efeitos mais baixos e variaveis. A cafeina ndo teve efeito. Além disso, baixas concentracfes de

todos os compostos testados nao eram citotdxicos para as células CCD-18Co.
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A erva-mate se mostrou um agente promissor par o tratamento do cancer de célon
por ter inibido a proliferacdo de células CT26 e COLO 205 com valores de 1Cso de 0,25 e 0,46
mg/mL, respectivamente. Os experimentos também mostraram gue 0 mecanismo que 0 extrato
aquoso da erva-mate diminuiu a proliferacdo celular € por inducdo de apoptose. Além disso,
em um modelo singénico de tumor murino, a administracdo oral de extrato do mate em uma
dose de 1,6 g/kg/dia inibiu significativamente a angiogénese e o crescimento do tumor sem
afetar os parametros biologicos ou o peso corporal (GARCIA-LAZARO et al., 2020)

A infusdo de ervas da llex paraguariensis se mostrou superior ao cha verde em
contetdo fendlico total, potencial antioxidante, potencial antidiabético e efeito citotéxico em
linhagens de células cancerosas (HepG2) (RAMIREZ-MARES; CHANDRA; DE MEIJIA,
2004).

Os extratos de erva-mate antes e depois de digeridos in vitro apresentaram
citotoxicidade contra células cancerigenas de figado humano HepG2 (BOAVENTURA et al.,
2015). Enquanto o extrato etanolico de erva-mate obtido por Cuelho et al., 2018, ndo exibiu
citotoxicidade em células de fibroblasto HFF-1 do prepucio humano recém-nascido.

Mejia et al. (2010) testou cha mate para inibicdo in vitro da proliferacdo de células
de carcinoma do c6lon humano (HT-29 e CaCo-2). O cha fresco das folhas de mate mostrou
atividade citotdxica dependente da concentracdo nas celulas estudadas. Em outro trabalho de
Mejia et al. (2005) o extrato aquoso da folha seca do mate também exibiu citotoxicidade
depedente da dose contra as linhagens de células escamosas de carcinoma humano (SCC-61 e
OSCC-3).

Correa et al., (2017) avaliaram a citotoxicidade de bebidas de erva-mate
(chimarrdo, tereré e cha mate) submetidas ou ndo a digestdo in vitro e fermentacéo colénica
frente a quatros linhagens celulares tumorais humana (MCF-7, NCI-H460, HeLa e HepG2) e
célula ndo tumorais (PLP2). Anteriormente a digestao in vitro e fermetacdo colénica, todas as
bebibas mostraram atividade citotdxica contra células HeLa. Apos a digestdo e fermentacao
essa atividade foi levemente afetada. Em relagdo a célula HepG2, nenhuma bebida, digerida ou
ndo, apresentou citotoxicidade contra ela. A fermentacdo colonica potencializou a
citotoxicidade da bebida do cha mate contra todas as linhas de células tumorais, salvo a HepG2.

Em uma comparagdo das atividades bioldgicas dos extratos das folhas, caules e
planta inteira da |. paraguariensis, O extrato das folhas apresentou a maior atividade
antioxidante. O extrato de caule apresentou maior potencial anti-inflamatério e foi o mais

potente contra as linhas celulares MCF-7 e HepG2. Os extratos ndo possuiram citotoxicidade
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nas células primarias do figado suino, confirmando a auséncia de hepatotoxicidade (SOUZA et
al., 2015).

Um cha otimizado contendo rooibos fermentados (Aspalathus linearis), cha branco
(Camellia sinensis var. sinensis) e mate torrado (llex paraguariensis) apresentou, no ensaio de
viabilidade celular, um Glso para células epiteliais de adenocarcinoma colorretal humano
(Caco-2) de cerca de 547 pg/mL e 481 pg/mL para HepG2 (SANTOS et al., 2018). Gremski et
al. (2019) também otimizaram um extrato aquoso rico em compostos fenolicos e potenciais
propriedades funcionais da llex paraguariensis, Melissa officinalis e Cymbopogon citratus. O
extrato otimizado das ervas ndo apresentou citotoxicidade para as células de linhagem néo
tumoral (IMR 90 e A549), mas apresentou na linhagem celular cancerigena (HCTS8).

Em relacdo aos compostos presentes na erva-mate, segundo Puangraphant; Berhow;
de Mejia (2011) as saponinas contidas nas folhas de mate inibem a proliferacdo de células
cancerigenas do colon (HT-29). Além disso, foi investigado as propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e citotoxicasde um polissacarideo purificado da erva-mate, O polissacarideo
ndo apresentou citotoxicidade para quatro linhagens de células humanas tumorais (MCF-7,
NCI-H460, HeLa e HepG2) (KUNGEL et al., 2018).

Apesar da citotoxicidade da erva-mate ser bastante estudada na literatura, ainda ndo

hé& tentativa de correlacdo dessa atividade com os respectivos perfis quimicos da planta.

3.2 Metaboldmica

A metabolémica é um campo de pesquisa que cresceu nas duas Ultimas décadas.
Ela estuda, caracteriza e quantifica os metabdlitos de um sistema, permitindo uma visao
abrangente dos sistemas biol6gicos ou outros sistemas materiais complexos (JACOBS; VAN
DEN BERG; HALL, 2021; OLIVEIRA; SIMIONATO; CASS, 2021; PAUCEAN et al., 2021;
PAUL; DE BOVES HARRINGTON, 2021; PHAM; BEAUCHAMP, 2021). Segundo Paucean
etal., 2021, o metaboloma representa todos os compostos de baixo peso molecular (<1500 Da)
presentes em uma célula, tecido ou organismo em um momento especifico. Dessa forma, a
metabol6mica propicia informacdes extensas sobre a composi¢do de um pool de metabdlitos,
para a triagem funcional do estado de uma célula, tecido ou 6rgdo, ou de seu ambiente
(PAUCEAN et al., 2021; SAIA et al., 2019).

A abordagem metabolémica tem uma ampla area de aplicagdes como pesquisa nas
areas de toxicologia (BONNEFOQY etal., 2019; JADHAV etal., 2018; ORTIZ-VILLANUEVA
et al., 2018), diagndstico de doencas (BLAZENOVIC et al., 2019; PAUL; DE BOVES
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HARRINGTON, 2021), farmacéutica (BONNEFOY et al., 2019), ciéncias ambientais
(BONNEFOY etal., 2019; JADHAV et al., 2018; ORTIZ-VILLANUEVA et al., 2018; PAUL ;
DE BOVES HARRINGTON, 2021), ciéncias forense (DENG et al., 2020; KUNZELMANN et
al., 2018), alimentos e nutricdo (WANG; JAYAPRAKASHA; PATIL, 2019), agricolas,
esportes, controle de qualidade de produtos naturais ou analise de organismos patolégicos entre
outras quimiotaxonomia e para a identificacdo de novos produtos naturais (BOUFRIDI;
QUINN, 2016; CANUTO et al., 2018; FUNARI et al., 2013), por isso as publicacdes na area
estdo crescendo nos ultimos anos (PAUL; DE BOVES HARRINGTON, 2021).

A metabolémica faz parte das chamadas ciéncias dmicas, que também tem como
representantes a gendmica, a transcriptbmica e a protebmica (CANUTO et al., 2018;
OLIVEIRA; SIMIONATO; CASS, 2021). A metabolémica € uma das mais recentes ciéncias
omicas, sendo introduzida no inicio do terceiro milénio (SAIA et al., 2019). Em comparagao
com as outras abordagens 6micas, os estudos metabolémicos sdo mais faceis de relacionar aos
fenotipos. O motivo é que as fungdes das regides gendmicas e das sequéncias e proteinas
expressas podem sofrer regulacdo epigenética, modificagdes pos-traducionais e
comprometimento da atividade, que dependem da disponibilidade de substrato e cofator. Além
do mais, é relevante apontar que as informacgdes gendmicas especificas do organismo ndo sao
necessarias para as analises metaboldmicas (JORGE et al., 2016; SAIA et al., 2019). Além
disso, o metaboloma ndo é apenas o ultimo produto abaixo do genoma, mas também a
impressao digital de muitos estressores internos e externos e, portanto, pode explicar melhor do
que outros "dmicos" a interacdo entre os sistemas bioldgicos e seu ambiente e todos as
perturbacgdes relacionadas (VILLATE et al., 2021). Em contrapartida, a metabolémica tem um
grande obstaculo que € a diversidade quimica dos metabdlitos, a relacdo entre cada metabdlito
com a matriz e as grandes diferencas em abundancia de um determinado metabdlito. Até hoje,
ndo ha uma Unica tecnologia capaz de abranger todo o metaboloma Assim, é necessaria uma
combina¢do de diferentes técnicas analiticas para se obter uma “cobertura de metabdlitos”
adequada .(JACOBS; VAN DEN BERG; HALL, 2021; JOHNSON; IVANISEVIC;
SIUZDAK, 2016; SAIA et al., 2019). Essas técnicas analiticas serdo discutidas posteriormente
ainda nesse topico.

As analises metabolémicas se dividem em duas abordagens principais:
metaboldmica global (do inglés, untargeted metabolomics) e metabolémica alvo (do inglés,
targeted metabolomics) (CANUTO et al., 2018; OLIVEIRA; SIMIONATO; CASS, 2021,
PAUCEAN et al., 2021). A primeira é baseada na analise abrangente do maior nimero de

metabdlitos possivel, pertencentes a diversas classes quimicas. Essa abordagem fornecem o que
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se pode-se chamar de dados semiquantitativos, o que significa que as areas do pico ou a altura
sdo relatadas para cada metabdlito em vez de concentracdes absolutas, o que possibilita a
avaliacdo da abundancia relativa dos metabolitos detectados entre 0s grupos experimentais e
em diferentes condi¢des ou em uma populagdo (OLIVEIRA; SIMIONATO; CASS, 2021). Por
outro lado, a metabolémica alvo pode ser definida como a analise quantitativa de um ou mais
metabdlitos pré-selecionados de determinada classe quimica, ou que estejam associados a rotas
metabdlicas especificas (CANUTO et al., 2018; OLIVEIRA; SIMIONATO; CASS, 2021,
PAUCEAN et al., 2021; Y1 et al., 2016b). Essa determinacio quantitativa é feita por meio do
uso de padrdes analiticos e curvas de calibragdo (OLIVEIRA; SIMIONATO; CASS, 2021).
Tipicamente, a metabolémica alvo € realizada quando os compostos alvo foram previamente
estabelecidos como possiveis biomarcadores, por meio da abordagem metabolémica global
(NAUSHAD; KHAN, 2014).

Outra classificagdo das abordagens metabolémica esta relacionada ao objetivo
definido do estudo. Nesse caso, a metabolémica se divide em discriminativa, informativa e/ou
preditiva (PAUCEAN et al., 2021). As analises discriminativas, juntamente com as analises
multivariadas de dados, determinam as diferencas entre as amostras. As analises da
metabolomica informativa sdo realizadas para fornecer informagdes particulares, como
biomarcadores, vias, novos compostos bioativos, etc, sobre os metabdlitos. Dessa forma,
bancos de dados de metabdlitos sdo desenvolvidos. Na abordagem da metaboldmica preditiva,
modelos estatisticos sobre os perfis metabolicos séo criados para prever variaveis que sao
dificeis de determinar de outra forma (PAUCEAN et al., 2021).

A respeito da anotacdo e identificacdo de compostos na metabolomica, a
International Metabolomics Standards (MSI) reconhece quatro niveis de confianca que séo:
nivel 4 (desconhecido), niveis 2 e 3 (compostos caracterizados/anotados putativamente,) nivel
1 (metabolitos identificados) (PAUCEAN et al., 2021). Com o objetivo de aumentar o nivel de
confianga na anotacdo de metabdlitos, pesquisadores estdo desenvolvendo uma rede de
ferramentas molecular e plataformas web com softwares que possibilitam anotagdo e
identificacdo de compostos. Entretanto, gracas ao nimero extremamente grande de compostos,
a anotacdo completa precisa de ferramentas complementares. Além disso, os esfor¢os dos
pesquisadores na bioinformatica ajudaram a resolver problemas em alguns campos (por
exemplo, protedmica), mas eles ainda estdo juntando esforgos no campo de pequenas moléculas
que precisam de esclarecimento de estrutura (PAUCEAN et al., 2021; VILLATE et al., 2021).

Nas analises metaboldmicas, diversas etapas como preparo da amostra, extracdo do

metabdlito, derivatizacdo, separacdo do metabolito, deteccdo e tratamento dos dados s&o
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necessarias, mesmo que algumas delas sejam opcionais (PAUCEAN et al., 2021). Porém, a
separacao e a deteccao sdo consideradas 0s estagios mais relevantes e as técnicas mais utilizadas
para separacdo sao cromatografia liquida (LC), incluindo alto desempenho (HPLC) e ultra-
desempenho (UHPLC), cromatografia gasosa (GC), eletroforese e eletroforese capilar (CE)
acoplada com espectrometria de massa (MS), ressonancia magnética nuclear (NMR) e
espectrometria no infravermelho proximo (NIR). Para deteccdo de metabdlitos, frequentemente
sdo usadas ultravioleta (UV), NIR, Espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), MS ou técnicas de NMR (JACOBS; VAN DEN BERG; HALL, 2021; KUMAR
et al., 2021; PAUCEAN et al., 2021; VILLATE et al., 2021) .

A técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS)
¢ a mais utilizada na metabolémica vegetal em razdo das propriedades fisico-quimicas dos
metabolitos esperados no metabolismo vegetal, como fitorménios, aminoacidos,
oligossacarideos, etc (GIKA et al., 2019; JORGE et al., 2016; VILLATE et al., 2021). A
separacao desses compostos é permitida devido a grande quantidade de colunas de separacdo
disponiveis no mercado. Na abordagem da metabolémica global para plantas e na
metabolomica alvo de metabdlitos importantes, como fitormonios, as colunas de fase reversa
séo as mais utilizadas (CHU et al., 2017; GHOSSON et al., 2018; GIKA et al., 2019; JORGE
etal., 2016; VILLATE et al., 2021).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) fornece
maior reprodutibilidade e mais informac6es estruturais que a LC-MS (JORGE et al., 2016;
VILLATE et al., 2021), porém GC-MS requer compostos volatilizdveis e termoestaveis a
aproximadamente 350 °C. A maioria dos metabdlitos que compdem o perfil metabdlico
precisam ser derivatizados para que se tornem volateis a baixas temperaturas. Esse € um
processo que pode introduzir erros por perdas por volatizagdo durante o processo e limita o
numero de amostras a serem trabalhadas em conjunto (CANUTO et al., 2018; JORGE; MATA,;
ANTONIO, 2016; VILLATE et al., 2021). Desse modo, a técnica GC-MS é usada para
determinar fitorménios semivolateis de baixa abundancia ou diversos metabolitos primarios
apos derivatizacao quando necessario (ALVAREZ-RIVERA et al., 2019; JORGE et al., 2016;
VILLATE etal., 2021)

Para separar metabdlitos de plantas muito polares e carregados de baixo peso
molecular (por exemplo, enzimas, coenzimas, aminas, bases purinas, pequenos acidos
organicos e nucleotideos), a eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massas (CE-MS)
surge como uma alternativa. Entretanto, a CE-MS quase néo € usada na metabolémica (JORGE
etal., 2016; JORGE; MATA; ANTONIO, 2016; VILLATE et al., 2021)
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As técnicas baseadas em espectrometria de massas de alta resolugdo (HRMS) sdo
as mais adotadas no perfil metabolico de plantas (JORGE et al., 2016; JORGE; MATA,
ANTONIO, 2016; PIASECKA; KACHLICKI; STOBIECKI, 2019; VILLATE et al., 2021) .
Os principais detectores da HRMS séo quadrupolo, tempo de voo (TOF), Transformada de
Fourier - Ressonéncia de Ciclotron lon (FT-ICR) e espectrémetros de massa Orbitrap. Esses
detectores realizam medic6es de perfil isotopico, tém alta resolucdo, alta precisdo de massa, 0
que possibilita deduzir a férmula molecular inequivoca de compostos desconhecidos
(ALVAREZ-RIVERA et al., 2019; GHASTE; MISTRIK; SHULAEV, 2016; PIASECKA;
KACHLICKI; STOBIECKI, 2019; VILLATE etal., 2021). Os detectores FT-ICR sdo apontado
scomo tendo o maior poder de resolucdo, porém possuem uma taxa de aquisicao relativamente
baixa (JORGE; MATA; ANTONIO, 2016; VILLATE et al., 2021)..0s analisadores TOF sio
0s detectores mais comumente usados na &rea de metabolémica, principalmente quando eles
séo acoplados a quadrupolos simples (Q-TOF) e hifenados para LC, GC (ALVAREZ-RIVERA
et al., 2019; VILLATE et al., 2021). Métodos baseados em LC-qTOF possuem aplicacdo na
identificacdo de metabolitos primarios (GHOSSON et al., 2018; VILLATE et al., 2021), para
estudos metabdlicos alvo e global de misturas complexas (ALVAREZ-RIVERA et al., 2019;
GHOSSON et al., 2018), para a anotacdo de varios fitorménios (CHU et al., 2017) e
identificacdo de uma grande quantidade de outros metabdlitos secundarios (ALVAREZ-
RIVERA et al., 2019) . Adicionalmente, os equipamentos de GC-qTOF sao frequentemente
utilizados na analise de poliaminas (JORGE; MATA; ANTONIO, 2016) e outros metabolitos
volateis e semivolateis (ALVAREZ-RIVERA et al., 2019).

A ressonancia magnética nuclear € uma técnica robusta e abrangente. Nela a massa
necessaria de amostra é pequena, ha pouca ou nenhuma manipulacdo da mesma (CANUTO et
al., 2018; VILLATE et al., 2021). Além disso, a amostra ndo é destruida apds a analise, mas é
contaminada com solventes deuterados. Por outro lado, a NMR precisa de equipamentos de alta
resolugéo e possui baixa sensibilidade e seletividade, com regides espectrais apresentando
sobreposicOes de sinais, 0 que compromete a interpretacdo dos resultados (CANUTO et al.,
2018). Desse modo, o uso de NMR na metaboldémica é usualmente limitado a impresséo digital
metabdlica (VILLATE et al., 2021).

Além das dificuldades ja citadas enfrentadas pela metabolémica, a producdo de
dados complexos e em grandes quantidades é outra adversidade associada as analises
metabol6mica. Para tornar possivel extrair informac6es relevantes dos dados, é necessario o
emprego de métodos de analises estatisticas como a quimiometria, que tem como objetivo

maximizar as informacdes extraidas de experimentos de forma eficiente e eficaz (FERREIRA,
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2015; PAUL; DE BOVES HARRINGTON, 2021; Yl et al., 2016b).As analises quimiométricas

mais usadas pela metabolémica serdo discutidas no subtopico a seguir.

3.2.1 Analise multivariada aplicada a metabolémica

As anélises do tipo univariadas avaliam as varidveis de estudo (entidades ou
metabolitos) de forma separada e as relagGes entre elas sdo desconsideradas (CANUTO et al.,
2018; SUGIMOTO et al., 2012). Em contrapartida, analises multivariadas permitem a
classificacdo e discriminacdo de entidades ou metabdlitos que causam a distin¢do entre os
grupos de amostras e também sdo usadas para correlacionar um perfil metabdlico a uma
determinada atividade biologica (CANUTO et al., 2018; FERREIRA, 2015; FUNARI et al.,
2013; GUEDES, 2018). As analises multivariadas sdo divididas em métodos nédo
supervisionados e metodos supervisionados (FUNARI et al., 2013; THEODORIDIS et al.,
2012).

Sdo utilizados, inicialmente, os métodos ndo supervisionados ou exploratérios.
Esses tém como objetivo diminuir a dimensdo dos dados e proporcionar uma visao geral da
separacdo, formacdo de conglomerados de dados, chamados clusters, e/ou outliers (FUNARI
et al., 2013; THEODORIDIS et al., 2012). Nos métodos ndo supervisionados nenhuma
informacdo com relacdo a identidade das amostras é levada em consideracdo e os mais
utilizados sdo a analise de componentes principais (PCA, do inglés, principal component
analysis) e a analise hierarquica de agrupamentos (HCA, do inglés, hierarchical cluster analysis)
(CANUTO et al., 2018; FERREIRA, 2015; FUNARI et al., 2013; PAUL; DE BOVES
HARRINGTON, 2021).

Atraves das analises de HCA e PCA é possivel ter uma visualizagdo grafica de todo
0 conjunto de dados, mesmo quando o nimero de amostras e variaveis € alto. Esses algoritmos
tém como finalidade aumentar a compreensao do conjunto de dados, examinando a formacao
ou ndo de grupos naturais entre as amostras (CORREIA; FERREIRA, 2007). A HCA é
adequada para diminuir a dimensionalidade de um grande conjunto de dados, principalmente
guando se tem muitos conjuntos de amostras e/ou variaveis (FERREIRA, 2015). Ela reuni as
amostras em classes, baseando-se na similaridade dos participantes de uma mesma classe e nas
diferencas entre os membros de classes diferentes. O grafico obtido com a anélise de HCA é
chamado dendrograma, que € um gréfico bidimensional independentemente do numero de
variaveis do conjunto de dados (CORREIA; FERREIRA, 2007). A PCA, método nao

supervisionado mais empregado na metabolémica, consiste em uma manipulacdo da matriz de
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dados com o objetivo de reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados original, preservando
a maior quantidade de informagGes (variancia) possiveis. Essa reducdo € feita por meio da
criacdo de um novo sistema de eixos, mais favoravel a visualizagdo dos dados, as chamadas
componentes principais (PCs) (BOUFRIDI; QUINN, 2016; BRO; SMILDE, 2014;
FERREIRA, 2015; PAUL; DE BOVES HARRIGTON, 2021). As PCs sdo construidas pela
combinacdo linear das varidveis originais e sdo organizadas em ordem decrescente de
importancia. Nesse novo sistema de eixos, as coordenadas das amostras sdo denominadas de
“scores” e os coeficientes da combinagdo linear sdo chamados de “loadings” (FERREIRA et
al., 1999). A escolha adequada do nimero de componentes principais possibilita utilizar e
visualizar toda a informacdo importante para a analise e eliminar as informacdes redundantes
ou o ruido presente. Desse modo a visualizacao dos dados neste sistema de novos eixos permite
a analise de todas as variaveis simultaneamente em um nimero menor de fatores (CORREIA,
FERREIRA, 2007).

Apols os métodos ndo supervisionados, geralmente, sdo aplicados os métodos
supervisionados, os quais melhoram a separacdo entre os grupos obtida nas analises
exploratorias e permitem entender quais variaveis sdo causam essa diferenciagdo
(THEODORIDIS et al., 2012). Nesses métodos, uma série de amostras caracteristicas de cada
grupo € selecionada. Os dados experimentais dos grupos € o padrdo de cada um dele é
estabelecido. Nas analises supervisionadas, as informacGes sobre as amostras controlam o
desenvolvimento dos critérios de diferenciacdo que serdo usados para a constatacédo e distin¢ao
de novas amostras (CORREIA; FERREIRA, 2007). Como principais métodos supervisionados
tém-se andlise discriminante por minimos quadrados parciais ou projecdo para estruturas
latentes (PLS-DA, do inglés, projection to latent structures ou partial least squares
discriminant analysis) e minimos quadrados parciais ortogonais ou projecdes ortogonais para
estruturas latentes (OPLS-DA, do inglés, orthogonal projection to latent structures ou
orthogonal partial least squares discriminant analysis) (BOCCARD; RUTLEDGE, 2013;
CANUTO et al., 2018; THEODORIDIS et al., 2012).

O método de classificacdo PLS-DA utiliza a técnica de regressao multivariada por
minimos quadrados parciais (PLS). A PLS é um método de calibracdo multivariada que utiliza
a técnica de PCA para a reducdo da dimensionalidade do conjunto de dados para posterior
correlagéo entre os espectros (matriz X) e as propriedades de interesse (matriz Y) (DE SOUZA
etal., 2013; PAUL; DE BOVES HARRINGTON, 2021).

Embora as anélises de PCA e PLS sejam as mais usadas nas analises dos dados

metabolomicos, nem sempre elas sdo informativas. 1sso acontece “porque essas ferramentas
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usam combinac@es lineares de varidveis presentes em um conjunto de dados para auxiliar na
representacdo visual da variancia, porém normalmente ndo é possivel determinar significado
bioldgico dos resultados. Este empecilho é especialmente relativo ao PCA, que intrinsecamente
pondera varidveis com maiores variancias e gera fatores abstratos que podem nao ter relevancia
bioldgica. Para lidar com as limitagdes do PCA e PLS, modificagdes nos modelos tradicionais
foram feitas: as projec@es ortogonais (PAUL; DE BOVES HARRINGTON, 2021).

OPLS-DA emprega um filtro de correcdo de sinal ortogonal a uma regressédo PLS
para distinguir as variagdes nos dados que sdo Uteis para a previsdao de uma resposta
(GUEDES,2018; PAUL; DE BOVES HARRINGTON, 2021; THEODORIDIS et al., 2012).
Isso torna o modelo mais facil de interpretar e melhora sua capacidade preditiva, retirando
variancias nao correlacionadas (ruido) (PAUL; DE BOVES HARRINGTON, 2021). Alguns
exemplos de aplicagdes do modelo OPLS-DA sé&o identificagdo de biomarcadores em misturas
complexas (DOS SANTOS et al., 2018; PAUL; DE BOVES HARRINGTON, 2021), sintese
de dados em diversos experimentos édmicos (BOCCARD; RUDAZ, 2016; PAUL; DE BOVES
HARRINGTON, 2021), deteccdo precoce de toxinas (PAUL; DE BOVES HARRINGTON,
2021; RUBERT etal., 2017).



48

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta das amostras

As amostras foram coletadas com autorizacdo do Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado, processo A8652BE
(Processos agroindustriais e produtos alimenticios a partir de recursos florestais nativos).

A coleta das amostras de erva-mate foi realizada no municipio de Bardo do
Cotegipe-RS (vide as coordenadas abaixo). Foram coletadas ao longo de toda a plantacdo
(amostragem randomizada) um total de 100 folhas de erva-mate separadas de acordo com 0s
respectivos niveis de amargor (suave, médio e amargo). Essas plantas foram selecionadas com
base em informac@es sobre a intensidade de sabor relatadas pelo agricultor e confirmadas pela
equipe da Embrapa através de analise sensorial.

As amostras de erva-mate do tipo média foram coletadas segundo as coordenadas
27°35'15.9"S 52°27'14.0"W, coletada em uma area em um remanescente florestal, manejado
para cultivo de erva-mate. Amostras de erva-mate amarga: 27°33'50.7"S 52°24'00.3"W,
coletada em cultivo de erva-mate. As amostras do tipo suave foram coletas de acordo com as
seguintes coordenadas: 27°34'42.8"S 52°22'47.3"W.

As amostras foram moidas em moinho de bolas e em seguida foram colocadas em
estufa a 40 °C para etapa de secagem por um periodo de 3 dias. Apos a secagem as mesmas
foram colocadas em sacos plasticos transparentes, devidamente etiquetados e guardadas em

local apropriado, protegidas da umidade e luz.

4.2 Reagentes

Agua ultrapura (resistividade 18.2 MQ cm) foi obtida a partir de Sistema de
Purificacdo de Agua Integral Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA). Acido formico (pureza
~ 98%), dimetilsulfoxido (DMSQO), genisteina, sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
brometo de tetrazolium (MTT), p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (pNPG), acarbose e
glutationa foram adquiridos na Sigma-Aldrich (Life Science). A acetonitrila (grau LC-MS) foi
fornecida pela Tedia (Fairfield, Ohio, EUA). A encefalina leucina foi obtida da Waters
(Milford, Massachusetts, EUA). O fosfato de potassio dibasico anidro (K2HPO4) e o carbonato
de célcio (CaCOs) anidro foram adquiridos na Vetec (Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil).
O fosfato de potassio monobasico (KH2PQO4) foi obtido na Dindmica (Indaiatuba, Sdo Paulo,
Brasil).
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4.3 Preparo da amostra para analise por UPLC-QTOF-MSE

Apo0s a realizacdo das coletas, primeiramente, foi feita a separacdo manual das
folhas e ramos das amostras secas e cada parte foi moida separadamente em um moedor de café
di garno (Cadence). Tendo como objetivo simular o preparo do chimarrdo, pesou-se 50 mg de
amostra (25 mg de folhas e 25 mg de ramos) de erva-mate em tubos de ensaio com tampa.
Nessa massa adicionou-se 4,0 mL de dgua deionizada por sistema Milli-Q a 80 °C, deixando-a
extrair por 30 min (RESENDE et al., 2012). Apds esse tempo, 900 uL das solucbes foram
filtradas em filtro 0,22 um PTFE. A aliquota filtrada foi coletada em vials, onde também se
adicionou 100 pL de padréo interno de genisteina 10 ppm, de modo que a concentragdo do
padrédo na solugédo final fosse 1 mg/L. As infusdes foram feitas em quintuplicata e foram

armazenadas a -80 °C até serem enviadas para analise no UPLC-QTOF-MSE.

4.4 Anélise por UPLC-QTOF-MSE

As infusdes foram analisadas em um sistema cromatografico Acquity UPLC
(Waters), acoplado a um quadrupolo/tempo de voo (QTOF, Waters). Os ensaios
cromatograficos foram realizados em um Water Acquity UPLC BEH (150 mm x 2,1 mm, 1,7
pum), temperatura fixa de 40 °C. O sistema de eluicdo de gradiente binario consistiu em 0,1%
de acido formico em agua (A) e 0,1 % de &cido férmico em acetonitrila (B). As condicdes de
eluicdo do UPLC foram otimizadas da seguinte maneira: gradiente linear de 2 a 95% B (0-15
min), 100% B (15-17 min), 2% B (17,01 min), 2% B (17,02-19,01 min), fluxo de 0,4 mL/min
e volume de injecdo de amostra de 5 L.

O perfil quimico das amostras foi analisado pelo acoplamento do sistema Waters
ACQUITY UPLC ao espectrometro de massa quadrupolo-tempo de voo (Q-TOF) (Water,
Milford, MA, EUA) com interface de ionizacdo por eletropulverizagdo em modo de ionizagdo
positiva (ESI). O modo ESI* foi adquirido na faixa de 110-1180 Da temperatura da fonte fixa
a 120°C, temperatura de dessolvatacdo de 350 °C, fluxo de gas de dessolvatacdo de 500 L/h,
cone de extracdo de 0,5 V, voltagem capilar de 2,6 kV. Encefalina leucina foi usada como uma
massa de bloqueio. O modo MS utilizou Xevo G2-XS QTOF. O espectrdmetro operou com
programacgdo MSE centroide usando uma rampa de tensdo de 20 a 40 V. O instrumento foi

controlado pelo software Masslynx 4.1 (Waters Corporation).
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4.5 Anotacdo dos compostos

Os dados das andlises foram processados pelo software MassLynx verséo 4,1. Para
a comparacéo dos picos no cromatograma de massa foi utilizada uma tolerancia de £ 0,05 min
para o tempo de retencdo e = 0,05 Da para a massa exata. A partir da ferramenta Elemental
Composition do MassLynx, todas as formas moleculares possiveis foram deduzidas (elementos
C, H, N, O e tolerancia de 10 ppm). Os compostos identificados/anotados apresentam as
férmulas moleculares obtidas via espectros de MS com respectivos valores de erros em parte
por milhdo (ppm). Por sua vez o estagio MS? tornou possivel a anotacdo tentativa das
respectivas estruturas quimicas em duas dimensdes. Os espectros em estagio MS? possuem
correlacdo com as rotas de fragmentacdo. Tais dados foram confrontados com a literatura
(Sempre levando em consideracdo os aspectos quimiotaxénomicos no momento da anotacédo

dos picos via desreplicacdo).

4.6 Analise Multivariada

A andlise quimiométrica foi aplicada visando reduzir a dimensionalidade do
conjunto de dados sem perder as importantes informacBes que estdo contidas nos mesmos.
Além disso, tem como objetivo avaliar a variabilidade da composic¢ao quimica nos chéas de erva-
mate de trés diferentes teores de amargor, denominados de suave, médio e amargo (GUEDES
et al., 2018). Desse modo, com as analises oriundas do UPLC-QTOF-MSE foram obtidos 15
cromatogramas (cinco replicatas biol6gicas de cada conjunto de amostra), 0s espectros de
massas obtidos a partir dos picos cromatograficos foram alinhados e desconvoluidos através do
software MarkerLynx XS 4.1 (Waters Corporation, Milford, USA). Em seguida, foram
extraidas as alturas correspondentes aos picos cromatograficos e foi construida a matriz
quimiométrica através do software Microsoft Office Excel 2016.

Uma vez que a matriz quimiométrica foi construida, ela foi submetida a
plataforma online do MetaboAnalyst 5.0 e foi realizada a analise multivariada de acordo com
0s protocolos estabelecidos por Pang et al. (2021). As amostras foram normalizadas pela soma
e conjunto de dados foram escalonados por Pareto. Posteriormente, através da plataforma foram
concebidas andlises quimiométricas ndo supervisionadas, HCA e PCA e supervisionadas,
OPSL-DA.
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4.7 Ensaios de citotoxicidade in vitro
4.7.1 Preparo da amostra

Nessa etapa, infusbes das folhas e dos ramos da erva-mate foram estudados
separadamente. Pesou-se 500 mg de amostra em tubo de ensaio com tampas, adicionou-se 4
mL de agua ultrupura a 80°C, deixando extrair durante 1 h. Em seguida, as infusGes foram
centrifugadas e o sobrenadante foi separado do particulado, esse sendo descartado. O
sobrenadante foi, entdo, seco no ‘speed vacuo’ ¢, ap0s seco, foi medida a massa seca. Esse
extrato seco foi posteriormente usado nos ensaios de citotoxicidade.

As amostras (Tabela 2) foram diluidas em DMSO puro para concentracGes de

estoque de 20 mg/mL.

Tabela 2 - Descricéo e identificacdo das amostras.

Concentracao deteste
(Hg/mL)

=z

° Cddigo Amostra*

FA
FM
FS
RA
RM
6 RS
*Legenda: F —folha, R —ramo, A —amarga, M — média, S — suave.

Fonte: AUTORA, 2020.
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4.7.2 Método

A analise de citotoxicidade foi realizada pelo método do MTT (MOSSMAN, 1983),
tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabélico da célula. E uma analise
colorimétrica baseada na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente
nas células metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir
facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acdo (BERRIDGE et al., 1996).

As células foram plaqueadas nas concentragdes de 0,7 x 10° céls/mL (HCT-116, e
1.929), 0,1 x 10° céls/mL (PC3, MCF-7 e SNB-19) e 0,3 x 10° céls/mL (HL60). As amostras
foram testadas na concentracdo de 100 pg/mL. As placas foram incubadas por 72 horas em

estufa a 5% de CO2 a 37 °C. Ao término deste, as placas foram centrifugadas e o sobrenadante
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foi removido. Em seguida, foram adicionados 100 pL da solugdo de MTT (sal de tetrazolium),
e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida ap6s dissolugédo do precipitado com

100 pL de DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595 nm.

4.7.3 Anélise Estatistica

Os experimentos foram analisados segundo a média * desvio padrdo da média (DPM)

da porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism 5.01.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analise do perfil quimico das infusBes da llex paraguariensis

O perfil quimico da mistura das folhas e ramos para as amostras de erva-mate foi
estabelecido pela analise dos cromatogramas em modo positivo (ESI™) (Figura 6) e 0s espectros
de massa, que se encontram no Anexo A (Figura A-1 — Figura A-15). Na etapa de desreplicacédo
foram utilizados dados de uma extensa revisdo bibliografica no qual foram prospectadas as
formulas moleculares que deram origem as formulas estruturais, onde foram anotados 0s
principais metabolitos presentes na erva-mate em suas diferentes classes de amargor. Para a
identificagdo quimica dos compostos, foram utilizadas referéncias bibliograficas de trabalhos
que englobaram as caracteristicas quimiotaxondémicas das amostras, ou seja, 0s dados foram
comparados da mesma espécie, familia e/ou género da llex paraguariensis. Ao todo foram
identificados/anotados 15 compostos que estdo contidos na Tabela 3. A fim de proporcionar
uma melhor intepretacdo, os picos dos cromatogramas foram organizados na Tabela 3 em
ordem crescente de eluicdo. Além disso, nessa esta incluso os metabdlitos identificados, seus
fons protonados [M+H]*, os ions fragmentos para os respectivos ions, o erro em partes por

milh&o (ppm) e sua possivel formula molecular.
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Figura 6 - Cromatogramas em Base Peak Intensity (BPI) obtidos em modo positivo (ESI*) das
infusdes de erva-mate nos diferentes niveis de amargor: amarga (a), média(b) e suave (c).
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O pico 1 (tr = 3,05 min), Figura 6, apresentou no seu espectro de massa de primeira

ordem (MS), Figura A-1, um ion protonado em m/z 181,0501, correspondendo a formula

molecular (CoHsOs4), obtida com erro de -0,6 ppm, ressalta-se que a literatura aceita propostas

de determinacBes de formulas moleculares em amostras complexas com valores de erros

menores ou iguais a 5 ppm (VIJLDER et al., 2017). No espectro de segunda ordem (MS/MS),

Figura A-1, a perda de uma molécula de &gua originou o fragmento 163,0359 Da [M+H-H.0]"

(COLPO et al., 2018), as informacdes de ambos estagios de primeira e segunda ordem nos dao

subsidio para a anota¢do do pico 1, como sendo, a molécula do acido caféico, Figura 7.
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Figura 7 — Estrutura do acido cafeico, anotado como o pico 1.

O

HO
X OH

HO

Fonte: AUTORA, 2021.



Tabela 3 - Compostos anotados nas infusdes das folhas e ramos da Ilex paraguariensis (Continua).
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tr [M+H]*  [M+H]* Férmula Error . : .
i ) MS/MS Anotacado de pico A Referéncia
PICO (min) observado calculado ( ) molecular  (ppm) ¢ P
1 3,056 181,05600 181,0501 163,0359 CoHgO4 -06 Acido caféico v (COLPOetal., 2018)
3 (ZHU et al., 2009)
135,0393; 145,0311; Acido 3-O-
2 3,20 355,1018 355,1029 C16H1809 -3,1 ) ) v (WILLEMS et al., 2016)
163,0389 cafeoilquinico
i (ZHU et al., 2009)
135,0447; 145,0286; Acido 5-O-
3 3,21 355,1018 355,1029 C16H1809 -3,1 o v (WILLEMS et al., 2016)
163,0390 cafeoilquinico
; (ZHU et al., 2009)
135,0405; 145,0409; Acido 4-O-
4 3,31 355,1019 355,1029 C16H1809 -2,8 o v (WILLEMS et al., 2016)
163,0364 cafeoilquinico
5 3,46 195,0889 195,0882 138,0663 CsH10N4O2 3,6 Cafeina v (RIBEIRO etal., 2019)
Acido 3,4- (HECK; SCHMALKO; DE
6 4,05 517,1357 517,1346 163,0376 Co5H24010 2,1

dicafeoilquinico

MEJIA, 2008)
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Tabela 3 - Compostos anotados nas infusdes das folhas e ramos da llex paraguariensis (concluséo)

tr [M+H]*  [M+H]* Formula Error X . .
i ) MS/MS Anotacdo de pico A M S Referéncia
PICO (min) observado  calculado ( ) molecular (ppm) ¢ P
Acido 3,5- (HECK; SCHMALKO;
7 4,08 517,1344 517,1346 163,0377 C25H24012 -0,4 ) ) ) v
dicafeoilquinico DE MEIJIA, 2008)
8 4,14 611,1616 611,1612 303,0471; 465,1070 C27H30016 0,7 Rutina v v/ (ZHU et al., 2009)
Quercetina 3-O-
9 422 4651032 465,1033 303,0480 C21H2012 -0,2 ; v/ (PERES et al., 2013)
glucosideo
Acido 4,5-
10 4,77 517,1346 517,1346 163,0336; 499,1219 CasH24012 0,0 ) o v v / (ZHU et al., 2009)
dicafeoilquinico
11 4,78 679,1638 679,1663 163,0336; 517,1385 C34H30015 -3,7  Acido Tricafeoilquinico v vV (PERES et al., 2013)
12 538 209,0817 209,0814 135,0779; 163,0400 C11H1204 1,4 Sinapaldeido v (CHEN et al., 2019)
439,3585; 751,2217, )
13 7,80 1075,5693 1075,5689 Cs3Hgs022 0,4 Matesaponina 3 v (COLPO etal., 2018)
913,7741
14 7,81 1059,5769 1059,5740 439,3528 Cs3HgsO21 2,7 Matesaponina 2 o/ (COLPO etal., 2018)
439,3583; 589,1970; )
15 7,88 9135209 913,5161 Ca7H76017 5,3 Matesaponina 1 v/ (COLPO etal., 2018)

751,4364

Fonte: AUTORA, 2020
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O pico 2 (tr = 3,20 min), 3 (tr= 3,21 min) e 4 (tr = 3,31 min), Figura 6, apresentam
nos seus espectros de massas de primeira ordem MS (Figura A-2, A-3 e A-4, respectivamente)
0s ions protonados m/z 355,1018, 355,1018 e 355,1019, respectivamente. Assim, foram obtidas
formulas moleculares idénticas para essas massas monoisotopicas e inferiram-se esses
compostos eram isdmeros do acido clorogénico, de formula molecular C16H1s09, com erro de
-3,1 ppm. Dado que os compostos possuem ions protonados comuns, m/z 355. O pico 2
apresentou ions fragmentos MS/MS m/z135,0393, 145,0311, 163,0389 (Figura A-2). O pico 3
apresentou fragmentos MS/MS m/z 135,0447, 145,0286, 163,0390 (Figura A-3). Enquanto o
pico 4 apresentou fragmentos MS/MS m/z 135,0405, 145,0409, 163,0364 (Figura A-4). Nesse
caso, em se tratando de isdbmeros, a determinagdo dos tempos de retencao picos, foi determinada
de acordo com a ordem de eluicdo atribuida pelas ordens de eluigdo encontradas na literatura.
O pico 2 foi anotado como o acido 3-O-cafeoilquinico, Figura 8, o pico 3 foi proposto como
acido 5-O-cafeoilquinico, Figura 9, e 0 pico 4 como acido 4-O-cafeoilquinico, Figura 10,
(WILLEMS et al., 2016; ZHU et al., 2009). O fragmento m/z 163 correspondeu a uma molécula
de &cido caféico desidratada. Os fragmentos m/z 145 e 135 advém do m/z 163 e sdo
consequéncias das perdas neutras de &gua e mondxido de carbono, respectivamente
(WILLEMS et al., 2016; ZHU et al., 2009).

Figura 8 - Estrutura do 3-O-cafeoilquinico, um dos isdmeros do acido clorogénico, anotado
como pico 2.

HO

HO

Fonte: AUTORA,2021.
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Figura 9 - Estrutura do 5-O-cafeoilquinico, um dos ismeros do &cido clorogénico, anotado
como pico 3.

HO OH

HO

Fonte: AUTORA,2021.

Figura 10 - Estrutura do 4-O-cafeoilquinico, um dos isdmeros do acido clorogénico, anotado
como pico 4.

HO

HO

Fonte: AUTORA,2021.

O pico 5 (tr = 3,46 min), Figura 6, apresentou no seu espectro de massa de primeira
ordem (MS), Figura A-5, um ion protonado de m/z 195,0885, os dados de MS forneceram a
respectiva formula molecular CsH10N4O2, com erro de 3,6 ppm. Por sua vez o espectro de segunda
ordem, Figura A-5, a presenca de um ion fragmento MS/MS 138,0663 Da, esse ion produto
principal correspondeu a perda de CHsNO, esse fragmento caracteristico da fragmentacédo
causada pela dissociacdo em fase gasosa da caféina, Figura 11, esse resultado € também
corroborado pelo trabalho de Pellegrine e colaboradores (2007). A cafeina também foi identificada
na espécie em estudo (RIBEIRO et al., 2019).
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Figura 11 — Estrutura da cafeina, anotada como pico 5.

|
N N. O
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Fonte: AUTORA, 2021.

Os picos 6 (tg = 4,05 min), 7 (tg = 4,08 min) e 10 (tg= 4,77 min), Figura 6,
apresentaram nos seus espectros de massas MS (Figuras A-6, A-7 e A-8, respectivamente) os
ions protonados m/z 517,1357, 517,1344 e 517,1346, respectivamente. Logo, foram obtidas
formulas moleculares (C25H24012) iguais para essas massas monoisotdpicas, com erros de 2,1,
0,4 e 0,0 ppm, respectivamente. Deduziu-se que esses compostos eram isdmeros do 4cido
dicafeoilquinico, pois 0os compostos possuem ion molecular comum, m/z 517 [M+H]". O pico
6 apresentou fragmento MS/MS m/z 163,0376, Figura A-6. O pico 7 mostrou fragmento MS/MS
m/z 163,0377, Figura A-7, enquanto o pico 10 apresentou fragmentos 163,0336 Da e 499,1219
Da, Figura A-8. De acordo com a ordem de elui¢do da literatura, os picos 6, 7 ¢ 10 foram
anotados, respectivamente, como: acido 3,4- dicafeoilquinico, Figura 12, acido 3,5-
dicafeoilquinico, Figura 13, ¢ &cido 4,5-di-O-cafeoilquinico, Figura 14 (HECK;SCHMALKO;
DE MEJIA, 2008; ZHU et al., 2009). Assim como nos acido cafeoilquinicos, os fragmentos m/z
163 € relacionado ao grupo cafeoil (acido caféico pelaperda de uma molécula de agua). Ja o
fragmento m/z 499 corresponde a perda de uma molécula de H20 do &cido dicafeoilquinico

(ZHU et al., 2009). Os compostos 6 e 7, foram anotados, apenas na erva-mate do tipo suave.
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Figura 12 — Estrutura do acido 3,4- dicafeoilquinico, isomero do acido dicafeoilquinico,

anotado como pico 6.
O
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HO O°
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Fonte: AUTORA, 2021.

Figura 13 — Estrutura do acido 3,5- dicafeoilquinico, isomero do acido dicafeoilquinico,

anotado como pico 7.
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Fonte: AUTORA, 2021.

Figura 14 — Estrutura do acido 4,5- dicafeoilquinico, isomero do acido dicafeoilquinico,

anotado como pico 10.

HO
OH

Fonte: AUTORA, 2021.
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O pico 8 (tr = 4,14 min), Figura 6, apresentou ion protonado de m/z 611,1616,
Figura A-9, além disso, verificou-se a presenca de fragmento MS/MS 303,0471 Da (Figura A-
9) [M+H-146-162]" (quercetina) a sucessivas perdas neutras de grupos ramnosideo e de glicose.
O ion fragmento m/z 465,1070 corresponde a perda neutra do grupo ramnosideo [M+H-146-
162]*. Todos esses dados permitem anotar o pico 8 como o composto rutina, Figura 15 (ZHU
et al., 2009).

Figura 15 — Estrutura da rutina, anotada como pico 8.

Fonte: AUTORA, 2021.

O pico 9 (tg = 4,22 min), Figura 6, apresentou no seu espectro de massa (Figura A-
10) um ion protonado m/z 465,1032, formula molecular C21H20012 € erro de -0,2 ppm. Os
espectros de massa de segunda ordem, Figura A-10, apresentaram fragmento MS/MS 303,0480
Da, indicando a perda neutra de uma unidade de glicose [M+H-162]", pela literatura, foi
possivel anotar o pico como sendo a molécula de quercetina 3-O-glucosideo, Figura 16 (PERES
et al., 2013).
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Figura 16 — Estrutura da quercetina 3-O-glucosideo, anotada como pico 9.

Fonte: AUTORA, 2021.

O pico 11 (tr= 4,78 min), Figura 6, apresentou no seu espectro de massa MS, Figura
A-12, um ion protonado m/z 679,1638, com respectiva formula molecular C34H30O1s, erro de -
3,7 ppm. No estagio de segunda ordem (Figura A-12), observou-se fragmentos em MS/MS de
163,0336 Da, 517,1385 Da. De acordo com os dados apresentados, a anotagdo para o pico 11
foi o &cido tricafeoilquinico, Figura 17. O fragmento em m/z 517,1385 pode ser atribuidoao a
perda do &cido tricafeoilquinico com uma perda de uma molécula desidratada de acido cafeico
M+H-4cido cafeico-H20]". Essa, por sua vez, corresponde ao fragmento em m/z 163,0336
(PERES et al., 2013).

Figura 17 — Estrutura do &cido tricafeoilquinico, anotado como pico 11.

HO OH

= OH

HO OH
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Fonte: AUTORA, 2021.

O pico 12 (tr = 5,38 min), Figura 6, apresentou ion protonado m/z 209,0817, Figura
A-13, na andlise do espectro de massa em primeira ordem MS, obteve-se a férmula molecular

(C11H1204) com erro de -3,7 ppm. Os ions fragmentos MS/MS, Figura A-13, obtidos em m/z
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135,0779, 163,0400 corroboram a proposta de anotacdo do composto como sinapaldeido,
Figura 18. Esse composto foi anotado apenas na erva-mate suave, trata-se de um
fenilpropandide e ndo ha relatos dele na I. paraguariensis, mas ja foi identificado na llex
rotunda Thunb. (CHEN et al., 2019), portanto, anotado pela primeira vez na espécie em estudo.

Figura 18 — Estrutura do sinapaldeido, anotado como pico 12.
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Fonte: AUTORA, 2021.

O pico 13 (tr= 7,80 min), Figura 6, apresentou no seu espectro de massa MS, Figura
A-14, um ion protonado 1075,5693, formula molecular CssHssO21, com erro de 0,4 ppm. Os
espectros obtidos em MS/MS, Figura A-14, demonstraram fragmentos em 439,3585 Da,
751,2217 Dae 913,7741 Da. De acordo com os fragmentos e a ordem de eluicdo da literatura,
0 pico 13 foi proposto como matesaponina 3 (Figura 19), sendo anotado na erva-matesuave. De
acordo com a literatura o fragmento m/z 913,7741 é decorrente da perda de uma glicose [M+H-
Glc]*, o fragmento m/z 751,2217 é proveniente da perda de duas glicose [M+H-2GIc]* e o
fragmento m/z 439,3585 provém da perda de trés glicoses euma arabinose [M+H-3Glc-Ara]*
(COLPO et al., 2018).
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Figura 19 — Estrutura da matesaponina 3, anotada como pico 13.

Fonte: AUTORA, 2021.

O pico 14 (tr= 7,81 min), Figura 6, apresentou no seu espectro de massa MS, Figura
A-15, um ion protonado 1059,5769, formula molecular CssHgsO21 com erro de 2,7 ppm. No
estadgio de segunda ordem, Figura A-15, obteve-se fragmento em MS/MS 439,3528 Da. De
acordo com a literatura, o pico 14 também se trata da matesaponina 2, Figura 20, e foi anotada
na erva-mate do tipo amarga e suave. O fragmento m/z 439,3528 pode ser atribuido a perda de

duas glicoses, uma ramnose e uma arabinose [M+H-2Glc-Rha-Ara]* (COLPO etal., 2018)

Figura 20 — Estrutura da matesaponina 2, anotada como pico 14.

Fonte: AUTORA, 2021.

O pico 15 (tr=7,87 min), Figura 6, apresentou no seu espectro de massa MS (Figura
A-16) um ion protonado 913,5209 Da com a respectiva formula molecular C47H76017 € erro
associado de 5,3 ppm. Foram observados os fragmentos MS/MS, Figura A-16, m/z 439,3583,
589,1970, 751,4364. Pela literatura, opico 15 pode ser anotado como matesaponina 1, Figura
21. Em que o referido fragmento pode ser imputado a perda de duas glicoses e uma arabinose
[M+H-2Glc-Ara]* (COLPO et al., 2018).
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Figura 21 — Estrutura da matesaponina 1, anotada como pico 15.

Fonte: AUTORA, 2021.

Como mostrado na Tabela 3, dos quinzes compostos anotados, quatro foram
constatados apenas na erva-mate suave: acido 3,4-dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico,
sinalpadeido e matesaponina 3. Apenas a matesaponina 2 foi observada na erva-mate suave e
média, mas ndo na amarga. Como comentado anteriormente, a composi¢do quimica da erva-
mate pode variar devido a varios fatores como o estagio evolutivo da planta, época de colheita,
caracteristicas climaticas e do solo, tipo de cultivo, idade da planta, dentre outros (BLUM-
SILVA et al., 2015; COLPO et al., 2016; DA SILVEIRA et al., 2016; HOLOWATY et al.,
2016; ROSSA et al., 2017; SOUZA et al., 2015). O fato de a planta ser nativa ou cultivada
também influencia nos seus niveis de amargor (BIZZOTTO et al., 2012; MAINHART et
al.,2010), logo essa diferenca entre as amostras de erva-mate suave, média e amarga pode

decorrer de algum desses aspectos.

5.2 Andlise quimiométrica

Em relacdo as analises multivariadas, a interpretacdo dos dados € iniciada com a
aplicacdo da analise de componentes principais (PCA). Na Figura 22, pode-se observar que a
soma das PC1, PC2 e PC3 apresentam uma variancia explicada de 87,7%. Na Figura 23 e 24 ¢é
possivel verificar a PCA oriunda das distintas amostras de erva-mate. Além disso, na Figura 23
(@) e (b) tem-se a representacdo grafica dos scores e loadings, respectivamente, para a primeira
e segunda componente principal. Entretanto, é perceptivel que ndo houve uma boa separagdo
nessas duas PC’s e ndo é possivel obter informac@es relevantes acerca das amostras. Por outro
lado, avaliando os scores e loadings de PC1 e PC3, Figura 24, se verifica uma dispersao entre
as amostras de teor de amargor suave e amarga e constata-se uma maior uniformidade no grupo
de amostras denominada de erva-mate de teor médio. Também pode-se observar que
praticamente ocorre a formacao de dois grupos de amostras, um grupo formado pelas amostras
referentes a erva-mate amarga, que pela analise do gréfico de loadings a separacao é devida aos

maiores teores de matesaponina, e outro formado pelas amostras média e suave.
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Figura 22- Variancias explicadas individuais e acumuladas das PC’s.
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Figura 23 - Analise de componentes principais: (a) scores de PC 1 x PC 2; (b) loadings de PC
1 x PC 2; (c) gréfico biplot de PC 1 x PC 2.
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Figura 24 - Anélise de componentes principais: (a) scores de PC 1 x PC 3; (b) loadings de PC
1 x PC 3; (c) gréfico biplot de PC 1 x PC 3.
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Apesar dessas informacdes iniciais obtidas, a PCA néo resultou em uma separacao

satisfatoria das amostras, por isso foi realizado outra analise ndo supervisionada, HCA e uma
supervisionada, OPLS-DA.
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A dispersdo entre as amostras também foi observada na analise ndo supervisionada
de agrupamentos hierarquicos (HCA). Na HCA cada amostra comega como um agrupamento
separado e o algoritmo continua a combina-los até que todas as amostras pertencam a um
agrupamento. Nessa analise dois parametros precisam ser considerados visando o
agrupamento hierarquico. O primeiro é a medida de similaridade, na qual usamos distancia
euclidiana, e o outro parametro séo algoritmos de agrupamento, onde se utiliza a ligagéo do
tipo Ward (FERREIRA, 2015).

A representacdo da HCA normalmente € concebida atraves de um dendrograma ou

de um mapa de calor, tal como se apresenta na Figura 25. Nesse mapa de calor, consta a
distribuicdo média dos metabolitos nos trés grupos de amostras analisados, nesse contexto, é
possivel avaliar os possiveis metabdlitos responsaveis pelas dissimilaridades entre os grupos de
amostras analisados. Desse modo, 0s possiveis metabdlitos associados ao teor amargo sdo:
acido 3-O-cafeoilquinico, matesaponina 3, acido 3,4-dicafeoilquinico, matesaponina 2 e
matesaponina 1. Por outro lado, de acordo com a HCA os metabdlitos responsaveis pelo teor
de amargor médio sdo: acido caféico e acido 3,5-dicafeoilquinico. Para o teor suave s&o:

cafeina, quercetina 3-O-glucosideo, rutina e sinapaldeido.

Figura 25 - Representacdo da HCA através de um mapa de calor.

Classe

1
Classe Anﬁla.rgo
Acido 3-O-cafeoilquinico Meédio

Matesaponina 3 0.5 i Suave
Acido 3,4-dicafeoilquinico
Matesaponina 2
Matesaponina 1

Cafeina 0.5
Quercetina 3-O-ghucosideo

Rutina -1
Sinapaldeido

Acido cafeico

Acido 3,5-dicafeoilquinico

Acido 5-O-cafeoilquinico

Acido 4-O-cafeoilquinico

Acido 4,5-dicafeoilquinico

Acido tricafeoilquinico

w
E 5 £
ag-.;
kS

Fonte: AUTORA, 2021.

Além das analises ndo supervisionadas, foi aplicada a analise supervisionada de
OPLS-DA para resolver o alto grau de complexidade e dimensionalidade das amostras. Na
Figura 26, sdo apresentadas as representacfes graficas da OPLS-DA, na qual se pode verificar
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a separacao total dos grupos de amostras que representam os diferentes teores de amargor da
erva-mate: suave, média e amarga (Figura 26 (a)).

O modelo de OPLS-DA apresentou variancia explicada e variancia prevista,
respectivamente, R2Y = 0,86 e Q2 = 0,73. Em resumo, R2Y fornece uma medida de ajuste do
modelo para os dados originais, enquanto Q2 fornece uma medida interna de consisténcia entre
os dados originais e preditivos da validagdo cruzada (GUEDES et al., 2020). Na Figura 26 (b)
é possivel observar o grafico de loadings da OPLS-DA, onde se pode avaliar os possiveis
metabdlitos responsaveis pela distingdo dos grupos de amostras. Semelhante aos metabolitos
que foram observados pela HCA, tem-se como marcadores quimicos responsaveis pelo alto teor
amargo da erva-mate: acido 3-O-cafeoilquinico, matesaponina 3, matesaponina 2 e
matesaponina 1.

E importante salientar que na analise ndo supervisionada HCA foi verificado que o
acido 3,4-dicafeoilquinico € um marcador do amargor. Entretanto, atraves da OPLS-DA
observou-se que o metabdlito &cido 3,4-dicafeoilquinico ndo se trata efetivamente de um
marcador quimico associado ao amargor da erva-mate. Esse fato pode ser corroborado por meio
da analise dos valores de importancia da variavel na projecdo (VIP) para os metabdlitos. A
avaliacdo dos valores de VIP é uma forma de classificar os metabdlitos discriminatorios dos
grupos de amostras, os marcadores sao estatisticamente significativos quando VIP > 1
(GUEDES et al., 2020; NI et al., 2008).

Sendo assim, com base na analise dos valores de VIP dos metabolitos dispostos na
Figura 26 (c) é possivel constatar que de fato os metabdlitos associados ao teor amargo da erva-
mate sdo matesaponina 3, matesaponina 2 e matesaponina 1. Além disso, pode-se inferir a partir
da Figura 26 (c) que os metabdlitos sinapaldeido e o acido tricafeoilquinico sdo 0s compostos
responsaveis por caracterizar as amostras de erva-mate de teor suave. Os compostos que de
acordo com o HCA caracterizam a erva-mate média ndo séo classificados como marcadores
estatisticamente significativos pelo VIP.

De acordo com a literatura, as saponinas sao responsaveis pelo amargor de diversas
plantas (BOTTCHER; DRUSCH, 2017; HECK; DE MEJIA, 2007; MURAKAMI et al., 2013;
RIACHI; DE MARIA, 2017b). A erva-mate possui um teor de saponina relativamente alto, 5 a
10% do peso seco total (BURRIS et al., 2012; PUANGPRAPHANT; BERHOW; DE MEIJIA,
2011). Gawron-Gzella et al. (2021) afirma que o contedo de saponina no mate é de 11,7 mg/
g. De acordo com os estudos, as saponinas predominantes na erva-mate Sdo as saponinas
primarias denominadas matesaponina 1, 2, 3, 4 e 5. Dessas, as matesaponina 1 e 2 sdo as que
estdo presentes em maior quantidade (GAWRON-GZELLA; CHANAJ-KACZMAREK;
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CIELECKA-PIONTEK, 2021; HECK; DE MEIJIA, 2007; TAKETA; BREITMAIER;
SCHENKEL, 2004). Taketa e Breitmaier (2004) ja haviam antecipadamente confirmado a
importancia dessas matesaponinas no sabor amargo do mate, o que corrobora com os resultados
obtidos no trabalho. Em contrapartida, Scherer et al. (2006) afirma que a cafeina, a teobromina
e os acidos cafeolquinicos, juntos com as saponinas, contribuem significativamente para o
amargor da erva-mate. No entanto, como foi mostrado pela analise quimiométrica do trabalho,
percebe-se que os marcadores relacionados ao sabor amargo séo as saponinas.

Em relacdo aos compostos apontados como caracterizadores da erva-mate suave, 0
sinapaldeido é um fenilpropandide e ndo ha registros anteriores da sua identificacdo na llex
paraguariensis, mas ele ja foi identificado na llex rotunda Thunb. (CHEN et al., 2019). O acido
tricafeoilquinicos ja foi relatado anteriormente em varias plantas Asteraceae (JAISWAL et al.,
2010), em folhas de batata doce (YOSHIMOTO et al., 2002) e nas folhas da erva-mate
(BRAVO; GOYA; LECUMBERRI, 2007). Esse &cido variou de 125 a 156 pug/mL no chimarrédo
e 102 a 143 pg/mL no tereré (PERES et al., 2013). Esse trabalho é pioneiro em demonstrar

esses compostos como marcadores da erva-mate suave.
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Figura 26 - OPLS-DA.: (a) scores da OPLS-DA de todos os metabdlitos; (b) loadings da OPLS-
DA (c) gréafico dos valores de VIP.
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5.3 Citotoxicidade

Na Figura 27 e na Tabela 4 consta, detalhnadamente, os dados da inibi¢cdo de

crescimento (1C%) das folhas e ramos da erva-mate do tipo amarga, média e suave frente as

linhagens celulares tumorais HCT-116 (Carcinoma de colon - humano), PC3 (Carcinoma de
prostata), HL60 (Leucemia promielocitica), SNB-19 (Astrocitoma), B16F10 (Melanoma

murinho), MCF-7 (Carcinoma de mama) e a nao tumoral, L929 (Fibroblasto murinho).
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Figura 27 - Representacdo grafica da média do percentual de inibicdo do crescimento (IC%)

das amostras na concentragdo Unica de 100 pg/mL.
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Fonte: AUTORA, 2020.

Tabela 4 — Média do percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das amostras.

HCT-116| PC3 HL60 | SNB-19 | B16F10 | MCF-7 L929

Amostras | IC% |DP [ IC% | DP | 1C% |DP | IC% DP | IC% | DP | IC% | DP | IC% | DP

FA 05 109|116 53268 |55| 3,2 |53| 0,0 0,026,026/ 17,9]|0,6

FM 00 |00/ 19,7/08|139|09| 04 |0,7|13,5|2,3|415(26|28,5|29

Fs 00 (00/191|03|285 (29| 25 |2,2|251(14|32,7|2,1|250 4,6

RA 46 |79|152 (24| 29 |50| 06 |11 41 |25|38,2|15|14,0/0,6

RM 03 (11/196|21| 16 [18| 56 |51|145|52|37,1|3,1| 88 |23

RS 0,0 |0,0)258|54| 29 (23| 50 |4,7|27,4(0,2|369|0,2|24,0 7,7
Fonte: AUTORA, 2020.

A porcentagem de inibi¢do do crescimento (IC%) € considerada alta quando esta
entre 75% e 100% e € dita moderada quando estd na faixa de 51% a 74% (GUEDES et al.,
2018). Como mostrado na Tabela 4 e na Figura 23, todas as amostras de erva-mate apresentaram
uma porcentagem de inibicdo de crescimento menor que 74%, portanto, as amostras
apresentaram baixo potencial citotdxico contra as linhas celulares testadas.

Como os resultados dos testes de citotoxicidade demonstraram que a erva-mate néo
apresenta efeitos toxicos nas linhagens analisadas, nao foi possivel fazer a correlacéo entre a
citotoxicidade e os perfis metabdlicos obtidos da planta.

O baixo potencial citotoxico para as linhagens do estudo poderia ser consequéncia
da massa de erva-mate utilizada nos testes. Entretanto, Correa et al. (2017) utilizaram cerca de

85 g de erva-mate para estudar os efeitos da digestdo in vitro e da fermentacdo col6nica nas
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acOes antiproliferativas e citotdxicas de bebidas de erva-mate (chimarréo, tereré e cha de mate).
Foram utilizadas quatro linhagens de células humanas tumorais (MCF-7, NCI-H460, HelLa e
HepG2) e uma célula de figado suino primario ndo tumoral (PLP2). No estudo, as bebidas s6
apresentaram citotoxicidade para a linhagem HeLa. Destacando-se que chimarrdo e tereré, ndo
apresentaram citotoxicidade (I1Cso > 400 pug/mL) contra a linhagem MCF-7, uma das linhagens
usada neste trabalho, enquanto o cha mate apresentou citotoxicidade contra a mesma linhagem
celular apenas apo6s a fermentagéo coldnica (1Cso 247 £ 18 pg/mL).

Outro fator que poderia acarretar nesses resultados é o uso de apenas dgua como
solvente. Souza et al. (2015) fizeram uma comparagdo entre a citotoxicidade do extrato
metanol/agua da planta da erva-mate, dos ramos e das folhas. Todos os extratos inibiram a
linhagem MCF-7, sendo o do caule o que apresentou a maior atividade citotdxica para essa
célula (ICso 241 + 6 pg/mL).

Além disso, deve ser considerado os tipos de linhagens celulares que foram
utilizadas. Foi encontrado apenas a linhagem MCF-7 em comum entre esse trabalho e os que
se encontram na literatura. Adicionalmente aos estudos anteriores, que ndo mostraram inibigéo
da erva-mate para esse tipo de célula, Kungel et al. (2018) purificaram um polissacarideo da
erva-mate e esse também ndo apresentou citotoxicidade contra a linhagem MCF-7
citotoxicidade (ICso > 400 pg/mL).

Por outro lado, a erva-mate mostrou atividade citotdxica contra outras linhagens de
células. Em um estudou que avaliou a influéncia da digestdo gastrointestinal in vitro do extrato
de erva-mate na atividade antioxidante celular e na acao citotdxica e antiproliferativa das células
HepG2, o extrato digerido e o ndo digerido apresentaram inibicdo da proliferacdo celular de
HepG2 (BOAVENTURA et al., 2015). No estudo realizado por Ramirez-Mares et al. (2004), a
infusdo da erva-mate também apresentou efeito citotoxico contra as células HepG2. O extrato
aquoso da llex Paraguariensis mostrou atividade citotoxica contra uma linhagem celular
cancerigena (A549) com ICsg 346 pg/mL (SANTOS et al., 2020). O extrato aquoso da erva-
mate também apresentou citotoxicidade contra as linhagens HaCaT, SCC-61, SQ-20B, OSCC-
3 (RAMIREZ-MARES; KOBAYASHI; DE MEIJIA, 2016). Adicionalmente, o extrato
hidroalcéolico do mate teve atividade citotdxica contra células de carcinomas de epitélio
humano (HCT-8) (DABULICI; S RBU; VAMANU, 2020).

Assim, deve ser feito novos experimentos utilizando outro solvente além de agua e
outras linhagens celulares nos ensaios de citotoxicidade. Além disso, também pode-se estudar

a mistura entre as folhas e os ramos da planta.
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6 CONCLUSAO

Nas amostras da mistura de ramos e folhas de erva-mate, de trés niveis de amargor
diferentes (alto, médio e suave), foram anotados um total de quinze compostos, pertencentes as
classes saponinas, metilxantinas, flavonodides, derivados de &cido caféico e clorogénico.
Adicionalmente, o composto sinalpadeido foi identificado pela primeira vez na llex
paraguariensis, na amostra de amargor suave.

Em relacdo a determinagdo dos biomarcadores de amargor da erva-mate oS
possiveis metabolitos associados a essa caracteristica sensorial, sdo: matesaponina 3,
matesaponina 2 e matesaponina 1. Por sua vez, segundo o HCA, os metabdlitos responsaveis
por caracterizar a erva-mate média sdo: acido cafeico e acido 3,5-dicafeoilquinico. Por fim, os
metabdlitos sinapaldeido e o acido tricafeoilquinico sdo 0s que caracterizam a erva-mate suave.

Nos ensaios bioldgicos, as infusdes de ramos e folhas (analisadas separadamente)
de erva-mate ndo possuiram atividade citotoxica frente as linhagens estudadas. Recomenda-se
a realizacdo de novos testes utilizando outro solvente ou mistura de solvente e também o uso
de outras linhagens de células.

Os dados apresentados nesse trabalho podem contribuir para o estabelecimento de
perfis quimicos, que podem ser aplicados a metodologias de controle de qualidade do produto
e de determinacdo de origem do mesmo. Os resultados também abrem uma janela de
oportunidade para o estabelecimento de procedimentos de fenotipagem avancgada, baseada nos
biomarcadores de intensidade de amargor. Portanto, houve o estabelecimento de uma
ferramenta ampla que pode ser utilizada na agroindustria, e na pesquisa, por meio dos sistemas
de melhoramento genético da erva-mate, principalmente no que tange ao desenvolvimento de

cultivares com caracteristicas sensoriais especificas requeridas pelo mercado.
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ANEXO A - ESPECTROS DE MASSA EM MS E MS/MS DOS PICOS ANOTADOS

Figura A-1 — Espectros de massas em modo positivo do pico 1, anotado como acido caféico:

(a) espectro de ESI (+) — MS/MS; (b) espectro de ESI (+) — MS.
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Figura A-2 — Espectros de massas em modo positivo do pico 2, &cido 3-O-cafeoilquinico,

anotado como um dos isdbmeros do &cido clorogénico: (a) espectro de ESI (+) — MS/MS; (b)
espectro de ESI (+) — MS.
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Figura A-3 — Espectros de massas em modo positivo do pico 3, acido 4-O-cafeoilquinico,

anotado como um dos isdmeros do acido clorogénico: (a) espectro de ESI (+) — MS/MS; (b)

espectro de ESI (+) — MS.
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Figura A-4 — Espectros de massas em modo positivo do pico 4, &cido 5-O-cafeoilquinico,

anotado como um dos isdbmeros do acido clorogénico: (a) espectro de ESI (+) — MS/MS; (b)

espectro de ESI (+) — MS.
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Figura A-5 — Espectros de massas em modo positivo do pico 5, anotado como cafeina: (a)
espectro de ESI (+) — MS/MS; (b) espectro de ESI (+) — MS.
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Figura A-6 — Espectros de massas em modo positivo do pico 6, anotado como acido 3,4-
dicafeoilquinico, um dos isomeros do acido dicafeoilquinico: (a) espectro de ESI (+) — MS/MS:

(b) espectro de ESI (+) — MS.
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Figura A-7 — Espectros de massas em modo positivo do pico 7, anotado como acido 3,5-

dicafeoilquinico, um dos isomeros do acido dicafeoilquinico: (a) espectro de ESI (+) — MS/MS;

(b) espectro de ESI (+) — MS.
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Figura A-8 — Espectros de massas em modo positivo do pico 10, anotado como acido 4,5-

dicafeoilquinico, um dos isomeros do acido dicafeoilquinico: (a) espectro de ESI (+) — MS/MS;

(b) espectro de ESI (+) — MS.
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Figura A-9 — Espectros de massas em modo positivo do pico 8, anotado como rutina: (a)

espectro de ESI (+) — MS/MS; (b) espectro de ESI (+) — MS.
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Fonte: AUTORA, 2020.

Figura A-10 — Espectros de massas em modo positivo do pico 9: (a) espectro de ESI (+) —

MS/MS; (b) espectro de ESI (+) — MS.
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Fonte: AUTORA, 2020.



Figura A-11 — Espectros de massas em modo positivo do pico 11: (a) espectro de ESI (+) —
MS/MS; (b) espectro de ESI (+) — MS.
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Fonte: AUTORA, 2020.

Figura A-12 — Espectros de massas em modo positivo do pico 12: (a) espectro de ESI (+) —
MS/MS; (b) espectro de ESI (+) — MS.
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Fonte: AUTORA, 2020.



Figura A-13 — Espectros de massas em modo positivo do pico 13, anotado como matesaponina

3: (a) espectro de ESI (+) — MS/MS; (b) espectro de ESI (+) — MS.
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Fonte: AUTORA, 2020.

Figura A-14 — Espectros de massas em modo positivo do pico 14: (a) espectro de ESI (+) —

MS/MS; (b) espectro de ESI (+) — MS.
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Fonte: AUTORA, 2020.



Figura A-15 — Espectros de massas em modo positivo do pico 15, anotado como matesaponina

1: (a) espectro de ESI (+) — MS/MS; (b) espectro de ESI (+) — MS.
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Fonte: AUTORA, 2020.



