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RESUMO

O envelhecimento em fémeas é caracterizado por declinio progressivo nas funcdes
bioguimicas e fisioldégicas de vérios tecidos e 0Orgdos, que resulta em menor
producdo de estrégeno, diminuicdo da defesa antioxidante e aumento do estresse
oxidativo. Ervas com poder antioxidante que possam minimizar os efeitos do
estresse oxidativo na senilidade vem sendo estudadas e o llex paraguariensis (cha
mate), consumido em alguns paises da América do Sul na forma de cha, apresenta
elevada capacidade antioxidante in vivo, além de aumentar a expressédo de enzimas
antioxidantes. Este trabalho analisou o efeito da administracdo de cha mate por 8
semanas, na defesa antioxidante e dano oxidativo de ratas jovens e senis. Fémeas
Wistar de 4 e 17 meses de idade foram distribuidas nos grupos: Senis (S), Senis
tratadas com chi mate (SCM), Jovens (J) e Jovens tratadas com cha mate (JCM).
Os grupos SCM e JCM receberam diariamente cha mate na dose de 20 mg/kg de
massa corpoérea, por oito semanas. Foram avaliadas a capacidade antioxidante no
plasma, as substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) e a atividade das
enzimas antioxidantes, superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase no
hemolisado e homogenato do figado. O chad mate aumentou a capacidade
antioxidante no plasma, diminuiu TBARS e elevou a atividade das enzimas
antioxidantes no hemolisado e homogenato do figado, porém as respostas ao
tratamento foram influenciadas pela idade.

Palavras-chave: llex paraguariensis. Antioxidantes. Envelhecimento. Estresse

oxidativo. Ratos.



PEREIRA, A. A. F. Mate tea (llex paraguariensis) improves the antioxidant
defense and reduces oxidative damage in senile female Wistar rats. 2013. 102 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Aracatuba - Universidade
Estadual Paulista, Aracatuba, 2013.

ABSTRACT

Aging process in females is characterized by a progressive decline in biochemical
and physiological functions of various tissues and organs, resulting in decreased
production of estrogen, decreased antioxidant defense and increased oxidative
stress. Herbs with antioxidant properties that can minimize the effects of oxidative
stress in aging have been studied and llex paraguariensis (mate tea), consumed in
some countries of South America in the form of tea has high antioxidant capacity in
vivo, in addition to increasing the expression of antioxidant enzymes. This study
examined the effect of administration of mate tea for 8 weeks in antioxidant defense
and oxidative damage in young and senile rats. Female rats (4 and 17 months of
age) were allocated into groups: Senile (S), Senile treated with mate tea (SCM),
Young (J) and Young treated with mate tea (JCM). SCM and JCM received daily
mate tea (20 mg / kg body mass) for eight weeks. We evaluated the antioxidant
capacity of plasma (FRAP), the thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and
antioxidant enzymes, superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase in
liver homogenate and hemolysate. Mate tea increased the plasma FRAP, decreased
TBARS and increased the antioxidant enzyme activity, both in hemolysate and liver

homogenate, but responses to treatment were influenced by age.

Keywords: llex paraguariensis. Antioxidants. Aging. Oxidative stress. Rats.



ABREVIATURAS

'0, = oxigénio singlete

ALT = alanina aminotransferase

AST = aspartato aminotransferase

CAT = catalase

CM = cha mate

Cu-Zn-SOD = superéxido dismutase dependente de cobre e zinco
E, = estrégeno

EDTA = acido etilenodiamino tetra-acético
EO = estresse oxidativo

EROs = espécies reativas de oxigénio
Fe” = jon ferroso

Fe* = fon férrico

FRAP = Ferric Reducing Antioxidant Power
GPx = glutationa peroxidase

GPx1 = glutationa peroxidase do tipo 1
GPx2 = glutationa peroxidase do tipo 2
GPx3 = glutationa peroxidase do tipo 3
GPx4 = glutationa peroxidase do tipo 4
GPx5 = glutationa peroxidase do tipo 5
GSH = glutationa reduzida

GSSG = glutationa oxidada

H = hidrogénio

H,O, = peréxido de hidrogénio

HCI = &cido cloridrico

Km = coeficiente de Michaelis-Menten
L’ = radical lipidico

LDL = lipoproteina de baixa densidade
LOO = radical peroxila

LOOH = lipoperdxido

m.C. = massa corpérea



MDA = malonaldeido

MgSO, = sulfato de magnésio

Mn-SOD = superoxido dismutase dependente de magnésio
MS = espectroscopia de massa

MSh = espectroscopia de massa em multiplos estagios

N2 = nitrogénio gasoso

Na,COg3 = carbonato de sodio

NaCl = cloreto de sodio

NADPH = nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato na forma reduzida
O, = oxigénio molecular

O, ' = anion superoxido

OH’ = radical hidroxila

SOD = superoxido dismutase

SODL1 = superoéxido dismutase do tipo 1

SOD2 = superoéxido dismutase do tipo 2

SOD3 = superoxido dismutase do tipo 3

TBARS = substéancias reativas ao acido tiobarbiturico
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento é um processo complexo e multifatorial caracterizado por
declinio progressivo nas funcdes bioquimicas e fisiolégicas de varios tecidos e
orgaos de um individuo. As causas deste declinio estdo pouco elucidadas, mas ha
relatos de que o aumento do estresse oxidativo, distarbios no metabolismo
energético e alteragcbes primarias no sistema imune desempenhem um papel
importante (PROLLA; MATTSON, 2001).

O estresse oxidativo (EO) é caracterizado pelo desequilibrio entre a producéo
e a eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que resulta em alteracdes
moleculares induzidas por reacfes oxidativas em biomoléculas como proteinas,
carboidratos e lipideos (UTTARA et al., 2009).

As EROs sdo altamente reativas e geradas durante reacdes de auto-
oxidagdo, nas reacdes catalisadas por enzimas como NADPH oxidases e também
nas mitocondrias, durante o transporte de elétrons através dos componentes da
cadeia respiratoria, 0 que faz com que essas espécies ocorram naturalmente nos
sistemas bioldgicos, principalmente como subprodutos do metabolismo aerdbico
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). As principais EROs sao: o anion superoxido
(0O2"), o peréxido de hidrogénio (H20,), o radical hidroxila (OH") e o oxigénio singlete
(*0O,) (Figura 1) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

o
L] —
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P-450 1

|
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Figura 1 - Formagédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e mecanismos antioxidantes
nos sistemas biolégicos. (Adaptado de KUMAR et al., 2005).
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O anion superoxido apresenta um elétron desemparelhado, o que o torna
altamente reativo. O O," é produzido a partir do oxigénio (O,) nos complexos | e I
durante a respiracdo mitocondrial; e também pode ser produzido por reacdes
catalisadas pela NADPH oxidase e xantina oxidase. A superoxido dismutase catalisa
a conversdao do O," em H,O; (VILANUEVA; KROSS, 2012). O anion superoéxido
pode ser gerado na Reacdo de Fenton, iniciada pela oxidacdo de Fe?*, que resulta
na formacao de outras espécies reativas. Nessa reacdo o O," formado reage com
fons hidrogénio, resultando em H,0,, que reage com o Fe?*, produzindo OH’ (Figura
2A). O O," pode também doar elétron para Fe*', gerando Fe?* e O,, como também
reagir com H,0,, levando a formacédo de OH" (Reacdo de Haber-Weiss), como pode
observado na Figura 2B (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000). Em meio aquoso 0 O,
sofre dismutacdo produzindo uma molécula de H,O, e uma molécula de O,. Pode
ainda reagir com o radical OH' produzindo O, (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000).

Reacao de Fenton: (A)
Fe** + H,0, — Fe’* + "OH + OH"
Reacdo de Haber-Weiss: (B)

2
Fe?t/Fe3t

H202 + 02_ —— OH + OH™ + 02

Figura 2 - Reagdo de Fenton (A) e Reagdo de Haber-Weiss (B).
(Adaptado de CHEN; SCHOPFER, 1999).

O H,0, é um intermediario formado pela dismutacdo de O,", espontanea ou
catalisada pela superoxido dismutase (Figura 1), por acdo de xantina oxidases e
diversas outras peroxidases e também na Reacao de Fenton (Figura 2A). Quando
comparado as demais EROs é um fraco agente oxidante, porém com elevado
potencial lesivo, que resulta da facilidade em atravessar membranas bioldgicas,

difundindo a partir da mitocéndria para outros compartimentos celulares. Reage com
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tidis, sais de ferro e cobre reduzidos, com proteinas heminicas e peroxidases, dando
inicio ao processo de peroxidacao lipidica. Em presenca de metal de transicao
origina OH" (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000; VASCONCELOS et al., 2007).

O radical OH’ é a mais reativa e mais lesiva das EROs. Pode promover dano
oxidativo ao DNA, lipideos e proteinas diversas. Esse radical € considerado a
principal espécie iniciadora do processo de peroxidacdo lipidica, que esta
relacionado ao envelhecimento, ao surgimento do cancer e ao aumento da toxidade
de xenobidticos. E o radical mais deletério ao organismo, seu sequestro por
antioxidantes é dificultado por sua meia vida muito curta. O OH’ pode facilmente ser
sequestrado in vitro por inimeras moléculas, devido a sua alta reatividade; no
entanto, para que os resultados in vitro se reproduzam in vivo, € necessario ministrar
alta concentracdo de antioxidante para que este alcance o local onde o radical OH’
esta presente em concentracdo suficiente para suprimi-lo. Existem duas maneiras de
controlar os efeitos do radical OH" reparar as modificacdes causadas por ele ou inibir
sua formacao (SHAN et al., 1990).

O oxigénio singlete (*O,) é o estado eletronicamente excitado do oxigénio,
formado principalmente por transferéncia de energia a partir de moléculas excitadas
por luz, como porfirinas, clorofila e riboflavina, para o O, Assim como OH’, essa
espécie reage com um grande numero de biomoléculas, incluindo-se lipideos da
membrana, podendo iniciar o processo de peroxidacdo, em regifes proximas aos
sitios de producdo (VASCONCELOS et al., 2007).

Segundo a teoria de Harman (1956, 2006) a producédo de EROs e o estresse
oxidativo aumentam com a idade, resultando em maior dano oxidativo (AMES et al.,
1993; GOTO et al., 2001). A maioria dos componentes celulares € suscetivel a acao
das EROs, porém as membranas, por serem ricas em acidos graxos insaturados,
sdo muito sensiveis a essas espécies. Em decorréncia da acdo das EROs, as
membranas celulares sofrem alteragdes estruturais e funcionais (MELLO FILHO et
al., 1984), com consequente perda da seletividade de troca ibnica e rompimentos,
gue permitem o extravasamento do conteudo de organelas. O ataque das EROs aos
lipideos de membranas resulta na peroxidacdo, com formacdo de produtos
citotoxicos como o malonaldeido (MDA) (HERSHKO, 1989).
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A peroxidacdo lipidica compreende uma cadeia de reacdes oxidativas
envolvendo acidos graxos insaturados, que resulta em modificagcdes amplificadas. O
processo, que pode ser dividido em trés etapas, envolve a iniciagdo, que ocorre no

momento da retirada de um hidrogénio de um grupo metileno, por meio de agente
oxidante produzindo um radical lipidico (L") (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2000). Esse

por sua vez, ap0s um rearranjo forma um dieno conjugado, produzindo o radical
peroxila (LOO’). A segunda etapa, conhecida por propagacéo, € iniciada pela reacédo
de LOO" com &cidos graxos poli-insaturados formando o lipoperéxido (LOOH). Este
por sua vez reage com metais de transicdo formando o radical alcoxil e novamente
com o LOO reiniciando o processo. A Ultima etapa é a terminagéo, na qual 2 radicais
lipidicos reagem entre si ou com compostos fendlicos, ou podem ainda se decompor
em isoprostanos, alcanos e aldeidos. O MDA é exemplo de produto da peroxidagéo
lipidica, frequentemente utilizado para estimar o dano oxidativo através de reacao
com acido tiobarbitarico, técnica laboratorial conhecida como TBARS (Figura 3)
(PANDEY; RIZVI, 2010).

Re RH

» Iniciacdo
LH ¥.} Le
0,
Le L) LOQ-e
LOOe ~ Propagacao
H S | Le+LOOH |
H

S

LOOe ——=——> LOOH

2 LOOe —>[LOO-0OO0L] | Terminacio

Produtos ndo

[LOO-O0L] —> _iicalar

Figura 3- Etapas da peroxidagdo lipidica,
reacdo em cadeia. (Adaptado de
BHATTACHARJEE, 2012).

Em condicbes de normalidade, as EROs s&o mantidas em concentragoes
fisiologicas pelo sistema de defesa antioxidante. Este sistema €& composto
principalmente pelas enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),

glutationa peroxidase (GPx) e pelos antioxidantes ndo enzimaticos que incluem
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glutationa reduzida, bilirrubina, creatinina, acido uarico, vitamina C e vitamina E
(RAMESH et al., 2012). Os antioxidantes sdo substancias que, presentes em baixas
concentracbes quando comparadas aos substratos oxidaveis, neutralizam a
oxidacdo desses substratos de maneira efetiva, impedindo a sua formacédo e
interrompendo a cadeia de reac¢des (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000)

O sistema antioxidante enzimatico constitui a primeira defesa enddgena
contra EROs, impedindo sua formacdo ou sequestrando-as, para que estas nao
possam interagir com alvos celulares (ROVER JUNIOR et al., 2001). Através das
acOes das enzimas antioxidantes, as células tentam manter baixas as quantidades
de O," e de H,0,, evitando assim a formacgdo do radical OH’, altamente reativo e
deletério (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000).

A SOD é uma familia de enzimas encontradas em diferentes compartimentos
das células, que requerem diferentes ions metalicos como grupamentos prostéticos.
A SOD1 (Cu-Zn-SOD) esté presente no citoplasma e no espaco intermembranas das
mitocondrias. A SOD2 (Mn-SOD) requer manganés e exerce sua acao catalitica na
matriz mitocondrial. A isoenzima 3 (SOD3) também requer cobre e zinco como
SOD1, mas atua no espacgo extracelular. Essa familia de enzimas tem papel
fundamental na defesa antioxidante do organismo, promovendo a dismutacdo do O,
em H,O; e O, (SERRA et al., 2003).

203 +2H* > 0, + HO,
Superoxido dismutase
(SOD)

A GPx é uma familia de enzimas antioxidantes dependentes de selénio, que
catalisam a reducéo do H,O; livre a 4gua, e também de hidroperéxidos lipidicos aos
seus alcodis correspondentes, as custas da conversdo da glutationa reduzida (GSH)
em glutationa oxidada (GSSG). A familia da GPx inclui, pelo menos, cinco enzimas
codificadas pelos genes dos mamiferos: GPx1, GPx2, GPx3, GPx4 e GPx5. Estas
isoformas da GPx estdo presentes em diferentes locais da célula e existem como
formas citoplasmatica, mitocondrial e extracelular. A GPx possui elevada atividade
na mitocondria de figado, rins e coracdo, e baixa atividade na mitocondria de
cérebro e musculo esquelético. Alguns trabalhos também sugerem que a GPx pode

estar presente nos nucleos (MUSE et al., 1994) atuando na prevencédo de danos
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causados ao DNA pelas EROs (MARTINS, 2007). A GPx4 estd associada a
membrana celular (UTSUNOMIYA et al., 1991) e reduz os lipoperéxidos em reacao
semelhante a catalisada pela GPx1 (BRIGELIUS-FLOHE et al., 1994) e, portanto, €
importante na prote¢@o contra a peroxidacao lipidica. Ao contrario da CAT, a K, da
GPx para o H,0O, é bastante baixa, sugerindo que essa enzima atua em menores
concentracdes de H;0..

HO, + 2 GSH > 2H,0 + GSSG
Glutatina peroxidase
(GPx)

A CAT é uma hemeproteina citoplasmatica, universal, identificada no
peroxissomo de células hepaticas e renais, organela responsavel pela detoxificacao
celular, pela oxidacdo de acidos graxos de cadeia longa e fonte de peroxidos
organicos, produtos carbonilicos e oxigénio singlete. Em alguns tipos celulares é
encontrada nos microperoxissomos, nas células cardiacas e nas mitocondrias
(ROJKIND et al., 2002). Esta enzima catalisa a reducéo do H,O, em H,0 e Os.

HEOE —_— HED + 1,,5_,1':12
Catalase
(CAT)

O sistema antioxidante ndo enzimatico é constituido por substancias de baixo
peso molecular, endégenas como GSH e &cido arico, bem como por antioxidantes
que podem ser adquiridos através da dieta, como as vitaminas E e C, e compostos
fendlicos presentes em elevadas quantidades em alguns vegetais (RATNAM et al.,
2006).

Os compostos fendlicos englobam desde moléculas simples até outras com
alto grau de polimerizagdo (BRAVO, 1998). Nos vegetais podem estar livres ou
ligados a acucares (glicosidios) e proteinas (CROFT, 1998). Um elevado numero de
polifendis de ocorréncia natural em frutas, vegetais, chas obtidos de algumas
espécies vegetais e vinhos € conhecido, assim como a acao antioxidante desses
compostos (DREOSTI, 2000; MANACH et al., 2004).

Compostos fendlicos podem ser divididos em 2 grandes grupos: flavonoides e

acidos fendlicos. Os flavonoides e seus derivados séo formados pela combinagéo de
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derivados sintetizados a partir de fenilalanina e &cido acético (DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ, 2004). Os acidos fendlicos e seus derivados apresentam um anel
benzénico, um grupo carboxilico e um ou mais grupos hidroxila na molécula, que
conferem a capacidade de neutralizar as EROs (MANACH et al., 2004).

Os acidos fendlicos podem existir como estruturas simples ou em formas mais
complexas, resultantes da ligagdo com outros compostos da mesma classe, ou
ainda conjugados com diferentes compostos, dentre eles o acido cafeico, originando
acido clorogénico, que se apresenta em diferentes formas isoméricas (SOARES,
2002).

O acido clorogénico modula a expressao génica das enzimas antioxidantes
(BRACESCO et al., 2011; FERNANDES et al., 2012), neutraliza EROs, podendo agir
nas fases de iniciacdo e propagacao do processo oxidativo (MONTEIRO; TRUGO,
2005), previne a oxidacdo de LDL, evitando o surgimento de diversas doengas,
dentre as quais o cancer e doencas cardiovasculares (VINSON; DABBAGH, 1998).

Na década de 1990 foram publicados os primeiros trabalhos que
demonstraram a atividade antioxidante in vitro e in vivo do cha mate (CM) (CAMPOS
et al., 1996; GUGLIUCCI; STAHL, 1995; GUGLIUCCI, 1996). Mais recentemente, foi
demonstrado que o CM apresenta capacidade antioxidante in vitro superior a do cha
verde, obtido de Camellia sinesis (BASTOS et al.,, 2007). Outros estudos
identificaram no CM capacidade antioxidante equivalente ou superior as das
vitaminas C e E, consideradas padrdes para essa propriedade (CHANDRA; MEJIA,
2004; GUGLIUCCI; MENINI, 2002; SCHINELLA et al., 2000; VINSON; DABBAGH,
1998).

O CM é uma bebida altamente consumida em paises da América do Sul como
Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai, e esta cada vez mais se difundindo
mundialmente, principalmente nos Estados Unidos (HECK; MEJLA, 2007). O cha é
preparado através da infusdo das folhas secas de llex paraguariensis, planta da
familia Aquifoliaceae (SMALL; CATLING, 2001; GRIGIONI et al., 2004). O CM
também é comercializado em sachés individuais, na forma solUvel ou como extrato
obtido das folhas, amplamente empregado na fabricacdo de bebidas gaseificadas e
sucos (KUMMER et al., 2005; MACCARI JUNIOR, 2005).
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O chid mate apresenta como componentes a &gua, taninos, minerais,
vitaminas, carotenoides, acido cafeico, dentre outros. Os principais bioativos do CM
sdo os compostos fendlicos, saponinas e metilxantinas (HECK; MEJLA, 2007).

A elevada capacidade antioxidante identificada no CM vem sendo atribuida ao
acido clorogénico e seus derivados, que incluem ésteres de 4cido trans-cindmico e
acido quinico (HECK; MEJLA, 2007).

O interesse no uso do cha mate para a promocéo da saude é relativamente
recente. Inibicdo da glicacdo, que resulta em acumulo de proteinas e lipideos
modificados, acéo hipocolesterolémica, efeito vasodilatador, reducdo da progressao
da aterosclerose e atividade antioxidante sdo alguns dos efeitos ja demonstrados na
literatura (BOAVENTURA et al, 2012; LUNCEFORD; GUGLIUCCI, 2005;
MOSIMANN et al., 2006; SILVA et al., 2008; STEIN et al., 2005;).

O processo de envelhecimento envolve uma série de mudancas metabdlicas,
algumas das quais de origem enddcrina. Nas fémeas, alterac6es na producdo de
estrogeno (E), diminuicdo da defesa antioxidante e aumento do EO fazem parte
dessas mudancas (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2012). Ha relatos de que a
atividade e a capacidade antioxidantes de sistemas celulares sdo diminuidas com a
senilidade, levando a perda gradual de pré-oxidantes/antioxidantes e aos danos
oxidativos (KUMAR et al., 2011; WEI; LEE, 2002). O estrégeno tem acao
antioxidante, pois contém um anel fendlico capaz de doar hidrogénio para EROs,
neutralizando-as ou transformando-as em espécies menos reativas (SANCHEZ-
RODRIGUEZ et al., 2012). Além disso, o estrdgeno aumenta a expressdo génica
das enzimas antioxidantes e diminui a expressado das enzimas pro-oxidantes como
as NADPH oxidases. Sendo assim, o aumento do EO observado em fémeas senis
parece resultar, ao menos em parte, da diminuicao do estrégeno (NIKI; NAKANO,
1990).

A expectativa de vida vem aumentando em muitos paises. No Brasil, o ultimo
levantamento, feito em 2013, do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), registrou aumento em trés meses e 22 dias na expectativa de vida das
pessoas. Atualmente, a expectativa de vida do brasileiro € de 74 anos. Na busca por
maior qualidade de vida na senilidade, estudos utilizando antioxidantes naturais,

como forma de prevencdo ou mesmo para reverter alteragdes resultantes do maior
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estresse oxidativo vém sendo realizados. O cha mate, com sua elevada acao
antioxidante, vém sendo investigado para esse fim, porém a grande maioria dos
relatos utiliza machos senis. Além disso, investigacdes acerca de possiveis
diferencas de resposta ao tratamento com essa erva em funcédo da idade néo estéao

disponiveis.



OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do tratamento a longo prazo com chid mate em ratas Wistar

com 6 e 19 meses de idade.

2.2 Objetivos especificos

a. Avaliar a capacidade antioxidante plasmatica das fémeas jovens e senis, ap0s

o tratamento com CM na dose de 20 mg/kg de m.c., por 8 semanas;

b. Determinar as alteracdes lipidicas em eritrocitos e figado dos animais jovens
e senis, tratados ou ndo com CM,;

c. Verificar se o tratamento com CM modifica as atividades das enzimas
antioxidantes SOD, GPx e CAT em eritrocitos e figado de fémeas jovens e

senis.



MATERIAIS E METODOS
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéo do cha mate

Para todo o experimento foi utilizado o mesmo lote de Cha Mate Soluvel
(Ledo Jr., Curitiba-PR, Brasil), preparado a partir das folhas tostadas de llex
paraguariensis, que foi obtido em supermercado local. O ché foi preparado diluindo-
se 0 p6 em 4gua deionizada (GUGLIUCCI et al., 2009). A relagdo p6/agua (m/v)

variou em fungéo das determinagdes laboratoriais realizadas.

3.2 Analises do CM

3.2.1 Caracterizagéo por espectroscopia de massa (MS)

O cha mate foi analisado no modo de ionizagcdo por electrospray (ESI) e as
fragmentacdes em multiplos estagios (MS2, MS3, MSn) realizadas em uma interface
do tipo ion-trap (IT). O modo negativo foi escolhido para a geracdo e andlise dos
espectros de massas em primeira-ordem (MS), bem como para 0s demais
experimentos em multiplos estagios (MSn), sob as seguintes condicdes: voltagem do
capilar -4 V, voltagem do spray -5 kV, temperatura do capilar 280°C, gas de arraste
(N2) fluxo 60 (unidades arbitrarias). A faixa de aquisicdo foi m/z 150-1500, com dois
ou mais eventos de varredura realizados simultaneamente no espectrometro de
massas LCQ. O primeiro evento foi uma varredura completa (full-scan) do espectro
de massas para adquirir os dados dos ions na faixa m/z estabelecida. Os demais
eventos foram experimentos MSn realizados a partir dos dados da primeira
varredura para ions precursores pré-selecionados com energia de colisdo entre 20 e
30% da energia total do instrumento. O software Xcalibur (Thermo Scientific®) foi

utilizado durante a aquisi¢do e processamento dos dados espectrométricos.
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3.2.2 Total de Polifendis

Foi estimado através do método de Folin-Ciocalteau, como descrito por Taga
et al. (1984). Para as determinacdes, 20uL do chid mate foram adicionados a uma
solucdo de Na,CO3 2% (m/v). ApGs 2 minutos, juntou-se reagente de Folin diluido
1:1 (v/v). Depois de incubagdo por 30 minutos a temperatura ambiente, a
absorvancia foi lida em 750 nm, em espectrofotdmetro Hitachi U-1100. A
concentracdo total de polifendis foi determinada com o auxilio de curva padrao de

acido galico.

3.2.3 Capacidade antioxidante total - Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power)

Foi avaliada como descrito por Benzie e Strain (1996), através de metodologia
baseada na capacidade de reducdo do complexo férrico tripiridiltriazina (Fe**-TPTZ)
a forma Fe?" por agentes redutores, em meio acido. Aliquota de 18 pL de amostra foi
adicionada ao meio de reacédo (reagente FRAP) contendo tamp&o acetato 300
mmol/L (pH 3,6), TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) 10 mmol/L em HCI 40 mmol/L e
FeCl3.6H,O 20 mmol/L (10:1:1, respectivamente). A absorvancia foi estimada em
595 nm, em leitora Power Wave 340-Biotek, e os resultados expressos em mmol/g

cha mate, utilizando-se curva padrao de sulfato ferroso.

3.3 Animais

Foram utilizadas fémeas de Rattus novegicus albinus Wistar de quatro e 17
meses de idade, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Odontologia da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP, Aracatuba). Os
animais foram mantidos em gaiolas (quatro/gaiola), em Biotério com temperatura de
21+3°C, ciclo de claro/escuro de 12 horas e umidade relativa do ar entre 60+5%.
Agua e ragdo comercial padrdo (Labina Purina, Brasil) foram disponibilizadas a
vontade, durante todo o periodo de tratamento e também durante a adaptacdo ao

biotério (sete dias). O protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica
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no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de Aracgatuba - UNESP (Processo
00517-2012).

3.3.1 Ciclo estral

A determinacdo do ciclo estral em animais € importante para estudos da
funcdo neuroenddcrina e pode ser monitorado facilmente e de maneira ndo invasiva,
observando-se as mudancas diarias na citologia vaginal. O ciclo estral foi
acompanhado durante os 15 dias que antecederam o inicio do tratamento, 15 dias
durante o periodo de tratamento e nos 15 dias que precederam a morte dos animais.
Todas as manhas, entre 8h00 e 10h00, a secrecdo vaginal das ratas era coletada
com pipeta de plastico contendo 10 pL de NaCl 0,9%, inserida no orificio vaginal
com cuidado para ndo estimular a cérvix uterina. O material aspirado era transferido
para lamina e analisado através de microscopia de luz, sem a necessidade do uso
de laminula. Foram utilizadas nos experimentos apenas ratas jovens com ciclo estral

regular e ratas senis aciclicas.

3.3.2 Tratamento dos animais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos (n=10 por grupo):
Senis (S), Senis tratadas com cha mate (SCM), Jovens (J) e Jovens tratadas com
cha mate (JCM). Os grupos JCM e SCM receberam diariamente, atraveés de sonda
orogastrica, cha mate (20 mg/kg de m.c.) na temperatura ambiente, durante 8
semanas. O preparo do cha (descrito no item 3.1) foi realizado imediatamente antes
da administracdo. Os grupos S e J receberam tratamento semelhante, porém com
adgua deionizada. Ao término das 8 semanas as fémeas em jejum por 10-12 horas
foram anestesiadas (Pentobarbital Sédico 3% m/v, dose 30 mg/kg de m.c.) para a
realizacdo da puncado cardiaca seguida de perfusdo com NaCl 0,9% (m/v), que
resultou na morte. Imediatamente apods a perfusao, o figado foi coletado, pesado em

balanca de preciséo, transferido para nitrogénio liquido e armazenado a -80°C.
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3.4 Preparo do homogenato de figado

O figado foi estudado em funcdo do envelhecimento relacionar-se de maneira
direta com o dano oxidativo nesse 6rgdo (KUMAR et al., 2011). No momento das
analises, o tecido foi homogeneizado em tampao Tris-HCI (100 mmol/L) contendo
EDTA (50 mmol/L), pH 7,0. O homogenato foi centrifugado a 1,000 x g por 10 min a
4°C. Para tanto foi utilizado um Potter modelo TE-099 da Tcnal, com rotacédo de
2600 rpm por 40 segundos. O sobrenadante foi utilizado para as determinacdes das

atividades das enzimas antioxidantes, proteinas totais e TBARS.

3.5 Preparo do hemolisado

Apos puncdo cardiaca, o sangue foi transferido para tubos heparinizados e
centrifugado a 1,000 x g por 15 min, na temperatura de 4°C. O plasma obtido foi
armazenado a -80°C. As hemécias foram lavadas 3 vezes com solucédo fisiolégica
(1:1 v/v) e posteriormente misturadas com solucéao contendo 4 mmol/L de MgSO4 e 1
mmol/L de acido acético (1:100 solucdo/hemacias, v/v). O hemolisado permaneceu
armazenado em freezer (-80°C) até o momento das quantificagcbes de proteinas,
TBARS e atividades enziméticas. Os eritrocitos foram utilizados por serem o tipo
celular de maior disponibilidade e apresentarem elevado dano oxidativo lipidico
(PANDEY; RIZVI, 2010).

3.6 Capacidade antioxidante plasmatica - Método FRAP (Ferric Reducing

Antioxidant Power)

Foi determinada como descrito no item 2.1.3, utilizando-se 15uL de amostra.
A absorvancia foi lida em 595 nm, em leitora Power Wave 340-Biotek, e os

resultados expressos em mmol/L.
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3.7 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

A concentracdo de TBARS foi avaliada (BUEGE; AUST, 1978) em hemolisado
e homogenato do figado. O método consiste em adicionar acido tricloroacético 10%
(m/v) & amostra, para promover acidificacdo e precipitacdo das proteinas. Apoés
centrifugacdo (1,000 x g, 3 min) o sobrenadante é coletado e recebe &cido
tiobarbittrico 0,67% (m/v). ApoOs incubacdo por 15 minutos a 100°C resfria-se a
reacao e a absorvancia foi medida em 535 nm, espectrofotdbmetro Hitachi U-1100.
Os resultados foram expressos em nmol/mg proteina, utilizando o coeficiente de

extingdo molar apropriado (e = 1,56 x10° M cm™).

3.8 Superoxido dismutase (SOD)

A atividade de SOD foi quantificada no homogenato hepatico e eritrocitos pelo
método de Marklund e Marklund (1974), baseado na inibicdo da reacdo do anion
superéxido com pirogalol. O superéxido € gerado por auto-oxidacdo do pirogalol em
meio basico e a SOD compete por este radical com o sistema de deteccdo. A
oxidacdo do pirogalol foi determinada espectrofotometricamente em 420 nm,
utilizando-se 20 pL de amostra. O meio de reacdo continha tampao Tris 50 mmol/L
(pH 8,2) e 24 mmol/L de pirogalol. A quantidade de enzima necessaria para
promover 50% de inibicdo da auto-oxidacdo do pirogalol é considerada como uma
unidade de atividade enzimética. Os resultados foram expressos em unidades de

SOD/min/mg proteina.

3.9 Catalase (CAT)

Como descrito por Boveris e Chance (1973), com base no consumo do
substrato H,O,, a atividade da CAT foi avaliada em homogenato e hemolisado.
Aliquota de 10 pL de amostra foi adicionada ao meio de reagédo contendo 50 mmol/L
de tampéo fosfato de potéassio (pH 7,4) e 0,3 mol/L do substrato. A absorvancia foi
lida em 240 nm, espectrofotdmetro Hitachi U-1100, e os resultados expressos em

nmol de H,O, consumido/min/mg proteina.
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3.10 Glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx, expressa em mmol GSH consumido/min/mg proteina, foi
determinada em homogenato de figado e hemolisado acompanhando-se a oxidacéo
de NADPH em 340 nm, espectrofotometro Hitachi U-1100. Para a determinacgdo 50
pL de amostra foi adicionado ao meio de reagao contendo 0,17 mmol/L de glutationa
reduzida, 0,2 U/mL de glutationa redutase e 0,5 mmol/L de hidroperdxido de terc-
butil e 5 mmol/L de NADPH (FLOHE; GUNZLER, 1984).

3.11 Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT)

Para assegurar que a exposicdo ao CM na dose de 20 mg/kg de m.c. por
tempo prolongado ndo promoveu alteracbes hepéticas, foram determinadas as
transaminases, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) .
As unidades plasméticas de AST e ALT foram verificadas espectrofotometricamente
através da oxidacdo da coenzima NADH. Kits comerciais Labtest Diagndstica SA,
MG, Brasil (Refs. 108 e 109) foram utilizados. Os resultados foram expressos em
U/L.

3.12 Acido Urico

Foi avaliado utilizando-se kit da marca Labtest (Ref. 63), baseado no método
enzimatico de Trinder, seguindo-se as instrucdes do fabricante. Os resultados foram
expressos em mg/dL.
3.13 Concentracdo de Estrégeno

Foi determinada no plasma através de radioimunoensaio, utilizando Kit

comercial MP Biomedicals LLC (Diagnostics Divisions, New York, USA). Os

resultados foram expressos em pg/mL.
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3.14 Proteinas totais

Foram quantificadas no homogenato e hemolisado através do método de
Lowry et al. (1951) utilizando-se albumina bovina 0,1% (m/v) como padrdao. As
absorvancias foram determinadas em 660 nm, em leitora Power Wave 340-Biotek, e

0s resultados expressos em mg/mL.

3.15 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism
(versdo 5.0). Os dados foram expressos como médiaterro padrdo da média,
analisados quanto a distribuicdo e posteriormente submetidos a analise de variancia
(ANOVA), seguida do teste de Tukey para estabelecer a comparacdo entre 0s
grupos (J e S; J e JCM; S e SCM). Para a comparacao da concentracdo plasmatica
de estrogeno foi utilizado o teste de Dunnett, sendo os demais valores comparados

ao grupo J. O nivel de significancia foi estabelecido em 5%.
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4 RESULTADOS

O meétodo de Folin-Ciocalteu foi escolhido para quantificar o total de
polifendis, demonstrando que havia 113,37 mg/g no produto utilizado.

Para identificar os polifendis presentes em maiores quantidade no cha mate
foi realizada espectroscopia de massa. Realizou-se uma varredura completa do
espectro (Figura 4A), seguida de experimentos de multiplos estagios. Foram
identificados o &cido cis 3-o-cafeoil quinico (3-CQA), também denominado de &acido
clorogénico, que é considerado o principal antioxidante do cha mate (CARDOZO
JUNIOR et al., 2007; CLIFFORD; RAMIREZ-MARTINEZ, 1990); 4cido 5-0-p-cumaroil
quinico (5-p-CoQA), acido 3-o-feruloilquinico (CeQA), acido 4-o-cafeoil-5-0-p-
cumaroil quinico (4C,5 pCoQA) e acido 4,5-di-o-cafeoilquinico (cis, 4,5-diCQA)
(Figura 4B).

A capacidade antioxidante total, determinada pelo método de FRAP, foi
estimada em 534,67 mmol/L. Os resultados das andalises demonstraram a presenca
dos principais antioxidantes identificados no CM e ainda que a capacidade
antioxidante foi preservada no processo de industrializacdo, confirmando a
possibilidade do uso do cha mate solavel como fonte de antioxidantes.
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Figura 4 - Espectroscopia de massa do cha mate (A). Derivados cafeoilquinicos identificados no cha mate: acido cis
3-o0-cafeoil quinico (3-CQA), acido 5-o0-p-cumaroil quinico (5-p-CoQA), acido 3-o-feruloilquinico (CeQA),
acido 4-o-cafeoil-5-0-p-cumaroil quinico (4C,5 pCoQA) e acido 4,5-di-o-cafeoilquinico (cis, 4,5-diCQA)
(B).
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O acompanhamento da massa corpérea (m.c.) dos animais, expressa em
gramas, ndo apontou diferencas entre os valores iniciais e finais nos grupos JCM
(inicial: 283,946,7; final: 275,6+5,1), J (inicial: 288,0+£7,1; final: 296,2+2,8), SCM
(inicial: 352,9+5,2; final: 344,4+7,6) e S (inicial: 352,1+6,5; final: 341,5+7,3), como
pode ser observado na Figura 5. Também néo foram constatadas diferencas quando
comparados entre si 0s grupos de animais jovens (J x JCM) e os de animais senis (S
x SCM), tanto no inicio como ao final do tratamento. Os valores de m.c. dos grupos
S e SCM mostraram-se maiores que os dos grupos J e JCM, no inicio e ao final do
experimento (Figura 5 A e B, respectivamente). Essa variacdo no parametro pode
ser atribuida a diferenca de idade entre os animais. Em relagcdo aos consumos
diarios de a4gua e racdo nado foram observadas diferencas significativas ao longo do
experimento (dados ndo apresentados).
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Figura 5 - Massa corpérea inicial (A) e final (B) dos animais jovens
e senis. Dados expressos em gramas (Médiaterro
padrdo), n= 10 por grupo. Teste de Tukey, *p<0,05

quando comparado com J.
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As avaliacOes de ciclo estral, realizada 15 dias antes de iniciar o tratamento
com cha mate, 15 dias durante o tratamento e 15 dias antes da morte dos animais,
indicaram que a maioria das ratas senis permaneceu por mais tempo na fase
diestro, enquanto que as jovens apresentaram ritmicidade no ciclo. O tratamento n&o
promoveu alteragdes nesse padrao, independentemente da idade dos animais.

As concentragfes plasmaticas de estrégeno sofrem variacdes em fungédo do
ciclo estral. A Ultima analise do esfregaco vaginal foi realizada na véspera do
experimento, para ndo provocar estresse nos animais, demonstrando que 66.6% das
ratas senis estavam em diestro e 33,3% em metaestro, e 46,1% das jovens
apresentavam-se em estro e 38,4% em pro-estro. Tomou-se como referencial no
momento das comparacdes o0 grupo das ratas jovens, intactas, com ciclo estral
regular. Como esperado, o estrdgeno mostrou-se menor nas ratas senis em relacao
as jovens. Nao foram observadas outras diferencas significativas, mesmo apés o

tratamento (Tabela 1).

Tabela 1 - Concentracdo plasmatica de estrégeno, atividades de aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), e &cido Urico no plasma dos animais
jovens e senis.

Grupos

Parametros J JCM S SCM

Estrogeno &
540,7+83,2 254,3+93,8 176,6+21,1~ 341,5+125;3
(pg/mL)
AST + + + +
(UIL) 308,6+73,2 303,6+32,2 438,0+80,2 387,0+56,8
ALT
(UIL) 565,2491,2 536,6+38,5 497,8+27,3 461,0+64,1
AU 2,69+0,21 2,55+0,10  4,3+0,21% 3,53+0,28
(mg/dL)

Valores expressos como Médiaterro padréo, n=10 por grupo. Nos dados de concentracéo de estrégeno
foi aplicado o teste de Dunnett e nos dados de AST, ALT e AU o teste de Tukey, p<0,05 quando

comparado com J.
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As atividades das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) foram avaliadas nos plasmas dos animais jovens e senis,
ndo sendo constata diferenca significativa. O tratamento com mate tostado por 8
semanas nao alterou AST e ALT nas fémeas de 6 ou de 19 meses (Tabela 1).

Ao determinar a quantidade de &cido Urico plasmatico verificou-se aumento
nos animais senis, quando comparados aos jovens. A administracdo de CM nao
alterou esse parametro nos grupos JCM e SCM (Tabela 1).

A capacidade antioxidante plasmatica (mmol/L), determinada pelo método
FRAP, nao foi influenciada pelo envelhecimento, uma vez que ndo observamos
diferenca estatistica entre os grupos S (2,6+0,09) e J (2,3+0,09). O tratamento com
cha mate aumentou 54,02% a capacidade antioxidante plasmatica nos animais senis
(SCM: 4,02+0,1) e 21,73% nos jovens (JCM: 2,8+0,08) (Figura 6).
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Figura 6 - Efeito do cha mate na capacidade antioxidante plasmatica dos animais
jovens e senis. Dados expressos em mmol/L (Médiaterro padréo), n=10
por grupo. Teste de Tukey, *p<0,05 quando comparado com J; *p<0,05
quando comparado com S.
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O dano oxidativo nos lipideos foi estimado através do método que determina
a concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS), expressa
em nmol/mg proteina. Nos eritrocitos esse parametro foi 34% maior nos animais
senis (S: 68,2+4,6) quando comparado aos jovens (J: 50,9+4,2). A administracédo de
cha mate diminuiu significativamente o dano lipidico nos eritrocitos dos animais
senis (78,5%) e também nos jovens (71,5%) (Figura 7A). No figado verificamos que
nao houve diferenca de TBARS entre os grupos S (175,2+7,5) e J (191,2t11,1) e
ainda que a administracdo de CM por 8 semanas diminui esse parametro em 17,4%
nos animais senis (SCM: 144,7+2,49) e 31,5% nos jovens (JCM: 130,9+5,89)
(Figura 7B).
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Figura 7 - Efeito do cha mate nas substancias reativas ao &cido
tiobarbitirico (TBARS) nos eritrocitos (A) e figado (B) de
animais jovens e senis. Dados expressos em nmol/mg
proteina (Médiaterro padrdo), n=10 por grupo. Teste de
Tukey, p<0,05 quando comparado com J; *p<0,05 quando
comparado com J; *p<0,05 quando comparado com S.
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As atividades das enzimas antioxidantes foram avaliadas nos eritrécitos e no
homogenato de figado das fémeas jovens e senis, tratadas ou ndo com cha mate. A
atividade da SOD nos eritrécitos (U/min/mg proteina) mostrou-se 3,5 vezes menor
no grupo S (0,1+0,01) quando comparado ao J (0,4+0,06). O tratamento com cha
mate aumentou (7 vezes) a atividade dessa enzima de forma ligeiramente
acentuada nas fémeas de 19 meses (SCM: 0,8+ 0,1) em relacdo as de 6 meses
(2,3+0,1) em que esse aumento foi de 5,6 vezes, como pode ser constatado na
Figura 8A.

No homogenato de figado a influencia do envelhecimento na SOD foi
contraria a observada no hemolisado, tendo sido constatado aumento (1,3 vezes)
guando comparados os dados de S (2,09+£0,08) e J (1,59+0,15). O CM elevou SOD
em SCM (2,653+0,12) e JCM (2,35+0,10), porém de forma menos acentuada do que
observado no hemolisado (Figura 8B).
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Figura 8 - Efeito do cha mate na atividade de SOD nos
eritrécitos (A) e figado (B) de animais jovens e
senis. Dados expressos em U/min/mg proteina
(Médiaterro padrdo), n=10 por grupo. Teste de
Tukey, “p<0,05 quando comparado com J; *p<0,05
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A atividade de GPx nos eritrocitos, expressa em mmol de GSH
consumido/min/mg proteina, mostrou-se diminuida 3,4 vezes nas ratas senis (S:
64,1+11,8) em comparacéo as jovens (J: 215,5+10,05). A administracdo de cha mate
aumentou, de forma acentuada, a atividade da GPx no grupo SCM (888,3+ 131,8)
em relacdo ao grupo S, porém quando comparados JCM (64,02+8,9) com J
observou-se diminuicdo de 3,3 vezes (Figura 9A).

Ao determinar a atividade de GPx no tecido hepatico verificou-se que nas
ratas senis (S: 26,2+3,9) houve diminuicdo de 4,3 vezes em relacdo as jovens (J:
112,7+9,03). Quando avaliados os grupos que ingeriram o cha, o aumento de GPx
foi de 2,1 vezes no grupo SCM (56,6+ 6,4) e 1,4 vezes no grupo JCM (165,6+ 11,09),
indicando que a capacidade de responder ao tratamento é influenciada pela idade
(Figura 9B).
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Figura 9 - Efeito do cha mate na atividade de GPx nos eritrécitos
(A) e figado (B) de animais jovens e senis. Dados
expressos em mmol de GSH consumida/min/mg
proteina (Médiaterro padrdo), n=10 por grupo. Teste
de Tukey, “p<0,05 quando comparado com J;
*p<0,05 quando comparado com J; “p<0,05 quando
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O envelhecimento influenciou de forma inversa a atividade de CAT, expressa
em nmol de H,O, consumido/min/mg proteina, quando estudados eritrocitos e tecido
hepatico (Figura 10 A e B, respectivamente). Nos eritrocitos, a atividade da CAT
mostrou-se diminuida em 4,3 vezes nas ratas senis (S: 0,4+0,1) quando comparadas
as jovens (J: 2,4+0,3), enquanto que aumento (2,3 vezes) foi observado no figado
(S: 0,07£0,008; J: 0,03+0,004). A resposta ao tratamento com cha mate divergiu em
funcdo da idade e do tecido. No hemolisado CAT foi maior em 1,7 vezes em JCM
(4,4+0,7) do que em J (2,4+0,3), porém nas fémeas de 19 meses néo foi observada
diferenca significativa (SCM: 0,4+0,1; S: 0,4+0,1) (Figura 10A). No figado as
atividades de CAT nos grupos SCM (0,1+0,005) e JCM (0,06+0,006) foram
aumentadas em 14 e 1,7 vezes quando relacionadas aos grupos S e J,
respectivamente (Figura 10B).
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Figura 10 - Efeito do cha mate na atividade de CAT nos eritrdcitos
(A) e no figado (B) de animais jovens e senis. Dados
expressos em nmol de H,O, consumido/min/mg
proteina (Médiaterro padrdo), n=10 por grupo. Teste
de Tukey, ¥p<0,05 quando comparado com J; *p<0,05
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, para o tratamento dos animais foi utilizado cha mate na forma
soluvel, de marca conhecida no mercado brasileiro, obtido em supermercado local.
Um unico lote foi empregado em todo o tratamento para excluir qualquer variagdo
nas caracteristicas do produto. Estudos revelam que o ch& obtido da infusdo das
folhas de llex paraguariensis € considerado uma das bebidas mais ricas em
antioxidantes consumidas em varios paises da América do Sul, apresentando acao
antioxidante 70% superior a do cha verde (BIXBY et al.,, 2005). Essa acao
antioxidante é atribuida aos polifendis (FILIP et al., 2000).

A analise do cha mate utilizado neste trabalho demonstrou a presenca de
113,37 mg de polifendis em cada grama de p6. Dados da literatura demonstram que
cerca de 3% do peso seco da folha seca ou de 1 a 10% (m/v) do extrato aquoso do
|. paraguariensis sao constituidos por polifendis (BASTOS et al., 2005; CARINI et al.,
1998; FILIP et al., 2001; HECK; MEJLA, 2007). O valor obtido neste trabalho foi 23%
superior ao descrito para folhas secas, diferenca que poderia ser atribuida a forma
de processamento, uma vez que a forma de CM utilizada é preparada a partir de um
extrato do chd, conforme informacdes obtidas no site do fabricante. Além desse
fator, variacbes relacionadas a forma de cultivo da erva, como tipo de solo,
temperatura e umidade também podem estar associadas (BRACESCO et al., 2011).

A capacidade do chid mate em neutralizar EROs é atribuida aos polifenois
derivados do acido cafeico (OLTHOF et al., 2001). No preparo administrado aos
animais foram identificados derivados ja descritos na literatura, dentre eles o acido
cis 3-o-cafeoil quinico (3-CQA) ou &cido clorogénico. Esse polifenol neutraliza EROs,
além de modular a expressdo de enzimas antioxidantes (CLIFFORD; RAMIREZ-
MARTINEZ, 1990; JAISWAL et al., 2010; OLTHOF et al., 2001).

Segundo Harman (1956, 2006), o estresse oxidativo aumenta com o
envelhecimento, processo que em mulheres vem acompanhado de alteracdes
hormonais e no ciclo ovulatorio, que caracterizam a pré-menopausa, fase que
antecede a menopausa. Ap0s a menopausa detecta-se maior estresse oxidativo
(CHAKRABORTY; GORE, 2004). Em fémeas de outros mamiferos o envelhecimento

vem acompanhado de um periodo de grandes oscilagbes das concentracdes
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hormonais e alteragcbes do ciclo estral, periodo denominado de pré-estropausa
(BAIRD et al., 1975).

Em fémeas de roedores o ciclo estral tem duracdo média de quatro a cinco
dias e se divide em: pré-estro, estro, metaestro e diestro. A analise do esfregaco
vaginal permite avaliar de forma indireta, porém precisa, a atividade ovariana que
muda abruptamente devido as flutuacdes do estrogeno (VICTORINO et al., 2013).
Nossos resultados indicaram que as ratas senis permaneciam por mais tempo em
diestro e as jovens em estro ou pro-estro. As menores concentracdes estrogénicas
nas ratas senis, amplamente descritos na literatura (MOORTHY et al., 2005), foram
confirmados neste trabalho através da dosagem hormonal. A auséncia de diferencas
no estrégeno plasmatico e no padrédo de ciclo estral entre 0s grupos tratados e seus
controles indica que a exposicdo prolongada ao cha mate nao interferiu nesses
parametros.

A capacidade antioxidante plasmética € um marcador primario do estresse
oxidativo no envelhecimento e de doencas associadas a senilidade, como diabetes e
doencas cardiovasculares (PANDEY; RIZVI, 2010). Existem diversos métodos para
avaliar esse parametro, porem FRAP é utilizado rotineiramente por ser rapido e
altamente reprodutivo (ALVES et al., 2010). Diminui¢do na capacidade de neutralizar
EROs tem sido associada ao envelhecimento (VICTORINO et al., 2013), porém em
mulheres naturalmente menopausadas foi descrito aumento desse parametro,
justificado por maior producdo de antioxidantes de baixo peso molecular néo
enzimatico, em compensacdo a reducdo estrogénica (VICTORINO et al., 2013).
Neste trabalho a auséncia da diminuicdo da capacidade antioxidante plasméatica nas
fémeas senis poderia ser um indicativo de um inicio desse processo adaptativo.
Sabe-se que o acido Urico representa 60% da capacidade antioxidante plasmatica,
guando determinada pelo método FRAP (BOAVENTURA et al., 2012). A maior
concentracdo de acido Urico nas ratas senis explicaria a auséncia de reducdo na
capacidade antioxidante plasméatica nestes animais.

O tratamento dos animais jovens elevou a capacidade antioxidante plasmatica
corroborando achados em humanos (BOAVENTURA et al., 2012; SILVA et al.,
2008). Efeito mais acentuado foi constatado nas fémeas senis e poderia ser

atribuido a diminuicdo da capacidade hepética em conjugar polifendis, para produzir
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compostos mais hidrossollveis, que possam ser excretados na urina (D’ARCHIVIO
et al., 2007). Essa alteracdo hepatica poderia ser resultante de um estado pro-
oxidativo no envelhecimento (JAYAKUMAR et al., 2007; SENTHIL KUMARAN et al.,
2008). Essa possibilidade néo foi confirmada, uma vez que néo foi constatada maior
oxidacao lipidica no figado do grupo senil em relacdo ao jovem. A auséncia de
danos hepéticos foi confirmada através da avaliacdo de aspartato aminotransferase
e alanina aminotransferase. Nenhuma alteracdo em ALT ou AST foi observada apos
o tratamento dos animais jovens ou senis, um indicativo de inexisténcia de lesdes
hepéticas induzidas pela ingestdo do chd mate pelo periodo de 8 semanas.

A acdo das EROs sobre lipideos de membrana resulta em degradacao
oxidativa, que gera produtos citotdxicos, dentre os quais MDA. Maior quantidade de
MDA em eritrocitos humanos esta relacionada com a diminuicdo da capacidade
antioxidante no plasma durante o envelhecimento (PANDEY; RIZVI, 2010). Porém
nossos resultados indicaram que nas fémeas senis 0 aumento de MDA néo poderia
ser associado a esse fator. O método FRAP estima a totalidade de antioxidantes nao
enzimaticos de baixo peso molecular, como glutationa reduzida (GSH), acido Urico,
vitamina C, bilirrubina dentre outros (GANDRA et al., 2004). Além dessas moléculas,
nas fémeas o estrogeno contribui para a neutralizacdo das espécies reativas de
oxigénio (ZHU et al., 2013), o que poderia explicar o maior dano oxidativo observado
nos eritrocitos de animais senis, com menores concentracées de estrégeno.

A capacidade do cha mate em diminuir danos oxidativos teciduais ndo esta
associada apenas a capacidade de neutralizar EROs, mas também a melhora na
defesa antioxidante enziméatica (BOAVENTURA et al.,, 2012), promovida pelo
aumento da expresséo génica das enzimas SOD, CAT e GPx (MATSUMOTO et al.,
2009) e da enzima antioxidante paraxonase-2 (FERNANDES et al., 2012).

Corroborando a literatura (AYDIN et al., 2010; INAL et al., 2001; JAYAKUMAR
et al., 2007; KUMARAN et al., 2009; POSADAS et al., 2009; RAMESH et al., 2012,
SENTHIL KUMARAN et al., 2008; WU et al., 2008;) nossos resultados indicam que
o envelhecimento diminui a atividade de SOD, CAT e GPX nos eritrocitos.

A SOD compreende uma familia de enzimas que catalisa a transformacéo do
radical superdxido, espécie quimica que danifica membranas e outras estruturas

bioldgicas, para H,0,, que pode ser posteriormente degradado pela CAT ou GPx
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(PEREZ-CAMPO et al., 1998; VALKO et al., 2007). A diminuicdo de SOD observada
nas hemacias das fémeas senis pode ser associada ao acumulo de produtos de
dano oxidativo (JAYAKUMAR et al., 2007), atribuido em parte a diminuicdo do
estrégeno (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2012). A exposicdo continua ao anion
superoxido também pode diminuir atividade de SOD, uma vez que a enzima de
origem endogena é inibida irreversivelmente por elevadas quantidades de seu
produto de reacdo (ANDERSEN et al., 1997). No figado, onde néo foi constatado
maior dano oxidativo em resposta ao envelhecimento, foi observada maior atividade
de SOD na senilidade.

As enzimas GPx e CAT desempenham papel importante na degradacao de
H,O, produzido pela SOD. GPx neutraliza o H,O, removendo dois atomos de H de
duas moléculas de glutationa reduzida (GSH), resultando em duas moléculas de
H,O e uma de glutationa oxidada (GSSG) (PANDEY; RIZVI, 2010). A CAT promove
a decomposicéo direta do H,O,a O, (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A influéncia do envelhecimento na atividade da CAT ainda ndo esta bem
elucidada. Ha relatos de aumento da atividade enzimatica em resposta a senilidade,
em eritrécitos de ratos e humanos (GIANNI et al., 2004; INAL et al., 2001; RIZVI;
MAURYA, 2007). Porém em roedores também tem sido demonstrado que, com o
avancar da idade, a atividade enzimatica diminui (TOKUNAGA et al., 1998), como
constatado neste trabalho. A acdo da CAT parece ser mais efetiva em
concentracbes mais elevadas de H,O, (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Com a
diminuicdo da atividade de SOD a formacdo de H,O, foi reduzida, o que poderia
explicar a menor atividade de CAT observada nos animais senis. Os danos
oxidativos nos lipidios poderiam ocorrer em funcdo de um aumento na producao de
radical hidroxila, a partir da reagéo de O, com ferro (WALLING, 1975).

No tecido hepatico, uma possivel maior formacdo de H,O, em funcdo do
aumento da atividade de SOD poderia explicar a elevacdo da CAT nas fémeas senis
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007), bem como a auséncia de maior dano oxidativo.
Os dados da literatura remetem a diminuicdo na atividade dessa enzima com o
envelhecimento no tecido hepatico de ratos machos, porém associada a menor
atividade de SOD (JAYAKUMAR et al., 2007; POSADAS et al., 2009; RAMESH et
al., 2012).
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O envelhecimento esta associado a menor atividade de GPx no tecido
hepatico, como comprovado por Ramesh et al. (2012) que trabalharam com machos
senis de 24 meses. Nas fémeas senis a menor atividade enzimatica constatada em
figado e eritrocitos pode ser atribuida a diminuicdo na concentracdo do estrégeno
(MASSAFRA et al., 2000; SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2012).

O uso de antioxidantes tem se mostrado efetivo em reduzir as alteragdes
associadas ao estresse oxidativo no envelhecimento. Segundo Halliwell (1994,
2012) determinar a quantidade ideal a ser ingerida € o maior desafio da atualidade.
A acédo de llex paraguariensis na diminuicdo do estresse ndo esta associada apenas
a acdo antioxidante dos bioativos presentes nessa erva, mas também ao aumento
da defesa antioxidante enzimatica.

Doses diarias de 0,5 g/kg por periodo de 15 dias aumentaram a atividade de
SOD, CAT e GPx nos eritrécitos e hipotalamo de ratos (SCOLARO et al., 2012). A
administracdo de 5 g/dia de chad mate a mulheres saudaveis por uma semana
aumentou a expressdo das enzimas antioxidantes nos leucdécitos do sangue
periférico (MATSUMOTO et al.,, 2009). Dose de 1,0 g/kg administrada a
camundongos por 60 dias elevou a expressao génica de SOD, CAT e GPx, de forma
mais efetiva que doses de 2,0 g/kg (ARCARI et al., 2009). Infusbes preparadas nas
concentracbes de 10 a 40 mg/mL e oferecidas a vontade para hamsters por 8
semanas aumentou a expressado de SOD e GPx. Maior expressao dessas enzimas
foi observada nos animais que tiveram acesso a infusdo com menor concentragao
de mate tostado (GAO et al., 2013).

Em nossos experimentos a dose utilizada para o tratamento dos animais (20
mg/kg de m.c) foi inferior aquelas utilizadas em outros trabalhos, mas mostrou-se
efetiva em aumentar as atividades de SOD e CAT, nos eritrocitos e no figado, e
aumentar GPx, no figado, dos animais jovens e senis, apesar da diminuicdo na
concentracdo plasmatica de estrégeno. Porém uma resposta diferente ao tratamento
foi observada na atividade de GPx nos eritrocitos. Enquanto nos animais senis a
administracao de llex paraguariensis permitiu uma melhora da atividade GPx, nos
animais jovens foi constatada diminuicdo. Essa menor atividade de GPx apos a

exposicdo ao chi mate parece ter sido compensada pela grande elevacdo na CAT,
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0 que impediu a existéncia de maior dano oxidativo nos lipideos, porém os

mecanismos envolvidos nesse processo precisam ser elucidados.



CONCLUSOES



57

6 CONCLUSOES

O tratamento com cha mate por 8 semanas ndo promoveu dano hepatico e
nao alterou o padréo de ciclo estral, nas idades estudadas.

A ingestdo de CM, dose de 20 mg/kg de m.c., reduz o dano oxidativo em
eritrocitos e figado, através do aumento da capacidade antioxidante plasmatica e da
atividade das principais enzimas antioxidantes.

A resposta ao tratamento com CM foi diferente nos tecidos estudados,
eritrocitos e figado, independente das idades dos animais.

Os efeitos do cha mate sobre a defesa antioxidante enzimatica e dano lipidico
sao influenciados pela idade.

InvestigacBes acerca do menor tempo necessario para alcancar os resultados
benéficos, bem como a acdo em outros tecidos ja estdo sendo conduzidas, na busca
de uma melhor compreensdo da acédo protetora do CM contra o aumento do

estresse oxidativo associado ao envelhecimento em fémeas.
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Abstract

Aging process in females is characterized by a progressive decline in biochemical and
physiological functions of various tissues and organs, and involves a series of
endocrinological changes. Estrogen production becomes erratic, antioxidant protection is lost
and oxidative stress is assumed to increase. Mate tea (llex paraguariensis) is widely
consumed in southern Latin American countries, and presents antioxidant activity attributed
to polyphenols. This study investigated the effect of long term treatment with mate tea in
senile female rats. Wistar rats 4 and 17 months of age were divided into 4 groups: Senile (S),
Senile treated with Mate Tea (SMT), Young (Y) and Young treated with Mate Tea (YMT).
SMT and YMT groups received daily mate tea (20mg/kg BW) for 8 weeks. Plasma FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power), thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and
the activities of antioxidant enzymes, superoxide dismutase, catalase and glutathione
peroxidase were evaluated in the blood and liver of rats. Mate tea treatments enhanced
plasma FRAP, decreased TBARS and improved antioxidant enzyme activities in erythrocytes
and liver of senile rats. Long term treatment with mate-tea improved oxidant defense and

reduced oxidative damage associated with aging in females.

Keywords: Mate Tea, Oxidative Damage, Defense Antioxidant, Aging, Oxidative Stress.
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1. Introduction

Aging is a complex and multifactorial process characterized by a progressive decline
in biochemical and physiological functions of various tissues and organs in an individual. The
causes of this decline are still unclear but it has been proposed that increased oxidative
stress, disturbance in energy metabolism and a primary deregulation of the immune system
play an important role [1].

Oxidative stress (EO) is characterized by the imbalance between the production and
elimination of reactive oxygen species (ROS) that results in molecular injuries induced by
oxidative reactions with protein, carbohydrates and lipids [2]. According to the free radicals
theory of aging, oxidative stress increases with age [3, 4] resulting an increase in oxidative
damage to biomolecules [5, 6]. In recent years, oxidative stress has been implicated in a
wide variety of degenerative processes and diseases related to aging, such as cancer,
atherosclerosis, heart attacks, strokes, chronic and acute inflammatory problems, and central
nervous system disorders such as Parkinson’s disease and Alzheimer’s dementia [7].

Under normal conditions, ROS are kept at optimal physiological levels by antioxidant
defense systems. This system is composed of the major antioxidant enzymes superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and the biological
antioxidants that include reduced glutathione, bilirubin, creatinine, uric acid, vitamin C and
vitamin E [8].

The aging process in females involves a series of endocrinological changes. Estrogen
production becomes erratic and antioxidant protection is lost, and EO is assumed to increase
[9]. Estrogen molecule has a phenoalic ring in the A position that scavenges free radicals and
prevents oxidative damage [10]. In addition, estrogen increases the gene expression of
antioxidant enzymes and decreases pro-oxidant enzyme expression (NADPH Oxidase) [11].

Yerba Mate tea (Mate) is a herbal tea beverage widely consumed in southern Latin

American countries (Brazil, Argentina, Paraguay and Uruguay), which is gaining rapid
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penetration into world markets, including the United States [12]. The tea is prepared by the
infusion of dry leaves of llex paraguariensis, a plant of the Aquifoliaceae family [13, 14]. Mate
is also marketed in individual tea bags and lyophilized form.

Mate tea presents a nutraceutical profile, acting as hypocholesterolemic,
hepatoprotector [15], central nervous system stimulant [16] and is used in the management
of obesity [17, 18, 19]. In addition to these effects, mate also is an antioxidant [20, 21]. The
antioxidant activity of yerba mate can be attributed to various polyphenols, mainly caffeoyl
derivatives such chlorogenic acids, a family of esters formed between certain trans cinnamic
acids and quinic acid [12]. Chlorogenic acids are free radicals and metal scavengers, and
have been shown to modulate gene expression of antioxidant enzymes [22].

Reports that have demonstrated the ability of antioxidant nutrients to revert or prevent
changes associated with oxidative damage in aging are important, as they indicate
alternative nutrients for enhancing the quality of life. Furthermore, it is fundamental to
investigate whether the effects of mate consumption are influenced by age, to ensure that it
is safe to use the product. Therefore, in this study, the effects of long term treatment with
mate tea were evaluated in female Wistar rats aged 19 and 6 months. Oxidative lipid
damage (TBARS) and the activities of antioxidant enzymes SOD, CAT and GPx were
estimated in the erythrocytes and liver. Erythrocytes were used because they are the most
easily available cell type and suffer higher oxidative lipid damage due to aging [23]. In
addition, the liver was studied because oxidative hepatic damage increases with aging [24]

and may be partially prevented by antioxidants [25].

2. Methods and Materials

2.1. Analysis of mate tea

2.1.1. Mass Spectrometry of mate tea. The mate tea was analyzed by electrospray ionization

(ESI) and multistage fragmentation held in an interface-type ion-trap (IT). The negative mode
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was chosen. For generation and analysis of first-order mass spectra (MS) and for the
remaining experiments in multiple stages (MSn), the subsequent parameters were followed:
capillary voltage of -4 V, spray voltage of -5 kV, capillary temperature 280°C, carrier gas (N2)
flow 60 (random units). The track acquisition was m/z 150-1500, with two or more events
performed simultaneously. The first event was a full scan spectrum of masses to collect data
on ions in the range m/z established. The remaining events were MSn experiments
conducted from data for the first scan pre-selected precursor ions with collision energy
between 20 and 30% of the total energy of the instrument. The Xcalibur (Thermo Scientific

®) software was used for collection and processing of spectral data.

2.1.2. Total polyphenol content. Were estimated using the method of Folin-Ciocalteau, as
described in Taga et al. (1984) [26]. This method consists in adding 20uL of tea mate to a
solution of Na2CO3 2% (w/v) and, after 2 minutes, added Folin 1:1 (v/v). After incubating for
30 minutes, absorbance was determined at 750 nm. The total concentration of polyphenols

was expressed in polyphenol mg/g mate tea, using a standard curve of gallic acid.

2.1.3. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). Total antioxidant capacity was assessed
according to Benzie and Strain (1996) [27]. This method is based on reducing the ferric
complex tripiridil triazine (Fe3+-TPTZ) to form Fe2+ in acidic medium. The absorbance was
estimated at 595 nm and the results are expressed in mmol/L, using a standard curve of

ferrous sulfate.

2.2. Animals. Female Wistar rats aged 4 and 17 months, obtained from the central bioterium
of University Estadual Paulista — Unesp (Aracatuba, Sdo Paulo, Brazil) were used in the
experiments. The environment was controlled by light (12 h light/dark cycle starting at 7:00
am), temperature (23+3 °C) and relative humidity (60+5%). Animals had free access to water

and standard rat chow (Labina Purina, Brazil). The acclimation period was of 1 week. All
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procedures were approved by the local institutional Animal Care and Use Committee

(Protocol Number: 00517-2012).

2.3. Estrous cycle. The estrous cycle was accompanied for 15 days before the treatment
started, 15 days during the treatment period and 15 days before the sacrifice. Every morning
between 8:00 and 10:00 a.m. each animal cage was carried to the experimental room.
Vaginal secretion was collected with a plastic pipette filled with 10 yL of normal saline (NacCl
0.9% - w/v) by inserting the tip into the rat’s vagina, but not deeply. Vaginal fluid was placed
on glass slides for analysis under a light microscope [28]. We only used young female rats

with regular estrous cycles and senile permanent diestrus.

2.4. Mate Tea Preparation. Mate tea used in this study was from the same batch and was
obtained from Leé&o Jr., Curitiba, PR, Brazil. Daily tea was dissolved in 80°C water (American
Dietetic Association protocols) and cooled to room temperature before being administered to

the animals.

2.5. Experimental Design. The animals were randomly divided in four groups (n=10 per
group): Senile (S), Senile treated with Mate Tea (SMT), Young (Y) and Young treated with
Mate Tea (YMT). The SMT and YMT groups received, by gavage, daily mate tea (20mg/kg
BW) for eight consecutive weeks. The S and Y groups were treatment similarly, but with
water. At the end of the experiment, the animals fasted for 12 hours were anesthetized using
sodium pentobarbital (30mg/kg BW) and euthanized by abdominal aorta puncture. The liver

and blood were collected.

2.6. Preparation of Liver Tissue. The liver was removed immediately after death of the
animal, wrapped, transferred to N2 and then to -80°C where it remained stored. Before
analysis tissue was homogenized in Tris-HCI buffer (100 mmol / L), EDTA (50 mmol / L), pH
= 7.0. The homogenate was centrifuged at 1. 000 x g, 10 min, 4°C, and the supernatant used

for biochemical analysis.
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2.7. Blood collection. Blood was collected and transferred to heparinized tubes for
erythrocyte separation. Blood samples were centrifuged at 1.000 x g for 15 minutes at 4°C,
and plasma was removed by aspiration and frozen at -80°C until analysis. Erythrocytes were
washed three times with saline solution (NaCl 0.9% w/v) and centrifuged at 1.000 x g for 3
minutes at room temperature. Lysates were prepared adding a solution containing 4 mmol/L

MgS04 at 1 mmol/L acetic acid (1:100 solution/erythrocytes, v/v) and frozen at -80°C.

2.8. Plasma FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). The FRAP was evaluated by the
method described in item 2.1.3 [27], using 15 microliters of plasma. The absorbance was
estimated at 595 nm and the results are expressed in mmol/L, using a standard curve of

ferrous sulfate.

2.9. Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS). The thiobarbituric acid reactive
substances were determined as described by Bueg and Aut (1978) [29]. This method
consists of adding 10% trichloroacetic acid (w/v) in the sample to promote the precipitation of
proteins and to acidify the medium. This mixture was then centrifuged (3 min, 1.000 x g).
Thiobarbituric acid (0.67% w/v) was added to the reaction medium after extraction of free
protein. The sample was placed in a water bath (100°C, 15 min). Absorbance was read at
535 nm and the results were expressed as nmol/mg protein. The molar absorption coefficient

used was 1.56 x105 M-1 cm-1.

2.10. Superoxide Dismutase Activity Assay (SOD). SOD was estimated by the method of
Marklund (1974) [30], based on the inhibition of the reaction of superoxide anion with
pyrogallol. The superoxide is generated by auto oxidation of pyrogallol in basic medium and
the SOD present in the sample competes for this radical with the detection system. The
oxidation of pyrogallol was detected in spectrophotometer at 420 nm. The amount of enzyme
required to achieve 50% inhibition of auto oxidation of pyrogallol is considered as one unit of

enzymatic activity. Results were expressed in units/min/mg of protein.
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2.11. Catalase Activity Assay (CAT). CAT activity was determined as described in Boveris
and Chance (1973) [31], based on the consumption of the substrate hydrogen peroxide in
the reaction medium containing potassium phosphate buffer 50 mmol/L, pH 7.4 and 0.3
mol/L H202. Sample (10 pL) was added in the reaction medium and absorbance was

measured at 240 nm. Results were expressed in nmols of H202 consumed/min/mg protein.

2.12. Glutathione Peroxidase Activity Assay (GPx). GPx activity, expressed as mmol of GSH
consumed/min/mg of protein, was measured by following NADPH oxidation at 340 nm in a
reaction medium containing 0.17 mmol/L reduced glutathione, 0.2 U/mL glutathione
reductase, 0.5 mmol/L tert-butyl hydroperoxide, as described by Flohé and Gunzler (1984)

[32].

2.13. Determination of aspartate aminotransferase (GOT) and alanine aminotransferase
(GPT). Plasma total GOT and GPT levels were measured using a Labtest kit (Labtest

Diadgnostica SA, MG, Brazil). GOT and GPT levels were expressed as IU/mL of plasma.

2.14. Plasma estrogen concentration. Was determined by radioimmunoassay using a MP
Biomedicals kit (Diagnostics Divisions, New York, USA). The results were expressed in pg/

mL and intergroup comparisons were carried out by Dunnett’s test.

2.15. Protein Determination. Protein was measured by the method of Lowry et al. (1951) [33]
with bovine serum albumin used as standard. The absorbance was determined at 660nm.

The results were expressed in mg/mL.

2.16. Statistical Analysis. The statistical analysis was performed using Graph Pad Prism
(version 5.0) statistical program. The data are expressed as the meanzstandard error.
Intergroup comparisons were carried out by one-way ANOVA test and Tukey’s post-test,

considering p<0.05 as significant.
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3. Results

The Folin-Ciocalteu assay was used to measure total polyphenols in the mate tea,
demonstrating that there are 113.37 mg/g of mate lyophilized. The mass spectroscopy profile
(Figure 1A) revealed the presence of caffeoylquinic derivatives as 3-CQA (cis 3-0-
caffeoylquinic acid) - chlorogenic acid, which is considered to be the highest antioxidant of
mate tea [34, 35]; 5-p-CoQA (5-0-p-cumaroylquinic acid); CeQA acid (3-o-feruloylquinic);
4C,5 pCoQA acid (4-o-caffeoyl-5-0-p- cumaroylquinic acid) and cis 4,5-diCQA (4,5-di-o-
caffeoylquinic acid) (Figure 1B). The antioxidant capacity of mate lyophilized was
demonstrated by FRAP assay (534.67 mmol/L). These results ensured that mate lyophilized
may be used as a source of antioxidants.

No variation was observed in the average values of plasma aspartate transaminase
(GOT) and alanine transaminase (GPT), showing that long term treatment didn’t affect
hepatic function (Table 1). Feed and water intake didn’t change with the treatment (data not
shown). Body weight not changed during the experiment in any groups (data not shown).

The following of the estrous cycle of rats, carried out for period of 15 days before the
beginning of the treatment, during and before euthanasia, demonstrated that the majority of
senile rats stayed longer in diestrus and the younger rats showed estrous cycle rhythm. The
treatment didn’t induce changes in the cycle patterns, regardless of age of animals.

In order to prevent stress exposure to animals, the last cycle estrous analysis was
performed on the eve of the experiment and indicated that the senile rats were in diestrus, an
indicator of low plasma estrogen concentration. The young rats were in estrus or pro-estrus,
indicating higher concentration of this hormone.

The average plasma estrogen concentration in senile rats was lower when compared
to the one of the young. The mate treatment didn't alter the plasma hormone level,

regardless of age (Table 1).
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Aging didn’t affect the plasma antioxidant capacity, determined by chemical FRAP
assay. The treatment increased (p <0.05) FRAP in both groups (YMT and SMT). The
response to treatment was influenced by age, since the increase was 41.9% higher in senile
rats than young female (Figure 2).

We studied the effects of mate tea administration on Thiobarbituric Acid Reactive
Substances (TBARS). TBARS measure malondialdehyde (MDA), a product of
lipoperoxidation caused mainly by hydroxyl free radicals. Lipid peroxidation in erythrocytes
was increased by 34% (p<0.05) due to aging. Figure 3A shows that mate tea administration
significantly decreased oxidative damage in young animals (71.5%) and senile (78.5%) in
erythrocytes of rats. When we analyzed the liver, no difference was observed in TBARS
when compared Y with S. Mate tea administration for 8 weeks also decreased TBARS levels
in young animals (31.5%) and senile (17.4%) in the liver of rats (Figure 3B).

Aging and mate tea administration influenced antioxidant defense enzymes in
different ways. The activities of SOD, CAT and GPx in erythrocytes were reduced with aging.
The largest decrease was observed in CAT activity (5.4-fold). In young animals, treatment
with mate tea increased the activity of SOD (5.6-fold) and CAT (1.7-fold), but there was no
increase in GPx activity. Where as in senile animals, mate tea increased the activity of SOD
(6.6-fold) and GPx (13.8-fold), without changing CAT activity (Figure 4).

The liver antioxidant defense was modified due to senility. GPx activity was shown to
be decreased (76.7%) when Group Y was compared with Group S, while there was
increased SOD (30.7%) and CAT (50.8%) activity in the senile group. After mate treatment
the SOD activity in young and senile animals was 47.5% and 26.9% higher than the no
treatment groups, respectively. In young animals, treatment with mate tea increased the CAT
(41.9%) and GPX (46.9%) activity, and this increase was also observed in senile animals

when CAT (30.3%) and GPX (115.9%) activity was estimated (Figure 5).
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4. Discussion

The tea infusion obtained from the leaves of llex paraguariensis is considered one of
the most antioxidant-rich beverages consumed in several countries in South America.
Studies have revealed that this drink has 70% more antioxidant activity when compared with
green tea [36].

About 3% of a dry weight sheet or 1 to 10% (w / v) aqueous extract of llex
paraguariensis consists of polyphenols [12, 37, 38, 39], to which the antioxidant activity of
this drink is attributed [20]. The analysis of mate tea used in this study demonstrated the
presence of 113.37 mg of polyphenols in each gram of lyophilized product, a value 23%
higher than that reported in dry leaves [12]. This difference can be attributed to processing
method, or differences that may be associated with system of herb cultivation [22].

The capacity of mate tea to neutralize ROS is attributed to Caffeoylquinic derivatives
[40]. In the preparation administered to the animals, the following derivatives were identified:
cis 3-o-caffeoylquinic acid (3-CQA), 5-o0-p-cumaroylquinic acid (5-p-CoQA), 3-o-feruloylquinic
acid (CeQA), 4-o-caffeoyl-5-0-p-cumaroylquinic acid (4C,5 pCoQA) and 4,5-di-o-
caffeoylquinic acid (cis, 4,5-diCQA). Chlorogenic acids (3-CQA) have been extensively
studied due to their free radical and metal scavenging capacity, and ability to modulate
the gene expression of antioxidant enzymes [34, 40, 41].

ROS are produced by aerobic cells as byproducts of metabolism and are in balance
with the antioxidant system. Oxidative stress occurs when this balance is disrupted by
environmental or physiological changes, which overwhelm the biological system.
Consequently there is greater damage to DNA, proteins and lipids [23]. According Harman
(1956 and 2006) [3, 4] oxidative stress increases with age.

Aging is described as a progressive decline in the biochemical and physiological
functions of the organism and is associated with a greater predisposition to degenerative

diseases, diabetes, cardiovascular disease and cancer. Although the mechanisms involved
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in the aging process have not been fully elucidated, there is evidence that increased
oxidative damage caused by ROS could be a main determinant in this process [42].

In women, aging is accompanied by closure of the ovulatory and menstrual cycles
and reduction in plasma estrogen, leading to menopause, after which increased oxidative
stress is detected [43]. In females of other mammalian species, aging is accompanied by a
period of large fluctuations in hormone concentrations and consequent changes in the
estrous cycle [44].

In female rodents, the estrous cycle lasts an average of four to five days and is
divided into: proestrus, estrus, metaestrus and diestrus. Analysis of the vaginal smear allows
the indirect, but necessary evaluation of ovarian activity that abruptly changes due to
fluctuations in estrogen [45]. The results of the present study indicate that senile rats
remained in diestrus, and younger rats in estrus or proestrus, for a longer period. The lower
estrogen levels in senile rats, widely described in the literature [46], were confirmed in this
study, by hormone level testing. The absence of differences in plasma estrogen and estrous
cycle pattern between the treated groups and their controls indicates that prolonged
exposure to the mate tea did not affect these parameters.

Plasma antioxidant capacity is a primary marker of oxidative stress in aging and age-
related diseases, such as diabetes and cardiovascular disease [23]. There are several
methods to assess this parameter, however FRAP is routinely used because it is fast and
highly reproducible [47]. Reduced capacity to neutralize ROS has been linked to aging [45],
but in naturally menopausal women, increase in this parameter has been described, justified
by the increased production of non-enzymatic low molecular weight antioxidants, to
compensate the reduction in estrogen [45]. In this study, the absence of reduction of FRAP in
senile females could be indicative of the onset of this adaptive process, and should be

investigated further.
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Treatment of young animals increased plasma antioxidant capacity, corroborating the
findings of studies in humans [48, 49]. The most pronounced effect was observed in senile
females, and could be attributed to the decreased ability of the liver to conjugate polyphenols
that can be excreted in urine [50]. This change in the liver could be due to a pro-oxidative
state in aging [51, 52]. This possibility has not been confirmed, because no higher lipid
oxidation was noted in the liver of the senile group in comparison with the young. The
absence of liver damage was confirmed by evaluating the aspartate aminotransferase and
alanine aminoatransferase levels. No change in GOT and GPT was observed after treatment
of young and senile animals, indicative of the absence of liver damage induced by ingestion
of mate tea for a period of 8 weeks.

The action of ROS on membrane lipid peroxidation results in the incorporation of
molecular oxygen into a polyunsaturated fatty acid, leading to oxidative degradation that
starts the chain reactions that generate different cytotoxins, such as MDA. As a result,
changes occur in the structure and permeability of the membrane, leading to loss of ion
exchange selectivity, and release of the contents of organelles [53].

A larger amount of MDA in human erythrocytes is associated with a decrease in
FRAP during aging [23]. However, the results of the present study indicated that the increase
in MDA in senile females could not be associated with this factor. The FRAP method
estimates the totality of non-enzymatic low molecular weight antioxidants, such as reduced
glutathione (GSH), uric acid, vitamin C, bilirubin and other ROS [54]. In females, in addition
to these molecules estrogen contributes to the neutralization of reactive oxygen species [55],
which could explain the increased oxidative damage observed in the erythrocytes of senile
animals in diestrus.

The capacity of mate tea in reducing oxidative damage is not only associated with
ability to neutralize ROS, but also improves the antioxidant defense enzymes [49], promoted

by increased gene expression of SOD, CAT and GPx [56].
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Corroborating the literature [8, 51, 52, 57, 58, 59, 60, 61] the results of the present
indicate that aging reduced the activity of SOD, CAT and GPX in erythrocytes.

SOD comprises a family of enzymes that catalyze the conversion of superoxide, a
chemical species that damages cell membranes and other biological structures, to H,O,,
which can be further degraded by CAT or GPx [62, 63]. The reduction of SOD observed in
the erythrocytes of senile females may be associated with an accumulation of oxidative
damage products [51], partly attributable to reduced estrogen [9]. Continuous exposure to
superoxide anion (O,), can also reduce SOD activity, because the endogenous enzyme is
irreversibly inhibited by high amounts of its reaction product [64]. In the liver, where no
greater oxidative damage was found in response to aging, higher SOD activity was shown in
senility.

GPx and CAT enzymes play an important role in the degradation of H,O, produced by
SOD. GPx neutralizes H,O, removing two H atoms from two molecules of reduced
glutathione (GSH), resulting in two H,O molecules and oxidized glutathione (GSSG) [23].
The CAT promotes the direct decomposition of H,O,to O, [65].

The influence of age on CAT has not yet been elucidated. There are reports of
increased enzyme activity in response to senility in rat and human erythrocytes [57, 66, 67].
But in rodents, it has also been shown that the enzyme activity decreases with advancing
age [68], as found in this study. CAT activity appears to be more effective at higher
concentrations of H,O, [65]. With the reduction in SOD activity the formation of H,O, was
decreased, which could explain the lower CAT activity observed in senile animals. The
oxidative lipid damage could occur due to an increased production of hydroxyl radicals via
the Fenton reaction [69], from O;".

In liver tissue, a possible increased H,O, formation due to the increase in SOD
activity could explain the elevation of CAT in senile females [65], as well as the absence of

higher oxidative damage. Data in the literature relate the reduction in the activity of this
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enzyme to aging in the liver tissue of male rats, but associated with lower SOD activity [8, 51,
60].

Aging is associated with reduced activity of GPx in the liver, as shown by Ramesh et.
al. (2012) [8] who worked with senile male rats aged 24 months. In senile females the lower
enzyme activity observed in the liver and erythrocytes can be attributed to the reduction in
estrogen [9, 70].

The use of antioxidants has been shown to be effective in reducing the changes
associated with oxidative stress in aging. According to Halliwell (1994, 2012) [71, 72]
determining the optimal amount to be ingested is the greatest challenge at present. The
action of llex paraguariensis in reducing stress is not only associated with the antioxidant
action of bioactive compounds present in this herb, but also to increased antioxidant defense
enzymes. Doses of 0.5 g / kg daily for 15 days increase the activity of SOD, CAT and GPx in
the erythrocytes and hypothalamus of rats [73]. The administration of 5 g / day mate tea in
healthy women for a week increased the expression of antioxidant enzymes in the blood [56].
A dose of 1.0 g / day administered to mice for 60 days increased the gene expression of
SOD, CAT and GPx, more effective than doses of 2.0 g / day [74]. Infusions prepared at
concentrations of 10 to 40 mg / mL and offered to hamsters for 8 weeks increased the
expression of SOD and GPx. Increased expression of these enzymes was observed in the
animals that had access to lower concentrations of mate infusion [75].

In the experiments in this study, the dosage used to treat the animals (20mg/kg BW)
was lower than those used in other studies, but proved to be effective in increasing the
activities of SOD and CAT in the erythrocytes and liver of young and senile animals, despite
the reduction in plasma estrogen. However, a different response to treatment was observed
in GPx. While the administration of llex paraguariensis in senile animals allowed an
improvement in GPx activity, in young animals a reduction was found. This lower GPx activity

after exposure to mate tea appears to have been offset by the large increase in CAT, which
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prevented the occurrence of greater oxidative lipid damage, but the mechanisms involved in
this process need to be elucidated.

It was concluded that the intake of low-dose mate tea for 8 weeks, improved
antioxidant defense and reduced oxidative damage associated with aging in the erythrocytes
and liver of rats. Investigations into the shortest time necessary to achieve beneficial results,

as well as action in other tissues are already underway.
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Figures — Legends

FIGURE 1

Mass spectroscopy profile of Mate tea (A). Caffeoylquinic derivatives identified in mate tea:
3-CQA (cis 3-o-caffeoylquinic acid; 5-p-CoQA (5-o0-p-cumaroylquinic acid); CeQA acid (3-o-
feruloylquinic); 4C,5 pCoQA acid (4-o-caffeoyl-5-0-p- cumaroylquinic acid) and cis 4,5-diCQA
(4,5-di-o-caffeoylquinic acid) identified by Mass Spectrometry (B).

FIGURE 2
Effect of administration of mate tea on plasma antioxidant capacity, measured by ferric
reducing ability (FRAP). Data are presented as mmol/L (meanzstandard error), n=10 per

group. *p<0.05 when compared with Y; “p<0.05 when compared with S and YMT.

FIGURE 3
Effect of administration of mate tea on thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) in
erythrocytes (A) and liver (B) of rats. Data are presented as nmol/mg protein (meanzstandard

error), n=10 per group. *p<0.05 when compared with Y; *p<0.05 when compared with S.

FIGURE 4

Effect of administration of mate tea on SOD (A), GPx (B) and CAT (C) activities in
erythrocytes of rats. Data are presented as meanztstandard error, n=10 per group. Units:
SOD, U/min/mg protein (1 unit is equal to the amount of enzyme that inhibits the pyrogalol
auto-oxidation by 50%); GPx, mmol of GSH consumed/min/mg protein; CAT, nmols of H,O,
consumed/min/mg protein. *p<0.05 when compared with Y; *p<0.05 when compared with S
and YMT.

FIGURE 5

Effect of administration of mate tea on SOD (A), GPx (B) and CAT (C) activities in liver of
rats. Data are presented as meanzstandard error, n=10 per group. Units: SOD, U/min/mg
protein (1 unit is equal to the amount of enzyme that inhibits the pyrogalol auto-oxidation by
50%); GPx, mmol of GSH consumed/min/mg protein; CAT, nmols of H,O, consumed/min/mg

protein. *p<0.05 when compared with Y; *p<0.05 when compared with com S and YMT.
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TABLE

Table 1. Plasma estrogen concentration, determination of aspartate aminotransferase (GOT)
and alanine aminotransferase (GPT) in plasma of rats.

Groups
Parameters Y YMT S SMT
Plasma estrogen
concentration 540.7+83.26 254.3+93.87 176.6+21.15 341.5+125.3
(pg/mL)
Aspartate
aminotransferase 308.6+73.27 303.6+32.24 438.080.23 387.0+56.83
(GOT) (IU/mL)
Alanine
aminotransferase 565.2+91.23 536.6+38.53 497.8+27.34 461.0+64.13

(GPT) (IU/mL)

Data are presented as meanzstandard error, n=10 per group. Statistical significance: p<0.05.



