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RESUMO

Infusbes de erva-mate (llex paraguariensis, St. Hil., Aquifoleacea)
possuem propriedades hipocolesterolémica e antioxidante, dentre
outras. No entanto, muitas pessoas ndo mantém o habito de ingerir chas,
particularmente aqueles de sabor amargo como a erva-mate, e deixam
de se beneficiar dessas propriedades. Assim, idealizamos a producdo de
capsulas de erva-mate e o objetivo deste estudo foi verificar a eventual
toxicidade clinica da ingestdo de capsulas contendo extrato seco de
erva-mate verde por individuos saudaveis, e avaliar o potencial
hipocolesterolémico e antioxidante das capsulas de erva-mate verde
(EMV) e tostada (EMT), em individuos dislipidémicos (DLP), e em
individuos com hipercolesterolemia sob tratamento com estatinas
(HCE). Participaram deste estudo 77 individuos (n = 48/29, m/h), com
idade média de 45,2 + 1,4 anos. Inicialmente, foi realizado o estudo
toxicoldgico agudo (sete dias) e cronico (60 dias) com individuos
normolipidémicos (NLP; n = 14) que ingeriram EMV. No estudo
hipocolesterolémico e antioxidante, os individuos DLP foram
distribuidos em trés grupos: i) DLP-EMV, n = 16; ii) DLP-EMT, n = 16
e; iii) placebo (DLP-PL), n = 16. Os individuos HCE foram distribuidos
em dois grupos: i) HCE-EMV, n = 8; e ii) HCE-PL, n = 7. Todos 0s
individuos ingeriram trés capsulas com extrato seco de erva-mate verde,
tostada ou placebo, 3 vezes/dia, durante 60 dias. Amostras de sangue
foram coletadas, apos jejum de 12-14 h antes e ap6s 7, 30 e 60 dias da
ingestdo das capsulas, para as avaliagBes toxicoldgicas e determinacdes
do perfil lipidico e marcadores do estresse oxidativo. As diferencas
foram avaliadas pela analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey,
teste t pareado de Student, ANOVA para medidas repetidas e teste
complementar de Tukey ou teste de Friedman, considerando P < 0,05
como signficativo. Com base nos resultados das anélises bioquimicas,
hematoldgicas e do eletrocardiograma, ndo houve alteracdes
toxicoldgicas agudas ou crénicas referentes a ingestdo das capsulas de
EMV por individuos saudaveis. Nos individuos NLP, houve aumento
médio de 10,4 mg/dL (20,5%) no HDL-C e diminuicdo de 13,5 e 17,5%
nas relacbes CT/HDL-C e LDL-C/HDL-C, respectivamente, ap6s 60
dias (P < 0,05). Nos individuos do grupo DLP, a ingestdo de cépsulas
de EMV durante 60 dias provocou aumento no HDL-C de 5,6 mg/dL
(10,7%; P < 0,001) ap6s 60 dias e o consumo de capsulas de EMT
provocou diminuicdo de TG de 30,1 e 45,7 mg/dL (-13,6 e -20,7%,
respectivamente; P < 0,05), ap6s 30 e 60 dias, respectivamente. Nao
houve variacdo expressiva no grupo PL. O consumo de capsulas de
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EMV pelos individuos HCE promoveu diminuicdo média de 18,8
mg/dL de LDL-C (-12,7%) apdés 60 dias, porém sem diferenca
estatistica. Apds 30 e 60 dias, houve reducdo ndo significativa de TG de
42,2 mg/dL (-12,0%) e 20,2 mg/dL (-7,3%), respectivamente, e sd-
LDL-C de 10,0 e 9,9 mg/dL respectivamente, enquanto que as varia¢cdes
no grupo PL foram inexpressivas. Também houve melhora nos
marcadores do estresse oxidativo, especialmente nos individuos que
consumiram as capsulas de EMV. Nos individuos NLP e DLP, foi
observado aumento significativo na capacidade antioxidante sérica de
16 e 17,5%, em média, respectivamente (P < 0,001); diminuicdo na
concentracdo de substancias reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS)
de 42 e 52%, respectivamente (P < 0,001); diminuicdo na concentracdo
de hidroperoxidos lipidios (LOOH) de 35 e 47,5%, respectivamente (P
< 0,05). Os individuos NLP apresentaram elevacdo de glutationa
reduzida apos 7 e 60 dias, respectivamente, do consumo de capsulas de
EMV. Houve aumento de 50%, em média, na atividade da superdxido
dismutase (SOD) nos individuos NLP e de 42% nos individuos DLP
apos 60 dias (P < 0,05). A atividade da catalase aumentou 82 e 27,5%,
apos sete e 30 dias, respectivamente, nos individuos NLP e 14,7% nos
individuos DLP apds 30 dias de consumo de EMV. No entanto, nao
houve alteracdo significativa na atividade da glutationa peroxidase
(GPx). A atividade da enzima paroxonase aumentou 28,7 e 17,4% nos
individuos NLP e DLP, respectivamente, apés sete dias de consumo de
EMV. Nos individuos do grupo HCE-EMV, houve aumento de 18%,
em média, na capacidade antioxidante e diminuigdo de 43%, em média,
na concentracdo de LOOH e de 60% de TBARS apds sete dias (P <
0,05). Apds 30 dias, houve aumento de 26% na atividade da SOD (P <
0,05). Porém, ndo houve variacdo significativa para GSH, GPx e
catalase. Com base nestes resultados, evidencia-se que as capsulas de
erva-mate ndo apresentaram toxicidade clinica e podem ser uma
alternativa para o consumo de infusdes. Além disso, o consumo das
capsulas de erva-mate auxiliou na melhora do perfil lipidico e
antioxidante, que pode contribuir para a diminuicdo do risco de doenca
arterial coronariana.

Palavras chave: llex paraguariensis, Erva-mate, Capsulas, Toxicidade
Clinica, Dislipidemias, Estresse Oxidativo.



Yerba mate (llex paraguariensis, St. Hill.) in capsules: Clinical toxicity studies and
hypocholesterolemic and antioxidant effects in subjects with dyslipidemia

ABSTRACT

Infusions of yerba mate (llex paraguariensis St. Hil., Aquifoleacea)
have hypocholesterolemic and antioxidant properties, among others.
However, many people do not have the habit of drinking tea,
particularly the bitter taste ones as yerba mate, and fail to take
advantage of these properties. Thus, we designed the production of
yerba mate capsules and the aim of this study was to investigate the
possible clinical toxicity after intake of capsules containing green yerba
mate dried extract by healthy subjects, and to evaluate the
hypocholesterolemic and antioxidant potential of the green yerba mate
(GYM) and roasted yerba mate (RYM) capsules in dyslipidemic
individuals (DLP) and in hypercholesterolemic patients treated with
statins (HCS). Seventy seven individuals were included in the study (n
= 48/29 f/m), with an average age of 45.2 + 1.4 years. Initially, an acute
(7 days) and chronic (60 days) toxicological study was performed with
normolipidemic individuals (NLP) that ingested GYM (n = 14). The
hypocholesterolemic and antioxidant studies were performed in DLP
patients, which were divided into three groups: i) DLP-GYM, n = 16; ii)
DLP-RYM, n = 16 and iii) DLP-PL, n = 16. Hypercholesterolemic
patients treated with statins were divided into two groups: i) HCS-
GYM, n = 8; ii) HCS-PL, n = 7. All subjects ingested three capsules of
green or roasted dried extract of yerba mate or placebo, 3 times/day for
60 days. Blood samples were collected after overnight fasting (12-14 h)
at baseline and after 7, 30 and 60 days of yerba mate capsules or
placebo intake, in order to perform toxicological evaluations, determine
the lipid profile and oxidative stress markers. Differences were assessed
by Student's paired t-test, ANOVA and Tukey's post-hoc test and
repeated measures ANOVA or Friedman test, considering P < 0.05 as
significant. The biochemical, hematological and electrocardiogram
analyzes revealed no toxicological changes regarding the use of GYM
capsules by healthy subjects. In NLP individuals, there was an average
increase of 10.4 mg/dL (20.5%) in HDL-C and decrease of 13.5 and
17.5% in TC/HDL-C and LDL-C/HDL-C ratios, respectively, after 60
days (P <0.05). In the DLP group, the ingestion of GYM capsules
resulted in an increase of 5.6 mg/dL (10.7%, P <0.001) in HDL-C after
60 days and the ingestion of RYM capsules caused a decrease of 30.1
and 45.7 mg/dL (-13.6 and -20.7%, respectively, P <0.05) in TG after
30 and 60 days, respectively. There was no significant variation in the
PL group. The consumption of GYM capsules by HCS patients
promoted an average decrease of 18.8 mg/dL (-12.7%) in LDL-C after
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60 days, however it was not significant. After 30 and 60 days, there was
also a non significant reduction of TG 42.2 mg/dL (-12.0%) and 20.2
mg/dL (-7.3%), respectively, and sd-LDL-C 10.0 and 9.9 mg/dL,
respectively, while the changes in the PL group were negligible. There
was also improvement in oxidative stress markers, especially in
individuals who consumed GYM capsules. In the NLP and DLP groups
was observed a significant increase in serum antioxidant capacity of 16
and 17.5% on average, respectively (P <0.001); a decrease in the
concentration of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) of 42
and 52%, respectively (P <0.001); and decrease in the concentration of
lipid hydroperoxides (LOOH) by 35 and 47.5%, respectively (P <0.05).
The NLP subjects had increased reduced glutathione (GSH) after 7 and
60 days of GYM capsules intake, respectively. There was a 50%
average increase in the activity of superoxide dismutase (SOD) in NLP
individuals and 42% in DLP subjects after 60 days (P <0.05). Catalase
activity increased 82 and 27.5% after 7 and 30 days, respectively in
NLP individuals and 14.7% in DLP patients after 30 days of GYM
capsules intake. However, no significant changes in the activity of
glutathione peroxidase (GPx) were observed. The activity of the
enzyme paraoxonase increased 28.7 and 17.4% in NLP individuals and
DLP patients, respectively, after 7 days of GYM capsules intake. In
HCS-GYM patients, after 7 days, an average increase of 18% in the
antioxidant capacity, decrease of 43% and 60%, on average, in the
concentration of LOOH and TBARS respectively (P <0.05). After 30
days, a 26% increase in SOD activity (P <0.05) was observed.
However, no significant changes in GSH, catalase and GPx were
observed. Based on these results, it is clear that the yerba mate capsules
intake is safe, since no clinical toxicity was shown, and may constitute
an alternative to the use of infusions. Furthermore, the intake of yerba
mate capsules helped to improve the lipid and antioxidant profile, which
can contribute to decrease the risk of coronary artery disease.

Keywords: llex paraguariensis, Yerba Mate, Capsules, Clinical
Toxicity, Dyslipidemia, Oxidative Stress.
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1. INTRODUCAO
1.1 Apresentacdo do estudo

Estima-se que as doencas cardiovasculares (DCV) serdo
responsaveis pela morte de mais de 24 milhGes de pessoas por ano, até
2030 (SMITH et al., 2004). A hipercolesterolemia e, particularmente, os
valores plasmaticos elevados da lipoproteina de baixa densidade (LDL —
do inglés, Low-Density Lipoprotein) (NCEP, 1991) e a diminuicdo da
lipoproteina de alta densidade (HDL - do inglés, High-Density
Lipoprotein) (SHARRET et al., 2001) sdo fatores priméarios de risco
para a doenca arterial coronariana (DAC). Além disso, evidéncias
bioguimicas apontam o envolvimento do estresse oxidativo na génese e
progressao das DCV (revisado por Lakshmi et al. 2009). Dessa forma, a
prevencdo desses fatores torna-se a melhor estratégia terapéutica para a
prevencdo da aterosclerose. Nesse sentido, estudos epidemioldgicos
mostram uma associagao inversa entre a ingestdo de alimentos ricos em
antioxidantes, como as vitaminas A, C e E e os compostos fenolicos, e a
morbi-mortalidade por DCV (GELEIINSE et al., 2002; HUXLEY e
NEIL, 2003; STOCKER, 2007).

Dentre as potenciais espécies vegetais com essas propriedades e
normalmente consumidas no Brasil, encontra-se a erva-mate (llex
paraguariensis, St. Hil., Aquifoleacea). A erva-mate possui muitos
componentes bioativos, como os acidos fendlicos, principalmente o
acido clorogénico, metilxantinas (cafeina e teobromina), saponinas
triterpénicas, aminoacidos, minerais e vitaminas (revisado por BASTOS
et al., 2007a; BRACESCO et al., 2011; revisado por HECK; de MEJIA,
2007; SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 2000; SCHENKEL;
GOSMANN; ATHAYDE, 2002).

Vérios estudos in vitro e em modelos animais ja relataram a
elevada atividade antioxidante da erva-mate e a propriedade de reduzir o
colesterol sanguineo (revisado por BASTOS et al., 2007a; HECK, d.0e
MEJIA, 2007; BRACESCO, et al., 2011). Em estudos realizados por
nosso grupo de estudo, confirmamos que a ingestdo da infusdo de erva-
mate reduziu significativamente o LDL-colesterol e aumentou o HDL-
colesterol em individuos normolipidémicos e hipercolesterolémicos,
particularmente naqueles sob terapia com estatinas (MORAIS et al.,
2009; STEFANUTO, 2010); reduziu a glicemia de jejum e a
hemoglobina glicada em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (KLEIN
et al., 2011); aumentou a capacidade antioxidante e a atividade sérica da
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enzima antioxidante  paroxonase-1 (PON1) em individuos
normolipidémicos (FERNANDES et al., 2012) e dislipidémicos
(MORAIS, 2009; BOAVENTURA, 2010; BOAVENTURA et al.,
2012b), aumentou a expressdo génica e a atividade da enzima
paroxonase-2 (PON2) em leucécitos de mulheres saudaveis
(FERNANDES et al., 2012), diminuiu a oxida¢do do plasma e da LDL
em individuos saudaveis (SILVA et al., 2008) e aumentou a protecdo
antioxidante plasmatica, a concentracdo de glutationa reduzida (GSH)
eritrocitaria e diminuiu os hidroperoxidos lipidicos no plasma de
individuos dislipidémicos (BOAVENTURA et al., 2012b). Gugliucci
(1996) e Matsumoto et al. (2009) ja haviam relatado a propriedade da
erva-mate diminuir a peroxidacdo lipidica plasmatica e 0 aumento da
protecdo antioxidante do plasma e aumento da expressdo génica das
enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx) em leucécitos de individuos saudaveis.

No entanto, nestes estudos verificamos que o sabor amargo
caracteristico das infusbes de erva-mate, embora apreciado por muitos,
foi o responsavel pela desisténcia do consumo da erva-mate por alguns
individuos, refletindo o que deve acontecer na populacdo em geral.
Dessa forma, capsulas com extrato seco de erva-mate poderia ser uma
alternativa para a ingestdo da erva-mate, ndo necessitando de qualquer
preparo prévio pelo consumidor, ndo apresentando sabor amargo e
podendo aumentar, assim, a adesd0 ao Seu consumo e,
consequentemente, os seus beneficios a satide. Em estudo toxicoldgico
pré-clinico, prévio e obrigatorio, de acordo com as normas preconizadas
pela ANVISA (2004), mostramos que 0 extrato seco de erva-mate nédo
apresentou toxicidade aguda ou cronica em ratos e coelhos, de acordo
com as normas preconizadas pela ANVISA (ANDRADE et al., 2012).
Além disso, capsulas com extrato seco de mate mantiveram-se estaveis
durante o periodo avaliado de 12 meses (ANDRADE., 2012).

Dessa forma, no presente trabalho foi possivel dar seguimento a
esta linha de pesquisa com o estudo de toxicidade clinica em individuos
saudaveis e verificagdo das propriedades hipocolesterolémica e
antioxidante das cépsulas de erva-mate em individuos com dislipidemias
e em individuos hipercolesterolémicos sob tratamento com estatinas.
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1.2 DOENCAS CARDIOVASCULARES
1.2.1 Epidemiologia

As DCV sdo responsaveis por aproximadamente 30% das mortes
por ano no mundo (WHO, 2008a), sendo as doengas coronarianas e as
doencas cerebrovasculares, secundarias & aterosclerose, responsaveis
por dois tercos desses Obitos (BEAGHOLE et al., 2001). Paises em
desenvolvimento contribuem com parcela maior da taxa global de
mortalidade pela doenca que os paises desenvolvidos (KANITZ et al.,
1996; LEVI et al., 2002; REDDY; YUSUF, 1998; WHO, 2008b).
Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (WHO - World
Health Organization), estima-se que 17 milhdes de pessoas morrem de
DCV a cada ano (WHO, 2009). No Brasil, as DCV séo responsaveis por
28,8% de todas as causas de internacBes para individuos com idade
maior ou igual a 50 anos (BRASIL, 2007) e por 33% dos 6bitos com
causas conhecidas (BARRETO et al., 2003; PASSOS et al., 2006),
figurando como a principal causa de mortalidade no pais (ISHITANE et
al., 2006). Apos cinco décadas de entendimento dos fatores de risco
relacionados & génese das doengas do coracgdo, tem sido observado
melhor controle dos mesmos e, consequentemente, reducdo da
mortalidade por DCV em alguns paises desenvolvidos (POLANCZYK,
2005).

1.2.2 Fatores de risco

Existem mdltiplos fatores de risco para as DCV, os quais atuam
independentemente ou em combinacgdo, destacando-se o tabagismo, a
hipertensdo arterial, as dislipidemias e o diabetes mellitus (GRUNDY et
al., 1998). Segundo o National Cholesterol Education Program
(NCEP), a concentracdo elevada de LDL-colesterol é considerada o
principal fator de risco para as DCV (NCEP, 1991). Além desta
lipoproteina, estudos epidemiolégicos mostraram que 0s Vvalores
aumentados de triglicerideos (TG) plasmaticos, isoladamente ou em
combinacgdo com a baixa concentracdo de HDL-colesterol (HDL-C) séo
fatores de risco independentes para as DCV (KANNEL, 2002;
SHARRET et al., 2001). Da mesma forma, a Sociedade Européia de
Cardiologia e a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) tém
assinalado, consistentemente, a implicacdo da obesidade, da dieta e da
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inatividade fisica no risco cardiovascular (KRAUSS et al., 2000; NCEP,
2001).

1.2.2.1 Dislipidemias

As dislipidemias podem ser definidas como alteragdes
metabdlicas lipidicas decorrentes de distlrbios em qualquer fase do
metabolismo lipidico, que ocasionam repercussdes nos valores séricos
das lipoproteinas. Do ponto de vista laboratorial, podem ser
classificadas em hipercolesterolemia isolada (aumento do LDL-C > 160
mg/dL), hipertrigliceridemia isolada (aumento de TG > 150 mg/dL),
hiperlipidemia mista (LDL-C > 160 mg/dL e TG > 150 mg/dL) e
diminuigdo isolada do HDL-C (< 40 mg/dL para homens e < 50 mg/dL
para mulheres) associada ou ndo ao aumento de TG ou LDL-C
(SPOSITO, 2007). Em relacdo a etiologia, as dislipidemias sdo
classificadas em primarias e secundarias (SPOSITO, 2007). A
associacdo entre LDL e o aumento da incidéncia de doenca
cardiovascular estd bem estabelecida, conforme demonstrado pelos
estudos longitudinais MRFIT (Multiple Risk Factor Intervention Trial) e
PROCAM (The Munster Heart Study), os quais relataram associagdo
importante e direta entre 0 aumento da concentracdo plasmatica de
LDL-C e o risco de eventos coronarianos (ASSMANN et al., 1998;
NEATON et al., 1992). Além disso, estudos epidemioldgicos mostraram
gue valores aumentados de TG plasmaticos, isoladamente ou em
combinag¢do com HDL-C diminuido, podem ser considerados fatores de
risco independentes para DCV (KANNEL, 2002; SHARRETT et al.,
2001). Muitos estudos tém demonstrado claramente que a reducdo e/ou
a prevencao do aumento da concentracdo plasmatica de colesterol total e
LDL-colesterol reduzem o risco de eventos, como infarto do miocéardio
e acidente vascular cerebral, e da mortalidade por causas
cardiovasculares (ANDREWS et al.,, 2001; BROWN et al., 2001;
GRUNDY, 2002; SEVER et al., 2003).

1.2.3 Processo Inflamatério e Oxidativo da Aterosclerose

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria cronica de origem
multifatorial que ocorre em resposta a agressdo endotelial, acometendo
principalmente a camada intima de artérias de médio e grande calibre.
Os dados disponiveis sugerem que as dislipidemias, o processo
inflamatdrio vascular e o estresse oxidativo sdo os principais
mecanismos relacionados ao desenvolvimento da aterosclerose e suas
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complicagbes (R1ZZO et al., 2009). Os principais eventos incluem o
aumento de lipoproteinas aterogénicas no plasma (LDL; IDL -
Lipoproteina de densidade intermediaria, incluindo remanescentes de
quilomicrons e de VLDL - Lipoproteina de densidade muito baixa),
ocorrendo agressdo ao endotélio vascular de artérias de médio e grande
calibre. Como consequéncia, ocorre aumento da permeabilidade da
camada endotelial favorecendo a entrada das lipoproteinas do plasma
para o espago subendotelial e, em seguida, a oxidacao das particulas de
LDL por espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio. O deposito de
lipoproteinas na parede arterial é o processo-chave para o inicio da
aterosclerose, o qual ocorre de maneira proporcional a concentracdo
dessas lipoproteinas no plasma. Além de aumentar a permeabilidade
vascular, ocorre o surgimento de moléculas de adesdo leucocitaria na
superficie endotelial e processo inflamatorio estimulado pela presenca
de LDL oxidada. As moléculas de adesdo sdo responsaveis pela
aderéncia de mondcitos e linfécitos na parede arterial. Na sequéncia,
induzidos por proteinas quimiotaticas, os mondcitos migram para 0
espaco subendotelial onde se diferenciam em macrofagos, os quais, por
sua vez, captam as LDL oxidadas de maneira ndo controlada. Os
macréfagos repletos de lipidios sdo chamados células espumosas, as
quais sdo o principal componente das lesbes ateroscleroticas (SPOSITO,
2007). Além disso, os proprios macréfagos estimulam a formacdo de
LDL oxidada (FUHRMAN et al., 2002; ROSENBLAT; AVIRAM,
2002). Em pacientes com hipercolesterolemia, foi demonstrado que o
estresse oxidativo aumenta o risco de desenvolvimento da aterosclerose
(SMITH et al.,1992; DAVI et al., 1997). As placas aterosclerdticas
podem se calcificar, diminuir a luz do vaso sanguineo e nas lesdes
avancadas apds rompimento, promover a formacdo de trombo
plaquetario, que obstrui a luz do vaso causando complicac@es clinicas,
como o infarto do miocéardio e o acidente vascular cerebral (Figura 1)
(LUSIS, 2000).
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Figura 1. Processo de formacdo do trombo plaquetéario

aterosclerdtica. Adaptado de Lusis (2000).
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1.2.4 Estresse Oxidativo e as Defesas Antioxidantes

O desequilibrio entre os sistemas prd-oxidantes e antioxidantes
leva a condicdo de estresse oxidativo (SIES, 1986). Os agentes pro-
oxidantes podem ser espécies reativas, como o peroxido de hidrogénio,
e/ou radicais livres, como os radicais superéxido (O,) e hidroxila
(HO"), dentre outros. Radicais livres sdo atomos ou moléculas que
contém um ou mais elétrons ndo pareados, com existéncia independente
(HALLIWELL, 1994), com meia-vida curtissima e quimicamente muito
reativos. Eles podem ser gerados in vivo, em condi¢des fisioldgicas,
como no metabolismo mitocondrial, nas situacbes em que ha a
necessidade de ativacdo do sistema imunoldgico, na desintoxicacdo de
drogas e na producdo de 6xido nitrico (revisado por VALKO et al.,
2007), bem como em condigdes patoldgicas, como céancer, diabetes
mellitus, doenga de Parkinson, Alzheimer e aterosclerose
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Antioxidantes podem ser
amplamente definidos como “qualquer substincia que, presente em
baixas concentragBes quando comparada ao substrato oxidavel, atrasa
ou inibe a oxidacdo deste substrato de maneira eficaz” (SIES;
STAHL,1995). Ou seja, os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela
inibicdo e reducgdo das lesdes causadas pelos radicais livres nas células.
Os antioxidantes podem ser classificados como enzimaticos e nédo
enzimaticos, os quais sdo produzidos pelo préprio organismo ou
provindos de fontes exdgenas (dietéticas), como as vitaminas E e C, 0s
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carotendides, alguns minerais como, cobre, zinco e selénio, e 0s
compostos  fendlicos, incluindo os flavonoides (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1989). Na primeira classificacdo, estdo os compostos
capazes de bloquear a iniciagdo da oxidacdo, ou seja, as enzimas que
removem as espécies reativas de oxigénio, como superoxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase, redutase e transferase. Os antioxidantes
ndo-enzimaticos, na segunda classe, sao moléculas que interagem com
as espécies radicalares e sdo consumidas durante a reagdo, como por
exemplo, as proteinas ligadoras de metais (ceruloplasmina,
metalotioneina, albumina, transferrina e mioglobina), ubiquinona
(Coenzima Q10), 4cido drico, bilirrubina, nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) e nicotinamida adenina
dinucleotideo reduzida (NADH). Nesta classificacdo, incluem-se
também os antioxidantes naturais de origem dietética, como as
vitaminas E e C, carotenoides, minerais (cobre, zinco e selénio) e 0s
compostos fendlicos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Outra
importante molécula antioxidante é a glutationa reduzida (GSH, L-y-
glutamil-L-cistenilglicina), que consiste em um tripeptideo contendo
cisteina e é o tiol ndo proteico mais abundante nas células de todos os
organismos aerobios, a qual é considerada um antioxidante endogeno e
ex0geno, uma vez que pode ser sintetizada tanto pelo proprio organismo
guanto proveniente da dieta (FANG; YANG; WU, 2002).

1.2.4.1 Enzima Paroxonase

A enzima paroxonase (PON; EC 3.1.8.1. arildialquilfosfatase)
esta distribuida em varios 6rgdos, como figado, rins e intestino, bem
como no plasma, onde se encontra associada as particulas de HDL
(TOMAS et al., 2004). Foi demonstrado que a atividade da PON esta
inversamente associada ao risco de DAC (ASSMANN; NOFER, 2003).

A PON é uma glicoproteina com 354 aminoacidos e peso
molecular de aproximadamente 45 kDa. E uma esterase dependente de
célcio, cujo mecanismo de agdo ndo estd totalmente elucidado
(DRAGANOV; LA DU, 2004; VAN LENTEN et al., 2001). Existem
trés isoformas da enzima paroxonase, chamadas de PON1, PON2 e
PON3 (AVIRAM et al., 2004). A PON1, isoforma mais estudada,
encontra-se distribuida em varios érgdos, como figado, rins e intestino,
bem como no plasma, onde se encontra ligada 8 HDL (TOMAS et al.,
2004). Pacientes com hipercolesterolemia e/ou diabetes mellitus
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apresentam atividade diminuida da PON1 (MACKNESS et al., 1991,
MACKNESS et al., 2000). Reducéo da atividade da PON1 também foi
demonstrada em pacientes com doenca renal (DANTOINE et al., 1998),
hipertireoidismo (RAISZADEH et al., 2004), doencas hepaticas, cirrose
(FERRE et al., 2002) e doengas cardiovasculares, como a aterosclerose
(MACKNESS et al., 2000). Neste dltimo caso, a diminuicdo da
atividade da PONL1 ocorreu, provavelmente, devido ao aumento do
estresse oxidativo e da elevagdo do colesterol plasméatico (AVIRAM;
ROSENBLAT, 2005). De fato, Kabaroglu et al. (2004) observaram
diminuigdo na atividade da PON1 associada com 0 aumento do estresse
oxidativo em pacientes com sindrome coronariana aguda e Tsuzura et
al. (2004) associaram a atividade diminuida da PON1 em pacientes com
diabetes tipo 2 com a concentracdo elevada de LDL oxidada no plasma
e complicacGes vasculares.

A PON2 é a isoforma presente em varios tecidos e células
humanas (NG et al., 2001), incluindo células endoteliais (HORKE et al.,
2007), mondcitos e macrofagos (SHINER et al., 2004). Porém, ao
contrario da PON1, a PON2 ndo é encontrada no plasma sanguineo e
atua como antioxidante intracelular (NG et al., 2001; AVIRAM et al.,
2004; ROSENBLAT et al., 2003). Tem sido sugerido que a PON2 pode
proteger 0s macrofagos contra o estresse oxidativo e formacdo das
células espumosas, contribuindo, assim, para a prevencdo da
aterogénese (NG et al., 2006). E interessante notar que a expressio da
PONZ2 esta diminuida em pacientes com hipercolesterolemia ou durante
a progressdo da aterosclerose (ROSENBLAT et al., 2004,
FORTUNATO et al., 2008), sendo normalizada pela terapia com
atorvastatina, um tipo de estatina (ROSENBLAT et al., 2004). A PON3
é pouco investigada e estudos com animais demonstraram que ela esta
associada ndo somente com as DCV mas também com a obesidade
(SHIH et al., 2007).

A expressdo génica e a atividade da PON podem ser moduladas
por diversos fatores, como ingestdo de a&lcool, tabagismo,
medicamentos, exercicio fisico, idade, certas condices fisiopatologicas
e dieta (revisado por COSTA et al., 2005), assim como, compostos
bioativos de alimentos, plantas e extratos vegetais (SCHRADER et al.,
2010). Nesse contexto, o consumo de antioxidantes dietéticos, como as
vitaminas C e E, os polifendis, ou o azeite de oliva extra-virgem e o
acido graxo 6mega-3 aumentaram a atividade da PON1 em seres
humanos (WALLACE, et al., 2001; AVIRAM; FUHRMAN, 2002;
JARVIK et al., 2002; ROSENBLAT et al., 2008).
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Foi demonstrado aumento da expressdo génica da PON1, in
vitro, em linhagem de células hepaticas, por suco de roma (KHATEEB
et al., 2010), resveratrol (GOUEDARD; BAROUKI; MOREL, 2004a;
CURTIN et al., 2008) e quercetina (GOUEDARD; BAROUKI;
MOREL, 2004b). Além disso, o suco de roma (SHINER; FUHRMAN;
AVIRAM, 2007) e a quercetina (BOESCH-SAADATMANDI et al.,
2009) elevaram a atividade e a expressdao génica da PON2 em
macrofagos.

Em relacdo ao potencial efeito da erva-mate na enzima
paroxonase, Menini et al. (2007) relataram aumento na atividade sérica
da PONL1 apos a ingestdo de 500 mL de infusdo de llex paraguariensis
por individuos saudaveis. Mais recentemente, Gugliucci e Bastos (2009)
descreveram que o acido clorogénico — principal constituinte fenélico na
erva-mate — preservou a PON1 contra degradages oxidativas in vitro.
Com base em resultados de nosso grupo de estudo, a ingestdo
prolongada de infusdes de erva-mate verde (tipo chimarrdo) ou tostada
aumentou a atividade da PON1 no plasma de individuos dislipidémicos
(MORALIS, 2009; BOAVENTURA, 2010). Além disso, a ingestdo
aguda e por sete dias das infusdes de erva-mate aumentou a expressao
génica e a atividade da PON2, isoforma intra-celular, nos mondcitos e
macréfagos derivados de mondécitos de mulheres  saudaveis
(FERNANDES et al., 2012). A erva-mate verde e tostada e o &cido
clorogénico também aumentaram a expressdo e a atividade enzimatica
da PON2 in vitro, em macréfagos THP-1 (FERNANDES et al., 2012).
Assim, a erva-mate verde ou tostada pode exercer protecdo contra o
estresse oxidativo celular.

1.2.5 Marcadores de Estresse Oxidativo

Ha diversos e complexos métodos para avaliar o estado de
estresse oxidativo. Porém, devido a falta de um método padrdo-ouro
para a deteccdo dos danos oxidativos causados pelas espécies reativas,
existem diferentes metodologias amplamente empregadas para a
determinacdo de indicadores indiretos da atividade das espécies reativas,
como produtos derivados da oxidacdo de macromoléculas e a
determinacdo da concentracdo de antioxidantes (JACKSON, 1999). Em
relagdo aos primeiros, destaca-se a utilizacdo de indicadores da
peroxidacdo lipidica, tais como hidroperéxidos lipidicos (LOOH)
(JACKSON, 1999) e as substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS). Individuos com complica¢fes de doenca cardiovascular ou
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fatores de risco a ela associados apresentam valores plasmaticos
aumentados de pardmetros de estresse oxidativo (HALLIWELL;
GUTTERIDG, 1989). No trabalho realizado por Serdar et al. (2006) foi
observado aumento da peroxidagdo lipidica em individuos com DAC.
Aradjo et al. (1995) relataram que individuos hiperlipidémicos
apresentaram estado de estresse oxidativo elevado, avaliado pelo
monitoramento de espécies reativas de oxigénio liberadas por
leucdcitos. Outros pesquisadores mostraram que pacientes com
diagndstico de AVC agudo apresentaram concentraces elevadas de
produtos de peroxidagdo lipidica, como o MDA (BIR et al., 2006;
BOLOKADSE et al., 2004; DEMIRKAYA et al., 2001; POLIDORI et
al., 2002).

Em relacdo aos antioxidantes individuais, tem sido avaliada a
concentracdo de substancias antioxidantes sanguineas e teciduais e
determinada a atividade de enzimas antioxidantes em células. Nesse
contexto, as vitaminas antioxidantes, A, E e C, sdo, normalmente, as
mais quantificadas no plasma sanguineo (DUSTING; TRIGGLE, 2005;
RODRIGO; GUICHARD; CHARLES, 2007; WILLCOX; CURB;
RODRIGUEZ, 2008), bem como as principais enzimas antioxidantes,
SOD, catalase e GPx (revisado por FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Além disso, outros compostos antioxidantes de mais facil
determinacdo laboratorial sdo utilizados, como a GSH e a atividade das
enzimas paroxonase. A concentracdo de GSH plasmatica encontra-se
diminuida em individuos com doenga vascular (SHIMIZU et al., 2004).
Da mesma forma, pacientes com hipercolesterolemia e/ou diabetes
mellitus apresentam atividade reduzida da PON1 (MACKNESS et al.,
2000; MACKNESS et al, 1991) e da expressio da PON2
(ROSENBLAT et al., 2004; FORTUNATO et al., 2008).

Em relacdo as principais enzimas antioxidantes, a SOD é
caracterizada como uma das enzimas mais importantes e atua como
antioxidante celular, sob duas formas distintas, de acordo com a
presenca do cofator metalico no sitio ativo. A primeira contém Cu®* e
Zn** como cofator no sitio ativo e ocorre no citosol, sendo que sua
atividade ndo é afetada pelo estresse oxidativo. A segunda forma da
SOD contém Mn®" como cofator, esta presente na mitocéndria e sua
atividade aumenta com o estresse oxidativo. A SOD catalisa a
dismutacdo do O,", convertendo-o em O, e H,O, (HALLIWELL,
1996a; DIPLOCK et al., 1998) (Reacéo 1).
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. N SOD .
20, +2H ——» 0,+H,0, (Reacdo 1)

O segundo sistema de prevencdo é constituido pela enzima
catalase (CAT). Controla os processos de oxidacdo em tecidos quando
ocorre aumento na concentragdo de H,O, celular. A catalase atua na
conversao do H,0, em O, e H,O (HALLIWELL, 1996a; DIPLOCK et
al., 1998) (Reacéo 2).

CAT .
2 H,0, »2 H,O0+ 0O, (Reacéo 2)

O terceiro sistema de defesa antioxidante pode ser representado
pela GPx e glutationa redutase (GR) e atuam em conjunto com a GSH,
co-substrato e antioxidante ndo enzimatico. A GPx catalisa a reduc¢do do
H,0, e peroxidos organicos em H,O e seus correspondentes alcodis,
respectivamente, a partir da oxidacdo da GSH a glutationa oxidada
(GSSG) (Reagdes 3 e 4). A GPx esta presente no organismo sob duas
formas, dependente e independente de selénio. A presenca de selénio na
enzima explica a importancia desse metal e sua atuacdo como
antioxidante nos organismos. A GR, uma flavoproteina dependente de
NADPH, tem a funcdo de regenerar a GSH (Reagdo 5). O processo de
regeneracdo da GSH favorece a manutencdo da concentragdo
intracelular elevada de GSH em relagdo a GSSG (HALLIWELL, 1996b;
FERREIRA; MATSUBARA, 1997; FANG; YANG; WU, 2002;
BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). A GSH é o maior composto
tiol de baixo peso molecular em vegetais, animais, fungos, liquens e
bactérias aerobias, constituindo-se num importante antioxidante natural.
Ela pode ser proveniente da dieta ou também ser sintetizada no
organismo humano, portanto é considerada um antioxidante endégeno e
exogeno (FANG; YANG; WU, 2002). Seu grupo tiol reativo confere
efetiva propriedade redutora, permitindo interagir com diversas
moléculas reativas, tais como LOOH, H,0,, peroxinitrito (ONOQO), O,”
e OH'. Além disso, a GSH tem importante participacdo no processo de
regeneracdo da vitamina C (BIANCHI; ANTUNES, 1999;
BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).
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GPx

2 GSH + H,0, »GSSG + 2 H,0 (Reagdo 3)
GPx

2 GSH + LOOH » OH + H,0 (Reagdo 4)

GR
GSSG + NADPH + HY ———»2GSH + NADP*  (Reagéo 5)

Em virtude da dificuldade de se avaliar todos os antioxidantes
conhecidos separadamente e devido as interacBes entre os outros tipos
de antioxidantes que ndo estdo sendo levados em consideracdo nas
andlises especificas, varias técnicas laboratoriais tém sido propostas
para a avaliagdo do conjunto dos diferentes antioxidantes nos fluidos
biologicos, denominadas genericamente de “capacidade antioxidante”
(BENZIE; STRAIN, 1996; EVELSON et al., 2001; GHISELLI et al.,
2000). Serdar et al. (2006) demonstraram que a capacidade antioxidante
do plasma esta diminuida em pacientes com DAC. Esses autores
também relataram diminuicdo plasmatica de enzimas e vitaminas
antioxidantes.

1.2.6 Abordagens Terapéuticas

Muitos estudos tém demonstrado claramente que as manifestagdes
clinicas das DCV e a mortalidade a elas associadas podem ser
minimizadas pelas terapias que diminuam a concentragdo plasmética de
LDL-C e/ou aumentam o HDL-C. Os estudos de meta-andlise realizados
por Cheung et al. (2004) e Baigent et al. (2005) confirmaram que o
tratamento hipolipemiante com estatinas reduziu a incidéncia de DAC e
0s eventos coronarianos, 0s quais foram melhor preditos pela
diminuigdo absoluta da concentracdo de LDL-C. Embora o efeito anti-
aterosclerdtico da estatina seja atribuido ao efeito hipolipemiante, por
inibir a enzima-chave na sintese endégena do colesterol (HMG-CoA
redutase), outros estudos sugerem que alguns beneficios da estatina sdo
mediados por efeitos pleiotropicos independentes da diminuicdo do
colesterol (CAMPO; CARVALHO, 2007; SACKS et al., 1996;
SHEPHERD et al., 1995). Neste contexto, existem relatos das
propriedades anti-inflamatéria in vivo em modelos animais
(KITAMOTO et al., 2004; MONETTI et al., 2007; SCALIA et al.,
2001); em individuos hipercolesterolémicos (LEE et al., 2008); da
ativacdo da via do 6xido nitrico in vivo, em pacientes com doenca
arterial coronariana (MASUMOTO et al., 2001); da atividade anti-
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trombotica in vivo, em camundongos deficientes de apo-E (MONETTI
et al.,, 2007); e do potencial antioxidante das estatinas, tanto in vitro
(FRANZONI et al, 2003) como in vivo em seres humanos
(TRAVIDOU et al., 2006).

Normalmente, a abordagem terapéutica e preventiva é feita pelo
uso de medicamentos. No entanto, as diretrizes americanas e brasileiras
sobre dislipidemia e aterosclerose recomendam que o tratamento seja
iniciado em individuos com dislipidemias leve ou moderada pela pratica
de exercicios fisicos e mudangcas nos habitos alimentares,
particularmente pela reducdo da ingestdo de &cidos graxos saturados e
colesterol, aumento do consumo de &cidos graxos polinsaturados e pelo
uso de alimentos vegetais, ricos em compostos antioxidantes e que
possuem potencial hipocolesterolémico. Nesse contexto enquadram-se
os alimentos funcionais que, além das fung¢Ges nutricionais basicas,
apresentam efeitos benéficos para a saude, quando consumidos como
parte da dieta habitual, reduzindo o risco de algumas doencas e
auxiliando nas fungdes fisiologicas do organismo (STARK e MADAR,
1994). Sendo assim, considera-se 0 encapsulamento de extratos
vegetais, uma das técnicas usadas para o desenvolvimento de alimentos
funcionais e nutracéuticos (BORGOGNA et al., 2010).

Estudos clinicos e epidemiolégicos demonstraram associagdo
inversa entre o consumo de alimentos ricos em antioxidantes,
particularmente compostos fendlicos e flavonoides, e a mortalidade por
doencas cardiovasculares (ERDMAN JUNIOR et al., 2008;
GELEIINSE et al., 2002; HERTOG et al., 1995; HERTOG et al.,1993;
HUXLEY; NEIL, 2003; KNEKT et al., 1996). Os compostos fenélicos
existem naturalmente numa grande variedade de alimentos e bebidas de
origem vegetal e fazem parte integral da dieta humana (CLIFFORD;
RAMIREZ-MARTINEZ, 1990; HERTOG; HOLLMAN; van de
PUTTE, 1993; HERTOG; HOLLMAN; KATTAN, 1992; NIJVELDT et
al., 2001).

A propriedade anti-aterosclerética dos compostos fenélicos pode
ser devida, pelo menos em parte, ao efeito antioxidante, o qual é
atribuido a capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigénio e/ou
de formar complexos com metais (AFANAS’EV et al., 1989; RICE-
EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996). Os compostos fendlicos e os
flavonoides inibem a peroxidacdo lipidica, a agregacdo plaquetaria e a
atividade das enzimas fosfolipase A,, ciclooxigenase e lipoxigenase
(revisado por WILHELM FILHO; SILVA; BOVERIS, 2001). Ainda,
sdo inibidores da oxidagdo da LDL pelo cobre (MANGIAPANE et al.,
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1992), por macrofagos (De WHALLEY et al., 1990; WITTIG et al.,
2001) ou pela enzima 15-lipoxigenase (SILVA et al., 1998).

Desta forma, considerando a participacdo das espécies reativas de
oxigénio na patogénese da aterosclerose, os compostos polifendlicos,
como antioxidantes dietéticos, podem ser importantes na prevencao das
doencas cardiovasculares pela protecdo das lipoproteinas contra os
eventos oxidativos no sistema vascular e/ou pelo aumento geral da
protecdo antioxidante.

1.3 llex paraguariensis

Dentre as espécies vegetais de importancia, com propriedades
antioxidante e hipocolesterolémica, encontra-se a erva-mate (llex
paraguariensis), a qual é encontrada na regido subtropical da América
do sul e esta presente no Brasil, principalmente nos estados da regido
Sul e no Mato Grosso do Sul, na Argentina, no Paraguai e no Uruguai
(USDA, ARS, National Genetic Resources Program, 2009). As partes
aéreas da planta sdo utilizadas para o preparo de uma bebida muito
apreciada pelo seu sabor amargo peculiar e propriedades estimulantes
(Figura 2).

A infusdo de erva-mate ja era consumida pelos indios nativos da
América do Sul quando o novo mundo foi descoberto pelos europeus.
Nos dias de hoje, a infusdo de erva-mate é consumida em torno de um a
dois litros por dia por milhdes de pessoas e constitui a principal
alternativa para o café e o cha preto.

As bebidas a base de erva-mate sdo conhecidas como
chimarrdo, mate cozido (cocido, em espanhol), tereré e cha mate. O
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chimarréo e o tereré sdo preparados com folhas verdes, secas e moidas
de erva-mate, utilizando agua quente e agua fria, respectivamente. O
chimarrdo é consumido no sul do Brasil, Uruguai, Argentina e Paraguai
(MAZZAFERA, 1997), enquanto o tereré é mais consumido no centro-
oeste do Brasil e no Paraguai. O mate cozido refere-se ao mate de folhas
secas e moidas preparado na forma de infusdo de ervas, usualmente
comercializado em saches, semelhante a muitos outros chas, sendo
consumido principalmente na Argentina e no Uruguai. O chi mate é
preparado com folhas secas e moidas de erva-mate tostada e consumido
especialmente no Brasil e Argentina. Utilizada ha séculos como bebida
estimulante, a erva-mate vem ganhando rapida aceitacdo nos mercados
de varios paises fora da América do Sul, incluindo EUA e paises
Europeus, tanto na forma de cha, como ingredientes na formulacdo de
alimentos, suplementos dietéticos e cosméticos (revisado por BASTOS
et al., 2007a; HECK, de MEJIA, 2007). A erva-mate também pode ser
encontrada em supermercados na forma de bebidas energéticas na
Califérnia-EUA e estd sendo vendida na Europa em combinacdo com
outras ervas como cha energético ou como auxiliar na reducdo de peso
(BRACESCO, et al., 2011). Vale destacar que alguns estudos estdo
sendo desenvolvidos com o intuito de modificar a forma de consumo da
erva-mate. Deladino et al. (2008) encapsularam o extrato liofilizado de
erva-mate com alginato de célcio isolado, ou adicionado de quitosana,
demonstrando que o processo pode ser uma alternativa promissora para
a suplementacdo alimentar com antioxidantes naturais ou mesmo para a
aplicacdo na indudstria alimenticia. Nesse contexto também, Andersen e
Fogh (2001) demonstraram que o uso de capsulas contendo uma mistura
de erva-mate, guarana (Paullinia cupana) e damiana (Turnera diffusa
var. aphrodisiaca) prolongou o esvaziamento gastrico, reduziu o tempo
de percepcdo de saciedade e induziu significativa perda de peso (5,1 kg)
apos 45 dias em individuos com sobrepeso.

Vérios componentes fitoquimicos tém sido identificados no
extrato de erva-mate. Os principais componentes pertencem a classe dos
acidos fendlicos (acido clorogénico e seus isdémeros; 3,4-acido
dicafeoilquinico; 3,5-acido dicafeoilquinico; 4,5-acido dicafeoilquinico),
com diferenga apenas na substituicdo do anel benzénico (Figura 3).
Estes compostos sdo amplamente distribuidos como conjugados na
planta. Os mais comuns s&o os &cidos caféico, fertlico, sinépico e p-
cumarico (revisado por BASTOS et al., 2007a). O teor de compostos
fendlicos no extrato aquoso de erva-mate é maior do que no cha verde
ou no vinho tinto (BIXBY et al., 2005). Porém, os compostos fenélicos
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encontrados na erva-mate apresentam diferenca estrutural daqueles do
chd verde, pois na erva-mate &€ maior a concentracdo de &cido
clorogénico e ndo de catequinas (CHANDRA; de MEJIA, 2004).

Os principais alcaloides purinicos (xantinas) da erva-mate sdo a
cafeina (1,3,7-trimetilxantina) e a teobromina (3,7-dimetilxantina),
sendo que a teofilina (1,3-dimetilxantina) (Figura 4) esta presente em
menor quantidade (HECK; de MEJIA, 2007). Isso pode ser devido ao
fato de a teofilina ser um intermediério no catabolismo da cafeina na
planta (ITO; CROZIER; ASHIHARA, 1997). A concentracdo de cafeina
na erva-mate é semelhante aquela presente no café. Ou seja, um copo de
150 mL de chimarrdo contém 78 mg de cafeina e a mesma quantidade
de café apresenta em torno de 85 mg de cafeina (MAZZAFERA, 1997).

c CH= cu‘
o—c CH= cu—'OH Q M
HO - c Q
c CH= CHOOH
o

OH

Acido Clorogénico 4,5-Acido Dicafeoilquinico

35~ Aado Dicafeoilquinico 3.4- Acido Dicafeoilquinico

Figura 3 - Estrutura quimica dos principais compostos fendlicos
(modificado de Heck; de Mejia, 2007).
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Figura 4 — Estrutura quimica das metilxantinas: 1 — Cafeina; 2 —
Teobromina; 3 - Teofilina (adaptado de GNOATTO et al., 2007).

O sabor amargo e a formacdo de espuma, caracteristicos do
chimarrdo, sdo devidos a presenca de saponinas. Saponinas Sdo
substancias pertencentes ao grande grupo de glicosideos amplamente
distribuidos em plantas superiores. Varias saponinas triterpénicas
contendo o acido ursolico foram isoladas das folhas do mate (Figura 5)
(GOSMANN et al., 1995; KRAEMER et al., 1996). Elas se dissolvem
facilmente em &gua para formar solucfes coloidais que, sob agitacdo,
formam espuma.

R? R2 R3 R4
1 H CHs H H
2 Ac CHs & H
3 H CH,OH H H
4 oa—L-Arar— CH,OH HO H
5 a-L-Arat— CHs HO p-D-Glct—
6 P-D-Glt—3a—L-Arai—- CHy HO  B-D-Gloi—

Figura 5 — Estrutura quimica bésica de saponinas isoladas de llex
paraguariensis derivadas do acido ursélico (modificado de TAKETA;
BREITMAIER; SCHENKEL, 2004).

A erva-mate apresenta, ainda, uma pequena quantidade de
flavonoides (quercetina, kaempferol e rutina), cerca de 15 aminoacidos,



52

diversos minerais (aluminio, calcio, cromo, cobre, ferro, fdsforo,
manganés, niquel, potassio e zinco) e vitaminas (C, B; e B,) (revisado
por BASTOS et al, 2007a; HECK; de MEJIA, 2007; SCHENKEL,;
GOSMANN; ATHAYDE, 2002).

Na medicina popular a erva-mate é indicada para o tratamento
de inimeras desordens, tais como artrite, dor de cabeca, constipagéo,
reumatismo, hemorroidas, obesidade, fadiga, retencdo de fluidos,
hipertensdo, digestdo lenta e desordens hepéticas. Indmeros
pesquisadores, inclusive 0 nosso grupo de pesquisa, tém comprovado, €
contribuido cientificamente através de trabalhos publicados, alguns
efeitos que podem explicar muitas das propriedades farmacoldgicas
atribuidas a erva-mate. O extrato aquoso de erva-mate tem propriedades
hipocolesterolémica, antioxidante e hepatoprotetora, antiviral,
estimulante do sistema nervoso central, diurética, efeito colerético e de
propulsdo intestinal, anti-inflamatéria, hipoglicémica, emagrecedora,
vasodilatadora e inibidora das rea¢des de glicacdo in vitro (revisado por
BASTOS et al., 2007a; HECK; de MEJIA., 2007).

Com base nos resultados de pesquisas realizadas em nosso
laboratério, foi evidenciada a efic4cia da erva-mate como inibidor da
oxidacdo da LDL in vitro e ex vivo em seres humanos, a propriedade
anti-aterosclerdtica e vasorrelaxante em modelos animais e os efeitos
benéficos para a melhora do perfil glicémico e lipidico sérico em
pacientes diabéticos e hipercolesterolémicos. Por exemplo, o extrato
aquoso de erva-mate teve o potencial de inibir a progressdo da
aterosclerose in vivo, em coelhos alimentados com colesterol
(MOSIMANN et al., 2006). A quantidade de lesGes ateroscleréticas na
artéria aorta dos animais que consumiram o extrato aquoso de erva-mate
durante dois meses foi cerca de 50% inferior em comparacdo aos
coelhos controles. Além disso, em camundongos com aterosclerose, 0s
quais apresentam disfungdo endotelial semelhante aos pacientes com
DCV, verificou-se que a administracdo prolongada do extrato de erva-
mate melhorou de forma significativa a reatividade vascular ex vivo
(FELIPPI et al., 2006). Ou seja, a erva-mate reverteu a inibicdo da
contragdo e do relaxamento vascular verificada nos animais com
aterosclerose. Muccillo-Baisch et al. (1998) ja haviam demonstrado o
efeito vasodilatador in vitro para o extrato aquoso de llex
paraguariensis em artéria mesentérica de ratos, o qual foi confirmado
em nosso laboratério, utilizando-se anéis isolados de artéria aorta de
ratos (FELIPPI et al., 2005).
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Dentre as inGmeras propriedades biol6dgicas da erva-mate, a
atividade antioxidante tem sido amplamente estudada e esta associada
ao contedo de compostos fendlicos do mate, particularmente os
derivados cafeoilquinicos (FILIP et al., 2000; SCHINELLA et al.,
2000). Gugliucci e Stahl (1995) demonstraram, pela primeira vez, que o
extrato aquoso de llex paraguariensis inibiu a oxidagdo da LDL in vitro
e que esta inibicdo foi dependente da concentragdo de mate.
Subsequentemente, Gugliucci (1996) estendeu essas observagdes para
uma situacdo ex vivo, demonstrando que os antioxidantes presentes na
infusdo de mate foram absorvidos e alcancaram concentragdo
suficientemente elevadas no plasma de individuos saudaveis para inibir
a oxidagdo ex vivo do plasma induzida pelo cobre. Estudos de nosso
laboratério confirmaram os resultados de Gugliucci (1996) e os
ampliou, demonstrando que a ingestdo de infusdo de erva-mate pode
inibir a oxidacao ex vivo das particulas de LDL, diminuindo, inclusive, a
formacdo de dxidos de colesterol. Isto significa que alguns compostos
antioxidantes do mate, que atingiram o plasma ap0s a absorcéo,
permaneceram aderidos as particulas de LDL isoladas e,
consequentemente, podem inibir as modificagdes oxidativas da LDL que
ocorrem em locais especificos, como por exemplo, no espago
subendotelial das artérias durante a formacdo e progressdo da
aterosclerose.

A ingestdo aguda ou por curto prazo de infusdo de erva-mate
também promoveu aumento na atividade da enzima PON1 (MENINI et
al., 2007). Em nosso laboratdrio, também verificamos que a ingestdo das
infusGes de erva-mate verde ou tostada, por individuos saudaveis, de
forma aguda ou por sete dias, aumentou a atividade da PON1 no plasma
(FERNANDES et al., 2012), confirmando, assim, os achados prévios de
Menini et al. (2007). Também mostramos que a ingestao prolongada de
infusdo de erva-mate verde (tipo chimarrdo) ou tostada aumentou a
atividade da PON1 no plasma de individuos dislipidémicos (MORAIS,
2009; BOAVENTURA, 2010). Assim, a ingestdo da erva-mate
aumentou a capacidade antioxidante do plasma e a atividade da enzima
PONL1 e diminuiu a oxidagdo do plasma e da LDL. Dessa forma, é
plausivel pensar que a elevacdo na atividade da PONL1 contribua, pelo
menos em parte, para esses achados. Em estudo recente de nosso
laboratério, verificou-se que a ingestdo aguda e por sete dias das infusdes
de erva-mate aumentou a expressdo génica e a atividade da PON2 nos
mondcitos e macréfagos derivados de mondcitos de mulheres saudaveis,
bem como in vitro, em cultura de macréfagos THP-1 (FERNANDES et
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al., 2012). Assim, a erva-mate verde ou tostada pode exercer protecdo
contra o estresse oxidativo celular.

Em relagdo a propriedade hipocolesterolémica da erva-mate,
estudos em nosso laboratério demonstraram, pela primeira vez, que a
ingestdo de infusdo de erva-mate (chimarrdo ou cha mate tostado)
durante 20 ou 40 dias reduziu significativamente o LDL-C em pacientes
com hipercolesterolemia (MORAIS et al., 2009). Esse efeito foi
particularmente efetivo quando associado as estatinas (MORAIS et al.,
2009), particularmente em conjunto com orientagdo nutricional
qualitativa (STEFANUTO, 2010) mostrando claramente que a ingestéo
de erva-mate pode ser considerada abordagem interessante como
adjuvante e complementar as estatinas na terapia hipocolesterolémica.
Vale salientar que a ingestdo de trés doses diarias de mate por 40 dias ou
cha mate por 40 ou 60 dias por individuos saudaveis, ndo promoveu
alteragdes nos parametros hematoldgicos, nos marcadores renais e
hepéticos (BOAVENTURA, 2010; KLEIN, 2010; MORAIS et al.,
2009; STEFANUTO, 2010). Em estudo clinico piloto com pacientes
diabéticos também verificou-se que, além da reducdo de LDL-C, a
ingestdo da infusdo de chd mate diminuiu significativamente a
concentracdo da glicemia de jejum e da hemoglobina glicada (KLEIN et
al., 2011), sugerindo, assim, um possivel efeito anti-diabetes.

No entanto, em nossos estudos, observamos que muitos
individuos participantes, que ndo possuiam o habito de ingerir chas,
particularmente aqueles de sabor amargo e sem adicao de aglcar como a
erva-mate, tiveram dificuldade em manter o consumo prolongado das
infusdes de mate, particularmente do chimarrdo, sugerindo que o mesmo
pode acontecer com uma parcela significativa da populagdo. Dessa
forma, com o intuito de fazer com que mais pessoas se beneficiem das
propriedades da erva-mate, sem sentir 0 seu sabor amargo caracteristico,
idealizamos o desenvolvimento de capsulas contendo o extrato seco
(s6lidos solveis) de erva-mate.

De acordo com a legislacdo brasileira, antes da aplica¢do e uso
em seres humanos de qualquer produto natural, novo ou cuja forma de
apresentacdo tenha sido modificada, é necessario um processo de
comprovacdo de seguranca de uso do produto natural (toxicologia pré-
clinica em animais). Assim, foi realizado estudo em ratos e coelhos para
avaliar eventuais efeitos toxicos do extrato seco de erva-mate apds
administracdo aguda e por doses repetidas, seguindo as normas da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, RES 90, 2004). De
acordo com os resultados, a administra¢o intra-gastrica aguda de 2 g/kg
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do extrato seco de erva-mate a ratos Wistar machos e fémeas, nédo
provocou sinais de toxicidade, incluindo-se  modificagdes
comportamentais, alteragdo da locomogdo, frequéncia respiratoria,
piloerecdo, diarreia, sialorreia, alteragdo do ténus muscular, hipnose,
convulsGes, hiperexcitabilidade e contor¢des abdominais, alteracdo no
peso corpdreo ou mortes entre 0s animais acompanhados por 14 dias
(ANDRADE et al., 2012). Além disso, ndo foram encontradas alteragdes
macroscopicas nos o6rgdos dos animais administrados com mate.
Portanto, ndo foi possivel determinar a dose que promove a morte de
50% dos animais (DL50). Dessa forma, concluiu-se como auséncia de
toxicidade aguda do extrato seco de erva-mate na dose utilizada de 2,0
o/kg, a qual é considerada maxima pela legislacdo vigente (RES 90,
ANVISA, 2004, RES 116, 1996; OGA, 2003).

No estudo crénico, o extrato seco de erva-mate foi administrado
a ratos Wistar e coelhos New Zealand, machos e fémeas, por 12
semanas (RES 90, ANVISA, 2004). Ndo houve mortes, diferencas na
evolugdo do peso corpdreo, nem alteragBes comportamentais entre os
animais que consumiram a erva-mate. Além disso, as analises
bioguimicas e hematoldgicas revelaram auséncia de alteracdes
significativas associadas a toxicidade (ANDRADE et al., 2012).
Resultados semelhantes foram observados em nossos estudos realizados
anteriormente com seres humanos, ap6s ingestdo diaria de 1 litro de
infusdo de mate verde ou cha mate tostado durante 40, 60 ou 90 dias
(BOAVENTURA, 2010; MORAIS et al.,, 2009; KLEIN, 2010,
STEFANUTO, 2010).

Em relacdo as andlises histopatol6gicas dos principais 6rgdos dos
animais que eventualmente poderiam ser afetados pela administracéo
prolongada do extrato seco de erva-mate, ndo foram observadas
alteracdes histopatoldgicas celulares e/ou teciduais indicadoras de
atipias decorrentes de toxicidade nos animais (ANDRADE et al., 2012).
Com base nestes resultados e de acordo com a legislacdo vigente, i.e.,
auséncia de alteracdes indicadoras de toxicidade em duas espécies de
mamiferos, ratos e coelhos, podemos concluir que o extrato seco de
erva-mate pode ser utilizado com seguranga para a realizacéo futura de
estudos de toxicidade em seres humanos saudaveis.

No presente estudo em seres humanos, os ensaios clinicos
foram realizados empregando-se a forma farmacéutica em que podera
ser comercializado. Para isto foi utilizado extrato seco de erva-mate
obtido por secagem spray drying, metodologia que jA vem sendo
utilizada na indastria alimenticia h& mais de 50 anos para
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encapsulamento (DESAI; PARK, 2005). Assim, essa técnica
proporciona a formacdo de particulas com forma esférica uniforme e
rapida dissolucdo, baixo custo de operacdo, aplicagdo em produtos
termossensiveis, podendo assim ser empregado com sucesso ha
producdo de fitomedicamentos, apresentando estabilidade quimica,
fisico-quimica e microbioldgica, maior concentracdo de compostos
ativos e elevada capacidade de transformacdo em diferentes tipos de
formas farmacéuticas solidas (MASTERS, 1985; SHAW, 1997
AULTON, 2002). Em geral, os extratos secos de origem vegetal
encontram emprego como produtos finais ou intermedidrios, sobretudo
em formas farmacéuticas solidas, visto que no Brasil encontram-se
registrados 512 medicamentos fitoterapicos, dos quais mais de 70%
apresentam-se como formas farmacéuticas sélidas (CARVALHO et al.,
2008).

Nesse contexto, foram realizados estudos de estabilidade das
capsulas com extrato seco de erva-mate, seguindo a legislacdo vigente
(ANVISA, Resolugdo n° 1, 2005). O extrato seco de erva-mate em
capsulas mantidas a 30 °C, no estudo de longa duragéo por 12 meses, ou
a 40 °C, no estudo acelerado por seis meses, em frascos impermeaveis,
apresentou estabilidade quimica satisfatoria e aceitvel, com variagdes
inferiores a 10% nos principais constituintes, como compostos fendlicos
totais, 4acidos clorogénico, galico e dicafeoilquinico, cafeina,
teobromina, saponinas totais e capacidade antioxidante total,
independente da presenca do adjuvante didxido de silicio (ANDRADE,
2011 - Dissertacdo). Além disso, ndo houve crescimento de
microrganismos, como fungos e bactérias, no extrato seco de erva-mate
encapsulado e armazenado a 30 ou 40 °C, durante seis ou 12 meses.

Sendo assim, resta estabelecer, através de estudos de toxicidade
clinica em individuos saudaveis, se as capsulas de -erva-mate
demonstram realmente auséncia de efeitos colaterais, através de exames
clinicos e determinagdes bioquimicas e hematoldgicas. Apds verificacdo
da auséncia de toxicidade, o estudo foi ampliado para verificar as
propriedades hipocolesterolémica e antioxidante das capsulas de erva-
mate em individuos com dislipidemias ou e com hipercolesterolemia sob
tratamento com estatinas.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do presente estudo foi verificar a eventual
toxicidade clinica da ingestdo de cépsulas contendo extrato seco de
erva-mate verde por individuos saudaveis, e avaliar se a ingestdo de
capsulas com extrato seco de erva-mate verde ou tostada, durante 30 e
60 dias, apresenta propriedades hipocolesterolémica e antioxidante in
vivo, em individuos dislipidémicos, usuarios ou ndo de estatina.

2.2 Objetivos Especificos

e Analisar o teor de compostos fendlicos, metilxantinas, fenois
totais, saponinas, bem como avaliar a capacidade antioxidante
total, dos extratos secos de erva-mate verde e tostada utilizados
neste estudo;

Avaliar a eventual toxicidade do extrato seco de erva-mate verde
em seres humanos sadios em estudo clinico agudo e cronico,
por meio de exame clinico completo, eletrocardiograma de
cinco derivagbes, hemograma completo e contagem de
plaquetas, exame de urina tipo | e exames bioguimicos séricos
de rotina;

Avaliar o efeito do extrato seco de erva-mate verde nos
parametros lipidicos de individuos normolipidémicos;

Verificar o efeito da ingestdo das capsulas de erva-mate verde e
tostada nas concentracBes séricas de colesterol total, LDL-C,
HDL-C, N&o-HDL-C, triglicerideos e na fracdo pequena e
densa da LDL e nas relagdes LDL-C/HDL-C e CT/HDL-C em
individuos com dislipidemias sem uso de medicamentos
hipolipemiantes, durante 60 dias;

Verificar o efeito da ingestdo das capsulas de erva-mate verde no
perfil lipidico de individuos hipercolesterolémicos sob terapia
com estatinas, durante 60 dias;

Analisar os marcadores do estresse oxidativo, como capacidade
antioxidante, LOOH, GSH, TBARS, e a atividade das enzimas
SOD, CAT, GPx e PON1 nos eritrécitos ou no soro de
individuos normolipidémicos, dislipidémicos e
hipercolesterolémicos usuarios de estatinas; avaliados antes e
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apos 7, 30 e 60 dias da ingestdo das capsulas de extrato seco de
erva-mate verde e tostada;

Verificar o efeito da ingestdo das capsulas de erva-mate verde
ou tostada no peso corpdreo e na circunferéncia da cintura apos
30 e 60 dias.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os extratos secos de erva-mate verde e tostada foram fornecidos
pela empresa Ledo Janior S.A. - Curitiba-PR (lotes 12179967 e
11296504, ano 2012, respectivamente). Os conjuntos de reagentes para
as determinagBes do colesterol total e fracdo HDL-C, triglicerideos,
glicose, é&cido Urico, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), gama-glutamil transferase (GGT), creatinina,
creatina quinase (CK), bilirrubina total e direta foram obtidos da
empresa Labtest Diagndstica S.A. (Lagoa Santa — MG). Os eletrdlitos
sodio e potassio foram quantificados por meio de eletrodos ions
seletivos em equipamento automatizado Siemens® (Newark, NJ,
Estados Unidos) e as demais analises bioquimicas foram realizadas em
equipamento automatizado Cobas Mira Plus® (Roche Diagndsticos,
Basel, Suica). As andlises hematologicas foram realizadas em
equipamentos automatizados Wiener Analyzer (Wiener Laboratérios
S.A.I.C. - Rosario, Argentina) e Sysmex XE-2100i Roche (Kobe,
Japdo). As analises de wurina foram realizadas em analisador
automatizado com microfotografia de urina IG 200 IRIS Diagnostics
(Los Angeles, CA, Estados Unidos) e Combostik R-700 (Gyung-Nam,
Coréia). A avaliacdo do eletrocardiograma foi feita utilizando-se o
eletrocardiografo ECG 6 Ecafix (S&o Paulo, SP).

Os reagentes relacionados a seguir foram adquiridos da Sigma
(Steinheim, Alemanha ou St. Louis, EUA): reagente de Folin-
Ciocalteau, 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido  sulfénico)
(ABTS), 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico
(Trolox), 2,4,6-Tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), trifenilfosfina (TPP),
paroxon (0,0 dietil-O-paranitrofenol fosfato), butil-hidroxi-tolueno
(BHT), bicarbonato de sodio, acido tiobarbitdrico (TBA), albumina
sérica bovina, acido 5,5-ditio-bis (2-nitrobenzoéico) (DTNB), glutationa
reduzida (GSH), acetato de fenila, dihidrocumarina (DHC), glicina,
solugBes &cido formico, &cido acético e n-butanol grau HPLC, fosfato
de sddio dibasico (Na,HPO,), B-nicotinamida adenina dinucleotideo 2-
fosfato reduzido (NADH), acido tricloroacético (TCA), glutationa
redutase, 1,1,3,3-tetrametoxipropano  (TMP), epinefrina, 4cido
clorogénico, acido galico, acido caféico, acido 4,5-dicafeoilquinico,
acido  ursolico, epicatequina,  epigalocatequina,  catequina,
epigalocatequina galato, teobromina e cafeina.
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Acido acético, etanol, acetato de sodio e cloreto férrico foram
obtidos da empresa Labsynth (Diadema, SP) e acetonitrila e metanol,
grau HPLC, foram comprados da empresa Tedia Co. (Phoenix, AZ,
Estados Unidos). Vanilina, persulfato de potassio, metanol, alaranjado
de xilenol, sulfato de ferro Il e aménio, cloreto de magnésio (MgCl,),
hidréxido de sodio, acido cloridrico, butanol, cloroférmio, éacido
ortofosforico, dcido metafosforico, peréxido de hidrogénio e fosfato de
potassio monobésico (KH,PO,) foram adquiridos da empresa VETEC
(Rio de Janeiro, RJ); &cido perclérico, acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) , hidroperoxido de tert-butil, acido sulfarico (H,SQ,), cloreto
de célcio (CaCly) , acetato de etila, TRIS, azida sddica, cianeto de
potassio, citrato de sddio, cianeto de potassio, heparina sédica, corante
coumassie blue, fosfato de sédio monobasico (NaH,PO4.H,0), sulfato
de magnésio (MgSOy,) e os demais reagentes foram adquiridos de outras
marcas nacionais. Todas as solu¢bes foram preparadas com Aagua
ultrapura (Milli-Q Direct-Q 3 UV-R, Millipore - Billerica, MA, Estados
Unidos), com sais de pureza analitica.

3.2 METODOS
3.2.1 Preparacéo dos extratos secos de erva-mate

O extrato seco de erva-mate verde foi obtido a partir do extrato
aquoso de erva-mate verde (tipo chimarrao), o qual foi preparado pela
adicdo de agua quente (aproximadamente 90 °C) sobre folhas secas e
moidas de llex paraguariensis comercial na proporc¢do de 1,0 kg/14,0 L.
Apos 4 h de extracdo, a solucdo foi filtrada em tamis de malha 60 mesh
e concentrada em temperatura controlada. O extrato aquoso foi
nebulizado em torre de secagem Spray Dryer por atomizacdo (Niro
Production Minor Atomizer - GEA, Copenhague, Dinamarca), usando
as seguintes condicdes de operacdo: temperatura interna de 175-180 °C
e temperatura externa de 80-85 °C. O extrato seco de erva-mate tostada
possui patente industrial e a sua producdo ndo foi fornecida pela
empresa Ledo Junior.

3.2.2 Preparacéo das capsulas com extrato seco de erva-mate
Os residuos solidos de erva-mate verde e tostada (extratos secos

nebulizados) foram encapsulados em capsulas opacas, nimero 00, na
empresa Phytomare, de Floriandpolis-SC. Cada cépsula continha 250
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mg e 300 mg de residuo solido de erva-mate verde e tostada,
respectivamente, equivalente a aproximadamente 15 e 65 mL de infusdo
de erva-mate (tipo chimarrdo) e mate solGvel, respectivamente,
conforme propor¢cdo normalmente usada pela populacdo. As capsulas
foram consumidas inteiras pelos participantes do estudo, com auxilio de
agua, apenas.

3.2.3 Caracterizacao do extrato seco de erva-mate
3.2.3.1 Preparacédo dos extratos aquosos de erva-mate

Os extratos secos de erva-mate, verde ou tostada, contidos nas
capsulas foram resuspensos em agua deionizada, na proporcao de 5,0
mg/mL para a erva mate verde e 4,6 mg/mL para a erva mate tostada.
Estas concentragdes correspondem a maxima solubilidade em agua.

3.2.3.2 Quantificacdo dos Fendis Totais

O teor de fendis totais dos extratos aquosos de erva-mate verde
ou tostada foi determinado pelo método colorimétrico de Folin-
Ciocalteau segundo metodologia descrita por Singleton, Orthofer e
Lamuela-Raventos (1999). Cinquenta microlitros do extrato aquoso de
erva-mate foram misturados com 150 pL de etanol (95%), 800 pL de
agua destilada e 80 pL do reagente de Folin-Ciocalteau (50%). Apds 5
min, foram adicionados 150 pL de bicarbonato de s6dio 5% e a mistura
permaneceu a temperatura ambiente por 1 h, na auséncia de luz. A
leitura da absorbancia do produto colorido foi realizada em
comprimento de onda de 765 nm (espectrofotdmetro Spectrum SP2000
- Xangai, China). O &cido clorogénico foi usado como padrdo e 0s
resultados foram expressos em mg/g equivalentes de acido clorogénico.
As analises foram realizadas em triplicata de trés amostras de extratos
de erva-mate verde ou tostada.

3.2.3.3 Quantificacdo da Capacidade Antioxidante Total

A capacidade antioxidante dos extratos aquosos de erva-mate
foi verificada por meio de dois métodos, FRAP (do inglés, Ferric
Reducing Antioxidant Potential) e TEAC (do inglés, Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity) (BENZIE; STRAIN, 1996, PELLEGRINI et al.,
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2001). Todas as analises foram realizadas em triplicata de trés amostras
de extratos de erva-mate verde ou tostada.

3.2.3.3.1 FRAP

O ensaio FRAP baseia-se no potencial redutor férrico de
compostos antioxidantes presentes no extrato. Os antioxidantes reduzem
o Fe*a Fe*? o qual é quelado pela 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ)
para formar o complexo Fe*2-TPTZ, com absorcdo méxima em 593 nm
(BENZIE; STRAIN, 1996). Resumidamente, 10 pL de extrato aquoso
de erva-mate foram adicionadas a 1 mL da solucdo de trabalho, que
contém cloreto férrico (FeClz), TPTZ e tampédo acetato de sodio. A
mistura foi incubada por 15 min a 37 °C e, posteriormente, realizou-se a
leitura da absorbancia do produto colorido em 593 nm em
espectrofotdmetro semi-automatizado (Bioplus BIO 2000 — Barueri,
SP). A concentracdo da capacidade antioxidante foi calculada a partir da
curva padrdo preparada com diferentes concentra¢fes de Trolox (y =
0,00042x + 0,00748, r* = 0,99975), um anélogo hidrossolivel da
vitamina E, e os resultados foram expressos em mmol/g equivalentes
Trolox.

3.23.3.2TEAC

O método conhecido por TEAC e descrito por Pellegrini et al.
(2001), baseia-se na habilidade dos antioxidantes presentes no extrato
de erva-mate sequestrarem o cation radical estavel ABTS (2,2 -azino-
bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)), um cromdéforo azul-
esverdeado com absorcdo maxima em 734 nm. A solucdo ABTS 7,0
mM, preparada em persulfato de potassio 2,45 mM, foi diluida em agua
para fornecer absorbancia de aproximadamente 0,70 em 734 nm. A
concentracdo da capacidade antioxidante foi calculada a partir da curva
padrdo preparada com diferentes concentracbes de Trolox (y =
0,12538x + 0,66048, r* = 0,99657).

Apos a adicdo de aliquotas dos extratos aquosos de erva-mate
ou de Trolox em 1 mL da solucdo de ABTS diluida, a absorbancia foi
medida imediatamente apds homogeneizagdo, a 30 °C, em
espectrofotdmetro semi-automatizado (Bioplus BIO 2000 — Barueri,
SP). Os resultados foram expressos em mmol/g equivalentes Trolox.



67

3.2.3.3.3 Quantificacdo de Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos nos extratos aquosos de erva-mate
foram quantificados de acordo com metodologia descrita por
Strassmann et al. (2008) por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), em equipamento com injetor manual, conectado ao
degaseificador DGU 20A5 com integrador CBM 20A e detector UV-
Visivel DAD SPD-M20A (Schimadzu, Kyoto, Japan). As separagdes
cromatogréficas foram realizadas em coluna de fase reversa Shimpack
Cus (4,6 mm x 250 mm, 5 um) e pré-coluna Shimpack Cyg (4 mm x 10
mm, 5um). A fase mével isocratica foi constituida de agua/acido
acético/n-butanol (97,0:0,28:2,72; v/viv), e foi utilizado fluxo de 0,8
mL/min. Para a determinacdo dos compostos fenolicos, os extratos
aquosos de mate foram centrifugados (2.300 g, 10 min), filtrados (0,45
um), diluidos e aliquotas foram injetadas na coluna termostatisada a 40
°C, com deteccdo em 280 e 325 nm. As solugdes padrdo de &cido
clorogénico, acido galico, acido caféico e acido 4,5-dicafeoilquinico
foram preparadas usando metanol como solvente. A identificacdo e
determinacdo quantitativa basearam-se no método de padrdes externos
por comparagdo com o tempo de retengdo dos compostos fendlicos
puros. Foram obtidas as seguintes curvas de calibracdo com diferentes
concentracdes dos padrfes: acido clorogénico 6,25, 12,5, 25, 50, 100
Hg/mL; y = 28886,7x -109,41, r* = 0,9967), 4cido galico (10, 20, 40, 60,
80 pg/mL; y = 9836,37x — 32,59, r* = 0,9919), 4cido caféico (1,25, 2,5,
5, 10, 20 pg/mL; y = 56919,67x -14,317, r* = 0,9989) e &cido 4,5-
dicafeoilquinico (10, 20, 40, 80, 100 pug/mL; y = 48476,5x — 242,92, r?
= 0,9960). Para todas as andlises, a concentracdo dos compostos
fendlicos foi calculada utilizando-se a média dos resultados de trés
amostras em triplicata.

3.2.3.4 Quantificagdo das Saponinas Totais

A quantificacdo das saponinas totais foi realizada por método
espectrofotométrico, conforme extracdo descrita por Gnoatto, Schenkel
e Bassani (2005) e reacdo com vanilina e acido perclérico descrita por
Fan e He (2006). As saponinas contidas em 10 mL dos extratos aquosos
de mate verde ou tostado foram submetidas a hidrélise com 5 mL de
HCI 12 N, durante 2 h sob refluxo. As sapogeninas foram extraidas com
6 mL de cloroférmio, em processo repetido por quatro vezes. As fragdes
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cloroférmicas foram combinadas e evaporadas em evaporador rotativo e
0 residuo foi resuspenso em 10 mL de etanol. Para a quantificacao,
aliquotas da solugdo etandlica foram evaporadas e 150 uL de vanilina a
5%, preparada em &cido acético glacial, e 500 pL de &cido perclérico
foram adicionados sobre o residuo seco. A mistura foi incubada a 60 °C
por 45 min. Apos resfriamento em banho de gelo, acrescentou-se acido
acético glacial e a absorbéncia foi lida em 548 nm (espectrofotdmetro
Spectrum SP2000 — Xangai, China). Como padrdo, utilizou-se o 4cido
ursélico (y = 0,000671106x - 0,02896, r? = 0,99841), nicleo
triterpénico majoritario das saponinas de llex paraguariensis, e 0s
resultados foram expressos em mg/g equivalentes acido ursolico.

3.2.3.5 Determinacdo de Metilxantinas

As metilxantinas presentes nos extratos aquosos de erva-mate
foram quantificadas de acordo com metodologia descrita por Reginatto
et al. (1999), por CLAE, em equipamento com injetor manual,
conectado ao degaseificador DGU 20A 5 com integrador CBM 20A,
detector UV-Visivel DAD SPD-M20A, bomba LC-20AD, controlado
pelo software LC Solution 1.2 (Schimadzu, Kyoto, Japan). A separacao
cromatogréfica foi realizada usando coluna de fase reversa Tosoh Cg
(4,6 mm didmetro x 150 mm comprimento, 5 um). Para a determinacéo
de cafeina e teobromina, as solugdes foram centrifugadas (2.300 x g, 10
min), filtradas (0,45 um), diluidas e aliquotas foram injetadas na coluna,
com deteccdo em 280 nm a temperatura ambiente. A fase movel
isocratica foi constituida de metanol/agua (25:75, v/v), e foi utilizado
fluxo de 0,5 mL/min. As solugdes padréo de cafeina e teobromina foram
preparadas usando a fase mdvel como solvente. A identificacdo e
determinacdo quantitativa foram realizadas usando o tempo de retencédo
e as concentragdes das curvas de calibracdo dos padrbes de cafeina
(6,25, 12,5, 25, 50, 100 pg/mL; y = 101148,0x + 156,815, r* = 0,9985)
e teobromina (6,25, 12,5, 25, 50, 100 pg/mL; y = 108644,0x + 100,23,
r’ = 0,9994). Para todas as analises, a concentracéo de metilxantinas foi
calculada utilizando-se a média dos resultados de trés amostras em
triplicata.

3.2.3.6 Determinagdo de Catequinas

A determinacdo de catequina, epigalocatequina e
epigalocatequina galato foi realizada por CLAE, em equipamento com
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injetor manual, conectado ao degaseificador DGU 20A5 com integrador
CBM 20A, bomba LC-20AD, detector UV-Visivel DAD SPD-M20A
(Shimadzu, Kyoto, Japan). As separacdes cromatograficas foram
realizadas em coluna de fase reversa Shimpack Cg (4,6 mm x 250 mm,
5 pum) e pré-coluna Shimpack Cig (4 mm x 10 mm, 5um). As fases
moveis consistiram de agua/acido férmico (99,7:0,3 v/v) (Fase A) e
metanol/acido férmico (99,7:0,3 v/v) (Fase B). O gradiente foi iniciado
com 70-50% da fase A em 10 min e 50-30% da fase A em 20 min, em
gradiente linear. O fluxo foi de 1,0 mL/min e o volume de amostra
injetado foi de 20 pL. Para a determinagdo de catequinas, as solucbes
foram centrifugadas (2.300 g,10 min), filtradas (0,45 um), diluidas e
aliquotas foram injetadas na coluna, com deteccdo em 280 nm, a
temperatura ambiente, conforme descrito por Pereira et al. (2012). Para
a identificacdo e quantificacdo dos compostos foram utilizadas solugdes
padrdo de catequina (3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 pg/mL; y = 21136,80x +
265,92, r* = 0,9995), epigalocatequina galato (6,25, 12,5, 25, 50, 100
Hg/mL; y = 43111,2x + 16,587, r* = 0,9996) e epigalocatequina (12,5,
25, 50, 100, 200 pg/mL; y = 5540,64x + 12,50, r* = 0,9984).

3.2.3.7 Identificacdo de Catequinas por Espectrometria de Massas

Para a confirmacdo da presenca de catequinas nos extratos de
erva-mate em estudo, foi feita analise qualitativa com Cromatdgrafo
Liquido Ultra Rapido (do inglés Ultra Fast Liquid Chromatography —
UFLC) Prominence conectado ao degaseificador DGU 20A3, com
integrador CBM 20A, bomba LC-20AD, injetor automatico SIL-AC
HT, detector UV-Visivel DAD SPD-M20A (Shimadzu, Kyoto, Japan).
acoplada em espectrometria de massas, utilizando espectrometro de
massa MicrOTOF — QIl (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha),
equipado com bomba de seringa automatica (KD Scientific — Holliston,
MA, Estados Unidos) para injecdo de amostra. Foram utilizadas as
mesmas condic¢des que para a CLAE apenas diferindo no gradiente de
eluicdo, o qual foi iniciado com 70-50% da fase A em 20 min e 50-30%
da fase A em 40 min, em gradiente linear e fluxo de 0,5 mL/min.
Utilizou-se os padrdes de catequina, epicatequina, epigalocatequina e
epigalocatequina galato para as analises qualitativas.

O espectrdmetro de massa, manteve-se com fonte e temperatura
de dessolvatacdo em 180°C. A voltagem do capilar e de colisdo foi de
4500 V e 150 Vpp, respectivamente. As amostras foram injetadas
utilizando constante caudal de 3uL/minuto. O solvente utilizado foi
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mistura de acetonitrila e metanol. O espectro de massa foi adquirido no
modo fon positivo ([M+H]"). O monitoramento de ions seletivos foi
usado para detectar fragmentos de ions especificos. Espectros de massa
foram feitos para ions moleculares de (+)-catequina (m/z 291), (-)-
epicatequina (m/z 291), (-)-epigalocatequina galato (m/z 459), (-)-
epigalocatequina (m/z 307) e fragmentos de ions caracteristicos. Foi
feita calibracdo de busca de massas de 50 m/z a 3000 m/z, utilizando
calibracdo interna (Agilent Technologies, Waldrom, Alemanha). Os
dados foram processados através de software Bruker Data Analysis
(Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) versao 4.0.

3.3 Caracterizacéo dos Estudos In Vivo

O presente estudo caracterizou-se como ensaio clinico,
randomizado, controlado com placebo, cego e de intervengdo e teve
duragéo de 60 dias. O estudo foi dividido em:

i) Estudo toxicolégico clinico agudo com a ingestdo de trés
capsulas de extrato seco de erva-mate verde, por individuos saudaveis,
trés vezes ao dia, por sete dias consecutivos;

ii) Estudo toxicoldgico cronico, com a ingestdo de trés capsulas
de extrato seco de erva-mate verde, por individuos saudaveis, trés vezes
ao dia, durante oito semanas;

iii) Estudo hipocolesterolémico e antioxidante em individuos
dislipidémicos (DLP) com a ingestdo de trés capsulas de extrato seco de
erva-mate verde, tostada ou amido (placebo) trés vezes ao dia, durante
oito semanas;

iv) Estudo hipocolesterolémico e antioxidante em individuos
hipercolesterolémicos, usuarios de estatina (HCE), com a ingestdo de
trés capsulas de extrato seco de erva-mate verde ou amido (placebo),
trés vezes ao dia, durante oito semanas.

Os estudos toxicoldgicos foram realizados apenas com as
capsulas de erva-mate verde, pois o extrato nebulizado de erva-mate
tostada ja existe no mercado (mate sol(vel®), sendo normalmente
consumido pela populacéo.

O estudo hipocolesterolémico e antioxidante foi realizado
somente apds a confirmacdo da auséncia de toxicidade das capsulas de
erva-mate verde de acordo com os resultados dos estudos toxicolédgicos.
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3.4 Procedimentos Eticos da Pesquisa

O estudo foi realizado de acordo com as diretrizes e normas da
Resolucéo 196/96 do Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude
(CNS/MS), da Declaracdo de Helsinki (2000) da World Health
Association e da Resolucdo 116/1996 (ANVISA, 1996). Os voluntarios
participaram do estudo somente ap6s a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A) e
concordancia com o protocolo experimental, o qual foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisas em Seres Humanos da UFSC (CAAE:
00560512.7.0000.0121) (Apéndice B).

3.5 Amostras dos Estudos

Oitenta e seis potenciais participantes foram recrutados para
participar da pesquisa. Destes, seis individuos desistiram da
participacdo por motivos particulares. Além disso, trés participantes
foram excluidos ap6s o inicio do consumo das capsulas, sendo que dois
destes participantes apresentaram efeitos colaterais, como irritagdo
géstrica e intestinal; e um modificou a posologia da medicagdo em uso e
comegou a usar novos medicamentos. Assim, foram incluidos no estudo
77 voluntarios, de ambos 0s sexos, com idade entre 18-60 anos, com
normolipidemia (n = 14), dislipidemia sem uso de medicamentos
hipolipeminates (n = 48) e hipercolesterolemia com uso de
medicamentos hipolipemiantes (n = 15). Os participantes foram
recrutados na comunidade da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), através de enquete, via correio eletronico, cartazes fixados nos
murais do Hospital Universitario (HU) da UFSC, midia eletronica de
divulgacdo local e estadual. Para a verificacdo do estado de salde, os
voluntarios responderam a um questionario padrdo (Apéndice C) e
foram realizados exames laboratoriais bioquimicos e hematoldgicos de
rotina.

Foram utilizados os seguintes critérios de exclusdo: obesidade
(indice de Massa Corporal (IMC) = 30 kg/m?), presenca de doencas
hepaticas, renais, gastrointestinais, neoplasias, hipo e hipertireoidismo,
diabetes mellitus, alcoolismo, tabagismo, mulheres gravidas ou em
periodo de lactagdo, mulheres em estado pds-menopausa, atletas com
atividade fisica intensa ou, ainda, qualquer anormalidade nos resultados
dos exames laboratoriais de rotina que estivessem fora dos valores de
referéncia e que pudessem indicar a presenca das desordens acima.
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Apos o inicio do estudo, foram excluidos, por sua vez, os voluntarios
que introduziram ou modificaram o0 uso de medicamentos ou
suplementos, que apresentaram intolerancia a erva-mate ou que
interromperam a ingestdo das capsulas por trés dias consecutivos ou
mais. Durante todo o periodo do estudo, os participantes foram
instruidos a manter os seus habitos regulares de vida, como a préatica
moderada de exercicios fisicos e a alimentagdo de costume.

De acordo com os valores dos lipideos séricos, os participantes
foram classificados em normolipidémicos (NLP) ou DLP (LDL-C > 160
mg/dL; TG > 150 mg/dL; HDL-C < 50 e 40 mg/dL, para mulheres e
homens, respectivamente; ou relacdo LDL-C/HDL-C > 2,5), conforme
critérios estabelecidos na IV Diretriz Brasileira de Dislipidemia e
Prevencdo da Aterosclerose (SPOSITO et al., 2007).

Os critérios de inclusdo para os individuos hipercolesterolémicos
em terapia com estatinas foram dose de estatina estavel por mais de trés
meses, LDL-C > 90 mg/dL e triglicerideos < 300 mg/dL.

3.6 Grupos de estudos

3.6.1 Estudos Toxicoldgicos Clinicos das Capsulas de Erva-Mate em
Individuos Saudaveis

Os estudos foram desenvolvidos em condicdes médicas
controladas com 14 voluntarios saudaveis, os quais foram submetidos a
exames clinicos e/ou complementares (verificacdo da pressao arterial e
do eletrocardiograma) e exames laboratoriais, segundo a Resolugédo
116/1996 (ANVISA, 1996).

3.6.1.1 Estudo Toxicologico Agudo

Os voluntérios consumiram trés capsulas de extrato seco de erva-
mate verde, trés vezes ao dia, durante sete dias consecutivos. Antes do
inicio do estudo (periodo basal) e ap0s trés e sete dias da ingestdo das
capsulas de erva-mate, foram aferidos o peso corporal (Balanca Marte®
PP180 - Santa Rita do Sapucai, MG), a circunferéncia da cintura com
fita métrica ndo extensivel e a pressdo sanguinea (esfigmomandémetro
Embramac — Campinas, SP). A pressdo sanguinea foi verificada apds o
participante permanecer por, pelo menos, 15 min sentado. A altura dos
voluntarios foi medida somente no inicio do estudo, para o célculo do
IMC (peso/altura’), com o uso de antropdmetro (Seca® - Frankfurt,
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Alemanha). Foram realizados exame clinico completo e
eletrocardiograma de cinco derivacdes, (Eletrocardiégrafo ECG 6
Ecafix Sdo Paulo, SP), sob a avaliacdo do Prof. Dr. Tales de Carvalho —
UDESC. Além disso, amostras de 20 mL de sangue foram coletadas,
através da puncéo da veia intermédia do antebrago, com sistema a vacuo
(Vacuntainer-BD, S&o Paulo, SP), em tubos seco, com 4&cido
etilenoadiaminotetracético (EDTA) para avaliagdo do hemograma
completo e contagem de plaquetas, também foram feitos testes
bioguimicos, como glicemia, triglicerideos, colesterol total, bilirrubina
total e fracBes, creatinina, acido Urico, sédio, potéssio, enzimas CK,
AST, ALT e GGT, e marcadores do estresse oxidativo. Também foram
feitos exames de rotina de urina, conhecidos como elementos anormais
e sedimentares. Foram fornecidos aos voluntarios coletores esterilizados
de boca larga e orientagdes sobre a coleta de urina (primeira urina da
manha, desprezando-se a parte inicial da micgao e coletando-se a fragédo
média, apds rigorosa higiene).

3.6.1.2 Estudo Toxicoldgico Croénico

Os mesmos voluntarios do estudo agudo (n = 14) continuaram a
consumir as capsulas de extrato seco de erva-mate, trés vezes ao dia
durante oito semanas. Ap6s quatro e oito semanas de ingestdo diaria, o
estado clinico dos voluntarios foi avaliado e foram feitas coletas de
sangue. Os exames realizados foram os mesmos descritos para o estudo
agudo (Esquema 1).
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Estudo Toxicolégico Cronico

Estudo Toxicolégico Agudo

| 14 voluntarios saudaveis — Ingestao de 3 capsulas extrato seco de erva-mate verde, 3 x ao dia |

| 7 dias | | 4 semanas | l 8 semanas |
I |

- Afericio do peso corporal, circunferéncia da cintura, pressio sanguinea e eletrocardiograma de cinco

derivacdes;

) el '

- Avaliacdo dos parimetros hematolégicos e dos demais parimetros bioquimicos para a avaliacio hepatica e
renal; exame de urina tipo I;
-

N

BN
-Avaliagio dos parimetros do perfil lipidico sérico e marcadores de stress oxidativo.

Esquema 1: Protocolo experimental do Estudo Toxicol6gico em Seres
Humanos.

3.6.2 Estudo Hipocolesterolémico e Antioxidante das Céapsulas de
Erva-Mate

Tendo em vista a auséncia de toxicidade clinica evidenciada nos
estudos toxicoldgicos agudo e cronico (descrita no item Resultados,
abaixo), deu-se prosseguimento aos estudos de avaliacdo dos efeitos
hipocolesterolémico e antioxidante das capsulas de erva-mate, segundo
organograma (Esquema 2).

3.6.2.1 Individuos com Dislipidemias sem Uso de Hipolipemiantes

Neste estudo, a amostra foi composta por 48 individuos com
dislipidemia sem uso de medicamentos hipolipemiantes. Os individuos
DLP foram distribuidos aleatoriamente (Software Research Randomizer
Versdo 3.0, Urbaniak e Plous, 2011) em trés grupos: i) Céapsulas
contendo extrato seco de erva-mate verde (EMV; n = 16); ii) Capsulas
contendo extrato seco de erva-mate tostada (EMT; n = 16) e; iii)
Capsulas contendo amido (Placebo) (PL; n = 16).
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3.6.2.2 Individuos com Hipercolesterolemia em Uso de Estatinas

Os individuos hipercolesterolémicos em uso de estatina (HCE)
foram distribuidos aleatoriamente (Software Research Randomizer
Versdo 3.0, Urbaniak e Plous, 2011) em dois grupos: i) EMV (n = 8) e;
ii) Placebo (amido) (PL; n=7).

Todos os participantes receberam dois frascos ambar e livres de
umidade contendo 270 cépsulas de extrato seco de erva-mate verde,
tostada ou amido. Sem saber que tipo de capsulas eles estavam
recebendo, os participantes foram instruidos a ingerir as capsulas
inteiras e com 4gua apenas, até 30 min antes, durante ou até 10 min
apos as trés principais refei¢bes diarias, durante 60 dias. A dose de trés
capsulas, trés vezes ao dia, foi considerada maxima para a ingestao
rotineira, sem a perda de adesdo ao estudo. Antes e ap6s 7, 30 e 60 dias,
foram realizadas coletas sanguineas, ap6s jejum de 12-14 h, para as
determinacBes bioquimicas do perfil lipidico e dos marcadores do
estresse oxidativo. Durante todo o estudo, foi feito monitoramento do
peso corporal e da medida da circunferéncia da cintura dos
participantes.

- Afericdo do peso corporal e circunferéncia da cintura;
- Avaliacdo dos parimetros do perfil lipidico sérico e marcadores de stress oxidativo.

Individuos Dislipidémicos sem uso Individuos Hipercolesterolémicos
de medicamentos hipolipemiantes em uso de estatinas
EMV PL EMT EMV PL
(m=16) (m=16) (m=16) m=28) m=7)

Esquema 2: Protocolo experimental do Estudo Hipocolesterolémico e
Antioxidante em voluntérios dislipidémicos sem uso de medicamentos
hipolipemiantes e individuos hipercolesterolémicos usuarios de
estatinas. Os voluntarios fizeram uso de capsulas com extrato seco de
erva-mate verde, tostada ou amido, trés vezes ao dia.
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3.7 Avaliacéo Clinica e Antropométrica

Inicialmente, os participantes responderam a questionario com
dados socio-demograficos, histéria clinica, historia familiar, uso de
medicamentos e atividade fisica. Nos periodos de tempo definidos para
as avaliagOes clinicas e coletas de sangue, os participantes visitaram o
laboratério e também foram aferidos os parametros antropométricos
(peso, altura e circunferéncia da cintura). Para a afericdo do peso
corporal, os individuos estavam descalgcos ou usando meias finas e
vestindo roupas leves, permanecendo de pé sobre a balanca, com 0s pés
unidos, o peso igualmente distribuido em ambos os pés e os bragos
pendentes ao lado do corpo (OMS, 1995).

Para a afericdo da altura, os participantes permaneceram de pé,
com os bracos pendentes ao lado do corpo, colocando as superficies
posteriores dos calcanhares, as nadegas e a regido occipital em contato
com a parede. A cabeca posicionada de modo que a linha da visdo
ficasse perpendicular ao corpo. Posicionou-se a régua até o ponto mais
alto da cabeca com uma pressdo suficiente para comprimir o cabelo
(OMS, 1995). O IMC foi calculado através da razdo peso (kg) e altura
(m) ao quadrado e classificado de acordo com a Organizagdo Mundial
de Satde (OMS, 2000).

A circunferéncia da cintura foi medida com fita métrica ndo
extensivel, com comprimento méximo de 2 m e escala de 0,1 cm. Os
individuos permaneceram em posicdo ortostatica, posicionados de
perfil, com abdémen relaxado, bracos descontraidos ao longo do corpo.
A medida foi obtida através do posicionamento firme, sem comprimir
os tecidos, da fita métrica ao nivel da cicatriz umbilical no final do
movimento expiratério (CALLAWAY, 1991).

3.8 Analises Bioquimicas
3.8.1 Analise Laboratorial do Perfil Lipidico Sérico

As concentracfes séricas de colesterol total (CT) e dos
triglicerideos (TG) foram determinadas pelos métodos automatizados e
colorimétricos (reacdo de Trinder; Labtest, Lagoa Santa-MG), e o HDL-
colesterol foi determinado por método homogéneo (Labtest, Lagoa
Santa-MG). O LDL-colesterol foi estimado pela equacdo de Friedewald
[LDL-C = CT - (HDL + TG/5)] (FRIEDEWALD; LEVY;
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FREDRICKSON, 1972) ou quantificado pelo método homogéneo
(Labtest, Lagoa Santa-MG) quando o participante apresentava valores
de TG igual ou acima de 400 mg/dL. A fracdo de sd-LDL-c foi
determinada por meio do reagente de LDL-c homogéneo (Labtest,
Lagoa Santa-MG) ap0s a precipitacdo seletiva das demais lipoproteinas
com heparina e magnésio, conforme procedimento descrito previamente
por Hirano et al. (2003) e modificado por Cavalcante e Silva (2012). O
controle de qualidade foi realizado com soros controle Siemens
Healthcare Diagnostics Moni-Trol niveis 1 e 2 (S&o Paulo, SP). Foram
feitas 30 determinagBes com os dois niveis de soro controle para os
diferentes analitos bioguimicos e os coeficientes de variacdo (CVs)
interensaios encontrados foram inferiores a 6%. Todas as medidas
foram realizadas no equipamento automatizado Cobas-Mira Plus®
(Roche Diagndstica, Basel, BS, Suica).

3.8.1.2 Demais Parametros Laboratoriais

As concentracGes dos pardmetros bioquimicos creatinina (método
picrato alcalino por reacdo de ponto final), glicose (oxidase/peroxidase),
acido urico (oxidase/peroxidase) e as atividades das enzimas AST, ALT
e CK (métodos cinéticos com monitoramento do NADH em 340 nm) e
GGT (monitoramento de formagdo de p-nitroanilina em 405 nm) foram
determinadas em equipamento automatizado (Cobas Mira Plus Roche -
Basel, Suiga). Os pardmetros hematoldgicos (hemograma completo)
foram avaliados pelos métodos usuais na rotina de laboratério, em
equipamentos automatizados (Wiener Analyzer - Wiener Laboratérios
S.A.L.C. - Rosario, Argentina, e Sysmex XE-2100D - Kobe, Japao,
respectivamente), segundo as instrugdes dos fabricantes. Os eletrolitos
sodio e potassio foram quantificados utilizando-se eletrodos ions
seletivos em equipamento automatizado (Siemens - Newark, NJ,
Estados Unidos). As analises de urina foram realizadas em analisador
automatizado microfotografia de urina IG 200 IRIS Diagnostics (Los
Angeles, CA, Estados Unidos) e Combostik R-700 (Gyung-Nam,
Coréia).

3.8.2 Marcadores de Estresse Oxidativo

3.8.2.1 Capacidade Antioxidante do Soro
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A capacidade antioxidante sérica foi determinada através do
potencial antioxidante redutor férrico de acordo com a técnica descrita
por Benzie e Strain (1996). Dez microlitros de soro foram misturados
com o reagente de trabalho (FeCl;, TPTZ e tampdo acetato de sddio) e
a mistura foi incubada por 15 min a 37 °C. A absorbéncia do produto
colorido foi lida em 513 nm em espectrofotdmetro semi-automatizado
(Bioplus BIO 2000 — Barueri, SP) e o trolox foi usado como padrdo. Os
resultados foram expressos em pmol/L equivalentes trolox.

3.8.2.2 Hidroperdxidos Lipidicos (LOOH)

Os LOOH presentes no soro foram quantificados pelo método
de oxidacdo do ferro com alaranjado de xilenol, conhecido como
método FOX-2 (do inglés, Ferrous Oxidation in Xylenol Orange,
version 2), conforme descrito por Nourooz-Zadeh et al. (1994). O
principio do método se baseia na rapida oxidacdo do Fe** a Fe™ em
meio 4cido, mediada pelos peréxidos lipidicos. O Fe* na presenca de
alaranjado de xilenol forma um complexo (Fe**-alaranjado de xilenol)
que é quantificado em 560 nm (espectrofotdmetro Spectrum SP-2000,
Xangai, China). Aliquotas de 90 pL de soro foram misturadas com 10
pL de trifenilfosfina 20 mM (TPP), para a redugdo dos hidroperoxidos
lipidicos, ou com 10 pL de metanol. Os tubos foram agitados em
agitador tipo vortex e mantidos em temperatura ambiente, no escuro,
por 30 min, com agitagdo a cada 10 min. Apds este periodo, 900 pL de
reagente de trabalho FOX2, contendo alaranjado de xilenol 1,0 mM e
sulfato de ferro e aménio 2,5 mM, preparados em H,SO, 250 mM, e
BHT 4,4 mM, foram adicionados aos tubos. Em seguida, os tubos foram
agitados em vortex e mantidos em temperatura ambiente, no escuro, por
60 min, com agitacOes subsequentes a cada 10 min. Apo6s centrifugacao
(1600 g, 10 min), a absorbancia do sobrenadante foi lida em 560 nm
contra 0 branco composto por &gua deionizada. A concentragdo de
LOOH foi calculada pela diferenca entre as absorbancias das amostras
com metanol (hidroper6xidos totais) e com TPP (hidroperdxidos nédo
lipidicos), utilizando-se o perdxido de hidrogénio como padrdo. Os
resultados foram expressos em pmol/L equivalentes peroxidos de
hidrogénio.

3.8.2.3 Glutationa Reduzida Sanguinea

A GSH, forma majoritaria de tidis de baixo peso molecular, foi
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guantificada no sangue total de acordo com o método descrito por
Beutler, Kelly e Duron (1963). Aliquotas de sangue-EDTA (600 ulL)
foram submetidas a precipitacdo com o écido tricloroacético (TCA) a
20%. Apos centrifugacdo (5000 g, 4 °C, 10 min), 50 puL. do sobrenadante
foi misturado com 50 pL de ditionitrobenzoico (DTNB) e 800 uL de
tampédo fosfato 0,2 M pH 8.0. A absorbéancia do anion tiolato, formado
apoés 3 min a temperatura ambiente, foi medida em 412 nm em
espectrofotdbmetro semi-automatizado (Bioplus BIO 2000 — Barueri, SP)
contra 0 branco da reagdo. A concentracdo de GSH sanguinea foi
calculada utilizando-se GSH comercial como padrdo. Os resultados
foram expressos em pmol/L.

3.8.2.4 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS)

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica no plasma foi realizada
através da deteccdo dos derivados dos produtos de oxidacao,
substancias que reagem com o acido tiobarbiturico, destacando-se o
malondialdeido (MDA), conforme procedimento descrito previamente
por Esterbauer e Cheeseman (1990). Aliquotas de 250 uL de plasma-
EDTA foram misturadas com 0,5 mL de &cido tricloroacético 20% em
HCI 0,5 N e com 50 pL de BHT 10 mM. Acido tiobarbitdrico 1,0%
(500 pL), recém-preparado, foi adicionado e a mistura foi incubada a
100 °C, por 60 min. Apds resfriamento em &gua com gelo, adicionou-se
1,5 mL de butanol, os tubos foram agitados em vortex por 30 s e
centrifugados a 1000 g por 5 min. As absorbancias do sobrenadante
foram lidas em 532 nm (espectrofotdmetro Spectrum SP-2000, Xangai,
China). Como padrdo de MDA foi usado o 1,1,3,3-tetrametoxipropano
(TMP) recentemente preparado. Os resultados foram expressos em
umol/L equivalentes TMP.

3.8.2.5 Atividade das Enzimas Antioxidantes em Eritrocitos

A atividade das enzimas antioxidantes catalase, SOD e GPx
foram quantificadas em eritrocitos. Aliquotas de sangue (1 mL) foram
centrifugadas (700 g, 4 °C, 10 min) e as hemacias foram separadas do
plasma. As heméacias foi adicionado igual volume de solugéo
fisiolégica, os tubos foram homogeneizados e centrifugados (700 g,
4°C, 10 min). Este procedimento foi repetido por trés vezes. Em
seguida, 100 pL de eritrocitos foram misturados com 1 mL de solugéo
hemolizante (sulfato de magnésio 4 nM e &cido acético 1 nM) e o
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hemolizado foi armazenado por no maximo 10 dias a -80 °C para as
analises. Para a medida da atividade da SOD, aliquotas do hemolisado
foram misturadas com solucdo de cloroférmio:etanol (3:5, v/v) e dgua
deionizada, na proporcao de 1:3:1 (v/v/v). Apo6s centrifugacdo (700 g, 4
°C, 3 min), 200 pL do sobrenadante foram removidos e misturados com
600 uL de cloroférmio:etanol (3:5) e com 200 pL de agua deionizada.
A mistura foi novamente centrifugada e o sobrenadante limpido foi
usado para a medida da atividade da SOD (McCORD; FRIDOVICH,
1969).

3.8.2.5.1 Medida da Atividade da Catalase

A atividade da catalase foi quantificada através do
monitoramento da decomposicdo do H,O, durante 2 min em 240 nm
(AEBI, 1984). O sistema de reacdo continha 955 pL de tampéo fosfato
50 mM pH 7,0, 35 pL de H,0, 0,3 M e 10 uL de amostra. Uma unidade
de catalase equivale a quantidade de enzima que hidrolisa 1 umol de
substrato por minuto e por miligrama de proteina de eritrdcitos. Os
resultados foram expressos em U/mg de proteina.

3.8.2.5.2 Superdxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada com base na inibi¢do da
reacdo do radical superéxido com adrenalina (BOVERIS et al., 1983). A
oxidacdo da adrenalina leva a formacdo de produto colorido, o
adenocromo, detectado espectrofotometricamente. A atividade da SOD
foi determinada medindo-se a velocidade de formacdo do adenocromo
em 480 nm, em meio de reacdo contendo glicina-NaOH e adrenalina.
Uma unidade de enzima equivale a quantidade de enzima que inibe em
50% a oxidacgdo da adrenalina por minuto e por miligrama de proteina.
Os resultados foram expressos em Unidade SOD/mg de proteina.

3.8.2.5.3 Medida da Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi determinada pelo método de Wendel (1981)
que utiliza o perdxido de tert-butila como substrato da reagdo,
ocorrendo a oxidacdo da GSH pela GPx e gerando GSSG, a qual é
convertida em GSH pela glutationa redutase, consumindo nessa reagdo
uma molécula de NADPH. A cinética da reacdo foi acompanhada em
340 nm e para o calculo da atividade foi utilizado o coeficiente de
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absortividade molar do NAPH em 340 nm, 6,22 x 10° L.mol™*.cm™
Uma unidade de GPx equivale a quantidade de enzima que hidrolisa 1
pmol de substrato por minuto por mg de proteina. Os resultados foram
expressos em muU/mg de proteina.

3.8.2.5.4 Determinacdo das Proteinas Totais nos Eritrocitos

As proteinas totais foram determinadas segundo o método de
Bradford (1976), utilizando a albumina bovina como padrdo. Aliquotas
dos hemolisados (50 pL) foram adicionados em 2 mL de azul de
Coomassie e mantidas em ambiente escuro, a temperatura ambiente, por
5 min e a leitura da absorbéncia foi realizada em 595 nm (Spectrum SP-
2000, Xangai, China).

3.8.2.6 Medida da Atividade Sérica da Enzima Antioxidante
Paroxonase-1 (PON-1)

A atividade da enzima PON1 foi avaliada por meio de reacdes
com trés diferentes substratos, 0s quais geram as terminologias de
atividade lactonase, arielesterase e paroxonase.

A atividade lactonase da PON-1 foi determinada de acordo com o
método descrito por Rock et al. (2008). A reacdo foi iniciada com a
adi¢do de 60 pL de soro diluido 10 vezes em 1,0 mL de tampdo Tris
HCI 50 mmol/L, pH 8,0, contendo CaCl, 1 mmol/L e dihidrocumarina
(DHC) 1 mmol/L, usado como substrato. A reacdo de hidrolise foi
monitorada com leituras a cada minuto durante trés minutos, em
comprimento de onda de 270 nm, a 25 °C. Para corrigir a hidrélise
espontanea da DHC foi incluido um branco da reacdo. Para o calculo da
atividade, considerou-se o coeficiente de absortividade molar de 1,29
x10° L. mol™.cm™. Os resultados foram expressos em U/mL, sendo que
uma unidade arilesterase corresponde a 1 umol de DHC hidrolisada por
minuto, por mL de soro (Spectrum SP-2000, Xangai, China).

A atividade arilesterase da PON-1 foi determinada de acordo com
0 método descrito por Gan et al. (1991). A reacdo foi iniciada com a
adi¢do de 20 pL de soro diluido 20 vezes em 2,0 mL de tampéo Tris
HCI 20 mmol/L, pH 8,0, contendo CaCl, 1 mmol/L e acetato de fenila 1
mmol/L, usado como substrato. A cinética da reacdo de formacdo do
fenol foi monitorada com leituras a cada minuto durante trés min, em
comprimento de onda de 270 nm, a 25 °C. Para corrigir a hidrolise
espontanea do acetato de fenila foi incluido um branco da reacéo. Para o
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calculo da atividade, considerou-se o coeficiente de absortividade molar
de 1,31 x10% L.mol™.cm™. Os resultados foram expressos em U/mL,
sendo que uma unidade arilesterase corresponde a 1 pmol de acetato de
fenila hidrolisado por minuto, por mL de soro (Spectrum SP-2000,
Xangai, China).

A atividade paroxonase da PON-1 foi determinada conforme
metodologia descrita por Senti et al. (2003). A reacdo foi iniciada com a
adicdo de 18 pL de soro, em 150 pL de tampdo Tris-HCI 0,1M, pH
8,05, contendo CaCl, 2 mmol/L e paroxon 1,1 mmol/L, usado como
substrato. A reacao de hidrélise foi monitorada por trés min, a 37 °C,
com leituras a cada minuto, em 405 nm, em equipamento automatizado
Cobas-Mira Plus® (Roche Diagndsticos, Basel, BS, Suica). Para o
calculo da atividade, foi considerado o coeficiente de absortividade
molar (¢) do paroxon em 405 nm de 18,05 x 10° L.mol*.cm™. O
resultado foi expresso em U/mL, sendo que uma unidade de atividade
paroxonase € equivalente & hidrolise de 1 umol de paroxon por mililitro
de soro, por minuto.

3.9 Analise Estatistica

A estatistica descritiva foi apresentada na forma de média e
desvio-padrdo ou erro-padrdo. As variaveis categéricas foram
analisadas pelo teste do qui-quadrado (x). Os testes de Shapiro-Wilk ou
Kolmogorov-Smirnov foram aplicados para avaliar a normalidade das
variaveis continuas. Quando necessario, utilizou-se a transformacéo
logaritmica dos dados. Aos dados com distribuicdo gaussiana aplicou-se
a analise de variancia (ANOVA) para Medidas Repetidas e teste
complementar de Tukey, ou teste t pareado de Student, para verificar o
efeito temporal da ingestdo das capsulas com extratos secos de erva-
mate verde ou tostada e grupo controle (analise intragrupos). Para os
dados que apresentaram distribuicdo ndo gaussiana, foi utilizado o teste
nao paramétrico de Friedman (Repeated Measures ANOVA on Ranks),
para as comparagdes intra-grupos. As diferencas entre os grupos foram
avaliadas pela ANOVA e teste complementar de Tukey ou por meio do
teste de Kruskal-Wallis, para dados paramétricos ou ndo paramétricos,
respectivamente. Para a avaliagdo das diferengas entre os constituintes
guimicos e a capacidade antioxidante da erva-mate verde e da erva-mate
tostada in vitro, utilizou-se o teste t de Student. Foi considerado um
nivel de significAncia menor que 5% e todas as analises foram
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realizadas no software SigmaPlot 12.0 (Systat Software Inc. (SSI), San
Jose, Califérnia, EUA).






RESULTADOS E DISCUSSAO
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS EXTRATOS SECOS
DE ERVA-MATE

4.1.1 Teor de Saponinas, Fendis Totais e Medidas da Capacidade
Antioxidante Total

O teor de saponinas e fendis totais totais e a atividade
antioxidante dos extratos secos de erva-mate utilizados em nosso estudo
foram avaliados em ensaios in vitro (Tabela 1). Como pode ser
observado, 0 EMV apresentou concentragdo maior de saponinas totais e
fendis totais em relacdo ao EMT, correspondendo a 36 e 10%, em
média, respectivamente (P < 0,05). No entanto, em virtude das
caracteristicas fisicas dos extratos nebulizados, as capsulas com EMT
possuiam maior quantidade de extrato, cerca de 300 mg por capsula,
enquanto as capsulas com EMV continham 250 mg de extrato. Assim,
apesar de o EMV apresentar maior teor de constituintes em relagdo ao
EMT, ndo houve diferenca significativa na quantidade de saponinas
totais por capsula ou, inclusive, as capsulas de EMT apresentaram
maior quantidade de fendis totais do que as capsulas de EMV (P <
0,05). Resultados semelhantes foram observados para a capacidade
antioxidante total. Estes resultados estdo de acordo com estudo prévio
de nosso laboratério, demonstrando também a estabilidade quimica
desses componentes em estudo de longa duracdo (ANDRADE, 2011).
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Tabela 1 — Teor de saponinas, fendis totais e medidas da capacidade
antioxidante total (FRAP e TEAC) nos extratos secos de erva-mate verde
e tostada em capsulas.

Extrato Seco de Erva-Mate

Verde Tostada

mg/g mg/capsula mg/g mg/capsula
Saponinas
Totais 331+30 78+0,7 20,9+ 3,0 6,3+0,9
Fenois
Totais 309,3+6,5 73,9+15 2786+87 83628

mmol/g mol/capsula mmol/g mol/capsula

FRAP 1,79+0,05 043001 1,70+0,06 0,51+0,02
TEAC 097+0,08 0,23+0,02 0,74+0,03 0,22+0,01

Os resultados estdo expressos como média + desvio-padrdo. FRAP =
Ferric Reducing Antioxidant Potential; TEAC = Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity. Ensaios colorimétricos realizados com trés
amostras em triplicata; ‘P < 0,05 comparado ao extrato de erva-mate
tostada (teste t de Student).

4.1.2 Caracterizacdo dos Compostos Fenélicos por CLAE

A tabela 2 e as figuras 6 e 7 mostram os resultados da
caracterizacdo dos compostos fenélicos nos extratos secos de erva-mate
verde e tostada. O principal composto fendlico encontrado nos extratos
foi o &cido clorogénico, correspondendo a cerca de 40% dos compostos
fenolicos totais para 0 EMV e 30% para o EMT (P < 0,05), seguido dos
acidos galico e 4,5-dicafeoilquinico, os quais também estdo presentes em
maior concentracdo no EMV. Porém, concentracdo similar de &cido
cafeico foi observada em ambos os extratos. A concentracdo dos
compostos fenolicos foi semelhante em ambas as capsulas de EMV e
EMT (Tabela 2).

InfusBes de erva-mate possuem ampla quantidade de compostos
fendlicos, especialmente o 4&cido clorogénico, o qual tem sido
extensivamente estudado devido a sua capacidade antioxidante (revisado
por BASTOS et al., 2007a; HECK; de MEJIA, 2007). O mate tostado
apresenta, essencialmente, os mesmos componentes da erva-mate verde
(revisado por BASTOS et al., 2007a). Assim, nossos resultados também
demonstraram constituintes semelhantes nos extratos secos de erva-mate
verde e tostada. Além disso, estudos de longa e curta duracgdo
demonstraram que estes compostos sd0 quimicamente estaveis em
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capsulas (ANDRADE, 2011 - Dissertacdo). De fato, polifenois
encapsulados  apresentaram  maior  estabilidade  quimica e
biodisponibilidade dos compostos in vitro e in vivo (FANG;
BHANDARI, 2010). Além disso, 0 extrato seco de erva-mate apresentou
maior concentracdo de acidos fendlicos quando comparado as folhas
desidratadas de erva-mate (BERTE et al., 2011).

Tabela 2 — Concentragdo de compostos fendlicos nos extratos secos de
erva-mate verde e tostada em cépsulas.

Extrato Seco de Erva-Mate

Verde Tostada
Acidos mg/g mg/cépsula mg/g mg/cépsula
Fendlicos
Clorogénico 1235+7,8 295+18 930+62 279%19
Gélico 287+1,7 71+04 254+03 76%0,1
4 5-Dicafeoil-
quinico 277+16 70+04 220+15 6605
Caféico 24+0,2 0,63+0,05 21+0,17 0,68+0,05

Os resultados estdo expressos como média * desvio-padrdo. Ensaios
realizados por CLAE com trés amostras em triplicata; P < 0,05
comparado ao extrato seco de erva-mate tostada (teste t de Student).
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Figura 6. Cromatogramas representativos do perfil de acidos fendlicos
dos extratos secos de erva-mate verde (A) e tostada (B) em 280 nm
obtidos em CLAE. Pico (1) = 4cido galico.
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Figura 7. Cromatogramas representativos do perfil de &cidos fendlicos
dos extratos secos de erva-mate verde (A) e tostada (B) em 325 nm
obtidos em CLAE. Picos: (2) acido clorogénico; (3) acido caféico; (4)
acido 4,5-dicafeoilquinico.
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4.1.3 Caracterizacdo de Catequinas por CLAE

A metodologia utilizada no presente estudo para a caracterizagao
das catequinas foi originalmente descrita por Matsubara e Rodriguez-
Amaya (2006a) e, posteriormente, usada por Pereira et al. (2012) para a
quantificacdo de catequinas em infusdes de erva-mate verde e tostada. Os
cromatogramas representados na Figura 8 mostram 0s picos
possivelmente correspondentes as catequinas que foram identificados de
acordo com os tempos de retencdo de seus respectivos padrdes,
representando assim, catequina, epigalocatequina e epigalocatequina
galato. Porém muitos trabalhos relatam a auséncia de catequinas em
extrato de erva-mate (revisado por HECK; de MEJIA, 2007; revisado por
BASTOS et al., 2007a; BASTOS et al.,, 2007b; MATSUBARA e
AMAYA, 2006b). Portanto, para a confirmacdo da presenca de
catequinas, foi utilizada a cromatografia liquida, com detector UV-Visivel
DAD, associada a espectrometria de massa (HPLC-DAD-EM), pois esta
metodologia confere alta sensibilidade as catequinas, mesmo quando
presentes em baixas concentracbes (PELILLO et al., 2004; POON, 1998;
WANG et al., 2008). Estes resultados estdo mostrados na se¢do 4.1.5. Em
geral, a deteccdo e quantificacdo de catequinas ndo podem ser feitas
apenas por andlise cromatografica em UV-Visivel, utilizando espectros
individuais e baseados em tempos de retencdo comparados aos padrdes,
tendo em vista a presenca de outros compostos fendlicos no extrato de
erva-mate com espectro similar (NISHITANI; SAGESAKA, 2004; YAO
et al., 2004).
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Figura 8. Cromatogramas representativos do perfil de catequinas dos
extratos secos de erva-mate verde (A) e tostada (B) em 280 nm obtidos
em CLAE. Picos: (5) catequina; (6) epigalocatequina; (7)
epigalocatequina galato.

4.1.4 Caracterizagdo de Metilxantinas por CLAE

A tabela 3 e figura 9 mostram os resultados da caracterizacdo das
metilxantinas nos extratos secos de erva-mate verde e tostada. O principal
alcaloide purinico encontrado nos extratos foi a cafeina, sendo que no
EMV esta esteve presente em concentracdo 15% superior aquela
encontrada no EMT (P < 0,05). Conforme Bastos et al. (2006), o teor de
metilxantinas aumenta apos estagios de secagem de folhas de mate. Este
fato pode provocar diferengas nos resultados de processamentos
tecnologicos avaliando especialmente o0 tempo e a temperatura de
exposicdo das folhas e a metodologia de extracdo. Ainda neste contexto,
segundo Oliveira et al. (2006), sob o ponto de vista tecnoldgico sabe-se
que, em geral, extratos aquosos de plantas medicinais exibem baixa
estabilidade quimica. No entanto, os extratos secos de erva-mate
utilizados no presente estudo sdo estaveis para metilxantinas, conforme
demonstrado anteriormente em estudo de longa duragdo (Andrade, 2011).

Cépsulas de suplementos dietéticos, contendo extratos vegetais,
apresentam alto teor de cafeina, principalmente com associagdes de
extratos de erva-mate e cha verde (ANDREWS et al., 2007). O segundo
alcaloide encontrado foi a teobromina com concentracGes semelhantes em
ambos os extratos secos de erva-mate. A teofilina ndo foi detectada nos
extratos secos de erva-mate analisados.
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Tabela 3 — Concentragdo de metilxantinas nos extratos secos de erva-
mate verde e tostada em capsulas.

Extrato Seco de Erva-Mate

Verde Tostada
mg/g mg/capsula mg/g mg/capsula
Cafeina 16,0+0,62° 3,6+0,14 13,6+0,11 4,2+0,03

Teobromina 2,7 + 0,07 0,64+002 232+034 0,70+0,10

Os resultados estdo expressos como média + desvio-padrdo. Ensaios
realizados por CLAE com trés amostras em triplicata; ‘P < 0,05 comparado
ao extrato seco de erva-mate tostada (mg/g) (teste t de Student).
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Figura 9. Cromatograma representativo de metilxantinas nos extratos
secos de erva-mate verde (A) e tostada (B) em 280 nm, obtidos em
CLAE. Picos: (8) teobromina; (9) cafeina
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4.1.5 ldentificacdo de Catequinas por CLAE/EM

O monitoramento de ions seletivos foi usado para detectar
fragmentos de ions especificos de catequinas de acordo com estudos
anteriores (SHEN et al., 2006; ZEEB et al., 2000; WANG et al., 2008).
Espectros de massa foram selecionados para ions moleculares [M+H]"
de (-)-epigalocatequina galato (m/z 459), epigalocatequina (m/z 307),
catequina e epicatequina (m/z 291). Cromatogramas por CLAE/EM
indicando o tempo de retencdo dos picos identificados, de acordo com
padrBes externos, estdo representados na figura 10. O ion molecular
([M+H]", m/z 459) da epigalocatequina galato foi detectado em 12,4 min
com fragmentos de ions caracteristicos de m/z 289 e m/z 139. O ion
molecular ([M+H]*, m/z 307) da epigalocatequina foi detectado em 10
min com fragmentos de ions caracteristicos de m/z 289 e m/z 139. O ion
molecular ([M+H]®, m/z 291) da catequina e epicatequina foram
identificados em 10,8 e 14,6 min, respectivamente, com fragmentos de
fons caracteristicos de m/z 273 e m/z 139.

As figuras 11 e 12 mostram 0s cromatogramas obtidos por
CLAE/EM referentes aos extratos secos de erva-mate verde e tostada,
respectivamente. Os ions moleculares m/z 459 e m/z 289 referentes a
epigalocatequina galato e fragmentos de ions de galocatequina e
epigalocatequina galato, respectivamente, ndo estdo representados
devido ao fato de se apresentarem em baixas intensidades na corrida
cromatogréfica e deteccdo em EM. Os ions moleculares identificados
foram referentes aos isémeros catequina e epicatequina ([M+H]", m/z
291), detectados de 5 a 8 minutos com fragmentos de ions
caracteristicos de m/z 273 e m/z 139. O ion molecular referente a
epigalocatequina ([M+H]*, m/z 307) também foi detectado de 4 a 6
minutos com fragmento de ion de m/z 139.

Pelo fato de catequina e epicatequina serem isdbmeros dificulta a
correta identificacdo das mesmas. Além disso, acredita-se que pela baixa
concentracdo destes compostos no extrato seco de erva-mate e a rapida
degradagdo durante a andlise, seus picos de identificacdo apresentaram-
se com tempos de retencdo diferentes em relagdo aos respectivos
padrdes, podendo assim, resultar em coincidéncias de massas neste caso
com outras substancias presentes no extrato seco. O ion fragmento m/z
273 apresentou a mesma caracteristica, ratificando a pouca estabilidade
destes compostos nas amostras. O ion m/z 139, encontrado como
fragmento para todas as catequinas aqui analisadas, tornou-se Util a
identificacdo e confirmagdo da presenca de catequinas nas amostras de
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extratos secos de erva-mate, supondo ser mais estavel do que os demais
ions. Dado relevante na analise com EM foi a presenca de ion molecular
[M+H]", m/z 195 da cafeina exatamente em 15 minutos, eluindo junto
com o ion fragmento m/z 139, tornando, assim, inviavel e incorreta a
analise de catequinas, somente por CLAE e detector UV-Visivel, como
publicado por Pereira et al. (2012). De fato, Bastos et al. (2007b) ja
haviam descrito que os extratos aquosos de erva-mate verde e tostada
ndo possuem catequinas como constituinte quimico, em anélise feita por
eletrospray e espectrometria de massa (ESI-MS).
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Figura 10. (A) Cromatograma UV-Visivel + EM de padrles de
catequinas. (B-G) lons filtrados para cada catequina: a presenca de dois
ou mais picos revelam a presenca de isdmeros.
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Figura 12. (A) Cromatograma UV-Visivel + EM do extrato seco de erva-
mate tostada. (B-F) lons filtrados para cada catequina: a presenga de dois
ou mais picos revelam a presenca de isémeros.

4.2. ESTUDOS In Vivo

421 CARACTERISTICAS BIODEMOGRAFICAS DOS
PARTICIPANTES DO ESTUDO

Setenta e sete individuos participaram efetivamente da pesquisa,
sendo 29 homens e 48 mulheres, com idade de 45,2 + 1,4 anos e IMC de
26,3 + 0,39 kg/m?. Do total de individuos participantes, 38 fizeram uso
de cépsulas com extrato seco de erva-mate verde, 16 fizeram uso de
capsulas com extrato seco de erva-mate tostada e 23 usaram capsulas
com amido (placebo). As caracteristicas biodemograficas estdo
apresentadas na Tabela 4. Como pode ser observado, ndo houve
diferenca significativa entre os diferentes grupos de estudo para 0s
parametros histérico familiar de DAC e sedentarismo (teste do x). Por
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outro lado, os individuos do grupo NLP apresentaram diferenca
estatisticamente significativa em relagdo aos parametros idade, peso e
IMC. Assim os individuos NLP apresentaram idade inferior em relagéo
aos individuos dos grupos DLP-EMT e HCE-EMV e HCE-PL, (25 e
30%, respectivamente). Os individuos do grupo NLP apresentaram
menor peso corporal e IMC em relagdo aos individuos grupo HCE-PL,
correspondendo a cerca de 23% e 17%, respectivamente (P < 0,05;
ANOVA e teste complementar de Tukey; Tabela 4).
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Tabela 4 — Caracteristicas biodemogréficas dos participantes no inicio do estudo.

Estudo Dislipidémicos sem Uso de Hipercolesterolémicos
Toxicoldgico Hipolipemiantes Usuarios de Estatina (HCE)
(DLP)
NLP-EMV EMV EMT PL EMV PL
Género (M/F) 9/5 6/10 719 3/13 4/4 4/3
Idade (anos) 351+35 464+29 484126 444+27 51,2+28 50,7+4,9
Peso (kg) 66,4+24" 769+38 765+43 705%33 73,7+29 80,0+35
IMC (kg/m?) 242+09" 268+08 268+07 254+09 271+05 27,9409
Histérico DAC 6 (42,8%) 8 (50,0%) 12 (75,0%) 7 (43,7%) 5(71,4%) 6 (75%)
Sedentarismo 6 (42,8%) 5(31,25%) 10 (62,5%) 7 (43,7%) 3 (42,8%) 1 (12,5%)

Os resultados estdo expressos como média + erro-padrdo; M/F = masculino/feminino; IMC = Indice de massa
corporal; DAC = Doencga arterial coronariana. NLP-EMV = Normolipidémicos que ingeriram capsulas com
extrato seco de erva-mate verde. DLP-EMV, DLP-EMT e DLP-PL = Dislipidémicos que ingeriram capsulas com
extrato seco de erva-mate verde, tostada e placebo, respectivamente. HCE-EMV e HCE-PL =
Hipercolesterolémicos usuarios de estatina que ingeriram capsulas com extrato seco de erva-mate verde e placebo,
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respectivamente. P < 0,05 comparado aos grupos DLP-EMT, HCE-EMV e HCE-PL; P < 0,05 comparado ao
grupo HCE-PL (ANOVA e teste complementar de Tukey).
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4.2.2 AVALIACAO DA EVENTUAL TOXICIDADE CLINICA DO
EXTRATO SECO DE ERVA-MATE VERDE EM INDIVIDUOS
SAUDAVEIS

4.2.2.1 Estudo Toxicoldgico Agudo

O estudo toxicolégico agudo foi realizado com 14 voluntérios
saudaveis, sendo nove mulheres e cinco homens, com idade de 35,1 +
3,5 anos. A ingestdo de trés céapsulas de extrato seco de erva-mate
verde, trés vezes ao dia, durante sete dias consecutivos ndo provocou
efeitos adversos nos participantes da pesquisa durante este periodo. No
exame de eletrocardiograma ndo se evidenciou alteracdo
eletrocardiografica (Figuras 13, 14 e 15). Da mesma forma, ndo se
observaram alteragBes significativas no peso corporeo e na
circunferéncia da cintura (Tabela 5). Por outro lado, observou-se
reducdo de 6,0%, em média, nos valores da pressao arterial diastélica,
apos 3 e 7 dias de consumo de capsulas de erva-mate verde (P < 0,05),
mas ndo houve modificagdo na pressdo sistolica (Tabela 5).
Considerando que variagdes na pressao arterial podem ser fisioldgicas e
ocorrer de acordo com o estado de movimento ou repouso, estresse e
condi¢cdes nutricionais, a alteracdo ocorrida, apesar de significativa,
pode ndo ser devido ao produto utilizado, até mesmo porque ndo se
evidenciou modificacdo da pressdo arterial no estudo toxicolégico
cronico ou com a erva-mate tostada (resultados apresentados na secéo
4.2.2.2; Tabela 8). Além disso, os valores obtidos estiveram dentro da
faixa de normalidade, assim como aqueles obtidos para a pressao
arterial sistolica. Dessa forma, esta alteragdo ndo se constitui,
necessariamente, em indicio de cardiotoxicidade, pois ndo se evidenciou
alteracdo cardiaca na avaliacdo do eletrocardiograma durante o periodo
avaliado.
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Figura 13 — Perfil eletrocardiografico representativo de um participante
referente ao periodo basal, sem consumo de capsulas com extrato seco de
erva-mate verde.
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Figura 14 — Perfil eletrocardiografico representativo de um participante
apos 3 dias de consumo das capsulas com extrato seco de erva-mate
verde.
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Figura 15 — Perfil eletrocardiografico representativo de um participante
apos sete dias de consumo das capsulas com extrato seco de erva-mate
verde.

Tabela 5 - Efeito da ingestdo das capsulas com extrato seco de erva-mate
verde, durante trés e sete dias, no peso corporal, circunferéncia da cintura
e pressao arterial dos participantes.

Periodo de ingestao das capsulas

Basal 3 dias 7 dias
Peso corporal (kg) 66,4 + 24 659+23 65,6 +2,3
Circunferéncia da
Cintura (cm) 843+18 84,1+1,7 83,2+1,8
PAS (mm Hg) 109,8 + 3,0 108,7+2,5 104,3+2,9
PAD (mm Hg) 744 +27 70,1+26 69,3+29"

Os resultados estdo expressos como média * erro-padrdo (n = 14). PAS =
Pressdo Arterial Sistélica; PAD = Presséo Avrterial Diastlica. "P < 0,05
comparado ao respectivo basal (sem consumo de capsulas de erva-mate
verde; ANOVA para Medidas Repetidas e teste complementar de Tukey).

Em relacéo aos resultados do hemograma, ndo houve alteracéo
significativa nos valores da maioria dos parametros hematoldgicos no
periodo avaliado, como por exemplo, indices hematimétricos volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM),
hemoglobina, ndmero de plaquetas, hematocrito, contagem de
eritrdcitos, eosinofilos, baséfilos e de leucdcitos totais. No entanto, apds
sete dias, 0 numero de neutréfilos foi 12% menor (P = 0,009; Tabela 6),
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em relacdo ao basal, enquanto ap6s trés e sete dias, 0 nimero de
mondcitos e linfdcitos foi 23% (P = 0,006; Tabela 6) e 18% (P = 0,002;
Tabela 6), respectivamente, maior em relagdo ao basal, entretanto
mantendo-se ainda dentro dos valores de referéncia e retornando ao
valor basal apés 60 dias de estudo. Vale notar que, apesar da existéncia
de relatos sobre efeitos deletérios do extrato de llex paraguariensis em
linfécitos humanos in vitro, relatando atividade citotoxica em funcdo da
cafeina presente no extrato (ALVES et al., 2008; WNUCK et al., 2009),
ndo observamos diminuicdo no numero dessas células no presente
estudo.
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Tabela 6 — Pardmetros hematol6gicos antes e apds a ingestdo de capsulas contendo EMV, durante 7 dias.
Periodo de ingestéo das capsulas

Parametros Basal 3 dias 7 dias
Hemaécias (x10'/uL) 4,44 +0,10 4,42 +0,10 439+0,11
Hemoglobina (g/dL) 13,6 £ 0,27 13,5+0,26 13,4 +£0,29
Hematécrito (%) 39,7+0,74 39,5+0,73 39,3+0,83
VCM (fL) 89,5+ 0,80 89,5+ 0,79 89,6 £ 0,75
HCM (pg) 30,6 £0,2 30,6 £ 0,30 30,6 £ 0,26
CHCM (g/dL) 34,2 0,24 34,2+0,22 34,1+0,20
Plaquetas (x 10*/uL) 241,1 +17,0 2446 + 16,94 2442 + 17,9
Leucécitos (x 10%/pL) 5,9+0,32 5,9+0,36 5,9+0,37
Neutréfilos (x 10%/pL) 3,17+0,32 2,89 + 0,26 2,77+0,28
Eosindfilos (x 10*/uL) 0,15+ 0,03 0,16 + 0,03 0,18 + 0,03
Basofilos (x 10*/uL) 0,037 + 0,005 0,032 + 0,004 0,032 + 0,003
Linfocitos (x 10*/uL) 2,09 +0,08 2,25+0,14 2,47 +0,15
Mondcitos (x 10*/uL) 0,43+ 0,02 0,53+ 0,03 0,45 + 0,03

Os resultados estdo expressos como média + erro-padrdo. VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM:
Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média. ‘P < 0,05
comparado ao respectivo basal (sem consumo de cdpsulas de erva-mate verde; ANOVA para Medidas Repetidas e
teste complementar de Tukey e teste t pareado de Student).
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A Tabela 7 apresenta os resultados dos parametros bioquimicos
séricos dos individuos saudaveis antes e ap6s a ingestdo das capsulas de
erva-mate verde. A ingestdo das capsulas de EMV ndo alterou os valores
dos principais marcadores bioquimicos de fungdo hepatica e renal ou
indicadores de desequilibrios metabolicos, como bilirrubina, creatinina,
glicose, &cido Urico, colesterol total, triglicerideos e eletrélitos. Dentre
esses, as provas de funcdo hepética desempenham importante interesse,
pois diversas substancias sdo extensamente biotransformadas pelo figado.
As transaminases (ALT e AST) e a GGT sdo bons marcadores, pois
ocorre aumento nas atividades dessas enzimas em 90% dos casos de
doenca hepaética (LIMA et al., 2002) e a determinacdo da isoenzima AST
no soro é (til para avaliar danos em drgdos e tecidos como miusculo
estriado, miocardio, além do tecido hepatico (PANTEGHINI, 1990). Vale
notar que além de ndo ter havido aumento, observou-se diminui¢do
temporaria de 18,6% na atividade da AST ap0s trés dias de consumo das
capsulas (P = 0,028; Tabela 7). Além disso, ndo foi encontrada alteracéo
na atividade da ALT, considerada mais especifica na avaliacdo da funcéo
hepatica (BURTIS et al., 1994). A atividade da GGT também esteve 8%
diminuida, ap6s sete dias de consumo das capsulas de EMV, (P = 0,037).
Tendo em vista que a GGT € um indicador sensivel de doenca
inflamatdria e lesdo hepética, estando elevada em doengas obstrutivas das
vias biliares (BURTIS et al., 1994), pode-se considerar clinicamente
irrelevante a diminuicéo observada.

No exame de urina de rotina, observou-se cor normalmente
amarela ou amarela clara e aspecto ligeiramente turvo, sem registro de
eventuais odores anormais. Na andlise bioquimica da urina, ndo foram
observadas alteracbes no pH urinério, densidade, proteinas, glicose,
corpos cetdnicos, hemoglobina, bilirrubina e uroblinogénio. Da mesma
forma, na analise do sedimento urindrio ndo houve alteragdes na
contagem de células epiteliais, leucécitos ou hemécias, ou presenca de
flora bacteriana (resultados ndo mostrados).
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Tabela 7 — Parametros bioquimicos antes
individuos saudaveis.

e apos a ingestdo de céapsulas contendo EMV, durante 7 dias por

Parametros

Periodo de ingestdo das capsulas

Basal 3 dias 7 dias
Glicose (mg/dL) 816+11 82,1+0,9 83,7+14
Acido Urico (mg/dL) 380,31 3,7+0,30 3,7+0,17
Creatinina (mg/dL) 0,51 +0,03 0,51+0,03 0,52 £ 0,02
Colesterol Total (mg/dL) 213,1+£12,0 206,6 £11,6 199,4 £ 9,7
Triglicerideos (mg/dL) 86,1 +6,1 82,8+6,9 835+5,9
AST (U/L) 371+24 302+25 338+21
ALT (U/L) 299+20 31,6+27 30,3+45
GGT (U/L) 16,4+18 16,1+1,6 15120
CK Total (U/L) 126,1 £17,6 130,1 £26,8 102,1 + 16,2
Bilirrubina Total (mg/dL) 0,55+ 0,08 0,61 + 0,07 0,54 + 0,06
Bilirrubina Direta (mg/dL) 0,19 £ 0,02 0,22 + 0,02 0,21 £ 0,02
Bilirrubina Indireta (mg/dL) 0,35+ 0,05 0,38 + 0,05 0,32+ 0,04
Sodio (mEg/L) 135,5+0,5 135,3+0,24 135,4 £ 0,40
Potassio (mEq/L) 4,0+0,05 4,0+0,05 4,0+0,06

Os resultados estdo expressos como média + erro-padrao. AST = Aspartato aminotransferase; ALT = Alanina
aminotransferase; GGT = gama-glutamil transferase; CK Total = Creatina quinase total. P < 0,05 comparado ao
respectivo basal (sem consumo de capsulas de erva-mate verde; teste t pareado de Student).
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4.2.2.2 Estudo Toxicoldgico Croénico

O estudo toxicolégico cronico foi realizado com 0s mesmos
voluntarios saudaveis do estudo toxicoldgico agudo. Neste estudo cronico
também ndo foram evidenciados efeitos adversos nos participantes da
pesquisa. Isto pode ser observado, por exemplo, nas avaliacbes de
auséncia de alteracfes eletrocardiograficas (Figuras 16, 17 e 18), peso
corporal, circunferéncia da cintura e pressao arterial sistolica e diastdlica
(Tabela 8).
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Figura 16 — Perfil eletrocardiografico representativo de um participante
referente ao periodo basal, sem consumo de capsulas com extrato seco de
erva-mate verde.
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Figura 17 — Perfil eletrocardiogréafico representativo de um participante
apos 30 dias de consumo das capsulas com extrato seco de erva-mate
verde.
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Figura 18 — Perfil eletrocardiografico representativo de um participante
apos 60 dias de consumo das capsulas com extrato seco de erva-mate
verde.
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Tabela 8- Efeito da ingestdo das capsulas com extrato seco de erva-
mate verde no peso corporal, circunferéncia da cintura e presséo arterial
dos participantes apés 30 e 60 dias.

Periodo de ingestao das capsulas

Basal 30 dias 60 dias
Peso corporal (kg) 66,4 +24 66,1+24 66,2 + 2,3
Circunferéncia da
Cintura (cm) 84,3+1,8 832+15 840+1,8
PAS (mm Hg) 109,8 + 3,0 107,1+3,2 109,3+2,9
PAD (mm Hg) 744+27 750+ 2,0 70,7+1,9

Os resultados estdo expressos como média = erro-padrdo. PAS =
Pressdo Arterial Sistolica; PAD = Pressdo Arterial Diastélica.

Né&o se observaram alteragdes detectaveis na série vermelha do
hemograma (Tabela 9). No entanto, foram observadas pequenas
variacdes significativas em relagcdo a série branca, como aumento de
25% no ndamero de mondcitos apo6s 60 dias, assim como encontrado no
estudo agudo (P = 0,010; Tabela 9), porém ainda mantendo-se dentro
dos valores de referéncia. Anteriormente, em estudo pré-clinico
realizado em nosso laboratério (ANDRADE et al., 2012), também foi
relatado aumento no nimero de mondcitos em ratos Wistar fémeas.
Entretanto, a monocitose ocorre, normalmente, nas infecgdes virais,
leucemia mielomonocitica cronica e apds quimioterapia (WILLIAMS et
al., 1976), sendo, portanto, de dificil associagdo com o consumo do
extrato de erva-mate.

Os voluntarios saudaveis apresentaram diminuicdo significativa
no nimero de neutrofilos apds sete (12%; P = 0,008; Tabela 6) e 30 dias
(13%; P = 0,021; Tabela 9), permanecendo, entretanto, dentro dos
limites de referéncia (HARKNESS; WAGNER, 1993). De qualquer
maneira, pode-se especular que esta redugdo esteja relacionada ao
potencial anti-inflamatério da erva-mate, particularmente devido ao
efeito das saponinas presentes no extrato (WANG et al., 2008), acdo ja
demonstrada por varios autores, através de diferentes modelos de
inflamag¢&o em animais ou em cultura de células (SAFAYHI; SAILER,
1997;YUAN et al., 2006). A administragdo de erva-mate diminuiu os
marcadores de inflamacdo no pulmdo de camundongos expostos a
fumaga de cigarro (LANZETTI et al, 2008) ou de mediadores
inflamatdrios em camundongos obesos (ARCARI et al., 2011). Segundo
Dartora et al. (2012), a administracdo oral a ratos de metabdlitos
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primarios ou polissacarideos de alto peso molecular sollveis isolados de
erva-mate provocou a reducdo do influxo de neutréfilos, evitando seu
acumulo nos pulmdes, em modelos experimentais de sepstissemia,
reforcando o papel nutracéutico da llex paraguariensis e seus
componentes quimicos primarios. Além disso, 0s autores também
sugerem uma nova op¢do como adjuvante anti-séptico e para o
desenvolvimento de farmacos a partir de produtos vegetais.

Em seres humanos, Morais (2009) demonstrou que a ingestdo
prolongada de infusdo de erva-mate promoveu diminuicdo na
concentracdo sérica da PCR-us em individuos normolipidémicos e
dislipidémicos, porém os resultados séo considerados nédo conclusivos ja
gue os valores de PCR-us mantiveram-se durante todo o estudo dentro
dos valores de referéncia, caracterizando o grupo como de baixo risco
para DAC em relacdo a esses marcadores. De qualquer maneira, 0s
resultados destes estudos mostraram-se promissores para a realizacéo de
estudos adicionais para avaliar o efeito anti-inflamatorio da erva-mate
em seres humanos.

Apbs 60 dias do consumo das capsulas de erva-mate, observou-
se elevacdo de eosindfilos (30%; P = 0,019; Tabela 9) e reducdo
significativa de baséfilos (27%; P < 0,05; Tabela 9), respectivamente,
porém permanecendo ainda dentro dos valores de referéncia. Este
resultado pode estar associado a possiveis reacdes alérgicas ao produto
utilizado. Porém, nestes casos a eosinofilia e a basopenia observadas
estariam com o numero de eosinéfilos ou baséfilos acima ou abaixo,
respectivamente, dos valores de referéncia para individuos sadios
(BAIN, 2006). Além disso, segundo Rogerio et al. (2010) alguns
metabdlitos secundarios derivados de extratos vegetais podem diminuir
a eosinofilia e o recrutamento de eosinéfilos em modelos animais, bem
como outras caracteristicas envolvidas em doencas alérgicas, incluindo
a producdo de quimiocinas e citocinas.



Tabela 9 — Pardmetros hematoldgicos antes e apds a ingestdo de capsulas contendo EMV, durante 60 dias.

Parametros

Hemacias (x 10/uL)
Hemoglobina (g/dL)
Hematdcrito (%)
VCM (fL)

HCM (pg)

CHCM (g/dL)
Plaquetas (x 10*/uL)
Leucécitos (x 10%/pL)
Neutréfilos (x 10%/uL)
Eosinéfilos (x 10%/uL)
Basofilos (x 10*/uL)
Linfocitos (x 10*/uL)
Mondcitos (x 10*/uL)

Ingestao das capsulas contendo EMV

111

Basal 30 dias 60 dias
4,44 +0,10 4,46+ 0,10 4,42 +0,12
13,6 + 0,27 13,6 £ 0,26 13,5+ 0,32
39,7+ 0,74 39,8 +0,79 39,2 +0,86
89,5+ 0,80 89,2+ 0,77 88,9+ 0,93
30,6 + 0,26 30,6 +0,31 30,7+0,35
34,2 +0,24 34,3+0,21 34,6 +0,19

241,1+17,0 2395+ 18,4 251,6 +19.4
5,89 + 0,32 5,75+ 0,35 6,38 + 0,37
3,17 +0,32 2,75+0,28" 3,10+ 0,29
0,15 + 0,03 0,18 + 0,04 0,20 +0,04"
0,037 +0,0057 0,031 + 0,0038 0,027 +0,0042"
2,09 +0,08 2,26 +0,13 252 +0,17
0,43 + 0,02 0,52 + 0,04 0,54 + 0,04

Os resultados estdo expressos como média

pareado de Student).

erro-padrdo. VCM: Volume Corpuscular Méd*io, HCM:
Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM: Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média. P < 0,05
comparado ao respectivo basal (ANOVA para Medidas Repetidas e teste complementar de Tukey ou teste t
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A Tabela 10 apresenta os resultados dos parametros
bioguimicos séricos dos individuos saudaveis, antes e 30 e 60 dias apds
a ingestdo de capsulas de EMV. Nestes periodos ndo houve alteragdes
deletérias nos valores dos principais marcadores bioquimicos de funcéo
hepética e renal ou indicadores de desequilibrios metabolicos, como
perfil lipidico, enzimas transaminases, bilirrubina, e creatinina.
Inclusive, ap6s 30 dias houve reducdo de 25% na atividade sérica da CK
total (P = 0,002; Tabela 10), semelhante ao observado anteriormente no
estudo toxicoldgico agudo apds sete dias (19%; P = 0,012; Tabela 7).
Porém, os valores de referéncia sdo bastante amplos para este analito,
permanecendo, portanto, em niveis considerados normais para
individuos sadios. Esta enzima é encontrada em concentracdes elevadas
no masculo esquelético, muasculo cardiaco, cérebro e trato
gastrointestinal, com base nisso também acreditamos que esta variacdo
possa ter ocorrido pela pratica de exercicios fisicos (BURTIS et al.,
1994), apesar da instrucdo inicial a todos os voluntarios para manter os
habitos cotidianos e ndo introduzir atividades novas.

Na oitava semana de estudo, observou-se aumento significativo
na glicemia dos voluntarios saudaveis (5,7%; P = 0,043; Tabela 10).
Neste contexto, Berté et al. (2011) relataram que o extrato seco de erva-
mate possui maior contelido de carboidratos e energia em relagdo as
folhas de erva-mate desidratadas. Porém, a elevagdo da glicemia
observada pode ser devida a outras causas, pois os individuos
dislipidémicos, o0s quais consumiram as mesmas capsulas de EMV, nado
apresentaram aumento significativo (Basal: 80,4 mg/dL vs. 60 dias: 81,7
mg/dL). Além disso, com base nos resultados do estudo toxicolégico
pré-clinico em animais (ANDRADE et al., 2012) o extrato de erva-mate
ndo aumentou a glicemia. Além disso, também ndo observamos
elevacdo da glicemia em estudos anteriores com seres humanos e
infusdes de erva-mate (MORAIS et al., 2009; BOAVENTURA et al.,
2012b; STEFANUTO, 2010). Ao contrério, a suplementacdo com ché
mate na dieta de ratos obesos diminuiu a concentracdo de glicose sérica
(PANG et al., 2008). Além disso, Klein et al. (2011) demonstraram que
0 cha mate melhorou o controle glicémico de individuos com diabetes
mellitus tipo 2, diminuindo a glicemia de jejum e a hemoglobina
glicada.

Em relacdo aos eletrélitos, observou-se aumento significativo
na concentracdo de sédio apos 30 (3,6%; P < 0,05) e 60 dias (2,7%; P <
0,05), porém sem alteracdo nos valores de potassio (Tabela 10). O
aumento da ingestdo de sodio na alimentacdo pode ter influenciado a
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sua elevacdo no soro (PRADO et al., 1999). Alternativamente, a a¢do
diurética da erva-mate também pode ter influenciado este parametro.
Segundo Gorgen et al. (2005) a llex paraguariensis pode interferir no
sistema circulatorio, agindo como diurético ou agente hipotensor.
Apesar das variacOes estatisticas, os valores de sddio mantiveram-se
dentro da faixa de normalidade para individuos sadios.
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Tabela 10 — Pardmetros bioquimicos antes e apds a ingestao de capsulas contendo EMV, durante 60 dias.

Parametros Periodo de Ingestao das capsulas contendo EMV
Basal 30 dias 60 dias
Glicose (mg/dL) 81,6 +1,08 82,1+1,86 86,3+2,30
Acido Urico (mg/dL) 380,31 3,8+0,22 3,6 +0,29
Creatinina (mg/dL) 0,51+£0,03 0,50 + 0,03 0,53+0,03
Colesterol Total (mg/dL) 213,1+£12,0 213,3+11,1 217,4+8,8
Triglicerideos (mg/dL) 86,1 6,1 95,2 +8,2 84674
AST (U/L) 37,1+24 336+39 334+34
ALT (U/L) 299+20 27,3+ 4,6 32,1+31
GGT (U/L) 16,4+18 16,3+1,8 17,0+20
CK Total (U/L) 126,1+17,6 94,7 +13,2 111,1+15,9
Bilirrubina Total (mg/dL) 0,55 + 0,08 0,41+ 0,04 0,56 £ 0,07
Bilirrubina Direta (mg/dL) 0,19 £ 0,02 0,16 + 0,01 0,22 £ 0,02
Bilirrubina Indireta (mg/dL) 0,35+ 0,05 0,31 + 0,05 0,34 £0,06
Sodio (MEg/L) 135,5 (133 — 140) 140,5 (136 — 145)" 139 (135—141)"
Potéssio (mEg/L) 4,05+ 0,05 4,10+ 0,04 4,13+ 0,06

Os resultados estdo expressos como média + erro-padrdo e mediana (valor minimo e méximo) para sodio. AST =
Aspartato aminotransferase; ALT = Alanina aminotransferase; GGT = gama-glutamil transferase; CK Total =
Creatina quinase total. P < 0,05 comparado ao respectivo basal (ANOVA para Medidas Repetidas e teste

complementar de Tukey ou teste t pareado de Student); ~P < 0,05 comparado ao respectivo basal (teste de
Friedman — ANOVA on Ranks).
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4.2.3 ESTUDO HIPOCOLESTEROLEMICO DAS CAPSULAS DE
ERVA-MATE EM INDIVIDUOS NORMOLIPIDEMICOS E
DISLIPIDEMICOS SEM USO DE HIPOLIPEMIANTES

As Tabelas 11 e 12 apresentam os resultados da avaliacdo
laboratorial do perfil lipidico dos participantes NLP (n = 14). Apo6s o
consumo diario de aproximadamente 2,25 g de extrato seco de erva-
mate verde pelos participantes normolipidémicos por 30 e 60 dias foi
observado aumento médio de 3,0 e 10,4 mg/dL (5,9 e 20,5%) no HDL-
C e diminuicdo de aproximadamente 4,0 e 13,5% na relagdo CT/HDL-C
e 7,0% e 17,5% na relacdo LDL-C/HDL-C ap6s 30 e 60 dias,
respectivamente (P < 0,001; Fig. 19). N&o houve variacdo expressiva
nos valores de colesterol total, LDL-C, N&o-HDL-C, sd-LDL-C e
triglicerideos (P > 0,05). Apesar de ndo ter sido estatisticamente
significativo, houve reducdo média de LDL-C de 4,6 mg/dL (1,7%) e
5,9 mg/dL (2,0%) em 30 e 60 dias, respectivamente. Além disso, apds
60 dias, 50% dos individuos mostraram reducdo de LDL-C de 23,6
mg/dL e de triglicerideos de 17,1 mg/dL, em média, com diminuigdo
maxima de 46 mg/dL e 38 mg/dL, respectivamente. Dessa maneira, a
ingestdo de EMV em capsulas melhorou as variaveis do perfil lipidico,
inclusive para individuos que ja apresentavam valores desejaveis dos
lipideos séricos. Vale salientar que 43% dos individuos
normolipidémicos apresentaram histérico familiar de DAC (Tabela 4) e
gue, portanto, possuem algum fator genético que acarreta em risco para
0 desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Dessa forma, com base
nesses resultados, sugere-se que a ingestdo de erva-mate podera, em
longo prazo, prevenir o surgimento da hipercolesterolemia. Além disso,
ja foi demonstrado anteriormente que infusdes de erva-mate verde ou
tostada melhorou o perfil lipidico sérico, principalmente pela reducéo da
concentracdo de LDL-C e aumento de HDL-C de individuos
normolipidémicos e dislipidémicos (MORAIS et al., 2009).
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Tabela 11- Efeito da ingestdo das capsulas com extrato seco de erva-mate verde, por 30 e 60 dias, no perfil
lipidico sérico de individuos normolipidémicos.

Colesterol (mg/dL)

Total LDL HDL N&o-HDL sd-LDL
Basal 213,1+12,0 1451 +£10,1 50,8 £ 3,7 162,3 £10,6 356+5,0
A 30 dias (mg/dL) 0,23+5,42 -4,58 + 4,79 300£153  -2,76+4,94 3,43+1,95
A 60 dias (mg/dL) 4,28 + 7,49 -5,84 + 6,29 10,42 +1,97 -6,14 + 6,75 0,42 + 3,64

Os resultados estdo expressos como média + erro-padréo. sd-LDL = Fragdo LDL pequena e densa; P < 0,001
comparado ao respectivo valor basal (teste t pareado de Student).

Tabela 12- Efeito da ingestdo das capsulas com extrato seco de erva-mate verde, por 30 e 60 dias, no perfil
lipidico sérico de individuos normolipidémicos.

Triglicerideos LDL-C/HDL-C CT/HDL-C
(mg/dL)
Basal 86,1+ 6,10 3,01+£0,26 4,36 + 0,27
A 30 dias (mg/dL) 9,07 +£5,21 -021+0,11 -0,18+0,13
A 60 dias (mg/dL) -1,50 £ 5,72 -0,52 + 0,08 -0,58 + 0,09

Os resultados estdo expressos como média + erro-padréo (n = 14). P < 0,001 comparado ao respectivo valor basal
(teste t pareado de Student).
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Figura 19. Variacdo percentual média dos valores de parametros
lipidicos dos individuos normolipidémicos ap6s o cosumo das capsulas
com EMV por 30 e 60 dias, em relacdo aos respectivos valores basais.
CT = Colesterol Total; LDL-C = LDL-colesterol; HDL-C = HDL-
colesterol; Ndo-HDL-C = Nao-HDL-colesterol; sd-LDL = Fragdo LDL
pequena e densa; TG = Triglicerideos; LDL-C/HDL-C = Razdo entre a
fracdo do colesterol associada a LDL e HDL. CT/HDL-C = Razao entre
colesterol total e fragdo do colesterol associada @ HDL. P < 0,001
comparado ao respectivo valor basal (teste t pareado de Student).

As Tabelas 13 e 14 apresentam os resultados da avaliacdo
laboratorial do perfil lipidico dos participantes dislipidémicos (n = 48),
distribuidos em trés grupos de estudo que consumiram capsulas com
EMV (n = 16), EMT (n = 16) e capsulas com amido (PL) (n = 16)
durante 30 e 60 dias. A ingestdo de capsulas com EMV foi responsavel
pelo aumento significativo de 5,6 mg/dL de HDL-C (10,7%; P < 0,001)
apos 60 dias, em relacdo ao basal. Neste mesmo periodo, os individuos
do grupo placebo apresentaram aumento de apenas 0,3 mg/dL nos
valores de HDL-C (0,6%; P > 0,05). Apo6s 60 dias, a relagdo CT/HDL-C
mostrou tendéncia a reducdo nos individuos DLP que consumiram
capsulas com extrato seco de erva-mate verde ou tostada (-5,6%; P =
0,061; teste t pareado de Student). As capsulas de EMV ndo
promoveram variagdo expressiva nos demais parametros lipidicos, tanto
em relacdo aos valores basais como em relacdo aos valores do grupo
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placebo (Tabelas 13 e 14). Apesar disto, 50% dos individuos que
consumiram cépsulas de erva-mate verde mostraram reducdo média de
triglicerideos de 34,1 mg/dL, ap6s 30 dias, e de 28 mg/dL, ap6s 60 dias.
Em relacdo aos valores de LDL-c, 37% dos individuos que consumiram
capsulas de EMV mostraram reducdo média de 19 mg/dL, ap6s 30 dias
e 25% dos individuos mostraram diminuicdo de 23 mg/dL apds 60 dias.
A ingestdo das capsulas de EMT diminuiu significativamente a
concentracdo de triglicerideos séricos em 30 mg/dL (14%) e 46 mg/dL
(21%), em média, em relacdo ao periodo basal, apds 30 e 60 dias,
respectivamente (P < 0,05; Tabela 14). Os individuos do grupo placebo
apresentaram reducdo nao significativa de 7,5 e 8,3 mg/dL (P > 0,05;
Tabela 14). Vale salientar que apds 60 dias, 75% dos individuos que
consumiram as capsulas com EMT mostraram diminuicdo média de
68,5 mg/dL de triglicerideos, e 43% dos individuos mostraram reducdo
de 17,6 mg/dL de LDL-C.

Paganini Stein et al. (2005) foram os primeiros autores a relatar
diminuicdo significativa de colesterol total e triglicerideos pelo extrato
aquoso de llex paraguriensis em ratos alimentados com dieta rica em
colesterol. Como mencionado acima, com base nos resultados de
estudos de nosso laboratério com seres humanos, infusBes de erva-mate
verde ou chia mate tostado diminuiram a concentracdo de LDL-C de
individuos normo e dislipidémicos (MORAIS et al.,, 2009) e de
pacientes diabéticos (KLEIN et al., 2012), porém n&do foram observadas
reducgdes de triglicerideos. Os resultados do presente estudo também nédo
demonstraram efeito significativo da ingestdo prolongada de EMV nas
concentracBes séricas de triglicerideos, assim como em outros estudos
apos o consumo de diferentes extratos vegetais ou chas preto e verde
(GUIMARAES et al., 2000; MARON et al., 2003; TOKUNAGA et al.,
2002; WANGEN et al.,, 2001). No entanto, houve diminuigédo
significativa de TG nos individuos que ingeriram capsulas com EMT. A
acdo da cafeina e da teobromina, presentes em maior concentragdo no
EMT, pode estar envolvida da diminuicdo de TG por estimular a
mobilizacdo e a oxidacdo de lipideos (ACHESON et al., 2004) e por
aumentar a atividade da lipase lipoproteica (GOMES, 2012). Outros
pesquisadores atribuem a diminuigéo de TG pela erva-mate a inibicdo da
atividade da lipase pancreética pelo acido clorogénico (MARTINS et al.,
2010) e pelas saponinas triterpénicas, as quais aceleram o transito
gastrointestinal e diminuem a absor¢do intestinal de triglicerideos
(YOSHIKAWA et al.,, 2009). Ndo obstante, com base em nossos
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resultados ndo podemos explicar a auséncia de diminuicdo de TG pelas
capsulas de EMV.

Por outro lado, ndo observamos variagdo expressiva nos valores
de colesterol total, sd-LDL-C, LDL-C, HDL-C e nas rela¢cdes CT/HDL-
C e LDL-C/HDL-C ap6s a ingestdo de capsulas de EMT em
comparacao ao basal ou ao grupo placebo (Tabelas 13 e 14). Vale notar
gue em mulheres com sobrepeso, a ingestao de capsulas com extrato de
erva-mate verde (cerca de 1 g por dia) durante seis semanas ndo
promoveu alteragdes nos parametros lipidicos (KIM et al., 2012).
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Tabela 13- Efeito da ingestdo das capsulas com extrato seco de erva-mate verde, tostada ou amido, no perfil
lipidico sérico dos individuos dislipidémicos sem uso de hipolipemiantes.

Colesterol (mg/dL)

Total LDL HDL N&o-HDL sd-LDL
EMV (n = 16)
Basal 257,8+7,4 172,6 +8,4 52,7 3,9 205,1+8,5 66,1 +9,0
A 30 dias 9,96 +7,04 8,26 +6,79 2,57+134 7,38 £6,81 1,45 + 4,72
A 60 dias 14,00 £7,21 9,02 + 6,04 5,65 + 1,35 8,34 + 6,88 -4,05+5,54
EMT (n = 16)
Basal 254,2+7,3 159,5+9,4 50,4 + 5,4 203,8+7,1 52,0+58
A 30 dias 9,43 +5,92 12,04 + 4,06 2,15 + 2,30 7,28 + 4,58 3,29 +4,31
A 60 dias -4,18 +5,62 2,50 + 5,86 0,55 + 1,58 -4,74 +5,07 -4,69 + 3,56
PL (n = 16)
Basal 245,9 + 10,4 164,0 + 10,4 54,1 +3,6 191,8 +10,3 52,6 +8,3
A 30 dias 5,37 +7,23 6,54 +7,20 0,33 1,79 5,04 + 6,80 -6,23+5,28
A 60 dias 9,68 + 6,45 11,06 +6,43 0,31+145 9,37 £5,74 -4,23 4,16

Os resultados estdo expressos como média * erro-padrdo. EMV = Participantes dislipidémicos que ingeriram
capsulas com extrato seco de erva-mate verde; EMT = Participantes dislipidémicos que ingeriram capsulas com
extrato seco de erva-mate tostada; PL = Participantes dislipidémicos que ingeriram capsulas com amido, ou grupo
placebo; sd-LDL = Fracdo LDL pequena e densa; P < 0,001 comparado ao respectivo valor basal (teste t
pareado de Student).
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Tabela 14 - Efeito da ingestdo das capsulas com extrato seco de erva-mate verde, tostada ou amido, no perfil
lipidico sérico dos individuos dislipidémicos sem uso de hipolipemiantes.

Triglicerideos LDL-C/HDL-C COLT/HDL-C
(mg/dL)

EMV (n = 16)

Basal 162,1 + 26,0 3,56+ 0,32 5,31 +£0,42
A 30 dias -4,25 £ 9,60 -0,05+0,14 -0,14 + 0,15
A 60 dias -3,37 £ 18,78 -0,16 £ 0,11 -0,29 £ 0,14
EMT (n=16)

Basal 221,3+51,3 3,561+0,27 5,80+ 0,58
A 30 dias -30,06 + 13,26 0,13+0,11 -0,15+0,16
A 60 dias -45,75 + 19,32 0,03+0,16 -0,23+0,20
PL (n=16)

Basal 139,1 + 15,6 3,20£0,28 4,77 +0,31
A 30 dias -7,50 £ 11,35 0,17 +0,16 0,15+0,16
A 60 dias -8,43 £ 11,05 0,19+ 0,10 0,16 + 0,10

Os resultados estdo expressos como média + erro-padrdo. EMV = Participantes dislipidémicos que ingeriram
capsulas com extrato seco de erva-mate verde; EMT = Participantes dislipidémicos que ingeriram capsulas com
extrato seco de erva-mate tostada; PL = Participantes dislipidémicos que ingeriram cépsulas com amido, ou grupo
placebo; LDL-C/HDL-C = Razéo entre a fragdo do colesterol associada a LDL e HDL. *P < 0,05 comparado ao
respectivo valor basal (teste t pareado de Student).
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A auséncia de redugdo significativa de LDL-C pela ingestdo das
capsulas de erva-mate pode ser explicada pela quantidade de principios
ativos, como saponinas e compostos fendlicos, presentes nas capsulas.
Segundo Ferreira et al. (1997), o extrato de erva-mate, bem como as
suas saponinas isoladas, formam complexos com o &cido colico in vitro,
sugerindo a possibilidade de inibicdo da absor¢do do colesterol no
intestino que depende de acidos biliares para a formagdo das micelas
mistas. Em estudo anterior, Morais et al. (2009) utilizaram infusfes de
erva-mate verde ou tostada, sendo a dose diaria de saponinas de 350 mg
e 130 mg, respectivamente. Neste caso foi demonstrado redugdo de
LDL-C de 8,3 mg/dL para individuos normolipidémicos e 13,7 mg/dL
para individuos dislipidémicos em 40 dias de estudo. No presente
estudo, a dose diaria de saponinas contidas nas capsulas com extrato
seco de EMV e EMT foi de aproximadamente 71 mg e 57 mg,
respectivamente. Assim, a menor concentragdo de saponinas presente
nestes extratos pode ter sido a causa da discreta reducdo de LDL-C nos
individuos em estudo. Dessa forma, especula-se que a dose de 130 mg
de saponinas diarias seja a quantidade minima para que se possa
verificar o efeito.

Baseado no potencial redutor de colesterol da erva-mate
acredita-se que seja relevante a utilizacdo de tecnologias visando a
concentracdo dos constituintes quimicos da erva-mate. Murakami et al.
(2011) e Prudéncio et al. (2012) aplicaram a tecnologia de nanofiltragdo
e Boaventura et al. (2012a) utilizaram a crioconcentragdo do extrato
aquoso para concentrar as saponinas e 0s compostos fenélicos da erva-
mate, respectivamente. Resta estabelecer, entretanto, se a concentragdo
alcangada € suficiente para a diminuicdo de colesterol sérico em seres
humanos. Em individuos hipercolesterolémicos, a ingestdo de 3 g/dia de
saponina sintética, durante duas semanas, diminuiu a absorcao intestinal
de colesterol e aumentou a excre¢do fecal de esterdis neutros, tendo
como consequéncia a diminuicao significativa da concentracéo de LDL-
C em 13% (HARRIS et al., 1997). Outra proposta seria a associagdo de
extratos de llex paraguariensis e de Camellia sinensis em capsulas,
devido a alta concentragdo de catequinas desta Ultima, especialmente
epigalocatequina galato, as quais também sdo responsaveis pela reducéo
das concentracGes de colesterol total e LDL-C (BATISTA et al., 2009).

A concentragdo diminuida de HDL-C é considerado fator de risco
para o desenvolvimento da aterosclerose. Através do transporte reverso
do colesterol, a HDL retira o colesterol das artérias transportando-o até o
figado onde o colesterol é captado seletivamente pelos receptores SR-B1
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(scavenger receptors, class B type 1) ou através da captacdo das
lipoproteinas remanescentes (IDL e remanescentes de quilomicrons) que
recebem o colesterol da HDL através da CETP (cholesteryl-ester
transfer protein) (revisado por LIMA; COUTO, 2006). A HDL também
tem outras a¢Ges que contribuem para a protecdo contra a aterogénese,
tais como a remocdo e reducdo de lipideos oxidados da LDL (efeito
antioxidante), inibicdo da sintese de moléculas de adesdo, e consequente
diminuicdo da ligacdo de mondcitos ao endotélio (efeito anti-
inflamatdrio), e estimulacdo da liberacdo de Oxido nitrico (efeito
vasorelaxante) (revisado por SPOSITO, 2007). Nossos resultados
mostraram que a ingestdo de cépsulas com EMV aumentou a
concentracdo sérica de HDL-C nos individuos com dislipidemia em 2,6
mg/dL (4,9%) e 5,6 mg/dL (10,7% (p < 0,001), ap6s 30 e 60 dias de
tratamento, respectivamente (Tabela 13). Para o0s individuos
dislipidémicos que consumiram capsulas com EMT a concentracdo
sérica de HDL-C aumentou 2,15 mg/dL (4,26%), ap6s 30 dias, enquanto
os individuos do grupo placebo néo apresentaram variagdo. De acordo
com as recomendacOes de estratégias para a diminuicdo de colesterol
sérico do NCEP Adult Treatment Panel 11l de 2001, o aumento de 1
mg/dL do HDL-C reduz o risco de doencas cardiovasculares em 3%
(GORDON et al., 1989) e, dessa maneira, 0s participantes
dislipidémicos que consumiram capsulas com EMV podem apresentar
diminuigdo do risco para a doenca de aproximadamente 15%.

Ainda ndo esta claro o mecanismo bioquimico pelo qual a erva-
mate promoveu aumento do HDL-C. Um dos possiveis mecanismos
seria a inducdo da sintese da apolipoproteina A-l, a qual é o maior
componente protéico da HDL e indicativa da quantidade de particulas de
HDL presente no plasma ou do potencial de formacdo de novas
particulas de HDL (FRANK; MARCEL, 2000). Entretanto, a ingestdo
de infusbes de erva-mate verde ou tostada durante 40 dias por
individuos dislipidémicos também promoveu aumento médio de 5,4%
de HDL-C, sem modificacdo na concentracdo de apolipoproteina A-I
(MORAIS et al., 2009). Assim, o0 aumento de HDL-C ndo esta associado
ao aumento no numero de particulas de HDL e estudos adicionais
deverdo ser realizados para esclarecer este mecanismo.

A tabela 15 mostra a comparagao entre os grupos NLP e DLP que
ingeriram capsulas com EMV. Apds 60 dias, os individuos NLP
apresentaram aumento de 10,4 mg/dL (20,6%) na concentracdo de
HDL-C, enquanto os DLP apresentaram aumento de 5,7 mg/dL (11,6%)
(P = 0,057) e também apresentaram maior diminuicdo nas relagdes
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CT/HDL-C e LDL-C/HDL-C em relagdo aos DLP (P = 0,012 e P =
0,002, respectivamente). As diferencas para LDL-C e Ndo-HDL-C néo
se mostraram estatisticamente significativas em relagdo aos dois grupos
de estudo.
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Tabela 15 — Efeito da ingestdo das capsulas com EMV nas concentraces de LDL-C, HDL-C, Nao-HDL-C e nas
relagdes CT/HDL-C e LDL-C/HDL-C entre os participantes normolipidémicos ou dislipidémicos sem uso de

estatina.
Variacdo em Relacdo ao Basal (%)
Normolipidémicos Dislipidémicos

Apos 30 dias Apos 60 dias Apos 30 dias Apos 60 dias
LDL-C -1,68 + 3,43 -1,94 £ 4,26 6,54 + 4,43 6,75+ 4,00
HDL-C 5,76 £ 3,07 20,57 + 3,66 6,58 + 3,11 11,61 +2,72
Né&o-HDL-C -0,50 + 3,30 -1,70 £ 4,15 4,16 £ 3,43 4,42 + 3,22
CT/HDL-C -4,08 £ 2,61 -13,76 £ 2,06 -1,36 £ 3,11 -4,73+256
LDL-C/HDL-C -6,48 + 3,17 -18,55+ 2,75 0,75+ 4,24 -4,06 +3,25

Os resultados estdo expressos como média + erro-padrdo. n = nimero de participantes; LDL-C = LDL-colesterol;
HDL-C = HDL-colesterol; Ndo-HDL-C = Ndo HDL-colesterol; CT/HDL-C = Raz&o entre a fracdo do colesterol e
HDL; LDL-C/HDL-C = Razdo entre a fracdo do colesterol associada a LDL e HDL. ‘P < 0,05 comparado ao
respectivo periodo de tempo do grupo Dislipidémico que consumiu capsulas com EMV (teste t de Student).
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4.2.4 ESTUDO HIPOCOLESTEROLEMICO DAS CAPSULAS DE
ERVA-MATE EM INDIVIDUOS HIPERCOLESTEROLEMICOS EM
USO DE ESTATINAS

Farmacos hipolipemiantes, como as estatinas (inibidores da
enzima HMG-CoA redutase), foram de grande avanco para a préatica
clinica, considerando que esta classe de medicamentos possui efeitos
farmacoldgicos multiplos e que resulta numa potente diminuicdo do
LDL-C e na prevencdo do processo aterosclerético (CHONG;
BACHENHEIMER, 2000). A Figura 20 e as Tabelas 16 e 17
apresentam os resultados do efeito da ingestdo das capsulas de EMV por
individuos hipercolesterolémicos em uso de estatinas. As estatinas e as
doses diarias utilizadas foram: atorvastatina 20 e 40 mg, sinvastatina 10,
20 e 40 mg ou rosuvastatina 10 e 20 mg. Apdés 30 dias do consumo das
capsulas de EMV, houve diminuicdo sérica de 9,9 mg/dL de LDL-C,
equivalente a 6,7%, e de 18,8 mg/dL, equivalente a 12,7%, apds 60 dias,
porém sem diferenca significativa. No entanto, 62,5% dos individuos
deste grupo apresentaram reducfes de 18,9 mg/dL e 37,8 mg/dL no
LDL-C, ap6s 30 e 60 dias, respectivamente (P < 0,05). No grupo
placebo, observou-se aumento de 7,0 mg/dL de LDL-C apés 30 dias e
redugdo de 6,9 mg/dL de LDL-C, ap6s 60 dias, ambos néo
significativos. Provavelmente, os resultados ndo apresentaram diferenca
significativa entre os periodos de tratamento e entre os grupos (HCE-
EMV vs. HCE-PL), pelo pequeno nimero de participantes. Como
demonstrado anteriormente por Morais et al. (2009), utilizando infuséo
de erva-mate, houve um potencial efeito sinergistico com as estatinas na
reducéo de LDL-C.

O efeito sinergistico da erva-mate com as estatinas pode ser
explicado com base nos diferentes mecanismos bioquimicos de acédo
hipocolesterolémica desses componentes. Enquanto as estatinas
diminuem a sintese do colesterol endégeno por inibi¢do competitiva da
enzima HMG-CoA redutase, aumentando a sintese dos receptores
celulares para a LDL e levando a maior captacdo dessa lipoproteina do
plasma (revisado por STEINBERG, 2006), a erva-mate diminui o
colesterol plasmético (particularmente o LDL-C) pela provavel inibi¢do
da absorcdo do colesterol intestinal através da acdo de suas saponinas
constituintes, as quais, conforme ja comentado, formam complexos com
0s sais biliares e colesterol, impedindo in vitro a formac&o das micelas
mistas (FERREIRA et al., 1997). A diminuicdo da absorcdo de
colesterol promove a formacdo de quilomicrons no intestino com menor
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conteudo de colesterol e consequente liberacdo de quantidades menores
de colesterol ao figado, o qual sintetiza menor nimero de particulas de
VLDL, com subsequente formacdo diminuida de LDL (GAGNE et al.,
2002). Além disso, o extrato de erva-mate diminuiu a concentracdo
intracelular de malonil-CoA em ratos alimentados com dieta rica em
colesterol (PANG et al., 2008). O malonil-CoA, o qual é substrato para
a sintese de acidos graxos, foi mais oxidado diminuindo a adiposidade
visceral desses animais, provavelmente via beta-oxidagdo mitocondrial.
Assim, a administracdo do extrato de erva-mate implicou na regulagdo
génica da adipogénese, atuando na sintese de acidos graxos (PANG et
al., 2008).

A dupla inibicdo tem sido amplamente relatada pelo uso
concomitante das estatinas com o farmaco “ezetimibe”, o qual inibe a
absorcdo intestinal do colesterol por bloguear o transportador de
membrana NPC1L1 (Niemann-Pick C1 Likel) (GRIGORE; NORATA,;
CATAPANO, 2008; TADIBOYINA et al., 2005). Com base nas
recomendacles de estratégias do NCEP Adult Treatment Panel Il
(NCEP, 2001), a diminuigdo de 18,8 mg/dL de LDL-C promovida pela
ingestdo de extrato seco de erva-mate verde por individuos
hipercolesterolémicos €, possivelmente, capaz de reduzir o risco de
eventos coronarianos em cerca de 19%.
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Figura 20. Concentragdo de pardmetros lipidicos de individuos com
hipercolesterolemia, sob tratamento com estatinas, que ingeriram
capsulas com EMV (n = 8) e amido (PL) (n = 7) nos parametros LDL-C
(A), Nao-HDL-C (B), sd-LDL-C (C) e Triglicerideos (D). Os resultados
estdo expressos como média. LDL-C = LDL-colesterol; Ndo-HDL-C =

N&o-HDL-colesterol; sd-LDL = Fragdo LDL pequena e densa.
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Tabela 16- Efeito da ingestdo das capsulas com extrato seco de erva-mate verde ou amido, na concentracdo de
colesterol total e fragBes lipoprotéicas dos individuos hipercolesterolémicos em uso de estatina.

Colesterol (mg/dL)

Total LDL HDL N&o-HDL sd-LDL
EMV
Basal 217,797 147,5+ 10,0 46,7+ 4,2 171,0£106  50,8+112
A 30 dias 1,1 £58 -9,9+6,0 2136 3,2+34 -10,0£5,7
A 60 dias 9,1+86 -18,8 £ 15,0 -1,0£19 -8,1 + 9,64 9,9+87
PL
Basal 219,6 + 11,4 139,8+ 10,4 46,4 +5,4 173,1£99 533+ 8,8
A 30 dias 8,1+133 70126 08+15 73+14,0 0952
A 60 dias -9,0+17,3 -6,9+ 15,8 24+15 -6,6 +17,3 1,0+38

Os resultados estdo expressos como média + erro-padrdo. HCE-EMV = Participantes hipercolesterolémicos, em
uso de estatina, que ingeriram capsulas com extrato seco de erva-mate verde; HCE-PL = Participantes
hipercolesterolémicos, em uso de estatinas, que ingeriram capsulas com amido, ou grupo placebo; sd-LDL =
Fracdo LDL pequena e densa.
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Tabela 17- Efeito da ingestdo das capsulas com extrato seco de erva-mate verde ou amido, nos parametros

lipidicos dos individuos hipercolesterolémicos em uso de estatina.

Triglicerideos LDL-C/HDL-C COLT/HDL-C
(mg/dL)

EMV

Basal 195,6 + 73,0 3,59+0,77 5,11+ 0,80
A 30 dias -45,2 + 50,8 -0,73+0,70 -0,62 + 0,63
A 60 dias -20,2 £ 35,1 -0,71+0,82 -0,37 £ 0,61
PL

Basal 166,8 + 40,2 3,20+ 0,36 5,05+ 0,54
A 30 dias 1,1+120 0,21+0,37 0,23+0,43
A 60 dias -0,8 + 13,7 0,07 + 0,46 0,13+ 0,52

Os resultados estdo expressos como média * erro-padrdo. HCE-EMV = Participantes hipercolesterolémicos, em
uso de estatina, que ingeriram capsulas com extrato seco de erva-mate verde; HCE-PL = Participantes
hipercolesterolémicos, em uso de estatinas, que ingeriram capsulas com amido, ou grupo placebo.
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Para comparacdo, em pacientes sob tratamento com estatinas
que tiveram diminuicdo do LDL-C em 27%, a duplicacdo da dose de
estatina promoveu diminuicdo adicional de LDL-C de apenas 7%
(ROBERTS, 1997). Dessa forma, 0s nossos resultados indicaram o
efeito somatdrio (sinergistico) da erva-mate com as estatinas na
diminuicdo do colesterol plasmatico, sugerindo, assim, que a erva-mate
pode ser um potencial adjuvante terapéutico para a reducdo de LDL-C
em individuos sob tratamento com estatina. Além disso, 0S Nnossos
achados podem assumir grande relevancia clinica em fungdo da
possibilidade de diminuicdo da dose de estatinas, reduzindo, assim, 0s
seus efeitos colaterais, como a hepatoxicidade (BERTOLAMI, 2005) e
também a rabdomiodlise, quando a estatina é associada aos fibratos
(BROWN, 2008).

Os individuos hipercolesterolémicos que consumiram as
capsulas de EMV apresentaram diminuicdes da fracdo LDL pequena e
densa (sd-LDL) de 10,0 mg/dL (-12,26%) e 9,9 mg/dL (-7,55%), apds
30 e 60 dias, respectivamente, porém nao significativas, enquanto os
participantes do grupo placebo apresentaram aumento de 0,90 mg/dL
(1,7%) e 0,99 mg/dL (1,9%) apos 30 e 60 dias, respectivamente (P >
0,05). Vale salientar que em 30 e 60 dias, 62,5% dos participantes
reduziram os valores de sd-LDL, em média, 18,8 mg/dL e 22,1 mg/dL,
respectivamente, enquanto que no grupo controle, para 0S mesmos
periodos 57,1% reduziram, em média, 9,30 mg/dL e 5,25 mg/dL,
respectivamente. Sabe-se que as estatinas diminuem também a
concentracdo da sd-LDL (BALDASSARRE et al., 2005; BAHADIR et
al., 2009; CAVALCANTE; SILVA, 2012), contudo ndo existem relatos
sobre o0 efeito sinergistico da erva-mate com as estatinas na diminuicdo
de fragGes aterogénicas.

E importante notar que estes individuos em uso de estatina que
ingeriram as capsulas de EMV também apresentaram elevagdo de HDL-
C de 2,12 mg/dL, equivalente a 4,5%, ap6s 30 dias, corroborando a
diminuigdo do risco para DAC em 6,4%, segundo o NCEP (2001). O
risco aterogénico também foi reduzido neste caso através das relacdes
LDL-C/HDL-C e CT/HDL-C que demonstraram redugdes de 0,73
mg/dL (-3,2%) e 0,71 mg/dL (-5,6%), assim como 0,62 mg/dL (-2,0%) e
0,37 mg/dL (-1,9%), ap6s 30 e 60 dias, respectivamente. Os individuos
HCE do grupo placebo ndo apresentaram variacbes expressivas ou
significativas para esses parametros (P > 0,05; Tabelas 16 e 17). Néao
houve variacéo significativa ou expressiva para o colesterol total e ndo-
HDL-C.
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A maior variagdo detectada entre os periodos de estudo foi em
relagdo aos triglicerideos nos individuos que consumiram as capsulas de
EMV, com diminuicdo de 45,2 mg/dL (-12,0%) e 20,2 mg/dL (-7,3%),
apos 30 e 60 dias, respectivamente, porém sem diferenca significativa,
possivelmente pela grande variacdo dos resultados. Apo6s 60 dias, 50%
dos individuos hipercolesterolémicos que ingeriam as capsulas com
EMV tiveram diminuicdo média de 80 mg/dL de triglicerideos. Néo
houve alteracdo significativa nos valores de triglicerideos nos individuos
do grupo placebo. Além de diminuir a concentracdo de LDL-C na
circulagdo, as estatinas também podem, embora de forma discreta,
diminuir a concentracdo de triglicerideos devido a maior retirada de IDL
e VLDL remanescentes pelo figado (DURRINGTON et al., 2004).
Dessa forma, também foi observado efeito sinergistico da erva-mate
com as estatinas na diminuicéo de triglicerideos, pois a erva-mate pode
inibir a atividade da lipase pancreatica e aumentar a oxidag&o de 4cidos
graxos insaturados no figado (MARTINS et al, 2010;
YOKOSHIKAWA et al., 2009).

4.2.5 INDICES ANTROPOMETRICOS

As Tabelas 18 e 19 mostram os resultados referentes ao peso
corpéreo e circunferéncia da cintura. Como pode ser observado, nao
houve alteracbes significativas nesses parametros apds o consumo das
capsulas de erva-mate. Resultados semelhantes foram encontrados
anteriormente com as infusdes de erva-mate verde e tostada (MORAIS et
al., 2009). Por outro lado, o uso de capsulas contendo uma mistura de
erva-mate, guarana (Paullinia cupana) e damiana (Turnera diffusa var.
aphrodisiaca) prolongou o esvaziamento gastrico, reduziu o tempo de
percepcdo de saciedade e induziu uma significativa perda de peso (5,1 kg)
apos 45 dias em individuos com sobrepeso (ANDERSEN; FOGH, 2001).
Além disso, o0 consumo de capsulas de extrato de erva-mate verde reduziu
cerca de 0,5 kg e 0,3% na gordura corporal, em mulheres com sobrepeso
(KIM et al., 2012).
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Tabela 18- Efeito da ingestdo das capsulas com EMV, EMT e PL no peso
corporal e circunferéncia da cintura (CC) dos participantes dislipidémicos.

Parametros Antropométricos

Peso Corporal (kg) CC (cm)

EMV (n = 16)

Basal 76,95 + 3,77 92,84 +1,87
Apos 30 dias 76,74 + 3,62 91,28 +1,90
Apbs 60 dias 76,85 + 3,45 92,84 £ 2,08
EMT (n=16)

Basal 76,52 £ 4,32 95,34 + 3,29
Apos 30 dias 76,57 £4,35 96,43 + 3,24
Apbs 60 dias 75,85+ 4,45 96,18 + 3,45
PL (n=16)

Basal 70,47 £ 3,34 89,62 + 2,86
Apos 30 dias 70,19 + 3,45 90,90 + 3,10
Apos 60 dias 70,42 + 3,50 90,75 + 3,08

Os resultados estdo expressos como média + erro-padrdo. EMV e EMT
= Dislipidémicos que ingeriram capsulas com extratos secos de erva-
mate verde e tostada, respectivamente; PL = Dislipidémicos sem uso de
estatina que consumiram capsulas com amido.

Tabela 19- Efeito da ingestdo por 30 e 60 dias das capsulas com EMV e
PL no peso corporal e circunferéncia da cintura (CC) dos participantes
hipercolesterolémicos em uso de estatina.

Parametros Antropométricos

Peso Corporal (kg) CC (cm)
EMV (n=8)
Basal 73,74 £ 2,95 96,31+ 1,57
Apds 30 dias 73,48 £2,98 94,87 +£1,94
Apds 60 dias 72,96 + 2,81 92,68 + 2,20
PL(n=7)
Basal 83,32 £ 4,60 99,21 +2,84
Apos 30 dias 83,30 +4,77 99,14 + 4,12
Apds 60 dias 83,19 £ 4,93 99,07 + 3,47
Os resultados estdo expressos como média + erro-padrdo. n = nimero de
participantes; HCE-EMV = Hipercolesterolémicos que ingeriram

capsulas com extratos secos de erva-mate verde; HCE-PL =
Hipercolesolerolémicos sem uso de estatina que consumiram capsulas
com amido.
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4.2.6 EFEITO DO CONSUMO DAS CAPSULAS COM EXTRATO
SECO DE ERVA-MATE NOS MARCADORES DE ESTRESSE
OXIDATIVO

Diante do conhecimento de que 0 estresse oxidativo esta
envolvido no mecanismo pelo qual fatores de risco como
hiperlipidemia, hipertensdo, diabetes mellitus e tabagismo levam a lesdo
vascular e as sequelas clinicas da aterosclerose (DZAU et al., 2006;
STEPHENS; KHANOLKAR; BAIN, 2009), e considerando a notavel
habilidade antioxidante da infusdo de erva-mate demonstrada em
diversos estudos in vitro e in vivo, no presente estudo também foi
investigado o potencial da ingestdo das capsulas de erva-mate diminuir
0 estresse oxidativo em individuos normolipidémicos e dislipidémicos,
em uso ou ndo de estatina. A avaliacdo deste efeito foi feita através da
determinacdo de marcadores sanguineos, como a concentracdo de
glutationa reduzida sanguinea; a atividade da enzima paroxonase sérica;
0 contetdo de lipideos oxidados no plasma; enzimas antioxidantes e a
capacidade antioxidante (FRAP), que mede o conjunto de substancias
antioxidantes, ou redutoras, presentes no plasma e que podem ser
responsaveis pela protecdo do organismo contra os efeitos deletérios dos
radicais livres.

4.2.6.1 Individuos Normolipidémicos ou Dislipidémicos sem Uso de
Estatina

4.2.6.1.1 Capacidade Antioxidante do Soro

Os resultados do efeito da ingestdo a curto e longo prazos das
capsulas contendo EMV e EMT, em comparacdo ao grupo controle
(placebo), na capacidade antioxidante do soro dos voluntarios
dislipidémicos, assim como o efeito das capsulas contendo EMV em
individuos normolipidémicos, estdo apresentados na Tabela 20 e Figura
21.

No estudo de curto prazo (sete dias), os individuos NLP
apresentaram aumento na capacidade antioxidante do soro em 88,9
umol/L (15,9%; P < 0,001) comparado ao valor basal, apés a ingestdo
das cépsulas de EMV, sendo que este efeito se manteve durante 30 dias
(16,0%; P < 0,001). Resultados semelhantes foram observados para os
individuos DLP que consumiram as capsulas com EMV (aumento de
16,8% e 18,2% apos sete e 30 dias; P < 0,05). Porém, ndo houve
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diferenca significativa na capacidade antioxidante apos 60 dias da
ingestdo das capsulas com EMV para ambos os grupos. Os individuos
gue consumiram as céapsulas de EMT ou placebo ndo apresentaram
variag@es significativas.

Resultados de estudos anteriores realizados em nosso laboratorio
mostraram que a capacidade antioxidante no soro aumentou
significativamente 1 h apds a ingestdo de infusdo de erva-mate por
individuos saudaveis (SILVA et al., 2008). Neste mesmo estudo, foi
demonstrada a elevagdo da resisténcia do plasma e das particulas de
LDL contra a peroxidacdo lipidica apds a ingestdo, possivelmente
devido ao efeito antioxidante dos compostos fendlicos presentes no
extrato, sugerindo que os mesmos foram absorvidos, atingiram a
circulagdo sanguinea em quantidade suficientemente elevada para
provocar o efeito antioxidante e permaneceram aderidos as particulas de
LDL. A ingestdo de infusdes de erva-mate verde e tostada durante 20
dias promoveu elevacdo da capacidade antioxidante de 20,7 e 25,6%
para os individuos normolipidémicos e dislipidémicos, respectivamente
(MORAIS, 2009). Boaventura et al., 2012b demonstrou aumento na
capacidade antioxidante em individuos dislipidémicos ap06s ingestao por
90 dias de cha mate sugerindo ser efetivo para suplementacdo dietética
para prevencdo de doencas cardiovasculares em individuos que nédo
realizam dieta.

A capacidade antioxidante do plasma é a consequéncia de efeitos
individuais e sinergisticos de inimeros componentes, como &cido Urico,
compostos fendlicos, 4&cido ascoérbico, tocoferdis, bilirrubina e
albumina, dentre outros (WAYNER et al., 1987). O consumo
prolongado de alimentos ricos em antioxidantes costuma apresentar
maior ndmero de variaveis que influenciam a capacidade antioxidante
do plasma. Assim, tem sido reportado que nos estudos de consumo de
extratos vegetais em forma de chas por longa duragdo, os aumentos na
atividade antioxidante do plasma sdo pequenos (3-10%) e geralmente
ndo significativos (MCANLIS et al., 1998; van het HOF et al., 1997).
Tendo em vista que no presente estudo a capacidade antioxidante no
soro foi avaliada em amostra de sangue coletada em jejum, apés 12-14 h
da dltima ingestdo das capsulas de erva-mate, o aumento obtido de
aproximadamente 18% pode ser considerado expressivo.

O écido Urico pode ser o responsavel por aproximadamente 60%
da capacidade antioxidante no ensaio de FRAP utilizado no presente
estudo (BENZIE; STRAIN, 1996; WAYNER et al., 1987). Assim, é
interessante notar que a ingestdo por curto prazo ou prolongada de
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capsulas com extrato seco de erva-mate ndo promoveu alteracoes
importantes na concentracdo sérica de acido Urico (Tabela 21), dos
participantes DLP, sendo que os resultados referentes aos individuos
NLP mostrados em secdo anterior. Indicando assim, que o aumento na
capacidade antioxidante foi devido aos constituintes do extrato de erva-
mate per se, provavelmente polifendis, ou indiretamente, pelo aumento
de outras substancias redutoras por um mecanismo ainda desconhecido.
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Tabela 20 — Efeito da ingestdo das capsulas contendo extrato seco de erva-mate verde, tostada ou amido na
capacidade antioxidante do soro (umol/L) de individuos normolipidémicos e dislipidémicos apés 7, 30 e 60 dias.

Periodo de Ingestédo das Capsulas

Basal 7 dias 30 dias 60 dias
Normolipidémicos
EMV (n = 14) 557,2 + 23,0 646,0 + 26,3 646,6 + 25,1 555,7 + 25,3
Dislipidémicos
EMV (n = 16) 571,6 + 34,0 667,6 + 34,8 675,6 23,3 634,4 + 26,1
EMT (n = 16) 704,9 + 59,8 811,2 + 46,7 754,6 + 44,9 707,0 + 36,8
PL (n = 16) 694,4 + 30,6 732,3+39,1 660,2 + 48,1 647,2 + 40,0

Os resultados estdo expressos como média £ erro-padrdo. n = nimero de participantes. EMV = Participantes
normolipidémicos e dislipidémicos que ingeriram capsulas com extrato seco de erva-mate verde; EMT =
Participantes dislipidémicos que ingeriram capsulas com extrato seco de erva-mate tostada; PL = Participantes
dislipidémicos que ingeriram capsulas com amido, ou grupo placebo. P < 0,05 e ~P < 0,001 comparado ao
respectivo valor basal (ANOVA para Medidas Repetidas e teste complementar de Tukey).



138

120

= 100
=X o
S o
a 80 — e} -
% o)
(11] ¥ i
o 60 — o o
©
18 40 —
On
)
[T
(14
£
() 0 —
(]
{14 o} o
O 90 [
®© o
'E
> 40 o
-60 | T T T T T | T T
EMV EMT PL EMV EMT PL EMV EMT PL
7 dias 30 dias 60 dias

Figura 21. Variacéo percentual da capacidade antioxidante do soro em
individuos dislipidémicos apds 7, 30 e 60 dias da ingestdo de capsulas
de erva-mate verde (EMV), tostada (EMT) e placebo (PL) em relagdo
aos valores basais. Os resultados estdo expressos como mediana (valor
minimo - méaximo). TP < 0,05 comparado ao respectivo periodo de
tempo do grupo Dislipidémico que consumiu capsulas com PL
(ANOVA on Ranks e teste complementar de Tukey).
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Tabela 21 — Efeito da ingestdo de capsulas contendo extrato seco de erva-mate verde e tostada ou amido, por
individuos dislipidémicos, no &cido Urico (mg/dL).
Periodo de Ingestdo das Céapsulas

Basal 7 dias 30 dias 60 dias
EMV (n = 16) 3,77 £ 0,27 3,72+0,32 3,96 + 0,26 3,84 +£0,27
EMT (n =16) 4,10 +0,40 4,09 + 0,36 4,42 +0,46 4,11 + 0,47
PL (n=16) 3,92 +0,22 3,69 +0,25 3,86 +0,14 3,48 +0,19

Os resultados estdo expressos como média + erro-padrdo. n = nimero de participantes. EMV = Participantes
dislipidémicos que ingeriram capsulas com extrato seco de erva-mate verde; EMT = Participantes dislipidémicos
gue ingeriram capsulas com extrato seco de erva-mate tostada; PL = Participantes dislipidémicos que ingeriram
capsulas com amido, ou grupo placebo.
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4.2.6.1.2 Hidroperéxidos Lipidicos

A tabela 22 e Figura 22 mostram o0s resultados de
hidroperdxidos lipidicos apés a ingestdo das capsulas com extrato seco
de erva-mate por individuos normolipidémicos e dislipidémicos. Em
individuos normolipidémicos, as capsulas com EMV promoveram
diminuig&o significativa de 2,2 umol/L (28,5%; P < 0,05) e 3,8 umol/L
(48,3%; P < 0,001), apds 30 e 60 dias, respectivamente, comparado ao
valor basal. Resultados semelhantes foram observados nos individuos
DLP que consumiram as capsulas com EMV, apresentando diminui¢Ges
de 2,9 umol/L (41,3%; P < 0,05) e 3,3 umol/L (47,3%; P < 0,001) apos
30 e 60 dias, respectivamente. Os individuos dislipidémicos que
ingeriram cépsulas com EMT tiveram diminuicdo significativa dos
valores de hidroperdxidos lipidicos (1,96 umol/L; P < 0,05) somente
apos 30 dias, comparado ao valor basal. A ingestéo das capsulas por sete
dias ndo apresentou diminuicdo significativa. Os individuos do grupo
placebo ndo apresentaram variag@es significativas na concentracdo de
hidroperdxidos lipidicos.

A peroxidacao lipidica no soro representa o resultado do efeito
deletério de espécies reativas de oxigénio e/ou de nitrogénio nos
lipideos de membranas plasmaticas, organelas e de lipoproteinas.
Nossos resultados demonstraram que individuos com dislipidemia
apresentaram diminuicdo da lipoperoxidacdo apds 30 e 60 dias de
consumo das cépsulas de erva-mate verde. Resultados semelhantes
foram observados anteriormente, com diminuicdo de aproximadamente
34% da lipoperoxidacdo ap6s 20 dias de consumo de infusdo de erva-
mate por individuos com dislipidemia (MORAIS, 2009). Por outro lado,
Boaventura et al. (2012b) mostraram que o consumo a longo prazo de
chd mate ndo reduziu a peroxidacdo lipidica sérica em individuos
dislipidémicos e Bertipaglia de Santana et al. (2008) demonstraram que
a associacdo de soja e cha verde ndo foi capaz de diminuir os
hidroperdxidos lipidicos no plasma de individuos dislipidémicos. Em
nosso trabalho, sugerimos que a diminuicdo da lipoperoxidacdo foi
decorrente da maior concentracdo de &cido fendlicos presentes no
extrato seco de erva-mate.
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Tabela 22 — Efeito da ingestdo de capsulas contendo extrato seco de erva-mate verde e tostada ou amido, por
individuos normolipidémicos e dislipidémicos, na concentracdo sérica de hidroperoxidos lipidicos (umol/L).

Periodo de Ingestédo das Capsulas

Basal 7 dias 30 dias 60 dias
Normolipidémicos
EMV (n = 14) 7,86 + 0,90 9,77 + 0,46 5,62 +0,70° 4,08+0,64"
Dislipidémicos
EMV (n = 16) 6,96 + 0,65 7,33+0,67 4,06 0,56 3,67+0,48"
EMT (n = 16) 5,99 + 0,52 4,72 £0,53 4,03 +0,56 4,87 £0,70
PL (n = 16) 6,80 + 0,99 6,28 + 0,80 5,24 + 0,69 5,38 + 0,41

Os resultados estdo expressos como média + erro-padrdo. n = nlmero de participantes. EMV = Participantes
normolipidémicos e dislipidémicos que ingeriram capsulas com extrato seco de erva-mate verde; EMT =
Participantes dislipidémicos que ingeriram capsulas com extrato seco de erva-mate tostada; PL = Participantes
dislipidémicos que ingeriram capsulas com amido, ou grupo placebo. P < 0,05 e ~P < 0,001 comparado ao
respectivo valor basal (ANOVA para Medidas Repetidas e teste complementar de Tukey ou teste t pareado de
Student).
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Figura 22. Variagcdo percentual dos hidroperdxidos lipidicos em
individuos dislipidémicos apds 7, 30 e 60 dias da ingestdo de capsulas
de erva-mate verde (EMV), tostada (EMT) e placebo (PL) em relagédo
aos valores basais. Os resultados estdo expressos como mediana (valor
minimo - maximo). TP < 0,05 comparado ao respectivo periodo de
tempo do grupo Dislipidémico que consumiu capsulas com PL
(ANOVA on Ranks e teste complementar de Tukey).

4.2.6.1.3 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico

A tabela 23 e Figura 23 mostram os resultados de TBARS antes
e apo6s a ingestdo de capsulas com EMV, EMT ou placebo. Em
individuos normolipidémicos, as capsulas com EMV promoveram
reducdo de 3,4 umol/L (36,7%) e 4,4 umol/L (47,6%) apds sete e 30
dias, respectivamente, comparado ao valor basal (P < 0,001). No
entanto, ap6s 60 dias ndo houve reducdo significativa. Os individuos
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dislipidémicos que consumiram as cdpsulas com EMV apresentaram
diminuicfes nas concentragfes de TBARS apds sete e 30 dias de 6,0
pumol/L (40,3%) e 9,5 umol/L (63,9%), respectivamente (P < 0,05), em
60 dias houve reducdo de 4,8 pmol/L (27,8%), porém ndo foi
significativa. Por outro lado, os individuos DLP que ingeriram as
capsulas com EMT tiveram diminui¢des de 1,5 umol/L (16,4%), 3,9
umol/L (16,3%) e 3,4 pmol/L (14,3%) apo6s sete, 30 e 60 dias,
respectivamente, comparado ao valor basal, sendo apenas
marginalmente significativa (P = 0,083, P = 0,057 e P = 0,058; teste t
pareado de Student), e sem diferencga significativa quando comparado ao
grupo placebo (P > 0,05; Figura 23). Como pode ser observado, nao
houve variacdo de TBARS nos individuos do grupo placebo.

Matsumoto et al. (2009) demonstraram reducgdo na concentragdo
de TBARS, apds 1 semana com a ingestdo de cha mate, por mulheres
saudaveis. Acredita-se que o0 sequestro de radicais livres esteja
relacionado no mecanismo pelo qual agem &cidos fendlicos e seus
metabolitos. Assim estes compostos atingem niveis suficientes no
plasma de individuos, prevenindo a peroxidagdo, como ja foi mostrado
anteriormente (GUGLIUCCI, 1996; GUGLIUCCI; STAHL, 1995).
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Tabela 23 — Efeito da ingestdo de capsulas contendo extrato seco de erva-mate verde e tostada ou amido na
concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (umol/L) no plasma de individuos normolipidémicos
e dislipidémicos.

Periodo de Ingestédo das Capsulas

Basal 7 dias 30 dias 60 dias
Normolipidémicos
EMV (n = 14) 9,17 + 0,59 5,80+0,25 4,80+0,38" 10,12 + 0,46
Dislipidémicos
EMV (n = 16) 15,04 6,40 4,95 10,68
(12,54 — 18,76) (4,17 — 11,39) (4,28 -6,32) (7,82 — 11,86)
EMT (n = 16) 10,94 + 1,48 9,15+ 1,81 6,68 +0,70 7,20 0,75
PL (n = 16) 7,98 8,09 7,16 10,00
(6,15 — 14,55) (4,05 — 12,04) (5,71 — 10,70) (5,78 — 11,69)

Os resultados estdo expressos como média + erro-padrdo e mediana (valor minimo - maximo). n = nimero de
participantes. EMV = Participantes normolipidémicos e dislipidémicos que ingeriram capsulas com extrato seco
de erva-mate verde; EMT = Participantes dislipidémicos que ingeriram cépsulas com extrato seco de erva-mate
tostada; PL = Participantes dislipidémicos que ingeriram cépsulas com amido, ou grupo placebo. P < 0,05
comparado ao respectivo valor basal (ANOVA on Ranks e teste complementar de Tukey); ~ P < 0,001 comparado
ao respectivo valor basal (teste t pareado de Student).
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Figura 23. Variacdo percentual das substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico em individuos dislipidémicos ap6s 7, 30 e 60 dias da
ingestdo de capsulas de erva-mate verde (EMV), tostada (EMT) e
placebo (PL) em relacdo aos valores basais. Os resultados estdo
expressos como mediana (valor minimo - méaximo). P < 0,05
comparado ao respectivo periodo de tempo do grupo Dislipidémico que
consumiu capsulas com PL (ANOVA on Ranks e teste complementar de
Tukey).

4.2.6.1.4 Glutationa Reduzida Sanguinea

A ingestdo das capsulas com EMV por individuos
normolipidémicos promoveu aumento de 82,5 umol/L (8,9%) e 72,4
pmol/L (7,8%) apos sete e 60 dias, respectivamente, em relagdo ao basal
(P < 0,05 e P < 0,001; teste t pareado de Student). No entanto, ndo
houve reducdo significativa apds 30 dias. Também ndo houve alteracdes
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significativas de GSH nos demais grupos de estudo (Tabela 24). A erva-
mate aumentou a concentracdo de GSH em aproximadamente 30% em
individuos normolipidémicos, enquanto os individuos dislipidémicos
apresentaram aumento de 7,5%, ap6s 40 dias de ingestdo de infusdo de
erva-mate (MORAIS, 2009).
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Tabela 24 — Efeito da ingestdo de cépsulas de EMV, EMT ou placebo na concentracdo de glutationa reduzida
sanguinea (umol/L) de individuos normolipidémicos e dislipidémicos.

Periodo de Ingestédo das Capsulas

Basal 7 dias 30 dias 60 dias
Normolipidémicos
EMV (n = 14) 922,8+31,0 1005,3 + 32,6~ 922,5+32,6 9952 + 26,9
Dislipidémicos
EMV (n = 16) 984,8 + 4,3 9775 + 28,7 1008,2 + 41,4 953,8 +34,5
EMT (n = 16) 995,2 + 44,1 905,5 + 41,1 1036,5 + 62,6 955,5 + 49,1
PL (n = 16) 1073,6 + 53,8 968,1 + 32,3 1104,0 + 47,0 1001,7 + 39,3

Os resultados estdo expressos como média £ erro-padrdo. n = nimero de participantes. EMV = Participantes
normolipidémicos e dislipidémicos que ingeriram capsulas com extrato seco de erva-mate verde; EMT =
Participantes dislipidémicos que ingeriram capsulas com extrato seco de erva-mate tostada; PL = Participantes
dislipidémicos que ingeriram capsulas com amido, ou grupo placebo. P < 0,05 e ~P < 0,001 comparado ao
respectivo valor basal (teste t pareado de Student).
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4.2.6.1.5 Atividade da Glutationa Peroxidase

A atividade da glutationa peroxidase eritrocitaria ndo foi
modificada pela ingestdo das capsulas contendo EMV ou EMT por
participantes NLP ou DLP, independente do periodo avaliado ou entre
0S grupos de tratamento (Tabela 25; P > 0,05). Assim como Nnossos
resultados, também foi relatado por Arcari et al. (2011) que a ingestao
de infusdo de erva-mate por 60 dias ndo modificou a atividade de GPx
em individuos normolipidémicos e hipercolesterolémicos. Por outro
lado, Matsumoto et al. (2009) relataram aumento na atividade da GPx
uma semana apos ingestdo de cha mate por mulheres saudaveis.
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Tabela 25 — Efeito da ingestdo de cépsulas de EMV, EMT ou placebo na atividade da glutationa peroxidase
(mU/mg proteina) por individuos normolipidémicos e dislipidémicos.

Periodo de Ingestédo das Capsulas

Basal 7 dias 30 dias 60 dias
Normolipidémicos
EMV (n = 14) 36,7+1,0 354+12 376+21 40,5+3,0
Dislipidémicos
EMV (n = 16) 34,7+17 30,4+18 309+19 36,3+15
EMT (n =16) 295+29 295+3,4 30,1+24 32,7+15
PL (n =16) 31,3+26 30,5+28 315+17 374+18

Os resultados estdo expressos como média + erro-padrdo. n = nimero de participantes. EMV = Participantes
normolipidémicos e dislipidémicos que ingeriram capsulas com extrato seco de erva-mate verde; EMT =
Participantes dislipidémicos que ingeriram capsulas com extrato seco de erva-mate tostada; PL = Participantes
dislipidémicos que ingeriram capsulas com amido, ou grupo placebo.
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4.2.6.1.6 Superoxido Dismutase (SOD)

A tabela 26 mostra os resultados da atividade da SOD antes e
apos a ingestao de capsulas com EMV, EMT ou placebo. Em individuos
normolipidémicos, as capsulas com EMV promoveram aumento de 0,35
USOD/mg (65,9%; P < 0,001), 0,15 USOD/mg (44,1%; P < 0,05) e 0,13
USOD/mg (37,0%; P < 0,05) na atividade da SOD em relagéo ao basal
apos, respectivamente, sete, 30 e 60 dias. Os individuos dislipidémicos
gue consumiram as capsulas com EMV apresentaram aumento de 0,17
USOD/mg (38,5%) na atividade da SOD comparado ao valor basal,
apos 60 dias (P < 0,05). No entanto, ndo se observou aumento na
atividade apo6s sete e 30 dias. A Figura 24 mostra que em 60 dias 0s
individuos dislipidémicos que consumiram capsulas com EMV
apresentaram maior variacdo em relacdo ao basal. As capsulas de EMT e
0 grupo placebo ndo promoveram aumento significativo na atividade da
SOD nos individuos dislipidémicos.

Em estudo por longo prazo também foi comprovado por Arcari
et al. (2011) que a ingestdo de infusdo de erva-mate aumentou a
atividade da SOD em individuos normolipidémicos e hiperlipidémicos.
Assim 0s compostos bioativos da erva-mate, acido fendlicos ou seus
metabolitos agem como indutores de expressdo génica de enzimas
antioxidantes. Em ratos foi demonstrado que os acidos ferlico, galico e
p — cumarico aumentam a expressdo de RNA em tecidos cardiaco e
hepéatico, bem como a atividade das enzimas SOD, GPx e Catalase,
assim como a capacidade antioxidante total (YEH et al., 2009). Também
foi demonstrado que as saponinas, presentes no Panax Ginseng sdo
capazes de induzir tanscricdo génica da SOD em células HepG2 de
cancer hepéatico humanas, indicando uma ligagdo molecular entre as
saponinas do ginseng e seus efeitos inibitdrios sobre o envelhecimento e
mutacdo por radicais de oxigénio (KIM et al., 1996).
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Tabela 26 — Efeito da ingestéo por 7, 30 e 60 dias de capsulas contendo extrato seco de erva-mate verde e tostada
ou amido, por individuos normolipidémicos e dislipidémicos, na atividade da superdxido dismutase (U/mg
proteina).

Periodo de Ingestédo das Capsulas

Basal 7 dias 30 dias 60 dias

Normolipidémicos L N N
EMV (n=14) 0,34+ 0,02 0,57 +0,03 0,49 £ 0,03 0,47 £ 0,04
Dislipidémicos X
EMV (n = 16) 0,45 0,50 0,35 0,58

(0,31-0,49) (0,39 - 0,58) (0,30 — 0,45) (0,48 —0,69)
EMT (n = 16) 0,48 £ 0,03 0,46 £ 0,04 0,53 +0,03 0,51 +£0,05
PL (n = 16) 0,48 + 0,04 0,47 £ 0,03 0,44+ 0,04 0,49 £ 0,05

Os resultados estdo expressos como média * erro-padrdo e mediana (valor minimo e maximo). n = nimero de
participantes. EMV = Participantes normolipidémicos e dislipidémicos que ingeriram capsulas com extrato seco
de erva-mate verde; EMT = Participantes dislipidémicos que ingeriram capsulas com extrato seco de erva-mate
tostada; PL = Participantes dislipidémicos que ingeriram capsulas com amido, ou grupo placebo. P <0,05e P <
0,001 comparado ao respectivo valor basal (ANOVA para Medidas Repetidas e teste complementar de Tukey e
teste t pareado de Student); 'P < 0,05 comparado ao respectivo valor basal (ANOVA on Ranks e teste
complementar de Tukey).
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Figura 24. Variacdo percentual na atividade da superdxido dismutase
em individuos dislipidémicos apdés 7, 30 e 60 dias da ingestdo de
capsulas de erva-mate verde (EMV), tostada (EMT) e placebo (PL) em
relacdo aos valores basais. Os resultados estdo expressos como mediana
(valor minimo - maximo). 'P < 0,05 comparado ao respectivo periodo
de tempo do grupo Dislipidémico que consumiu capsulas com PL
(ANOVA e teste complementar de Tukey).

4.2.6.1.7 Atividade Catalase

A tabela 27 mostra os resultados da atividade da catalase antes e
apos a ingestdo de capsulas com EMV, EMT ou placebo. Apenas o
consumo das capsulas de EMV promoveu aumento significativo na
atividade da catalase ap0s sete (82,0%) e 30 dias (27,5%) em individuos
NLP e apés 30 dias (14,7%) em individuos DLP, em relagdo aos
correspondentes valores basais (P < 0,05). Ndo foram evidenciadas
diferencas entre os tratamentos para os periodos avaliados (P > 0,05;
resultados ndo mostrados). Os nossos resultados estdo parcialmente em
desacordo com aqueles relatados por Matsumoto et al. (2009), que
mostraram aumento na atividade da catalase ap6s uma semana de
ingestdo de ch&d mate por mulheres saudaveis. Assim, as diferengas
observadas entre os efeitos dos extratos de EMV e EMT deverdo ser
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melhor exploradas em trabalhos futuros.
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Tabela 27 — Efeito da ingestdo de capsulas com EMV, EMT ou placebo na atividade da catalase (U/mg proteina)
de individuos normolipidémicos e dislipidémicos.

Periodo de Ingestdo das Capsulas

Basal 7 dias 30 dias 60 dias
Normolipidémicos ” )
EMV(n = 14) 0,10 £ 0,006 0,18+ 0,01 0,13+ 0,006 0,10 + 0,006
Dislipid émicos N
EMV (n=16) 0,10 £ 0,009 0,13+£0,02 0,12 £ 0,005 0,12 £ 0,007
EMT (n = 16) 0,11 + 0,007 0,09 + 0,005 0,12 £ 0,003 0,12 £ 0,009
PL (n = 16) 0,10 + 0,008 0,09 + 0,006 0,12 + 0,008 0,11 + 0,008

Os resultados estdo expressos como média + erro-padrdo. n = nimero de participantes. EMV = Participantes
normolipidémicos e dislipidémicos que ingeriram capsulas com extrato seco de erva-mate verde; EMT =
Participantes dislipidémicos que ingeriram capsulas com extrato seco de erva-mate tostada; PL = Participantes
dislipidémicos que ingeriram capsulas com amido, ou grupo placebo. "P < 0,05 comparado ao respectivo basal
(teste t pareado de Student); P < 0,001 comparado ao respectivo valor basal (ANOVA para Medidas Repetidas e
teste complementar de Tukey).
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4.2.6.1.8 Atividade Sérica da Enzima Paroxonase

A Tabela 28 mostra os resultados do efeito da ingestdo das
capsulas contendo EMV, EMT ou placebo na atividade sérica da enzima
paroxonase (PON1) em individuos NLP e DLP. Como pode ser
observado, apenas as capsulas de EMV promoveram aumento
significativo na atividade da PON1 em individuos NLP e DLP de 28,7%
e 17,4%, respectivamente, apdés sete dias (P < 0,05). Ndo foram
observadas variagdes significativas nos demais periodos de tempo
avaliados, assim como diferencas entre os tratamentos.

Tem sido relatado que a atividade da PON1 pode ser modulada
por agentes externos, apresentando-se diminuida em fumantes com
doenca arterial coronariana (JAMES; LEVIEV; RIGHETTI, 2000;
JARVIK et al., 2002; KLEEMOLA et al., 2002), apds a ingestdo de
refeicdo rica em gordura oxidada (SUTHERLAND et al., 1999), bem
como na gravidez e menopausa (LI; LIU; LIANG, 2003). Por outro
lado, a atividade da PON1 pode ser aumentada pelo consumo de
antioxidantes dietéticos (polifenois, vitaminas C e E) e medicamentos
(estatinas e contraceptivos orais) (JARVIK et al., 2002; KLEEMOLA et
al., 2002; LI; LIU; LIANG, 2003). A ingestdo aguda de infuséo de erva-
mate aumentou em 10%, em média, a atividade da PON1 no plasma de
quatro individuos saudaveis (MENINI et al., 2007). Assim como em
nossos resultados, recentemente, Boaventura et al. (2012b) relataram
gue ndo houve aumento de PON1 apo6s a ingestdo de infusdo de erva-
mate por longo prazo, porém 50% dos individuos dislipidémicos
apresentaram aumento em média de 23%, sugerindo protecdo contra
doencas cardiovasculares nestes individuos. Dessa maneira, parece que a
erva-mate e outros antioxidantes nutricionais, por um mecanismo ainda
ndo elucidado, melhora a atividade da enzima antioxidante PON1 de
alguns individuos, podendo contribuir para a protecdo do organismo
contra os eventos cardiovasculares, pois a atividade da enzima
antioxidante PONL1 esta inversamente associada a aterosclerose. Um dos
provaveis mecanismos é pela hidrélise pela PON1 de lipideos oxidados
especificos nas lipoproteinas, em macréfagos e em lesdes
aterosclerdticas (AVIRAM; ROSEMBLAT, 2005). Vale notar que a
atividade sérica da PON1 est4d diminuida inclusive em individuos
hipercolesterolémicos (MACKNESS et al., 1991). Assim, estratégias
que promovam a elevacdo da atividade da PON1 sdo consideradas
interessantes para reduzir o risco de desenvolvimento da aterosclerose.
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Tabela 28 — Efeito da ingestdo de capsulas de EMV, EMT ou placebo na atividade sérica da enzima paroxonase
(U/mL) de individuos normolipidémicos e dislipidémicos.

Periodo de Ingestdo das Capsulas

Basal 7 dias 30 dias 60 dias
Normolipidémicos
EMV (n = 14) 44,71 53,81 48,93 46,80
(26,62 — 117,19) (27,55-158,25) (28,70 —136,26) (28,75 —112,41)
Dislipidémicos
EMV (n = 16) 59,81 70,63 65,69 53,69
(32,01 — 120,83) (36,45-14319) (34,52-121,01) (33,52 —97,06)
EMT (n = 16) 32,45 35,74 34,84 36,33
(23,52 — 96,54) (25,79-106,94)  (25,03-99,13) (23,55 - 113,14)
PL (n =16) 84,00 93,39 76,97 83,00
(28,12 — 125,80) (30,78 -123,82) (27,16 -110,48) (27,13 —115,85)

Os resultados estdo expressos como mediana (valor minimo — valor maximo). n = nimero de participantes. EMV
= Participantes normolipidémicos e dislipidémicos que ingeriram cépsulas com extrato seco de erva-mate verde;
EMT = Participantes dislipidémicos que ingeriram cépsulas com extrato seco de erva-mate tostada; PL =
Participantes dislipidémicos que ingeriram capsulas com amido, ou grupo placebo. *P < 0,05 comparado ao
respectivo valor basal (ANOVA on Ranks e teste complementar de Tukey).
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4.2.6.2 Individuos Hipercolesterolémicos em Uso de Estatina

Vaérios estudos mostraram o efeito antioxidante das estatinas
(FRANZONI et al., 2003; ROSENSON, 2004; TRAVIDOU et al.,
2006), sobretudo, em pacientes hipercolesterolémicos ou com risco para
doencas cardiovasculares (WASSMANN et al., 2012; HARAMAKI et
al., 2007). Além disso, Roberto et al. (2010) também demonstraram que
o efeito antioxidante das estatinas pode ocorrer por varios mecanismos,
incluindo o efeito inibitério direto da enzima NADPH oxidase
circulante.

Nesse sentido, avaliamos também o potencial efeito sinergistico
do extrato seco de erva-mate verde com as estatinas e os resultados do
efeito do consumo das capsulas com EMV e amido (placebo) nos
parametros do estresse oxidativo nos individuos HCE em tratamento
com estatinas estdo mostrados nas figuras 25 a 28.

Para o grupo HCE usuérios de estatina, a ingestdo de capsulas
com EMV promoveu elevacéo significativa da capacidade antioxidante
de aproximadamente 29%, 17% e 8%, ap6s 7, 30 e 60 dias,
respectivamente em relacdo ao basal (P < 0,05; teste t pareado de
Student; Figura 25). Os individuos do grupo placebo tiveram diminuicdo
significativa da capacidade antioxidante apds 60 dias (aproximadamente
9% em relagdo ao basal; P < 0,05). Estudo anterior de nosso laboratério
também demonstrou aumento na capacidade antioxidante do soro, ap6s
20 e 40 dias de ingestdo de infusdo de erva-mate, em individuos
dislipidémicos, usuarios de estatinas (MORAIS, 2009).
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Figura 25. Efeito da ingestdo de céapsulas com EMV ou amido
(placebo) em individuos hipercolesterolémicos, usuarios de estatina na
capacidade antioxidante do soro. Os resultados estdo expressos como
média + erro-padrio. P < 0,05 comparado ao respectivo valor basal
(teste t pareado de Student).

N&o houve alteracOes significativas nas concentracbes de GSH
sanguinea ou de acido Urico sérico (resultados ndo mostrados), exceto
aumento de 11,7% de acido Urico no grupo placebo apds 60 dias (P <
0,05; teste t pareado de Student).

Além disso, a ingestdo das capsulas com EMV promoveu
diminuicdo significativa na concentragcdo sérica de hidroperoxidos
lipidicos em 45,6, 34,6 e 48,3% apos sete, 30 e 60 dias, respectivamente
(P < 0,05; teste t pareado de Student). Em comparagdo ao placebo, as
capsulas de EMV mostraram diferenca significativa somente no periodo
de 60 dias (EMV = -3,82 umol/L vs. Placebo = -0,89 pumol/L, em
relacdo ao basal; P < 0,05; ANOVA e teste complementar de Tukey;
Figura 26A). Também foi observada diminuicdo temporéria de 3,21
umol/L das TBARS, ap0s sete dias de ingestdo das capsulas de EMV (P
< 0,05; teste t pareado de Student; Figura 26B). Em comparagdo ao
placebo, as capsulas de EMV mostraram diferenca significativa somente
no periodo de sete dias (EMV = -3,12 umol/L vs. Placebo = -0,68
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umol/L; P < 0,05; ANOVA e teste complementar de Tukey; Figura
26B). Estudo anterior de nosso laboratério também demonstra
diminuicdo na concentracdo sérica de hidroperdxidos lipidicos, ap6s 20
e 40 dias de ingestdo de infusdo de erva-mate, em individuos
hipercolesterolémicos usuarios de estatinas (MORAIS, 2009).
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Figura 26. Efeito da ingestdo de capsulas com EMV ou amido
(placebo) nos pardmetros do estresse oxidativo de individuos
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hipercolesterolémicos usuéarios de estatina (HCE): (A) Hidroperdxidos
Lipidicos; (B) Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico. Os
resultados estio expressos como média + erro-padrdo. P < 0,05
comparado ao respectivo valor basal (teste t pareado de Student); P <
0,05 comparado ao respectivo periodo de tempo do grupo HCE que
consumiu capsulas com PL (ANOVA e teste complementar de Tukey).

Infelizmente, sdo escassos os estudos que avaliaram o efeito das
estatinas nos marcadores plasmaticos do estresse oxidativo. Ky et al.
(2008) avaliaram a influéncia da pravastatina e atorvastatina no estresse
oxidativo de individuos hipercolesterolémicos, porém os resultados
apresentados foram inconsistentes, com altera¢fes ndo significativas na
concentracdo de LDL oxidada ou na excrecdo de produtos de
peroxidacdo lipidica (isoprostanos), dentre outros. O trabalho realizado
por Travidou et al. (2006), por sua vez, demonstrou que o tratamento
com sinvastatina em individuos hipercolesterolémicos promoveu
diminuicéo significativa da LDL oxidada.

A Figura 27 mostra os resultados do efeito da ingestdo de
capsulas com EMV na atividade da SOD. Apds 30 dias de consumo das
capsulas observou-se aumento significativo, mas temporario, na
atividade da SOD de 0,123 USOD/mg proteina (25,9%) (P < 0,05; teste
t pareado de Student). Para as demais enzimas antioxidantes, GPx e
catalase, ndo se observou diferenca estatistica entre os grupos de estudos
ou entre os periodos de tempo avaliados (resultados ndo mostrados).
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Figura 27. Efeito da ingestdo de capsulas com EMV ou amido
(placebo) em individuos hipercolesterolémicos, usuarios de estatina na
atividade enzimatica da superdxido dismutase. Os resultados estdo
expressos como média + erro-padrdo. ‘P < 0,05 comparado ao
respectivo valor basal (teste t pareado de Student).

A Figura 28 mostra os resultados do efeito da ingestdo de
capsulas com EMV na atividade da enzima PONL1 utilizando diferentes
substratos, os quais definem as atividades lactonase, arilesterase e
paroxonase. N&o houve diferenga significativa nos periodos de tempo
avaliados, porém em comparacdo ao placebo, as capsulas de EMV
mostraram aumento na atividade lactonase em 7, 30 e 60 dias (EMV =
8,9%, 9,8 e 6,8% vs. Placebo = 2,0%, -5,5% e -1,4%, em relagdo ao
basal; P < 0,05; ANOVA e teste complementar de Tukey; Figura 28A).
O mesmo foi observado para a atividade arilesterase em 7, 30 e 60 dias
(EMV = 6,0%, 7,6 e 8,2% vs. Placebo = 0,6%, -9,5% e -4,6%, em
relacdo ao basal; P > 0,05; Figura 28B). Para a atividade paroxonase,
observou-se aumento significativo de 22,4% em comparagdo ao grupo
placebo apos sete dias de consumo das capsulas de EMV (P < 0,05) e de
17,6% e 14,3% em relacdo ao valor basal ap6s 30 e 60 dias,
respectivamente, mas sem diferenca significativa (Figura 26C). No
presente estudo, demonstramos que a ingestdo em curto e prolongado
prazos de cépsulas com EMV aumentou a atividade da PON1 no
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plasma, estando de acordo com estudos anteriores de nosso laboratorio
com infusdo de erva-mate em mulheres saudaveis e em individuos
dislipidémicos usudarios de estatinas (FERNANDES et al., 2012;
MORAIS, 2009).

Dessa forma, o extrato de llex paraguariensis pode, por meio
do aumento da atividade da PON1, evitar a perda da funcéo
antiaterogénica da HDL quando a particula estd sob estresse oxidativo
(MENINI et al., 2007). Além disso, o aumento na atividade da PON1
pode ter contribuido, parcialmente, para o aumento da capacidade
antioxidante do plasma e reducdo da oxidagdo do plasma e de particulas
de lipoproteinas de baixa densidade apds a ingestdo de infusdo de erva-
mate (GUGLIUCCI, 1996; SILVA et al., 2008; MATSUMOTO et al.,
2009).
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Figura 28. Efeito da ingestdo de capsulas com EMV ou amido (PL,
placebo) nos parametros do estresse oxidativo de individuos
hipercolesterolémicos usuarios de estatina (HCE): (A) Atividade Sérica
Lactonase da PON1; (B) Atividade Sérica Arilesterase da PON1; (C)
Atividade Sérica Paroxonase da PON1. Os resultados estdo expressos
como média + erro-padrdo. 'P < 0,05 comparado entre os grupos de
cada periodo (ANOVA e teste complementar de Tukey).

4.3 Considerac0es Finais

O processamento da erva-mate para producdo do extrato de erva-
mate verde, consumido na forma de chimarrdo ou tereré, envolve etapas
de colheita das partes aéreas da planta, sapeco, secagem e moagem,
enquanto que para a producdo do extrato de erva-mate tostada,
consumido na forma de cha mate envolve, ainda, processo de torrefacéo,
0 qual submete o0 extrato de erva-mate a temperatura de
aproximadamente 120 °C por 15 min (MACHADO et al., 2007). Apesar
desta torrefacdo adicional, Bastos et al. (2007) mostraram semelhanga
entre a composicdo dos extratos em relagdo aos compostos fendlicos,
prevalecendo o 4&cido clorogénico, responsavel pelo potencial
antioxidante da erva-mate (revisado por BASTOS et al., 2007a; revisado
por HECK; de MEJIA, 2007). Nesse sentido, as capsulas com extratos
secos de erva-mate verde e tostada utilizadas no presente estudo também
apresentaram teores de fenois totais e acidos fenolicos semelhantes. N&o
obstante, foram observados melhores efeitos antioxidantes nos
marcadores do estresse oxidativo dos participantes que consumiram
capsulas de EMV, possivelmente pelo fato do sequestro de radicais
livres por acidos fendlicos e seus metabdlitos que atingiram niveis
suficientes no plasma dos individuos, como ja foi mostrado para
chimarrdo (GUGLIUCCI, 1996; GUGLIUCCI; STAHL, 1995). De
qualquer maneira, essas comparac¢des ndo sdo ainda conclusivas devido
ao pequeno numero de participantes deste estudo. Portanto, estudos
adicionais sdo necessarios para avaliar a absorcdo e a biodisponibilidade
dos &cidos fendlicos dos extratos secos de erva-mate verde e tostada em
seres humanos. E possivel que, apesar do processo inicial de torrefacéo
ndo alterar a concentracdo dos compostos fendlicos na erva-mate
tostada, ocorra modificacdo da biodisponibilidade desses compostos
fendlicos in vivo, gerando menor efeito antioxidante em relacdo ao
extrato de erva-mate verde. Além disso, estudos envolvendo absorcéo e
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biodisponibilidade do acido clorogénico em seres humanos ndo séo
totalmente conclusivos. Monteiro et al. (2007) identificaram o acido
clorogénico e seus isdbmeros no plasma humano depois da ingestdo
aguda de café, uma bebida rica em &cido clorogénico, indicando sua
absorcéo e metabolismo. Confirmado por, Farah et al. (2008) que além
disso mostra que a urina parece ndo ser o melhor meio de excrecéo de
isbmeros do acido clorogénico, pela grande variacdo inter-individual
relacionadas a absorcao e metabolismo. Ainda assim, o acido cafeico foi
0 Unico acido fendlico encontrado no plasma humano depois da
administracdo de café (NARDINI et al., 2002). Segundo Olthof,
Hollman e Katan (2001), cerca de 1/3 dos &cidos clorogénicos ingeridos
sdo absorvidos a partir do intestino delgado e o restante atinge o célon,
onde as bactérias colonizadoras provavelmente hidrolisam os &cidos
clorogénicos aos acidos caféico e quinico. Ainda assim, Stalmach et al.
(2010) avaliou a absorcdo intestinal e metabolismo de &cidos
clorogénicos, ap6s consumo de café por voluntarios humanos com
lleostomia. Analises revelam que dos compostos identificados, na
secrecdo ileal, 78% estavam presentes no café, e 22% eram metabdlitos,
como os 4cidos ferdlico e cafeico. Ao longo de 24 h ap6s a ingestdo do
café, foi detectada a excrecdo de 8% de metabdlitos do &cido
clorogénico na urina. Em seres humanos com o célon intacto, apos
ingestdo de café, a excrecdo urinaria corresponde a 29% (Stalmach et
al., 2009). Destacando a importancia do metabolismo do célon para os
compostos fenolicos. Auxiliando na elucidacéo das vias envolvidas apés
a ingestdo e metabolismo dos acidos clorogénicos, assim como na
distingéo entre os compostos absorvidos nos intestinos delgado e grosso.
O écido cafeico é altamente absorvido em seres humanos (OLTHOF;
HOLLMAN; KATAN, 2001) e metabolisado em 4cidos ferdlico,
vanilico e hipurico, os quais foram encontrados na urina de individuos
(RECHNER et al., 2001). Logo, estes metabolitos do acido clorogénico
e/ou do acido cafeico podem agir como antioxidantes na circulacéo.
Ainda, a atividade antioxidante da erva-mate in vitro foi maior quando
comparada aos seus constituintes antioxidantes isoladamente, como o
acido clorogénico e o &cido cafeico, em concentracdes equivalentes
(SILVA et al., 2008), o que sugere um efeito sinergistico dos
constituintes do mate, como ja fora reportado por Carini et al. (1998).
Este efeito sinergistico pode ser atribuido aos demais antioxidantes
presentes no mate, como as vitaminas A, C e E, além de outros
compostos fenolicos, incluindo os flavonoides.
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Pesquisas com a aplicacdo de polifendis atraem grande interesse
na éarea de alimentos funcionais, nutracéuticos e na inddstria
farmacéutica pelo seu potencial beneficio a saide humana. No entanto,
a efetividade dos polifendis depende da preservacdo de seus
ingredientes ativos (FANG; BHANDARI, 2010). A utilizagdo da
formulacdo farmacéutica de erva-mate em céapsulas no presente estudo
foi baseada na elevada atividade antioxidante in vitro da erva-mate,
inclusive maior do que os chas verde e preto ou o vinho tinto (BIXBY et
al., 2005; CAMPQOS; SCOBAR; LISSI, 1996), no potencial
hipocolesterolémico de infusdo de erva-mate (MORALIS et al., 2009) e
nos estudos de estabilidade dos compostos ativos do extrato seco de
erva-mate verde em capsulas (ANDRADE, 2011).

Contudo ainda faltam estudos demonstrando a biotransformacéo
e metabolizacdo de polifendis no extrato de erva-mate. Assim, de forma
alusiva, apdés administracdo de cha verde (Camellia sinensis), que
contém grande quantidade de polifendis (BALENTINE et al., 1997), a
ratos, demonstrou-se que a bioatransformagdo envolveu os sistemas de
enzimas de fases | e Il (EMBOLA et al., 2001). Sendo assim, o cha
verde induziu a enzima citocromo P450, essencial para o inicio da
conversdao de metabdlitos sollveis em agua e enzimas de fase I,
importante  mecanismo quimioprotetor, facilitando a detoxificagdo
(DASGUPTA et al., 2003). Assim, ocorreu aumento na excrecdo de
glicuronideos, meio de detoxificagdo e excrecdo de Xxenobidticos
(EMBOLA et al., 2001). Desse modo, a Glutationa Transferase (GT) e 0
citocromo P450, por serem enzimas sensiveis a compostos exdgenos,
sdo utilizados como biomarcadores (STEGEMAN et al., 1990;
BUCHELI & FENT, 1995). Inumeros produtos naturais tém sido
considerados potentes agentes quimiopreventivos que inibem
significativamente a expressdo de enzimas de enzimas de fase I, com
inducdo seletiva de enzimas de fase Il e que aumentam a defesa
antioxidante (BAYNEY et al., 1987; BENSON et al., 1980;
BEGLEITER et al., 1997). Dessa forma, produtos naturais como a erva-
mate podem aumentar a atividade das enzimas antioxidantes como
forma de o organismo aumentar o metabolismo dos constituintes
considerados  xenobidticos. A maior atividade das enzimas
antioxidantes, por sua vez, pode ser usada igualmente nas reagdes de
eliminacdo das espécies radicalares. Resta estabelecer, entretanto, a
extensdo pela qual a erva-mate ativou as enzimas antioxidantes pela via
de inducdo de fase Il ou pela ativacdo direta, bem como os reais
beneficios desse efeito.
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O consumo de plantas medicinais tem crescido nos ultimos
tempos e o assunto vem recebendo muita atengdo. Uma das justificativas
para esse crescimento é que mais pessoas tém decidido retornar ao
caminho “mais natural” de vida, com aumento na crenga, embora
errdnea, de que todo produto natural é saudavel e seguro (ERNST, 2004;
RIETJENS et al., 2005). Assim, para 0 uso seguro e apropriado das
capsulas de erva-mate, foram realizados estudos de toxicidade pré-
clinica (ANDRADE et al.,, 2012) e, no presente estudo, foi dada
sequéncia nos estudos clinico e de acdo farmacoldgica. A ingestdo das
capsulas com EMV por voluntarios saudaveis mostrou que o uso do
produto foi bem tolerado, com auséncia de danos renais ou hepéticos
(Tabelas 7 e 10). Entretanto, durante esta fase do estudo foram
observados dois casos de diarréia e irritacdo gastrica por individuos que
ja apresentavam tendéncia para gastrite ou Ulcera. De fato, nesses casos
ocorre 0 agravamento quando sdo ingeridas doses elevadas de cafeina
(ALTIMARI et al., 2011). A erva-mate contém grande quantidade de
metilxantinas, cafeina e teobromina, as quais sdo substancias tonica e
estimulante cardiaco, com agdo estimulante sobre o sistema nervoso e
em altas doses pode induzir insdnia, nervosismo, irritabilidade,
ansiedade, nauseas e desconforto gastrointestinal (JAMES, 1992).
Contudo, a dose estabelecida para o estudo fez alusdo a estudos
anteriores realizados com infusdes de erva-mate verde e tostada, as
quais ndo mostraram toxicidade em individuos normolipidémicos e
dislipidémicos (MORAIS et al., 2009).

Outra propriedade do EMV observada em nosso estudo foi a
diminuicéo significativa na pressdo arterial diastolica, apds sete dias de
tratamento, de aproximadamente 5 mmHg, equivalente a 6,5%, em
relacdo aos valores basais (Tabela 3). Embora pequena e, talvez, sem
significado clinico, essa diminuicdo na pressdo arterial corrobora
resultados in vivo e in vitro prévios, onde foi demonstrado que o extrato
aquoso de erva-mate melhorou de forma significativa a contragdo e o
relaxamento vascular da artéria aorta de camundongos com
aterosclerose (FELIPPI et al., 2006) e o relaxamento da artéria
mesentérica de ratos (MUCCILLO-BAISCH et al., 1998), indicando o
envolvimento do éxido nitrico no efeito vasorrelaxante da erva-mate.
Além disso, Gorgen et al. (2005) mostraram que o extrato de llex
paraguariensis diminuiu a hidrélise de nucleotideos em ratos. O ATP
estimula a producdo celular de 6xido nitrico (MOTTE et al., 1995),
evidenciando a possivel relacdo entre o efeito hipotensor de llex
paraguariensis e o nivel aumentado de ATP, que pode induzir
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vasodilatacdo. Os compostos fendlicos e flavondides presentes no
extrato de erva-mate (FILIP et al.,, 2000) inibiram a atividade de
nucleotidases in vitro, as quais estdo envolvidas em varios processos de
lesdo vascular (KAVUTCU et al., 1999). Com este efeito, a erva-mate
promoveu diminuicdo da hidrélise de ATP, ADP e AMP, podendo
contribuir para o tratamento de doencas cardiovasculares. De qualquer
maneira, 0s resultados do presente estudo mostram-se promissores para
a realizacdo de estudos adicionais para avaliar o efeito vasodilatador dos
polifendis presentes na erva-mate em seres humanos.

Para finalizar, os resultados apresentados no presente estudo
estdo de acordo com as informagdes do National Cholesterol Education
Program (NCEP, 2002), o qual preconiza que, antes de iniciar o
tratamento medicamentoso em individuos com dislipidemia leve ou
moderada, deve-se fazer uso de opgdes terapéuticas ndo farmacologicas
como a utilizagdo de produtos de origem alimentar ricos em vitaminas E
e C, fitosterdis, flavonoides e outros compostos fendlicos (GIGLEUX et
al., 2007). Assim, as capsulas de erva-mate, cujo consumo se mostrou
seguro, podem contribuir para a diminuicdo de fatores de risco
fortemente associados a aterosclerose, como a dislipidemia e o estresse
oxidativo, principalmente para aqueles individuos que ndo toleram o
sabor amargo das infusfes de erva-mate.
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5 CONCLUSOES

e A administragdo das cépsulas com EMV a individuos
normolipidémicos, durante uma e oito semanas, nao apresentou
toxicidade clinica aparente, incluindo auséncia de modificacao
significativa na maioria dos parametros bioquimicos e
hematoldgicos analisados e ndo promoveu diferenca no ganho
de peso corporal, nem provocou altera¢des cardiacas;

e O EMV reduziu significativamente a pressdo arterial diastdlica
(~5 mmHg) dos participantes apés 7 dias de consumo;

e As capsulas com extratos secos de erva-mate verde e tostada
apresentaram concentracdes semelhantes de fendis totais,
acidos fenolicos, saponinas e cafeina;

e A ingestio de capsulas com EMV por individuos
normolipidémicos e dislipidémicos, durante 60 dias, promoveu
elevacdo significativa na concentracdo sérica de HDL-C e nas
relacbes LDL-C/HDL-C e CT/HDL-C. Porém, ndo houve
variagdo expressiva nos valores de colesterol total, LDL-C,
N&o-HDL-C, triglicerideos e sd-LDL;

e A ingestio de céapsulas com EMT por individuos
dislipidémicos, durante 30 e 60 dias, promoveu diminuicdo
significativa na concentracdo sérica de triglicerideos. Porém,
ndo houve variagdo expressiva nos valores de colesterol total,
HDL-C, LDL-C, Ndo-HDL-C e sd-LDL;

e Em geral, o efeito da ingestdo do EMV nos parametros lipidicos
foi semelhante para individuos normolipidémicos e
dislipidémicos, com diminuicdo apenas das relacbes CT/HDL-
C e LDL-C/HDL-C, apo6s 60 dias de consumo nos participantes
normolipidémicos;

e Para os participantes hipercolesterolémicos sob tratamento com
estatinas, ndo houve diferenca significativa de efeito entre o
EMV e o grupo controle para os parametros do perfil lipidico.
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Porém as cépsulas contendo EMV apresentaram efeito
sinergistico importante com as estatinas na diminuicdo da
concentracdo sérica de LDL-C, sd-LDL, CT e triglicerideos,
apos 30 e 60 dias de consumo;

Entre os participantes dislipidémicos, houve melhores efeitos
antioxidantes no grupo que consumiu capsulas com EMV;

O consumo de capsulas com EMV aumentou a capacidade
antioxidante do soro apés sete e 30 dias nos individuos
normolipidémicos e dislipidémicos e aumentou a concentragdo
de GSH nos participantes normolipidémicos, apos sete e 60
dias;

O consumo de capsulas com EMV diminuiu os hidroperéxidos
lipidicos ap6s 30 e 60 dias nos individuos normolipidémicos e
dislipidémicos e diminuiu as TBARS apos sete e 30 dias nos
particpantes normolipidémicos e dislipidémicos;

O consumo de cépsulas com EMV aumentou a atividade da
enzima antioxidante PON1 ap6s sete dias nos participantes
normolipidémicos e dislipidémicos.

O consumo de capsulas com EMV aumentou a atividade da
SOD apos sete, 30 e 60 dias nos individuos normolipidémicos e
ap6s 60 dias nos individuos dislipidémicos; assim como
aumentou a atividade da catalase apds sete e 30 dias nos
participantes normolipidémicos e apds 30 dias nos individuos
dislipidémicos;

A ingestdo de cépsulas com EMV em associacdo com as
estatinas por participantes hipercolesterolémicos aumentou a
capacidade antioxidante apds sete, 30 e 60 dias, porém néo
houve alteraco nos valores de glutationa reduzida;

A ingestio de capsulas com EMV por participantes
hipercolesterolémicos sob tratamento com estatinas diminuiu a
concentracdo sérica dos hidroperdxidos lipidicos ap6s sete, 30 e
60 dias e diminuiu a concentracdo de TBARS apds sete dias;
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A ingestdo de capsulas com EMV em associagdo com estatinas
por participantes hipercolesterolémicos aumentou a atividade
arilesterase, lactonase e paroxonase da enzima PON1 em
comparagcdo ao grupo placebo. Porém, diferenca estatistica
observada somente apés sete dias.

Em geral, as capsulas com EMV apresentaram melhores efeitos
bioldgicos em comparacao as capsulas com EMT.
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APENDICE A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE Participante N° |__ | | |
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS
CEP: 88040-970 - FLORIANOPOLIS - SANTA
CATARINA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O(A) Sr(a) estd sendo convidado(a) a participar, como
voluntario(a), da pesquisa intitulada “Erva-mate (llex paraguariensis) em
cépsulas: Avaliacdo dos efeitos hipocolesterolémico e antioxidante em
individuos com hiperlipidemias” de responsabilidade do pesquisador Prof.
Dr. Edson Luiz da Silva. Neste estudo, pretende-se avaliar se 0 consumo de
capsulas contendo extrato seco de erva-mate verde ou tostada durante 8
semanas melhora os parametros antioxidante e de dislipidemia. Estudos
anteriores de nosso laborat6rio ja mostraram que a ingestdo de infusdo de
erva-mate verde (tipo chimarrdo) ou cha mate tostado pode diminuir o
colesterol, a glicemia e o estresse oxidativo em individuos com colesterol
elevado ou com diabetes. As capsulas serdo distribuidas aos voluntéarios por
sorteio. Vocé saberd o tipo de cépsula que tomou somente ao final do
estudo, assim como também terd acesso aos resultados laboratoriais.

Para a demonstragdo destes possiveis efeitos benéficos da erva-
mate precisamos de sua colaboragdo para a ingestdo de 3 cépsulas de erva-
mate, 3 vezes ao dia, juntamente com as principais refei¢ces (independente
do horério das mesmas), durante 60 dias. E importante que o consumo das
capsulas com o extrato seco de erva-mate ndo seja interrompido por mais de
dois dias consecutivos. Além disso, o(a) senhor(a) deve manter os seus
habitos de vida regulares durante o periodo de tempo do estudo, como por
exemplo, consumir o0 mesmo tipo de alimentacéo, praticar ou ndao exercicios
fisicos e, principalmente, ndo introduzir medicamentos de uso crénico. Caso
o(a) senhor(a) j& esteja usando algum medicamento, a dose do mesmo néo
devera ser mudada durante o periodo do estudo. Precisamos, também, da
sua autorizagdo para a realizagdo de exame clinico completo,
eletrocardiograma e de uma coleta de 12 mL de sangue (3 tubos), em jejum
de 12-14 horas, no primeiro e sétimo dias do inicio do estudo, e também
ap6s a quarta e oitava semanas, bem como afericdo do peso, altura e
circunferéncia abdominal. As cdpsulas deverdo ser tomadas inteiras com o
auxilio de agua, apenas.



214

Esse protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da UFSC (n° 00560512.7.0000.0121) e trara
apenas 0 desconforto das coletas de sangue. Porém, pessoas sensiveis a
cafeina (um dos componentes o extrato seco de erva-mate) poderdo sentir
irritagdo géstrica, tremores, excitabilidade ou insdnia. Caso ocorra algum
desses efeitos colaterais com o(a) senhor(a), favor interromper o consumo
das capsulas de erva-mate e entrar em contato com os pesquisadores.
Esperamos, entretanto, que esse estudo traga beneficios, tais como maior
estimulo para que mais pessoas se beneficiem das propriedades da erva-
mate a salde humana, o qual podera vir a ser utilizada como suplemento
alimentar. Esta pesquisa ndo oferece riscos maiores do que os citados
acima, ndo tem fins lucrativos, é confidencial e 0 seu nome sera usado
apenas no primeiro momento de coleta das amostras de sangue. Em seguida,
as amostras serdo identificadas pelo nimero do seu cadastro. Os resultados
do estudo poderdo ser publicados em revistas cientificas, apresentados em
congressos ou eventos cientificos ou as autoridades sanitarias, sem que seu
nome seja mencionado em parte alguma.

O(A) senhor(a) podera se beneficiar diretamente dos resultados
obtidos no final do estudo, caso estes sejam de seu interesse. Sua
participagdo € voluntéria, podendo desistir desta pesquisa em qualquer
momento. Se vocé tiver alguma divida em relagdo ao estudo ou ndo quiser
mais fazer parte do mesmo, pode entrar em contato pelos telefones 3721-
97.12; 9634-2312. Se voceé estiver de acordo em participar, garantimos que
as informag0es obtidas e o material coletado serdo confidenciais e s6 serdo
utilizados neste trabalho.

Eu, abaixo assinado, concordo em participar deste estudo.

Assinaura do(a) paricipante voluntério

Data  / [
Edson Luiz da Silva Aline Minuzzi Becker
Coordenador Pesquisadora
Fone: 3721-9712; Fones: 3721-9712 R.219
R. 219 9634-23.12

edson@ccs.ufsc.br ali.mb@hotmail.com



mailto:edson@ccs.ufsc.br
mailto:ali.mb@hotmail.com

215

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE Participante N°
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS ]
CEP: 88040-970 - FLORIANOPOLIS - SANTA
CATARINA
FONE: (48) 3721-8053; 3721-9712 - FAX: (48) 3721-
9542

Consentimento Para Participar Deste Estudo

Eu, declaro que i e
compreendi as informagdes contidas nesse documento. Fui devidamente
informado(a) pelos pesquisadores — Prof. Dr. Edson Luiz da Silva e Aline
Minuzzi Becker - dos procedimentos que serdo utilizados e da conduta deste
estudo intitulado intitulada “Erva-mate (llex paraguariensis) em capsulas:
Avaliacio dos efeitos hipocolesterolémico e antioxidante em individuos
com hiperlipidemias”, e concordo em participar da pesquisa como
voluntério. Foi-me garantido que posso retirar 0 consentimento a qualquer
momento, sem que isso leve a qualquer penalidade. Declaro ainda que
recebi uma copia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Florianopolis, de de

Assinatura do(a) participante voluntério
R.G.

Prof. Dr. Edson Luiz da Silva
Professor Coordenador

Aline Minuzzi Becker
Mestranda
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APENDICE B

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plabaforma
SANTA CATARINA - UFSC asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Erva-mate (llex paraguariensis) em capsulas: Estudo de toxicidade clinica em
individuos saudaveis e efeito hipocolesterolémico em individuos com hiperlipidemias.

Pesquisador: Edson Luiz da Silva

Area Temdtica: Area 3, Farmacos, medicamentos, vacinas e testes diagnasticos novos (fases |, Il e |Il) ou
néo registrados no pais (ainda que fase |V), ou quando a pesquisa for referente a seu uso
com modalidades, indicagbes, doses ou vias de administragio diferentes daguelas
estabelecidas, incluindo seu emprego em combinagdes.

Versfo: 2
CAAE: 00580512.7.0000.0121
Instituicio Proponente: Universidade Federal de Santa Catarnina

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 120.070
Data da Relatoria: 08/10/2012

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um estudo dinico, randomizado, controlado, de intervenglo (estudo toxicoldgico) e duplo-cego
(estudo hipocolesterclémico que pretende erificar a eventual toxicidade clinica da ingestio de cApsulas
contendo extratos secos de erva mate verde ou tostada por individuos saudéaveis e o seu efeito
hipocolesterolémico em individuos com hiperlipidemias,

Objetivo da Pesquisa:

Objetive Geral - Verificar a eventual toxicdade dinica da ingestfo de cépsulas contendo extratos secos de

erva mate verde ou tostada por individuos saudéveis e o seu efeito hip nico em individ com
hipedipidemias Objetivos Especificos:1. Avaliar a eventual toxicidade de capsulas contendo exirato seco de
erva-mate verde ou tostada apds ingestio durante uma semana (estudo agude) por senres humanos
sauddveis, por meio de exame dinico completo, eletrocardiograma de doze derivagdes, hemograma
completo, exame de unina tipo | e testes bioquimicos de rotina no soro. 2. Avaliar a eventual toxicidade de
capsulas contendo extrato seco de erva-mate verde ou tostada apos ingestio de doses repetidas durante 8
semanas (estudo crénico) por seres humanos saudéveis, por meio de exame clinico completo,
eletrocardiograma de doze

derivagies, hemograma completo, exame de urina tipo | e testes bioquimicos de mtina no sor.3.

Enderego: Campus Universithrio Reitor Jalio David Fermira Lima

Bairo: Trindade CEP: 88.040-900

UF: 5C Municiplo: FLORIANOPOUS

Tolofone: (4837219206 Fax (48)3721-9606 E-mail; cep@reioniautschn
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SANTA CATARINA - UFSC %‘oﬂ

Verificar o efeito da ingestdo das capsulas de erva -mate nas concentragies séricas de colesterol total,
trighicerideos, LDL-C, HDL-C e Nao-HOL-C em individuos com hiperlipidemias sem uso de medicamentos
hipolipemiantes, durante 60 dias.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Oz pesquisadores informam que o8 possiveis riscos sfo: O estudo ndo apresenta riscos aos participantes,
com excecio da dore possivel formagio de hematoma provocados pelas coletas de sangue. Nos casos de
possivel hipersensibilidade 4 erva-mate, como desconforto géstrico, insdnia e tremores, os participantes
serfio instruidos a interromper a ingestio das cipsulas e, conseqlentemente, deixario de fazer parte do
estudo. Como beneficios os pesquisadores apontam: “Os participantss terfo como Gnico beneficio imediato
o8 resultados dos exames laboratoniais realizados. Para a comunidade cientifica, espera-se contribuir para o
esclarecimento sobre o uso seguro de uma nova forma de apresentagdo da erva-mate, ou seja, em
capsulas, Além digso, esperamos confirmar a sua propriedade de reduzir o colesterol sérico, conforme ja
demanstrado anteriormente para a infusfo de erva-mate

(chimarrfio & mate tostado).

c @ Consi goes sobre a Pesquisa:

O projeto encontra-se bem delineado e com ajustes feitos no TCLE a partir da solicitagéio realizada pelo
CEP em avaliagio anterior. Neste sentido, a referida pesquisa cumpre os requisitos solictados pama sua
tramitagao.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Apresenia os documentos e solicitages de pendéndia anterior,

Recomendagdes:

Projeto ap do e indi para encaminhamente ao CONEP per ser um estudo fase 3 conforme os

pesquisadores informam na folha de rosto.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovado e a ser encaminhade ac CONEP

Situacio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Enderego; Campus Universithrio Reitor J oo David Fereira Lima

Baimo:  Trindade CEP: 88 040-900

UF: 5C Municiplo: FLORANOPOLIS

Telofone:  (453721-8206 Fax: {4837 21-9656 E-mail; copdraiionaufscor
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APENDICE C

Questionario — Avaliacdo Clinica

Identificacéo

Nome:

Sexo: masculino [Ifeminino

Estado civil:

Data de nascimento: Y _ Idade:
Raga: [ branco [Jpardo  [1amarelo []negro

Escolaridade:Janalfabeto [11°grau incompleto [J1°grau completo [12°grau incompleto [ 2° grau completo [ superior
incompleto [ superior completo [ pés-graduagéo

Enderego:

Bairro: Cidade:

Estado: Cep: Telefone: (__)
Email:

Ocupagéo profissional:

Fatores de Risco:

Histérico Familiar de Diabetes [J sim [Indo Parentesco:

Histérico Familiar de Hipertensdo [ sim [Indo Parentesco:

Antecedentes Familiares de Doenca Arterial Coronariana [ sim [J ndo

Ultimo colesterol total

Ultimo LDL

Ultimo triglicerideos

Antecedentes de Morbidades (cirurgias, internagdes, doencas, processo inflamatério recente ou infeccioso): _

Hébitos Alimentares:

1.Erva-mate: []sim [ n&o. Forma: [J chimarréo [J cha mate [ tereré [Jmate cocido. Freqiiéncia: [IDiariamente [] semanalmente
[Jeventualmente. Quantidade: [ < I litro [11 — 2 litros [1> 2 litros.

2.Café: [1sim [ n&o. Freqiiéncia: [IDiariamente [] semanalmente [leventualmente Quantidade: [1 1 xicara [J 1 — 3 xicaras [ mais
3 xicaras.

3.Chas: [] sim [J ndo. Freqiiéncia: [IDiariamente [Jsemanalmente [Jeventualmente.

4.Chocolate: [J sim [] ndo. Freqiiéncia: [IDiariamente [Jsemanalmente [Jeventualmente.

5.Sucos: [1sim [ ndo. Freqiiéncia: [IDiariamente [J semanalmente [leventualmente. Quantidade: [J 1 copo [J 1 — 3 copos [ mais
3 copos.

6.0leo de oliva ou azeite de dendé: [ sim [ ndo. Freqiiéncia: [JDiariamente [Jsemanalmente [leventualmente.

7.Vinho: [ sim [ ndo. Freqiiéncia: [IDiariamente [Jsemanalmente [Jeventualmente.

8.Sementes oleaginososas: [ sim [ ndo. Freqiiéncia: [IDiariamente [lsemanalmente [leventualmente.

9.Frutas citricas: [ sim [J ndo. Freqiiéncia: [IDiariamente [lsemanalmente [eventualmente.

Hébitos:
1.Atividade Fisica: sim [J ndo
Quantas vezes ha semana: Qual tipo de atividade fisica

2.Bebida Alcodlica [1sim [ ndo Freqlente [1sim[Jndo Raramente [1sim []ndo
3.Tabagistal | sim] ndoN° cigarros/dia: [ Eventualmente [] Ex-fumante Parou hé:

4.Medicagdo em uso

[ Nenhum [J Diurético [ Medicamentos

[ Vit. A ou carotendides [Vit.C [ Vit. E [ Vit. [ Multivitaminas [ capsulas de cha
branco;verde

[J Extratos Vegetais  [1 Oleo de peixe [1 Antiinflamatérios néo esteroidais

[] Anticoncepcional [] Oral [ Injetavel [ Intradérmico

[] Outras medicagdes regulares
Qual (is):



