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Avaliacdo dos efeitos hipocolesterolémico, antierig e anti-inflamatério da infusdo de erva-mHeé (
paraguariensiy em individuos normolipidémicos ou dislipidémicasyéarios ou nédo de estatina

RESUMO

As doencas cardiovasculares sdo as principais cailsamorbi-mortalidade no mundo e
recentes resultados sugerem que a erva-ntiate garaguariensis pode contribuir para a
diminuicdo da aterosclerose. O objetivo do presesdtudo foi avaliar o potencial
hipocolesterolémico, antioxidante e anti-inflametode infusdes de erva-mate verde ou
tostada em individuos normolipidémicos (NLP) e ipgidémicos (DLP; LDL-colesterol
(LDL-C) > 160 mg/dL; Triglicerideos 150 mg/ dL; HDL-colesterol (HDL-C) < 50 e 40 mg/
dL, para mulheres e homens, respectivamente; agaelLDL-C/HDL-C> 2,5), bem como
verificar o efeito sinergistico da erva-mate contatazas. Participaram deste estudo 80
individuos (n=53/27, fem/masc), com idade médidde+ 1,4 anos. Os participantes foram
distribuidos em quatro grupas:individuos NLP que ingeriram erva-mate verde (NENAV,
n=4); ii) NLP e erva-mate tostada (NLP-EMT, n=L1ii)) DLP e erva-mate verde (DLP-
EMV, n=12) e;iv) DLP e erva-mate tostada (DLP-EMT, n=36). Indidswislipidémicos em
uso de estatina ingeriram erva-mate tostada (DLR=E7). Todos os individuos ingeriram
330 mL de infusédo de erva-mate verde ou tostadezds/dia, durante 40 dias. Amostras de
sangue foram coletadas, apés jejum de 12-14 hnduwen més de periodo basal (tempos -30,
-15 e 0) e apods 20 e 40 dias da ingestdo das egwd® erva-mate para as determinacdes dos
parametros do perfil lipidico e apolipoproteinggo& A-1 e B-100, marcadores do estresse
oxidativo e inflamatorios. As diferencas foram #&a@és por ANOVA para medidas repetidas
e teste complementar de Tukey ou FriediRapeated Measures ANOV#gnsiderando-se
p<0,05 como significativoOs resultados combinados para ambas as ervas, e¢odtada,
mostraram que no grupo NLP houve diminuicdo médi@,8 e 8,3 mg/dL (-8,7 e -7,4%) no
LDL-C e de 12 e 9% na relacdo LDL-C/HDL-C ap0s 20edias, respectivamente (p<0,05).
No grupo DLP, a ingestdo de erva-mate durante 20D elias provocou diminuigdo no
colesterol total de 8,9 e 11,9 mg/dL (-3,8 e -5%{),01); no LDL-C de 12,6 e 14,4 mg/dL (-
7,9 e -8,8%; p<0,001); Nao-HDL colesterol de 11826 mg/dL (-6,2 e -6,8%) e na relacdo
LDL-C/HDL-C de 12,5 e 10,4%, respectivamente (p&],diminuicdo da apo B-100 (-6,0%;
p<0,05), da relagdo apo B/apo A-l (-6,4%; p<0,08umento de 2,6 mg/dL (5,4%) no HDL-
C, apos 20 dias (p<0,01). O consumo de erva-matada pelos individuos do grupo DLP-E
promoveu diminuicdo média de 14,6 mg/dL de LDL-00(8%) apos 20 dias e 18,6 mg/dL
apos 40 dias (-12,4%), aumento de HDL-C em 2,/dim{5,3%) e diminuicdo da relacéo
LDL-C/HDL-C em 19,9% apds 40 dias (p<0,05). O caneuwde erva-mate também melhorou
0os marcadores do estresse oxidativo. Os individlioB e DLP apresentaram aumento
significativo de glutationa reduzida sanguinea (G8& 30,2 e 7,5%, respectivamente, apés
40 dias de consumo de erva-mate. Além disso, agcipantes do grupo DLP também
apresentaram elevacdo da capacidade antioxidabté%2 p<0,001) e diminuicdo dos
hidroperéxidos lipidicos (34%; p<0,01) apos 20 diks ingestdo de erva-mate verde ou
tostada. Nao houve alteracdes significativas nasesturacdes seéricas de proteina oxidada e
na atividade da paroxonase-1. A ingestao de enta-raduziu a concentracao de fibrinogénio
nos individuos dos grupos NLP (12%) e DLP (5%) apOsdias (p<0,05), porém nao
modificou os valores de proteina C reativa de sdtasibilidade. Os participantes do grupo
DLP-E nado apresentaram redugdes significativas garaarcadores do estresse oxidativo ou
inflamatorios. Com base nestes resultados, sugegers a infusdo de erva-mate seja benéfica
na prevencao de fatores de riscos associados asadoeardiovasculares, principalmente a
dislipidemia.

Palavras-chave: Erva-mate, llex paraguariensis Dislipidemia, Estresse oxidativo,
Antioxidantes, Marcadores de inflamacao, Estat®es humanos.



Evaluation of hypocholesterolemic, antioxidant anti-inflammatory effects of yerba matéek
paraguariensi}infusion in normolipidemic or dyslipidemic subfsaising statin or not

ABSTRACT

Cardiovascular diseases consist of the major caliseorbidity and mortality in the world.
Recent data in animal models suggests that theoaguextract of yerba matdlek
paraguariensiy can contribute to inhibition of atheroscleroseveélopment. The purpose of
this study was to evaluate the hypocholesteroleraijoxidant and anti-inflammatory
potential of infusions of green dried or roastegdileaves of yerba mate in normolipidemic
(NLP) and dyslipidemic (DLP) (LDL-cholesterol (LDC) > 160 mg/dL, Triglycerides 150
mg/dL, HDL-cholesterol (HDL-C) < 50 and 40 mg/dLr fwomen and men, respectively, or
LDL-C/HDL-C ratio > 2.5) healthy individuals, and to verify the synstig effect of mate
infusion and statins. Eighty individuals (n=53/2&mn/male), with an average age of 47.2 vy,
participated of this study and were divided intairfayroups:i) NLP individuals who
consumed green mate (NLP-EMV, n=4), NLP individuals and roasted mate (NLP-EMT,
n=11),iii) DLP individuals and green mate (DLP-EMV, n=12§lagin) DLP and roasted mate
(DLP-EMT, n=36). Dyslipidemic individuals on statinerapy consumed roasted mate (DLP-
E, n=17). All subjects ingested 330 mL, 3 times/dafy green or roasted mate infusions,
during 40 days. Blood samples were collected dffed4 h fasting, at the baseline period
(days -30, -15 and 0) and after 20 and 40 daysaténmfusions intake for the measurement
of the serum lipid profile, apolipoproteins (ap@s) and B-100, and biomarkers of oxidative
stress and inflammation. The differences were exatliby ANOVA for repeated measures
and Tukey'spost hoctest or Friedman-Repeated Measures ANOVA, conisigg<0.05 as
significant. The results showed that in the NLPugrdoth green and roasted yerba mate
infusions promoted a decrease in the LDL-C levél8.9 and 8.3 mg/dL (-8.7 and -7.4%), in
average, and diminished 12 and 9% in the LDL-C/HDLlratio after 20 and 40 days,
respectively (p<0.05). In the DLP group, the intakenate during 20 and 40 days diminished
the levels of total cholesterol (8.9 and 11.9 mgktjuivalent to -3.8 and -5%; p<0.01); LDL-
C (12.6 and 14.4 mg/dL; eq. to -7.9 and -8.8%; p8D); Non-HDL cholesterol (11.5 and
12.8 mg/dL; eq. to -6.2 and -6.8%), and LDL-C/HDL¢&tio (12.5 and 10.4%; p<0.01),
respectively. After 20 days, yerba mate intake e@sed apo B-100 level (-6.0%; p<0.05),
apo B/apo A-I ratio (-6.4%; p<0.05), and enhand¢edHIDL-C level (2.6 mg/dL; eq. to 5.4%;
p<0.01) in the DLP group. The consumption of rodsteate by individuals of the DLP-E
group promoted an average decrease of 14.6 mg/dl-C.[D-10.8%) after 20 days, and 18.6
mg/dL after 40 days (-12.4%). Furthermore, roastede increased 2.7 mg/dL (6.3%) HDL-C
and diminished 19.9% LDL-C/HDL-C ratio after 40 dafp<0.05). Intake of yerba mate
infusions also ameliorates biomarkers of oxidasitress. NLP and DLP individuals showed a
significant increase (30.2 and 7.5%, respectivefyyhole blood reduced glutathione (GSH)
after 40 days mate consumption. In addition, DLBjetts had higher serum antioxidant
capacity (25.6%; p<0.001) and diminished levelipidl hydroperoxides (34%; p<0.01) after
20 days of green or roasted mate ingestion. There wo significant changes in plasma
levels of oxidized proteins and paraoxonase-1 @gtivihe intake of mate decreased
fibrinogen concentration in NLP (12%) and in DLPbgets (5%) after 20 days (p<0.05), but
did not modify high-sensivity C-reactive proteinwes. Participants of DLP-E group showed
no significant reductions for markers of oxidatisgess or inflammation. Based on these
results, it is suggested that the intake of mdtesiaons might be beneficial to reduction of risk
factors associated to cardiovascular diseasescydarty dyslipidemia.

Keywords: Yerba matellex paraguariensis Dyslipidemia, Oxidative stress, Antioxidants,
Serum markers of inflammation, Statins, Humans.
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atividade sérica da paroxonase (U/mL).

Efeito da ingestdo por 20 e 40 dias da infusdorde-mate, verde ou 83
tostada (dados combinados), na PCR-us sérica (nugLindividuos
normolipidémicos ou dislipidémicos sem uso de gstat

Efeito da ingestdo por 20 e 40 dias da infusdorda-mate verde ou 84
tostada nas concentracbes plasmaticas de fibrirmg@ng/dL) de
individuos dislipidémicos sem uso de estatina.

Efeito da ingestao por 20 e 40 dias de infusdondemate tostada nos 85
valores de PCR-us e fibrinogénio de individuosigidmicos usuarios
de estatina.
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LISTA DAS PRINCIPAIS ABREVIATURA E SIGLAS

ABTS 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-4cido sulidm)

ALT Alanina aminotransferase

Apo Apolipoproteina

Apo A-l Apolipoproteina A-I

Apo B-100 Apolipoproteina B-100

Apo B/ Apo A-1  Relacao apolipoproteina B/ apolipoproteina A-I

AST Aspartato aminotransferase

AVC Acidente vascular cerebral

BHT Butil-hidroxi-tolueno

CT Colesterol total

DAC Doenca arterial coronariana

DCV Doenca cardiovascular

DLP Participantes dislipidémicos ndo usuarios de estati

DLP-E Participantes dislipidémicos usuarios de estatim@ cpnsumiram erva-
mate tostada

DLP-EMT Participantes dislipidémicos que consumiram ervéertastada

DLP-EMV Participantes dislipidémicos que consumiram ervéemarde

DNPH 2,4-dinitrofenilhidrazina

DTNB Acido 5,5-ditio-bis (2-nitrobenzéico)

EDTA Acido etilenodiaminotetracético

ERN Espécies reativas de nitrogénio

ERO Espécies reativas de oxigénio

FA Fosfatase alcalina

FOX Ferrous ion oxidation in presence of xylenol orange

FRAP Ferric reducing antioxidant potential

GGT gama-glutamil transferase

GSH Glutationa reduzida

GS Radical glutationa tiil

GSSG Glutationa oxidada

HDL Lipoproteina de alta densidade

HDL-C HDL-colesterol; Fracio do colesterol associada & HD

IAM Infarto agudo do miocérdio
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IDL Lipoproteina de densidade intermediaria

IFN vy Interferony

IL-1 Interleucina 1

IL-6 Interleucina 6

IMC indice de massa corporal

LDL Lipoproteina de baixa densidade

LDL-C LDL-colesterol; Fragdo do colesterol associada & LD

LDL-ox LDL oxidada

LOO Radical peroxila

MCP-1 Proteina quimiotética de mondcitos

M-CSF Fator estimulante de colbnias de macrofagos

MDA Malondialdeido

MMPs Metaloproteinases

N&o-HDL-C N&o-HDL colesterol; Diferenca entre o colesterdhit@ aquele associado
a fragédo HDL

NLP Participantes normolipidémicos

NLP-EMT Participantes normolipidémicos que consumiram ema#e tostada

NLP-EMV Participantes normolipidémicos que consumiram enaée verde

PA-1 Inibidor do ativador de plasminogénio

PCR Proteina C reativa

PCR-us Proteina C reativa quantificada pelo método uknasérel

PDGF Fator de crescimento derivado de plaquetas

PON-1 Paroxonase sérica

T.A. Temperatura ambiente

TBARS Substéncias reativas ao acido tiobarbiturico

TCA Acido tricloroacético

TEAC Trolox equivalent antioxidant capacity

TG Triglicerideos

TNF Fator de necrose tumoral

t-PA Ativador do plasminogénio tecidual

TPP Trifenilfosfina

TPTZ 2,4,6-Tri(2-piridil)-s-triazina

Trolox 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboodli

VCAM-1 Moléculas de adesao das células vasculares
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VLDL Lipoproteina de muita baixa densidade
VLDL-C VLDL-colesterol; Colesterol associado a VLDL
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1 INTRODUCAO

1.1 APRESENTACAO DO ESTUDO

A aterosclerose € a principal causa de doencdahrteronariana (DAC) na populacao
dos paises ocidentais. A hipercolesterolemia, qudatimente, a elevacdo da lipoproteina de
baixa densidade (LDL), a diminuicdo da lipoprotedleaalta densidade (HDL), a disfuncéo
endotelial, a inflamacéo arterial e a LDL modifiaamkidativamente sdo considerados fatores
de risco para a aterosclerose. Muitos autores témodstrado que a diminuicdo e/ou a
prevencdo do aumento desses fatores diminuemadesinfarto agudo do miocardio (IAM)

e de acidente vascular cerebral (AVC). Nesse ctmtexiste muito interesse em tratamentos
com base em produtos vegetais ou de origem alimgrae a prevencdo de fatores e
marcadores de risco associados a aterosclerose&reCemnespécies vegetais de importancia
econbmica e cultural para varios paises da Améhic&ul e com possiveis propriedades
hipocolesterolémica, antioxidante e anti-inflami@or destaca-se a erva-matdlex
paraguariensis,St. Hil.). A erva-mate € utilizada para o prepdeobebidas que sdo muito
apreciadas pelo seu sabor amargo caracteristicopeigriades estimulantes. Desde o estudo
pioneiro de Alejandro Gugliucci, em 1995, relatagde o extrato aquoso de erva-mate inibiu
a oxidacdo da LDLin vitro, varios outros trabalhos surgiram na literaturandmal
confirmando o elevado potencial antioxidante dantpladevido a gama de compostos
fendlicos constituintes, e sugerindo que a erveerpate prevenir a doenca aterosclerotica
por diferentes mecanismos. Assim, existe um nuroescente de evidénciasvitro ou em
modelos animais indicando que a erva-mate apres@mtpriedades antioxidante,
vasorelaxante e hipocolesterolémica, dentre outras.

Estudos realizados em nosso laboratorio demonstrgrala primeira vez, que o extrato
agquoso de erva-mate inibiu a progressdo da aterosein vivo, em coelhos alimentados
com dieta rica em colesterol (MOSIMANN; WILHELM RHO; SILVA, 2006), e reverteu a
disfuncéo endotelial (deficiéncia de contracéol@&xemento vascular) em camundongos com
aterosclerose (FELLIPI et al., 2006).

Em seres humanos, foi comprovado que a ingestddaada infusdo de erva-mate
aumentou a protecdo antioxidante do plasma e dakyas de LDL, indicando que os
compostos presentes na erva-mate foram absorvidtisgram a circulagdo sanguinea em

quantidade suficiente para exercer o seu efeitoxadante (SILVA et al., 2008).
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A propriedade hipocolesterolémica sugerida paranea-mate pode ser devida a
presenca de saponinas, as quais apresentam cagadedaformar complexos com &cidos
biliares e colesterol. Saponinas isoladadlebe paraguariensisbem como o extrato aquoso
da planta, inibiranin vitro a difusédo passiva de acido coélico através de mamalite celulose,
indicando a formacéao desses complexos (FERREIRA,e1997). Recentemente, foi relatado
que o extrato aquoso de erva-mate diminuiu a caraggo sérica de colesterol total, dos
triglicerideos e da lipoproteina de densidade mbiixa (VLDL) e da LDL em ratos
(PAGANINI STEIN et al., 2005; PANG; CHOI; PARK, 281

No presente estudo, verificamos que a ingestamfdedo de erva-mate, chimarrdo ou
cha mate, por individuos normolipidémicos e digdigmicos, durante 20 e 40 dias, melhorou
as variaveis do perfil lipidico, reduzindo a cortcagéio do colesterol associado a fracdo de
LDL (LDL-C) e aumentando o colesterol associadoeagdo de HDL (HDL-C). Além disso, o
consumo das infusbes de erva-mate pelos partieipatterou favoravelmente a concentragao
de alguns marcadores do estresse oxidativo e dunios valores de marcadores de

inflamacéao.
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1.2 DOENCAS CARDIOVASCULARES

1.2.1 Epidemiologia

As doencas cardiovasculares (DCV) sédo respons@egigproximadamente 30% das
mortes por ano no mundo (WHO, 2008a), sendo ascdsenoronarianas e as doencas
cerebrovasculares, secundarias a aterosclerogmnezseis por dois tercos desses o6bitos
(BEAGHOLE; SARACCI; PANICO, 2001). Estimativas daortalidade por doenca
cardiovascular indicam que os paises em desenwvamancontribuem com uma parcela
maior da taxalobal de mortalidade pela doencga que os paisesasidos (KANITZ et al.,
1996; LEVI et al.,, 2002; REDDY; YUSUF, 1998; WHOQ@b). Além disso, a doenca
coronariana é influenciada pelas diversas etniagdiferentes paises, onde os fatores de risco
e o estilo de vida a elas associados contribuerfortiea singular no desenvolvimento da
doenca (CHATURVEDI, 2003; FOROUHI; SATTAR, 2006; RIAN; CARDARELLI,
2007; SANTOS et al., 2006). Neste contexto, LIPakt (2007) relataram que certas
populacdes no Reino Unido, como negros e outrogogrétnicos minoritarios, apresentam
incidéncias elevadas de DCV e de suas complicagfiesas. Nos Estados Unidos, habitantes
do sul da Asia ou seus descendentes, afro-amesicarispanicos também possuem altos
indices de DCV quando comparados aos individuosaséanos (SINGH; DEEDWANIA,
2006). Além disso, € bem conhecida a alta prevel@e DCV em populacdes com estilo de
vida ocidental (JOLLY; GILL, 2008).

No Brasil, as doencas cardiovasculares sédo resgeing#or 33% dos 6bitos com causas
conhecidas (BARRETO et al., 2003; PASSOS; ASSISRBETO, 2006), figurando como a
principal causa de mortalidade no pais (ISHITANE akt 2006). Segundo dados do
Ministério da Saude (BRASIL, 2007), as doencasmhredho circulatorio, de um modo geral,
sdo responsaveis por 28,8% de todas as causatede@des no Brasil para individuos com
idade maior ou igual a 50 anos, sendo uma dasipaiscausas de gasto em saude.

ApoOs cinco décadas de entendimento dos fatoressde relacionados a génese das
doencas do coracdo, tem sido observado um melhotrot® dos mesmos e,
consequentemente, uma reducao de mortalidade porcale cardiovasculares em alguns
paises desenvolvidd®OLANCZYK, 2005). Dados do estudie Framingham, nos Estados
Unidos, mostraram uma reducéo de 59% na mortalidadeloenca coronariana no periodo
de 1950 a 1999 (FOX et al., 2004). No entanto, dst#inio ndo foi observado no Brasil,
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segundo a IV Diretriz de Dislipidemia e PrevencaoAderosclerose, e em outros paises em
desenvolvimento (SPOSITO, 2007).

Dessa maneira, politicas de saude baseadas enm@asl@evem ser implementadas e
consolidadas para que a epidemiologia das doelagd®easculares e de suas manifestacoes

clinicas seja minimizada no futuro.

1.2.2 Fatores de Risco

Segundo as lll e IV Diretrizes Brasileiras Sobreslipidemias e Prevencdo da
Aterosclerose, “aterosclerose é um processo dimameiwlutivo, a partir de dano endotelial
de origem multifatorial, com caracteristicas de arapdo tecidual, que acomete
principalmente a camada intima das artérias de anédjrande calibre” (SANTOS, 2001,
SPOSITO, 2007). Trata-se de uma doenca de ordemtaré inflamatoria, caracterizada por
um acumulo de lipideos e elementos fibrosos naiamtelas artérias (revisado palz;
UINT, 2003). Diversos fatores de risco estdo endoly na génese e progressdo da doenca
aterosclerotica, principalmente a dislipidemia,@etiensdo arterial, o tabagismodiabetes
mellitus o sedentarismo, a idade, a obesidade, a compogigd dieta, 0 sexo, a
hiperfibrinogenemia, a hiperhomocisteinemia, a tiemeedade e os fatores psicossociais
(ALENCAR et al., 2000; PITANGA; LESSA, 2007; POLANGK, 2005; SANTOS, 2001,
SPOSITO, 2007). A 1l Diretriz Brasileira sobre Dipsdemia e Prevencdo da Aterosclerose
também relata outros agentes considerados marsadenesco, por apresentarem associacao
positiva com o risco de desenvolvimento futuro enéo cardiovascular, sem possuir, porém,
uma casualidade especifica. Neste contexto, pangre estdo incluidas a lipoproteina (a),
variaveis hemostaticas (antigeno do inibidor deaator de plasminogénio (PA-1) e ativador
de plasminogénio tecidual (t-PA)) e a proteina @tiva (PCR), quantificada pelo método
ultra-sensivel (PCR-us) (SANTOS, 2001). No entap&ra os dois primeiros marcadores, as
recomendagfOes s&o ainda indefinidas, diferentem@mtgue ocorre para a PCR-us, que
podera ser usada para o auxilio da estratificagdorisco da aterosclerose clinica
(CLEARFIELD, 2005; RIDKER, 2001).

Além desses fatores e marcadores de risco de doeagdiovasculares citados acima,
atencao especial tem sido dada as concentrac@sgtieas das apolipoproteinas (apos) A-I
e B-100, maiores componentes das HDL e LDL, regmeuente. Atualmente, os valores
plasmaticos das apos A e B tém sido descritos comalhores indicadores precoces de

doencas ateroscleroticas do que as proprias coacéas de lipideos e lipoproteinas. Vérios
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autores sugerem que a razdo apo B/apo A-l repeesemt indice superior para a
predisposicao de risco cardiovascular do que ae®indices lipidicos (SNIDERMAN et al.,
2006; van LENNEP et al., 2000; WALLDIUS et al., 200VALLDIUS; JUNGNER, 2004).

Recentemente, um indice lipidico adicional, denahdnN&o-HDL colesterol (N&o-
HDL-C), vem sendo usado para melhor prever o rEo@ a DAC. O Nao-HDL-C, obtido
pela diferenca entre os valores de colesterol ®talconcentracdo de HDL-C, representa o
conjunto de todas as lipoproteinas potencialmeet®génicas, como VLDL, lipoproteina de
densidade intermediaria (IDL) e LDL. A determinacdo N&ao-HDL-C € de particular
importancia para individuos com valores plasmatielevados de triglicerideos (TG), que
apresentam concentracdes aumentadas destas lgiopsoaiterogénicas circulantes no plasma
(SPOSITO, 2007).

1.2.2.1 Dislipidemias e Doencas Cardiovasculares

As dislipidemias podem ser definidas como alteragbetabdlicas lipidicas decorrentes
de disturbios em qualquer fase do metabolismo itipjdque ocasionam repercussdoes nos
valores séricos das lipoproteinas. Do ponto de Védioratorial, podem ser classificadas em
hipercolesterolemia isolada (aumento do LDL-A60 mg/dL), hipertrigliceridemia isolada
(aumento dos TG) 250 mg/dL), hiperlipidemia mista (aumento do LDL>C160 mg/dL e
TG > 150 mg/dL), diminui¢ao isolada do HDL-C (< 40 mig/dara homens e < 50 mg/dL
para mulheres) associada ou ndo ao aumento de TGIBC (SPOSITO, 2007). De acordo
com a etiologia, as dislipidemias podem ser clasglas em primarias e secundarias. As
primeiras sdo resultantes de causas genéticas,redeag quais se destacam a
hipercolesterolemia familiar, a hiperlipidemia féiar combinada (manifesta-se pelo aumento
das concentracdes plasmaticas de colesterol @Tald TG, nem sempre simultaneamente) e
a hipercolesterolemia poligénica (forma mais comoom envolvimento de genes distintos,
0S quais promovem pequeno aumento das concentralgdd<DL-C). As dislipidemias
secundérias sdo aquelas relacionadas as doencas d@hetes melittus tipo 2,
hipotireoidismo, sindrome nefrotica, insuficiénaenal crénica, hepatopatias colestaticas
cronicas, obesidade, aos efeitos de medicamenttish{pertensivos, corticoides, inibidores
de proteases) ou aos habitos de vida inadequadbag{$mo, etilismo, sedentarismo,
alimentacéo desbalanceada e outros) (SANTOS, 2001).

A associacao entre LDL e o aumento da incidéncidadaca cardiovascular esta bem

estabelecida, conforme demonstrado pelos estudogtudinais MRFIT Multiple Risk



Introducéo 24

Factor Intervention Trigl e PROCAM The Munster Heart Stujlyos quais relataram uma
associagdo importante e direta entre 0 aumentoodeentracdo plasmatica de LDL-C e o
risco de eventos coronarianos (ASSMANN; CULLEN; S@HE, 1998; NEATON et al.,
1992). Além disso, estudos epidemiolégicos mogstracue valores aumentados de TG
plasmaticos, isoladamente ou em combinagdo com @EDdiminuido, podem ser
considerados fatores de risco independentes pa¥a(RENNEL, 2002; SHARRETT et al.,
2001). De um modo geral, as dislipidemias contrifbirgtensamente para o desenvolvimento
da doenca aterosclerotica, ao propiciar o acumelliqpéleos no interior dos vasos, bem como
pela capacidade de atuar no processo oxidativoflamatério que envolve a doenca
(PACKARD; LIBBY, 2008), os quais serao vistos aden

1.2.3 Patogénese da Aterosclerose

No inicio dos anos 70, acreditava-se que o singdésnulo de lipideos na parede das
artérias, estreitando o lumen das mesmas e levamdomprometimento do fluxo sanguineo
para os 0rgaos alvos, poderia ser a explicacdoptaisivel para o subseqiente aparecimento
das lesbes aterosclerdticas. Além disso, evidérmdingas apontavam uma relacdo direta
entre a hipercolesterolemia e o aparecimento derags (KANNEL et al., 1971). No final da
década de 70, entretanto, verificou-se que naorgenes lipideos, mas também determinados
fatores de crescimento, bem como a proliferacdondaculatura lisa vascular, poderiam
desempenhar um papel coadjuvante na patogeni@saeerose (LIBBY, 2002). Na década
de 90, a aterosclerose foi reconhecida como umaraks inflamatdria crénica que pode ter
componentes infecciosos ou auto-imunes, onde tandw&me perda progressiva da funcao
endotelial (LIBBY, 2002; LIND, 2003; ROSS, 1999).

1.2.3.1 Hipéteses Oxidativa e Inflamatoéria da Aselerose

Inicialmente, as particulas de LDL do plasma assam a camada de células
endoteliais, particularmente em locais onde o étidoéncontra-se susceptivel ou lesionado.
Em todos os estagios da aterosclerose, a LDL peesen camada intima arterial sofre
modificacdes oxidativas mediadas por espéciesvesatie oxigénio (ERO) ou de nitrogénio
(ERN) (ALBERTINI; MORATTI; De LUCA, 2002), que, posua vez, incluem substancias
radicalares e nao radicalares (FANG; YANG; WU, 2G02NIMOTO, 2007).
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A oxidagdo dos &cidos graxos poliinsaturados da Llas espécies reativas €
considerada o maior contribuinte para a doencastkarotica e para a disfuncdo endotelial
(DUSTING; TRIGGLE, 2005). A cadeia de reacfes geperoxidacdo pode ser dividida em
trés fases: iniciacdo, propagacédo e degradacaoré-lg.

Iniciagdo é o ataque do &cido graxo por qualqupéa@s quimica, como o radical
hidroxila, que possua reatividade suficiente pdrstrair um atomo de hidrogénio (H) do
grupo metileno (-Cht), levando a formacao de um radical centrado empoc@ (<CH-). Em
seguida, ocorre um rearranjo molecular deste radman formacdo de um produto mais
estavel, o dieno conjugado, que por sua vez, poflers/arias reacdes. A mais provavel € a
reacdo com o oxigénio que forma um radical percti@O). Os radicais peroxila também
sdo capazes de abstrair atomos de hidrogénio décubas$ lipidicas adjacentes, formando
novos radicais peroxila e lipoperoxidos, conhecidomo fase de propagacdo. Os
lipoperoxidos sdo compostos bastante estaveis,ntente, na presenca de complexos de
metais de transicdo, como o0s sais de cobre e fuspdecomposi¢cdo é acelerada e leva a
formacéo de radicais alcoxila, pela quebra da &iga®-O, e peroxila, pela abstracdo de um
hidrogénio. Epoxidos, compostos carbonilicos, gaBesocarbonetos (pentano, etano,
etileno) e aldeidos como o malondialdeido (MDA} aFoxi-2,3-trans-nonenal, também sao
produtos de decomposicdo dos lipoperoxidos por im€RALLE-DONNE et al., 2006;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989; NEGRE-SALVAYRE et al2008).

/\_ /\ _/\\. / Acido graxo com trés duplas ligacies
l H*® Retirada do aiomo de H pelo radical hidroxdl

/\:; N f/\—/ Radical carhonoe mstavel

1 Rearranjo molecular

\Vim /
\x’ \:/\-:/’ Dieno Conjugado

1 Reaciio com o oxigénio

\ A/ /
\I/—\=/ \——/ Radical peroxila
o

L]

é. l *H” Rerirada do atomo de Hpelo radical peroxil - Reacdo em Cadeia
N
\If \\_/\\:/ Lipoperdxido

o

| Malondialdeido

aH 4-hidroxinonenal

etano/pentano

etc.

Figura 1. Reagdes de iniciacéo e propagacao da peroxidigpddicad
(Modifida de Halliwell e Gutteridge, 1989).
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A LDL oxidada (LDL-0x), por sua vez, estimula a eegsdo de moléculas de adeséo
das células vasculares (VCAM-1) e da proteina gqutiética de mondcitos (MCP-1), que
atraem 0s mondcitos para a parede arterial (BAYNEIMINICZAK, 2000). No interior do
endotélio, 0 mondcito diferencia-se em macrofagorpeio do fator estimulante de colbnias
de macréfagos (M-CSF), num processo facilitado p&la-ox. A apo B-100 oxidada néo é
mais capaz de se ligar ao receptor de LDL. Ao éoiatr a LDL-ox é reconhecida por
macrofagos através de receptosavengers que nao possuem mecanismos de auto-
regulacdo pelo conteudo intra-celular de colesteralessa maneira, acumulam lipideos em
seu interior, formando as células espumosé#galfi cell§), as quais sdo 0s principais
constituintes da placa aterosclerética (CHISOLM; EBNBERG, 2000). As células
espumosas, além de secretarem citocinas que atnaemnofilos, produzem fatores de
crescimento que induzem a migracdo de células decumal liso da camada média para a
intima e sua subsequente proliferacdo, convertanestria gordurosa em placa de ateroma.
Da mesma forma que os mondcitos, os linfocitos &remd-se ao endotélio a partir da
molécula de adesdo VCAM-1. No interior do endotétiolinfécito T pode encontrar um
antigeno, como a LDL-ox ou proteinas cohmat-shock proteinsde origem enddgena ou
bacteriana Ao ligar-se ao antigeno, ocorre producdo de citxicapazes de amplificar a
resposta inflamatéria na lesdo aterosclerética BMB2002). Danos posteriores ocorrem
quando as células endoteliais e da musculaturéniiam a secrecéo de alguns peptideos de
pequeno peso molecular, citocinas e reguladoresrelgcimento celular, como fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), interedt (IL-1) e fator de necrose tumoral
(TNF), que estimulam a proliferacdo e migracao adslas musculares lisas em direcdo ao
limen da parede arterial, onde iniciam a sintesenaliiz extracelular, particularmente de
colageno (BAYNES; DOMINICZAK, 2000). A associacae dolageno, proteinas fibrosas e
proteoglicanos pelas células musculares lisas &varmacdo da placa fibrosdib¢ous
plaque, dura e estavel, caracterizada por uma cobeihresa cercando um centro necrotico,
potente fator pré-coagulante tecidual (LIBBY, 2002 macrofagos e as células T residem
preferencialmente nas bordas da placa, onde secragtaloproteinases (MMPSs), enzimas
que degradam a matriz extracelular. Além distazédslas T produzem interferon{IFN v),
gue inibe a sintese de colageno pelas células manssuisas. Estes processos enfraquecem a
placa e podem ocasionar 0 seu rompimento, com @s&égo do nucleo necrotico a corrente
sanguinea, com consequente aderéncia e agregacfeidria e formacédo de trombos, que,

ao se desprenderem, podem causar oclusao totalrcalplos vasos sanguineos, tendo como
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possiveis consequiéncias o infarto do miocardiojnangstavel ou instavel, isquemia e/ou
derrame cerebral (ANDREASSI, 2003; KADAR; GLASZ (40 SPOSITO, 2007).

1.2.4 Estresse Oxidativo e as Defesas Antioxidantes

O desequilibrio entre os sistemas pré-oxidantesitexadantes leva a condi¢cdo de
estresse oxidativo (SIES, 1985). Os agentes praokes podem ser espécies reativas, como
o peroxido de hidrogénio, e/ou radicais livres.

Radicais livres sdo atomos ou moléculas que contérou mais elétrons nao pareados,
com existéncia independente (HALLIWELL, 1994), commeia-vida curtissima e
quimicamente muito reativos. Eles podem ser gerauosvo, em condi¢cOes fisioldgicas,
como no metabolismo mitocondrial, nas situacéesgamha a necessidade de ativacdo do
sistema imunologico, na desintoxicacdo de drogaa producdo de 6xido nitrico (revisado
por VALKO et al., 2007), bem como em condi¢cOes ldggficas, como cancediabetes
mellitus Parkinson, Alzheimer e aterosclerose (HALLIWEIGHTTERIDGE, 1989).

Antioxidantes podem ser amplamente definidos comoalftuer substancia que,
presente em baixas concentragfes quando comparaldstrato oxidavel, atrasa ou inibe a
oxidagdo deste substrato de maneira eficaz” (SEHH®&HL,1995). Ou seja, 0s antioxidantes
sdo agentes responsaveis pela inibicdo e redugdlesizes causadas pelos radicais livres nas
células. Eles podem ser classificados em antiotedagnzimaticos e ndo-enzimaticos (SIES,
1993). Na primeira classificacdo estdo ammpostos capazes de bloquear a iniciacdo da
oxidacdo, ou seja, as enzimas que removem as espéeativas de oxigénio, como
superéxido dismutase, catalase e glutationa peas&id redutase e transferas®s
antioxidantes nao-enzimaticos, na segunda clasge,n®léculas que interagem com as
espécies radicalares e sdo consumidas durantec@oyezomo por exemplo, as proteinas
ligadoras de metais (ceruloplasmina, metalotionedittzumina, transferrina e mioglobina),
ubiquinona (Coenzima Q10), &cido urico, bilirruhifhtADPH e NADH. Nesta classificacao,
incluem-se também os antioxidantes naturais desridietética, como as vitaminas E e C;
carotendides; minerais (cobre, zinco e seléniopsecompostos fendlicos, incluindo os
flavonéides (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

Outra importante molécula antioxidante pertenceitsegunda classificacdo € a
glutationa reduzida (GSH, {-glutamil-L-cistenilglicina), que consiste em umpéptideo
contendo cisteina e € o tiol ndo protéico mais déoie nas células de todos os organismos

aerobios. E considerada um antioxidante endégerexégeno, uma vez que pode ser
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proveniente tanto da dieta quanto sintetizada pgdprio organismo (FANG; YANG; WU,
2002). Concentragdes baixas de GSH estido assoeadaaior risco de estresse oxidativo e,
consequentemente, a doencas como doenca de Alzhemaé de Parkinson, desordens
hepaticas, fibrose cistica, AIDS, cancer, AVC, I&Miabetes mellitu$wWuU et al., 2004). O
nucleo do residuo cistenilglicina da glutationgaestvolvido na funcdo antioxidante, mais
especificamente, como um redutor intracelular, sezapaz, por exemplo, de reagir com um
elétron ndo pareado de um radical livre, formando madical GS, que produz, por
dimerizacéo, a glutationa oxidada (GSSG). A GSSé& 0, reduzida pela enzima glutationa
redutase, regenerando a GSH, num processo dependentNADPH como substrato
(KRETZSCHMAR, 1996).

A protecédo da GSH contra a peroxidacao lipidiceepaa/olver trés mecanismoyA
GSH é utilizada como substrato pela glutationa)pdase, na eliminacéo de peroxido¥A
GSH reduz a forma oxidada da vitamina C, a qual,spa vez, regenera a vitamina E a sua
forma reduzida funcionalji) Finalmente, a GSH pode, através da glutationeat&fierase,
detoxificar aldeidos reativos, como o malondialdeiderados na peroxidacao lipidica
(JORDAO JUNIOR et al., 1998). O grupo tiol reati¢®H) da glutationa, que lhe confere
efetiva propriedade redutora, permite que esteoxddante reaja com diversas outras
moléculas reativas, além dos hidroperéxidos lipigliLOOH), tais como peréxido de

hidrogénio (HO,), peroxinitrito (ONOO), radicais superéoxido ¢©O) e hidroxila (OH).
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; BIANCHI; ANTUNES, 999).

1.2.4.1 Paroxonase

A HDL esta inversamente associada ao risco de saferose e de doenca arterial
coronariana (ASSMANN; NOFER, 2003). O efeito protatesta lipoproteina esta associado,
primeiramente, ao transporte reverso do colesterajual se caracteriza pela retirada do
colesterol dos tecidos periféricos — inclusive reate —, transportando-o ao figado para
excrecao através da bile. Além disso, e, concoteitaente, a HDL possui habilidade de
inibir a oxidacdo da LDL e de membranas biol6giddsRRETI et al., 2004; NOFER et al.,
2002).

Este potencial antioxidante da HDL, por sua vezega ser devido a influéncia de
algumas proteinas presentes nesta lipoproteimgipsimente a enzima paroxonase (PON-1)
(MACKNESS et al., 2001; SOZMEN et al, 2001). A @anase (EC.3.1.8.1.
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arildialquilfosfatase) é uma glicoproteina com 3&rinoacidos e peso molecular de
aproximadamente 45 kDa. E uma esterase dependegtiaib, cujo mecanismo de acdo nio
esta totalmente elucidado (DRAGANOV; LA DU, 2004mMLENTEN et al., 2001). A PON-

1 encontra-se distribuida em varios orgaos, comadt, rins e intestino, bem como no
plasma, onde se encontra associada & HDL (TOMAS, &004).

A PON-1¢ atribuida a propriedade de catalisar a hidré@l@sehidroperoxidos lipidicos
na LDL, bem como a de outros substratos, inclumetabdlitos ativos de organofosforados,
como o paroxon (de onde origina o seu nome), @®gubstratos (MACKNESS et al., 1998).
Além disso, foi demonstrado que a PON-1 é capdxdielisar peroxidos lipidicos presentes
em les@es ateroscleréticas humanas (AVIRAM eab).

Varios estudos ja demonstraram que individuos #obriaco para o desenvolvimento
da aterosclerose, como pacientes hipercolesterad&na diabéticos, apresentam diminuicédo
da atividade sérica da PON-1 (FERRE et al., 2002CKINESS et al., 2000; MACKNESS et
al., 1991; SINGH et al., 2007). Sugere-se, assum,aelevacdo da atividade da PON-1 pode

ser protetora contra as doencas cardiovasculares.

1.2.5 Marcadores Plasméaticos de Estresse Oxidativo

Ha diversos e complexos métodos para avaliar a@sta estresse oxidativo. Porém,
devido a falta de um método padrao-ouro para ackbdedos danos oxidativos causados pelas
espécies reativas, existem diferentes metodologiaplamente empregadas para a
determinacdo de indicadores indiretos da atividdde espécies reativas, como produtos
derivados da oxidacdo de macromoléculas e a deta¢do da concentracdo de antioxidantes
(JACKSON, 1999). Em relacdo aos primeiros, dessaca utilizacdo de indicadores da
peroxidacao lipidica, tais como hidroperoxidosdipbs (JACKSON, 1999) e as substancias
reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS), os qumslem ser quantificados por cromatografia
liguida de alta resolucdo (HPLC) ou por métodosrilnétricos e colorimétricos. As
proteinas sado também importantes alvos para as HRQ/ pois existem em grande
abundancia nos sistemas bioldgicos (HALLIWELL; GUERIDGE, 1989). Modificacbes
oxidativas tém sido identificadas como uma altevag@valente de proteinas, caracterizadas
pela introducdo de grupos carbonil em residuos rdmaé@cidos de proteinas (DALLE-
DONNE et al., 2003b).

Individuos com complicacbes de doenca cardiovasonla fatores de risco a ela

associados apresentam valores plasmaticos aumsrdadparametros de estresse oxidativo
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(HALLIWELL; GUTTERIDG, 1989). No trabalho realizadpor Serdar et al. (2006) foi
observado aumento da peroxidagéo lipidica e peotém individuos com DAC, quando
comparados ao grupo de individuos sem a doencaddat Araujo et al. (1995) relataram
que individuos hiperlipidémicos apresentaram esthestresse oxidativo elevado, avaliado
pelo monitoramento de espécies reativas de oxigi@mdas por leucécitos. Outros estudos
demonstraram que pacientes com diagnéstico de AY¥@a apresentam concentragdes
elevadas de produtos de peroxidacao lipidica, coMiA (BIR et al., 2006; BOLOKADSE

et al., 2004; DEMIRKAYA et al., 2001; POLIDORI et.,a2002). A carbonilacdo protéica
(modificacdo oxidativa das proteinas) est4d també&so@ada a uma série de doencgas,
incluindo odiabetesmellitus o qual é considerado um importante fator de @ a doenca
cardiovascular (DALLE-DONNE et al., 2003a).

Em relacdo aos antioxidantes individuais, tem s&@liada a concentracdo de
substancias antioxidantes no sangue e nas cébitas,determinada a atividade celular de
enzimas antioxidantes. Nesse contexto, as vitamerasoxidantes, A, E e C, sao,
normalmente, as mais quantificadas no plasma saeguDUSTING; TRIGGLE, 2005;
RODRIGO; GUICHARD; CHARLES, 2007; WILLCOX; CURB; RORIGUEZ, 2008).
Além disso, outros compostos antioxidantes de rféd determinacéo laboratorial sédo
utilizados, como a GSH e a atividade da enzimaxosu@se. Por exemplo, a concentracao de
GSH plasmatica encontra-se diminuida em individioes doenga vascular (SHIMIZU et al.,
2004). Da mesma forma, pacientes com hipercoldstei@ e/ou diabetes mellitus
apresentam atividade reduzida da PON-1 (MACKNES&I.et2000; MACKNESS et al.,
1991).

Em virtude da dificuldade de se avaliar todos ogiomiantes conhecidos
separadamente e devido as interacdes entre osdigos de antioxidantes que ndo estéo
sendo medidos, varias técnicas tém sido propoatasgpavaliacdo do conjunto dos diferentes
antioxidantes nos fluidos biologicos, denominadas'achpacidade antioxidante” (BENZIE;
STRAIN, 1996; EVELSON et al., 2001; GHISELLI et,a2000). Independente do método,
todas as técnicas de medida da capacidade antiidailizam como base o potencial
redutor dos constituintes do plasma, como compdetasicos, acido urico e acido ascorbico,
dentre outros. De particular importancia, sdo ssltados de Serdar et al. (2006), os quais
demonstraram que a capacidade antioxidante do plastd diminuida em pacientes com
DAC. Esses autores também relataram uma diminyé@smatica de enzimas e vitaminas

antioxidantes.
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1.2.6 Marcadores de Inflamacao na Aterosclerose

No processo de inflamacao arterial, as citocinaamtna producdo de moléculas de
adesdo, metaloproteinases e espécies reativasiginioxque podem ser também liberadas
das lesdes. Ao mesmo tempo, estas citocinas eatimalexpressao da IL-6, a qual, por sua
vez, ao atingir o figado estimula a sintese deeprat inflamatodrias de fase aguda, como a
PCR e o fibrinogénio (PACKARD; LIBBY, 2008). A elagéo plasmatica destes parametros
prediz complicacdes em pacientes com sindromes@oas agudas, independentemente do
dano do mdudsculo cardiaco (DANESH et al., 2004; EBNE RESCH, 1993;
KRITCHEVSKY; CESARI; PAHOR, 2005; LIMA; SILVA; LIMA 2002; RIDKER, 2001).
Estudos clinicos e epidemiolégicos tém demonstrag@ consistente relacdo entre os
marcadores de inflamagcdo e o risco de eventososastulares futuros (WILLERSON;
RIDKER, 2004).

No entanto, o fibrinogénio, quando comparado a RieRionstra ser um preditor menos
potente de doencas cardiovasculares. Dessa mammsigainflamacao crénica em baixo grau,
como indicada pela concentracdo plasmatica eledad®CR quantificada pelo método de alta
sensibilidade, define prospectivamente o riscoatepticacfes ateroscleréticas, melhorando
assim as informacdes prognosticas fornecidas pilmses de risco tradicionais, como
colesterol total, LDL-C, HDL-C, hipertensdo eliabetes mellitus dentre outros
(CLEARFIELD, 2005). Vale salientar que a PCR-u® jquantificada de forma rotineira nos
laboratorios como um marcador de risco adicionatoencas cardiovasculares (SANTOS,
2001).

1.2.7 Abordagens Terapéuticas

Muitos estudos tém demonstrado claramente que agesiacdes clinicas das doencas
cardiovasculares e a mortalidade a elas assoqgmadiEsn ser minimizadas pelas terapias que
diminuam a concentracdo plasmatica de LDL e/ou ateme a HDL. Desde o estudo
pioneiro, denominado 4S -Scandinavian Simvastatin Sursival Stu(®#994), o qual
demonstrou que o emprego de sinvastatina (um gpesthtina) durante cinco anos diminuiu
a concentracdo plasmatica de LDL-C em 35%, redaumnaioria dos eventos coronarianos em
42% e a mortalidade total em 30%, varios outrasdest foram realizados corroborando esses
resultados (ANDREWS et al., 2001; BROWN et al., P0OGRUNDY, 2002; SEVER et al.,
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2003). O estudo de meta-andlise realizado por Ghetal. (2004), que avaliou nove estudos
com estatinas, confirmou que o tratamento hipolipate reduziu a incidéncia de DAC.

Mais recentemente, outra meta-analise realizadata de 14 estudos com estatinas,
englobando um total de 90056 individuos que usadoaastatina, sinvastatina, pravastatina,
fluvastatina ou atorvastatina, demonstrou que agdal nos eventos coronarianos foi melhor
predita pela diminuicdo absoluta da concentracdd.@eC (BAIGENT et al., 2005). A
incidéncia dos eventos vasculares mais importaftesreduzida em 20% para cada
diminuicdo de 40 mg/dL no LDL-C. Assim, para undividuo com valor inicial de 280
mg/dL de LDL-C e cuja concentracdo diminuira pad@ thg/dL com a terapia (reducdo de
29%) seria predita uma diminuicdo de 40% no riseoedentos cardiovasculares para o
periodo de cinco anos (BAIGENT et al., 2005). Alémso, o0 efeito positivo da terapia
combinada com diferentes farmacos no tratamentalidéipidemias tem sido demonstrado
em estudos controlados. Por exemplo, a ezetimibdbidor da absorgéo intestinal de
colesterol), quando associada as estatinas, paleacios efeitos de ambas, diminuindo
significativamente o LDL-C em comparacdo com a nberapia (DASKALOPOULOU;
MIKHAILIDIS, 2006).

Embora o efeito anti-aterosclerético da estataja atribuido ao efeito hipolipemiante,
por inibir a enzima-chave na sintese enddgena tisteool (HMG-CoA redutase), outros
estudos sugerem que alguns beneficios da estd@tnanediados por efeitos pleiotropicos
independentes da diminuicdo do colesterol (CAMPAREZALHO, 2007; SACKS et al.,
1996; SHEPHERD et al., 1995). Neste contexto, existelatos das propriedades anti-
inflamatoriain vivo, em modelos animais (KITAMOTO et al., 2004; MONHET al., 2007;
SCALIA et al., 2001); em individuos hipercolestéraicos (LEE et al., 2008); da ativacdo da
via do oxido nitrican vivo, em pacientes com doenca arterial coronariana (MWASTO et
al., 2001); da atividade anti-trombotica vivo, em camundongos deficientes de apo-E
(MONETTI et al., 2007); e do potencial antioxidadses estatinas, tanto vitro (FRANZONI
et al., 2003) comm vivo (ROSENSON, 2004; TRAVIDOU et al., 2006).

Além do uso das estatinas, abordagens terapéultasativas sdo, normalmente,
consideradas importantes nos momentos iniciais tlasmmentos e/ou nos casos de
dislipidemias leves ou moderadas, como a pratieaxdecicios fisicos e mudanca dos habitos
alimentares, particularmente pela reducdo da idget# acidos graxos saturados e colesterol,
aumento do consumo de acidos graxos poliinsaturage$o uso de alimentos vegetais, ricos

em compostos antioxidantes e que possuem potemtiahflamatorio e hipocolesterolémico.
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Dentre os antioxidantes presentes nos vegetaisais ativos e frequientemente
encontrados sao os compostos fendlicos, incluirddflavondides. Os compostos fendlicos
existem naturalmente numa grande variedade de ralisee bebidas de origem vegetal e
fazem parte integral da dieta humana (CLIFFORD; RREZ-MARTINEZ, 1990;
HERTOG; HOLLMAN; van de PUTTE, 1993; HERTOG,; HOLLMNW KATTAN, 1992;
NIJVELDT et al., 2001). Além disso, estudos clisia epidemiolégicos demonstraram uma
associacao inversa entre o consumo de aliments ¢l compostos fendlicos e flavondides
e a mortalidade por doencas cardiovasculares (ER®MMIBNIOR et al., 2008; GELEIJNSE
et al., 2002; HERTOG et al., 1995; HERTOG et aBIZHUXLEY; NEIL, 2003; KNEKT et
al., 1996).

A propriedade anti-aterosclerética dos compostogligos pode ser devida, pelo menos
em parte, ao efeito antioxidante, o qual é atribuddcapacidade de sequestrar espécies
reativas de oxigénio e/ou de formar complexos cataim (AFANAS'EV et al., 1989; RICE-
EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).0s compostos fendlicos e os flavondides inibem a
peroxidacao lipidica, a agregacdo plaquetaria divéidade das enzimas fosfolipase, A
ciclooxigenase e lipoxigenase (revisado por WILHEEMHO; SILVA; BOVERIS, 2002).
Ainda, sao inibidores da oxidacdo da LDL pelo cofMANGIAPANE et al., 1992), por
macréfagos (De WHALLEY et al.,, 1990; WITTIG et aR001) ou pela enzima 15-
lipoxigenase (SILVA; TSUSHIDA; TERAO, 1998Fabe-se que a natureza e a posi¢cdo dos
conjugados na molécula do flavondide afetam negadnte a atividad@ vitro do polifenol
(DAY et al., 2000; SILVA; TSUSHIDA; TERAO, 1998). dNentanto, foi demonstrado que
esses metabdlitos de flavondides ainda mantémvalade antioxidante no plasma (DAY;
WILLIAMSON, 2001; DONOVAN et al., 1999; SILVA; PISHLA; TERAO, 1998; SILVA
et al. 1998). Recentemente, foi evidenciado quenairastracdo do flavonoide quercetina-
glicosidica para coelhos hipercolesterolémicos li@suno acumulo de metabdlitos da
guercetina na artéria aorta, inibindo, inclusive, peogressdo da aterosclerose e a
lipoperoxidacao arterial (KAMADA et al., 2005). Essresultados indicam, assim, que as
substéancias atingiram o alvo onde exerceram codietogico.

Alguns compostos fenodlicos exibem, ainda, propdedaanti-inflamatorias. Embora
ndo totalmente entendidos, varios mecanismos Sapogtos para explicar a acdo anti-
inflamatoria dos flavonoideis vivo, como a inibicdo de enzimas geradoras de eicadeoi
(prostandides e leucotrienos), incluindo as enzifoafolipase A, a ciclo-oxigenase e a
lipoxigenase (KIM et al., 2004). Abidov et al. (B)@escreveram que o extrato de folhas de

“blueberry, diminuiu significativamente a concentracdo plasoa do marcador de



Introducéo 34

inflamacdo, PCR-us, em pacientes caollbetes mellitustipo 2. Esses efeitos foram
associados aos constituintes fendlicos, acido géanico e miricetina.

Desta forma, considerando a participacdo das ERR/ERpatogénese da aterosclerose,
os compostos polifendlicos, como antioxidantes étimis, podem ser importantes na
prevencdo das doencas cardiovasculares pela protiegalipoproteinas contra os eventos
oxidativos no sistema vascular e/ou pelo aumenia ga protecao antioxidante.

1.3 ERVA-MATE (lex paraguariensis

Dentre as espécies vegetais de importancia paragl,Bzom propriedade antioxidante
e, possivelmente, anti-inflamatoria e hipocoledéenica, encontra-se a erva-matdex
paraguariensisSt. Hillaire).

A erva-mate é uma espécie arborea da familia Aipifeae, originaria das regides
subtropicais da América do Sul, presente no suBdsil, norte da Argentina, Paraguai e
Uruguai (BASTOS et al., 2007; ESMELINDRO et al.020HECK; De MEJIA, 2007), e de
importancia cultural, econdmica e social para agulagdes destas regides. No Brasil, é
encontrada nos estados do Mato Grosso do Sul, &élo,FParana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, nas matas de pinhais e de altid@®&00 metros). A erva-mate é cultivada
nos estados da regido sul e aproximadamente 596cipios desenvolvem a atividade
ervateira, envolvendo 710 mil pessoas para umaupémdanual de 650 mil toneladas de
folnas (MACCARI; SANTOS, 2000). A infusdo ou decaocdas partes aéreas Hex
paraguariensisé amplamente utilizada no preparo de uma bebid#prapreciada pelo seu
sabor amargo peculiar e propriedades estimulanted)ecida como chimarrdo ou mate. O
nome “mate” é derivado da palavra homoénimoéchuaque significa xicara ou vaso utilizado
para ingerir a bebida. Durante séculos a erva-foatesada como estimulante pelos indigenas
da América do Sul, especialmente os indios Guammsse habito foi incorporado pelas
sociedades colonizadoras e permanece até a épmiakdtima-se que milhdes de pessoas
consomem cerca de um a dois litros por dia de d&fule erva-mate, constituindo a principal
alternativa para o café ou para o cha preto (BAS€0&., 2007). A erva-mate é empregada
para o preparo do chimarrdo, consumido no sul @siBiUruguai, Argentina e Paraguai; do
tereré, consumido na regido centro-oeste do Beafibraguai; e do cha mate tostado, um
produto suave e de aroma agradavel, que surgiueroanto em 1938, obtido a partir da
“queima” da erva-mate (BASTOS et al., 2007; SCHWHEND 2001), o qual € consumido no
sul e sudeste do Brasil e Argentina como cha mateaoforma de bebidas refrescantes tipo



Introducéo 35

“read to drink”. Tanto o chimarrdo quanto o ters@ preparados a partir de folhas secas e
moidas de erva-mate verde e o que os difere € getamra da 4gua empregada: o primeiro
utiliza agua quente enquanto o segundo, aguadriaate cozido (“cocido” em espanhol), por
sua vez, também é produzido a partir das folhasssela erva-mate verde, porém é
acondicionado em saquinhos (saches) e consumid@ apralquer outro cha. O maior
consumidor nacional de erva-mate é o estado doGQRimde do Sul, com 65% do total,
seguido pelos estados do Parana (17%), de Sarden@afl2%) e Mato Grosso do Sul (3%)
(CIGANA, 2008).

llex paraguariensi® uma planta que apresenta amplo perfil nutritigdaque contém
praticamente todas as vitaminas e minerais nedesgadara o sustento da vida, como as
vitaminas do complexo B (B- tiamina, B — riboflavina, e B— niacina), vitaminas A, C e E,
0S minerais potassio, magnésio, calcio, mangamés, fselénio, fosforo e zinco, dentre
outros. Além disso, a erva-mate apresenta em suatittocdo 15 aminodcidos, 196
compostos quimicos volateis, dentre os quais, #é4também encontrados no cha verde, e
muitos polifendis, principalmente os derivados o#édgiinicos, como o acido clorogénico e
alguns flavonoides, como a rutina, quercetina, erahfe luteolina (BASTOS et al., 2007;
HECK; De MEJIA, 2007). Além dos polifendis, a envete contém saponinas, cafeina e
teobromina (revisado por SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDEOO4; RATES, 2004).

Na medicina popular, a erva-mate € utilizada patritea dor de cabeca, constipacgéo,
reumatismo, hemorréidas, obesidade, fadiga, retetedluidos, hipertensao, digestéo lenta e
desordens hepaticas (BASTOS; TORRES, 2003). A asdionulante do mate é devida
principalmente aos alcal6ides purinicos (metilxzad), cafeina (1 a 2% do peso seco),
teobromina e teofilina (ALIKARIDIS, 1987; BASTOS ak, 2007; RATES, 2004), sendo que
a quantidade de teofilina presente no mate € aiodoversa. A revisao realizada por Rates
(2004) alegou apenas tracos de teofilina em falleasrva-mate. Por outro lado, Schubert et
al. (2006) ndo encontraram quantidade detectavel tatdilina em folhas dellex
paraguariensis O fato de a teofilina ndo ser, muitas vezes, minada em varios testes, pode
ser devido ao seu metabolismo em cafeina e teobeoiHECK; De MEJIA, 2007). A
cafeina acelera o metabolismo do oxigénio pelogldsccorporais e tem o potencial de
produzir efeitos significativos sobre alvos metawd como saciedade, termogénese e
oxidacao de gordura (WESTERTERP-PLANTENGA et &00&). Dentre varias preparacdes
de plantas disponiveis comercialmente e que racand possuir acado anti-obesidade,
somente o0 extrato d#ex paraguariensisprovocou a queda no quociente respiratorio,
indicando uma elevacao na proporgao de gorduraadadMARTINET; HOSTETTMANN,;
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SCHUTZ 1999). Além disso, o uso de capsulas contendomistara de erva-mate, guarana
(Paullinia cupana e damianaTurnera diffusavar. aphrodisiaca prolongou o esvaziamento

gastrico, reduziu o tempo de percepcdo de saciegladduziu uma significativa perda de
peso (5,1 kg) apos 45 dias em individuos com seBeefANDERSEN; FOGH, 2001).

Os componentes quimicos considerados responsalass garacteristicas antioxidantes
do produto sdo os acidos neo-clorogénico, clor@gériripto-clorogénico, dicafeoilquinico,
os flavonoides rutina, quercetina, diglicosidedutieolina e a cafeoilglicose (BASTOS et al.,
2007; BASTOS et al., 2006a; BASTOS et al., 2005R0M et al., 1998; FILIP et al., 2001;
RICCO; WAGNER; GURNI, 1991). Destes, os acidos ficéquinico (6,8% do peso seco) e
clorogénico (3 a 5% do peso seco) sao 0s que estamaior propor¢do, enquanto que 0s
flavondides se apresentam em menores concentr§C@deINI et al., 1998; FILIP et al.,
2001).
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Figura ompostos fendlicos presentes em maior conceutrac&rva-
mate (Mfathdo de Heck e De Mejia, 2007).

A partir de meados dos anos 90, estudos cientifd@sonstraram o potencial
antioxidante da infusdo de erva-mate por diferemesanismos, como pela inibicdo da
oxidag&o da LDLin vitro, evidenciado pela primeira vez em 1995, por Guglie Stahl; pelo
sequestro de radicais livres (CAMPOS; ESCOBAR,; LI3896); e pela protecado do plasma
humano contra a peroxidacao lipidea vivo(GUGLIUCCI, 1996). Seguidamente, diversos
autores também vém demonstrando a atividade atiéinteé do extrato déex paraguariensis
utilizando vérios sistemas oxidantis vitro (BASTOS et al., 2006b; BRACESCO et al.,
2003; CHANDRA; De MEJIA, 2004; FILIP et al., 200FILIP et al., 2000; SCHINELLA et
al., 2000; VANDERJAGT et al.,, 2002). Carini et 4d[1998) e Silva et al. (2008)
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demonstraram que o0s compostos polifendlicos presemip extrato aquoso diex
paraguariensisatuam como antioxidantes ndo s isoladamente, tarabém de forma
sinergistica. Estudo recentemente realizado emorabsratorio demonstrou que a ingestao
aguda de erva-mate por individuos saudaveis imilodidacdo do plasma e das particulas de
LDL ex vivoe aumentou a capacidade antioxidante do plash&ASit al., 2008).

Outros constituintes de importancia d&ex paraguariensis SGo as saponinas
(GNOATTO; SCHENKEL; BASSANI, 2005; SCHENKEL; GOSMAYW ATHAYDE,
2004). Saponinas sao glicosideos de esterdidesmenbs policiclicos. Esse tipo de estrutura,
0 qual possui uma parte da molécula com caradterigpofilica (triterpeno ou esteréides) e
outra parte hidrofilica (agUcares), determina gppedade de reducéo da tensdo superficial da

agua e a acao detergente e emulsificante.

Acido wrsolico Acido oleandico

Figura 3. Estruturas moleculares basicas das saponinasliasotielex paraguariensigModificado de Gnoatto,
Schenkel e Bassani, 2005).

O comportamento anfifilico das saponinas e a cdpdei de formar complexos com
esterbides, proteinas e fosfolipideos de membraessrminam um numero variado de
propriedades biologicas para essas substanciaacdedo-se a acdo hemolitica, ictiotoxica,
molusquicida, hipocolesterolemiante e atividadebnhiica, anti-inflamatéria e antiviral
(revisado por SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE, 2004). atividade anti-inflamatoria
das saponinas é conhecida ha longo tempo e vaniosea demonstraram esse efeito em
diferentes modelos de inflamacdo em animais ouldtara de células (SAFAYHI; SAILER,
1997; YUAN et al., 2006). No entanto, ndo existeriatos de estudos envolvendo o efeito
anti-inflamatorio das saponinas em seres humanos.

As propriedades das saponinas em diminuir a coraggitt plasmatica de colesterol

foram demonstradas pela adicdo de saponinas des\@spécies vegetais a dieta de animais
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de experimentacdo (revisado por SCHENKEL; GOSMANATHAYDE, 2004). O
mecanismo da acao hipocolesterolemiante das sasopode ser explicado pela diminuicao
da absorcéao intestinal do colesterol e do aumeatexdrecdo fecal de esterdides e de acido
biliares (MALINOW et al., 1981). Recentemente, Hah al. (2005) relataram que as
saponinas inibiram, também, a atividade da lipasecqeéaticain vitro. De particular
importancia, sdo os achados de Ferreira et al7{188 quais demonstraram que as saponinas
isoladas ddlex paraguariensisbem como o extrato aquoso da planta, inibiramitro a
difusdo passiva de acido colico através de membdanaelulose, mimetizando, assim, a
inibicdo da absorcdo intestinal de &cidos biliaegsconsequentemente, de colesterol.
Gorzalczany et al. (2001) demonstrou qudéea paraguariensisapresentou propriedades
coleréticas e de propulséo intestinal em ratoseRemente, Paganini Stein et al. (2005)
relataram que o extrato aquoso de erva-mate dimagbncentracdo sérica de colesterol total
e triglicerideos de ratos alimentados com colektér@dministracdo de extrato aquoso de
erva-mate também reduziu o LDL-C e o VLDL-C em satiesos (PANG; CHOI; PARK,
2008). Todavia, ainda nao existem informacfes sabedividade hipocolesterolémica da
erva-mate, ou de suas saponinas, em seres humanos.

Diante do potencial antioxidante e hipocolesteraténda infusdo de erva-mate é
plausivel acreditar que a planta apresenta praatesi anti-ateroscleréticas, mediada por
diferentes mecanismos. Nesse contexto, estudosétambalizados em nosso laboratorio
demonstraram que o extrato aquoso de erva-mate tpatencial de inibir a progresséao da
aterosclerosen vivo, em coelhos alimentados com colesterol (MOSIMANMILHELM
FILHO; SILVA, 2006). Além disso, em camundongos catarosclerose, 0s quais apresentam
disfuncdo endotelial semelhante aos pacientes c&@,®» nosso grupo mostrou que a
administracdo prolongada do extrato de erva-matéharm de forma significativa a
reatividade vasculax vivo(FELLIPI et al., 2006), ou seja, a erva-mate riten inibicdo da
contragdo e do relaxamento vascular verificada amumais com aterosclerose. Muccillo
Baish, Johnston e Paganini Stein (1998) ja haviamahstrado um efeito vasodilatador
vitro para 0 extrato aquoso tlex paraguariensieem artéria mesentérica de ratos. O nosso
grupo confirmou esses resultados utilizando ari@oia de ratos (FELLIPI; RIBEIRO DO
VALLE; SILVA, 2005). O fornecimento do extrato derva-mate a ratos
hipercolesterolémicos também aumentou o relaxamanésial (PAGANINI STEIN et al.,
2005). O efeito ocorreu através do aumento da obraggio de Oxido nitrico, ou outro
composto relacionado, o qual induziu o vasorelaxam@AGANINI STEIN et al., 2005),
bem como diminuiu a disfuncdo miocéardica provocgmda isquemia e reperfusédo
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(SCHINELLA; FANTINELLI; MOSCA, 2005). No entanto, efeito vasorelaxante da erva-
mate em seres humanos ainda n&o foi demonstrado.

Apesar dos inumeros possiveis efeitos benéficandamate a salde humana, ndo sao
conhecidos os efeitos toxicos da ingestdo prolamg#al infusdo de erva-mate verde ou
tostada, particularmente para a funcéo renal eticapdu que modificam os parametros
hematoldgicos. Em condigBes de danos hepaticosteeaumento na sintese e/ou liberacéo
para o plasma das enzimas transaminases, gamaijlitansferase e fosfatase alcalina
(revisado por MINCIS; MINCIS, 2007Pe modo semelhante, produtos sintéticos ou naturais
toxicos ao rim levam a reducéo da capacidade wacfio deste 6rgédo, diminuindo a excrecao
de metabdlitos como uréia e creatinina (BURDMANNENRA JUNIOR; VIDAL, 1996).
Ainda, especula-se que o consumo de substanciasogtém taninos, como € o caso da erva-
mate, impede a absorcdo de nutrientes da dietap aprierro, elemento fundamental na
sintese de hemoglobina (BEARD; DAWSON; PINERO, 1996

Existe uma preocupacdo crescente sobre o fato @irem estudos clinicos e
epidemiolégicos que sugerem uma associacdo enttensumo de erva-mate e 0 risco
aumentado de desenvolvimento de certos tipos deegaoomo de boca, esodfago e laringe
(revisado por HECK; DE MEJIA, 2007). Muitos estudgmdemioldgicos publicados durante
0s anos 1980-1990 demonstraram elevada incidérai@ntcer esofagico em algumas regides
da América do Sul, em populacdes tradicionalmeotsumidoras de chimarrdo (revisado por
BASTOS et al., 2007). No entanto, estes estudosle&wnstraram uma correlacdo positiva
entre a ingestdo de chimarrdo e de cancer. O nwiptribuinte pode ser a elevada
temperatura da agua utilizada no preparo destaldebapaz de promover lesdes teciduais,
como também se observa em outras popula¢gbes calmamide chas muito quentes, como
Ird e China. Além disso, fatores agravantes corbagiamo, etilismo e amplo consumo de
churrasco foram observados nestes estudos, demnwhsta importdncia dos mesmos na
epidemiologia da doenca.

No entanto, recentes trabalhos vém indicando aepgasde compostos denominados
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), potalmente carcinogénicos, nas bebidas a
base de erva-mate ou de metabolitos desses hidome#os na urina de individuos usuarios
de chimarrdao (FAGUNDES et al., 2006; KAMANGAR et, &008). Os HPA sé&o gerados no
processo de obtencdo industrial da erva-mate atida@ueima de matéria organica, como a
madeira. Estes resultados sugerem que, apesar sbnca de total comprovacdo do
envolvimento da erva-mate na incidéncia dos camsceecestfago, laringe e boca, atencéo

especial deve ser dada ao processo de fabricagiwalanate por parte da industria ervateira.
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Além disso, a populacéo deve se ater aos perigoassaciacdes de inUmeros fatores de risco
para o cancer, como o uso concomitante de aladgismo, churrasco e consumo de grande
quantidade de chimarréo preparado com agua fervente

Assim, pelo exposto acima e com base nos estudealjaados em nosso laboratorio, é
plausivel acreditar que a erva-mate possa protegerindividuos contra as doencas
cardiovasculares.
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2 JUSTIFICATIVA

As doencas cronico-degenerativas, incluindo as gisenardiovasculares, constituem a
principal causa de morbi-mortalidade da populag@o/@rios paises. Apesar dos inumeros
avancos no campo do conhecimento sobgérese e tratamento das DCV, a incidéncia da
aterosclerose ndo acompanha uma redwggoificativa, particularmente nos paises em
desenvolvimento. Isso se deve, sobretudo, ao fateed uma doenca causada por multiplos
fatores. Entretanto, é de consenso geral que amgéu da aterosclerose é a melhor estratégia
terapéutica, principalmente através da diminuic@datbres de risco importantes, como a
hipercolesterolemia, o estresse oxidativo e anmdigio arterial. Nesse contexto, a utilizagao
de produtos dietéticos com potencial hipocoleséenado, antioxidante e anti-inflamatério
tornou-se um campo promissor de estudos para aonwlda qualidade de vida das
populagcdes. Em nosso meio, um possivel componénterdar com essas caracteristicas é a
erva-mate l(ex paraguariensis A erva-mate € uma espécie vegetal rica em pdlise
antioxidantes e é largamente consumida no Brasiiptna forma de chimarréo ou tereré (com
erva-mate verde), como na forma de cha mate tastsjgzecula-se que o habito de beber
chimarrdo no Uruguai e no Rio Grande do Sul possaresponsavel pela relativa baixa
incidéncia de aterosclerose nessas populacOoesaragesngestdo elevada de carne bovina,
rica em gordura saturada e colesterol. No entapesar do grande nimero de pessoas que
fazem uso ddlex paraguariensisainda nao existem estudos clinicos epidemiolégicos
relacionando o seu consumo com a diminuicdo do ndesemento de doencas
cardiovasculares.

Assim, pelo exposto acima e com base nos estuatesiaamente citados, onde foi
demonstrado que o extrato aquoso de erva-mate ipassidade antioxidanten vitro,
aumentou a protecdo do plasma e da LDL de seresrfasncontra reacfes de oxidacgéao,
apresentou atividade vasorelaxamtevitro, melhorou a reatividade vascular em animais e
inibiu a progressao da aterosclerose experimeanfausivel acreditar que a erva-mate possa
proteger os individuos contra as doencas cardialaes. Dessa forma, é importante avaliar
o0 potencial da erva-mate em diminuir a concentrapiesmatica de colesterol, dos
marcadores do estresse oxidativo e da inflamac&ocipalmente em pacientes com
dislipidemia, para estabelecer, assim, a possioetribuicdo da erva-mate para a saude
humana, bem como demonstrar a provavel ausénciafal®s colaterais, através das

determinacdes de enzimas hepaticas, uréia, creatnparametros hematoldgicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente estudo é avaliar sgestao da infusdo de erva-mate —
verde ou tostada — durante 20 e 40 dias, apregof@riedades hipocolesterolémica,
antioxidante e anti-inflamatéria vivo, em individuos normolipidémicos ou dislipidémicos,

usuarios ou nao de estatina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar o efeito da ingestdo da infusdo de enaenverde ou tostada na
concentracao seérica de colesterol total, LDL-C, HDLN&o-HDL-C, relagdo LDL-
C/HDL-C, triglicerideos, apolipoproteina B-100 eolpoproteina A-I, em individuos
normolipidémicos e dislipidémicos sem uso de meder#os hipolipemiantes;

* Avaliar o efeito sinergistico da erva-mate com atat;as no perfil lipidico de
individuos dislipidémicos sob terapia medicamentosa

 Comparar os efeitos dos dois tipos de erva-mateleve tostada, nos parametros
lipidicos de individuos normolipidémicos e disli@idicos;

» Verificar se os individuos normolipidémicos e giglémicos respondem de maneira
semelhante ao efeito da erva-mate verde ou tostadarelacdo aos parametros
lipidicos;

* Verificar se o efeito hipocolesterolémico das iGkes de erva-mate verde ou tostada
em individuos normolipidémicos e dislipidémicos épendente da concentracao
inicial de LDL-C;

» Determinar a concentracdo de marcadores plasmalwaosstresse oxidativo, como
capacidade antioxidante, hidroperoxidos lipidicasyidade da enzima paroxonase
sérica, acido Urico e proteinas oxidadas, bem cammncentracdo sanguinea da
glutationa reduzida, antes e apds 20 e 40 diasgstdo das infusbes de erva-mate
verde ou tostada;

» Verificar o efeito da ingestdo por 20 e 40 diasidasao de erva-mate verde ou
tostada na concentracdo dos marcadores de inflam@g&o PCR-us e fibrinogénio;

» Auvaliar o efeito sinergistico da erva-mate com statenas nos marcadores do estresse
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oxidativo e inflamatérios em individuos dislipid&ns sob terapia medicamentosa;
Quantificar o contetudo de fendis totais e saponibesn como avaliar a capacidade
antioxidante total, das infusdes de erva-mate veud®stada utilizadas neste estudo;
Verificar o efeito da ingestdo por 20 e 40 diasifasdo de erva-mate verde ou
tostada nos valores da pressdao arterial e no pegoéreo;

Verificar o possivel efeito téxico da ingestdao @bre 40 dias da infusdo de erva-mate
verde ou tostada, através da determinacdo dosesattw creatinina, uréia, fosfatase
alcalina, transaminases, gama-glutamil transfeeasks parametros hematologicos

(hemograma).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS E REAGENTES

A erva-mate l(ex paraguariensiy verde ou tostada, foi fornecida pela empresa Lea
Janior S.A. — Curitiba-PR (lotes 2504A e 2504B, &007-2008). A espécie da planta foi
identificada como auténtideex paraguariensipelo Prof. Dr. Daniel de Barcelos Falkenberg,
do Departamento de Botanica da Universidade Feder&@hanta Catarina.

Os conjuntos de reagentes para as determinacdesleiierol total e fragdo HDL-C,
triglicerideos, glicose, &cido urico, alanina anriansferase e aspartato aminotransferase —
AST e ALT, respectivamente, fosfatase alcalina (Ff@ma-glutamil transferase (GGT), uréia
e creatinina foram obtidos da empresa Wiener Latwoa S.A.l.C. (Rosario, Argentina). Ja
0s reagentes utilizados para a quantificacdo dalgpaproteinas A-l e B-100, da PCR-us e do
fibrinogénio foram adquiridos da empresa Dade Beh{Marburg, Alemanha).

As substancias relacionadas a seguir foram adagsirida SIGMA (Steinheim,
Alemanha ou St. Louis, EUA): reagente de Folin-@iteau, acido ursélico, 2,2’-azino-bis-
(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), hédroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico (Trolox), 2,4,6-Tri(2-piridil)-s-triama (TPTZ), trifenilfosfina (TPP), butil-
hidroxi-tolueno (BHT), guanidina, albumina bovinaérisa, &acido 5,5-ditio-bis (2-
nitrobenzaéico) (DTNB), glutationa reduzida comelcaeetato de fenila e acido clorogénico.

Etanol, acetato de sédio e cloreto férrico (Re@ram obtidos da empresa Labsynth
(Diadema, Brasil); vanilina, persulfato de potassiaranjado de xilenol, sulfato de ferro e
amonio, 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), hidroxidie sédio, acido tricloroacético (TCA) e
fosfato de potassio monobasico (#HD,) e dibasico (KHPQ,) foram adquiridos da empresa
VETEC (Rio de Janeiro, Brasil); acido cloridrico GH, &acido perclorico, acido
metafosférico, acido sulfarico g80,), metanol, acetona, carbonato de sodio, clorofdrmi
acido acético glacial, peroxido de hidrogénio, attetle etila, TRIS, citrato de sodio, cloreto
de calcio (CaG) e os demais reagentes foram adquiridos de ootaasas nacionais. Todas

as solucdes foram preparadas com agua destiladeianizada, com sais de pureza analitica.
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4.2 METODOS
4.2.1 Preparacédo da Infusdo de Erva-Mate

A infusdo de erva-mate foi preparada pela adicaagie quente (aproximadamente 80
°C) sobre folhas secas e moidadlde paraguariensicomercial na proporcao de 5,0 ou 2,0
9/100 mL de mate verde ou tostado, respectivameotdorme a preparagado usual consumida
pela populagdo. Apds 10 min de infusdo, a solugéfitrada em tamis de malha fina (coador

de chas) e o filtrado foi consumido no mesmo diagparticipantes.
4.2.2 Caracterizagao da Infuséo de Erva-Mate
4.2.2.1 Quantificacao dos Fendis Totais

O conteudo de fendis totais da infusdo de erva-naatde ou tostada, preparadas
conforme descricdo acima, foi determinado pelo deteolorimétrico de Folin-Ciocalteau
segundo metodologia descrita por Singleton, Orth®feamuela-Raventos (199@inquenta
microlitros do extrato aquoso de erva-miieam misturados com 150 pL de etanol (95%),
800 pL de agua destilada e 80 uL do reagente de-Eacalteau (50%). Apos 5 min, foram
adicionados 150 pL de bicarbonato de sodio 5% eistura permaneceu a temperatura
ambiente por 1 h, na auséncia de luz. A leituraablsorbancia do produto colorido foi
realizada em comprimento de onda de 765 nm (egpettimetro Spectrum SP2000 - Xangai,
China). O acido clorogénico foi usado como padréoseesultados foram expressos em
mg/mL.

4.2.2.2 Quantificacdo da Capacidade Antioxidant@lTo

A capacidade antioxidante total das infusGes da-erate verde ou tostada foi realizada
através de dois métodos. O primeiro, conhecido cBRAP (do inglésfFerric Reducing
Antioxidant Potentigl baseia-se no potencial antioxidante redutoriciérde compostos
antioxidantes presente na infusdo de erva-mateteNessaio, 0s antioxidantes foram
avaliados como redutores do*fa F&? o qual é quelado pela 2,4,6-Tri(2-piridil)-s-fiiza
(TPTZ) para formar o complexo EeTPTZ, com absorcdo méaxima em 593 nm (BENZIE;

STRAIN, 1996). Resumidamente, 1@ de infusbes de erva-mate foram adicionadas a 1,0
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mL da solucdo de trabalho, que contém cloretoci@r(iFeCt), TPTZ e tampao acetato de
sédio. A mistura foi incubada por 15 min em banharien37 °C e, posteriormente, realizou-
se a leitura da absorbancia do produto coloridd586nm. A concentracdo da capacidade
antioxidante total foi calculada a partir da curpadrdao preparada com diferentes
concentragcdes de Trolox, um analogo hidrossolUeelvithmina E. Os resultados foram
expressos emmol/L eq. Trolox.

Outro método, conhecido por TEAC (do ingléBrolox Equivalent Antioxidant
Capacity e descrito por Pellegrine et al. (2001), baseias habilidade dos antioxidantes
presentes na erva-mate sequestrarem o cétion Iragbtaéavel ABTS [2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)], um cromdafazul-esverdeado com absor¢do maxima
em 734 nm, em comparacdo com aquela do Trolox.lé¢c&o ABTS 7,0 mM, preparada em
persulfato de potassio 2,45 mM, foi diluida em agaaa fornecer uma absorbancia de
aproximadamente 0,70 em 734 nm. Apoés a adicaoigieotds de infusdo de erva-mate verde
ou tostada ou de Trolox sobre 1,0 mL da solucdcAB&S diluida, a absorbancia foi
monitorada durante um minuto, a 30 °C, em espetfofetro semi-automatizado (Bioplus

BIO 2000 — Barueri, SP). Os resultados foram exymesm mmol/L equivalente Trolox.

4.2.2.3 Quantificacdo das Saponinas Totais

A quantificacdo das saponinas totais na infusaeerda-mate verde ou tostada foi
realizada por método espectrofotométrico, confoexteacdo descrita por Gnoatto, Schenkel
e Bassani (2005) e reacdo com vanilina e acidd@®a descrita por Fan e He (2006). As
saponinas contidas em 10 mL das infusGes foram estidiens a hidrélise com 5 mL de HCI 4
N sob refluxo por 2 h. As sapogeninas foram exasitbm a adicdo de 6 mL de cloroférmio,
num processo repetido por quatro vezes. A fraggitofdrmica foi evaporada em evaporador
rotativo e o residuo foi re-suspenso 2/5 mL de etanol. Para a quantificacdo, aliquogas d
solucdo etandlica foram evaporadas e foram adidms&800 pL de vanilina a 5%, preparada
em acido acético glacial, e 1 mL de acido peratdsobre o residuo seco. A mistura foi
mantida em banho-maria a 60 °C por 45 min e, lggis,aresfriada em banho de gelo. Por
fim, acrescentou-se 1,0 mL de &cido acético glacalkitura da absorbancia foi realizada em
548 nm. Como padrdo, utilizou-se o acido urséliodgleo triterpénico majoritario das
saponinas dellex paraguariensis (GNOATTO; SCHENKEL; BASSANI, 2005).0s

resultados foram expressos em mg/mL.
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4.2.3 Grupos de Estudo

Cento e dezessete potenciais participantes forarataglos. Destes, foram incluidos no
estudo 80 voluntarios, de ambos 0s sexos, com tipidemia ou dislipidemia (em uso ou
nao de estatina), com idade entre 20-60 .anos

Os patrticipantes foram recrutados na comunidad&mlaersidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), através de enquéte, via correitnéelico, no atendimento ambulatorial no
Hospital Universitario da UFSC e, ainda, junto adcMo Interdisciplinar de Pesquisa e
Assisténcia dislipidemia (NIPEAD-HU) ddJFSC. Para a verificacdo do estado de saude e
da condicao de dislipidemia, os voluntarios resposuth a um questionario padréo (Anexo A)
e foram realizados exames laboratoriais, como heanway glicemia, perfil lipidico, enzimas
hepaticas (transaminases (AST e ALT), FA e GG®iaue creatinina.

Foram utilizados os seguintes critérios de exclusiimesidade (indice de Massa
Corporal (IMC) > 30 kg/nf), presenca de doencas hepéticas, renais, gasstiiais,
neoplasias, hipo e hipertireoidisntbabetes mellitusalcoolismo, atletas com atividade fisica
intensa ou, ainda, qualquer anormalidade nos eedtdos exames laboratoriais de rotina
que estivessem fora dos valores de referéncia epgdessem indicar a presenca das
desordens acima. Apdés o inicio do estudo, foranluedas, por sua vez, os voluntarios que
introduziram ou modificaram o0 uso de medicamentossoplementos, que apresentaram
intolerdncia a erva-mate ou que interromperam eesitd® da infusdo por trés dias
consecutivos ou mais.

Durante todo o periodo do estudo, os participafttesn instruidos a manter os seus
hébitos regulares de vida, como a pratica de eescfisicos e a alimentagdo de costume.
Todos os participantes concordaram com o protoealeerimental proposto, o qual foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas em Beraanos da UFSC?1©80/06 (Anexo
B), e assinaram o termo de livre consentimento XArng).

Os participantes foram distribuidos em trés grupmles,acordo com os valores dos
lipideos séricos conforme critérios estabelecidmd\hDiretriz Brasileira de Dislipidemia e
Prevencéo da Aterosclerose (SPOSITO, 200 Aormolipidémicos (NLP)ii) dislipidémicos
(DLP) (LDL-C > 160 mg/dL; TG> 150 mg/ dL; HDL-C < 50 e 40 mg/ dL, para mulheges
homens, respectivamente; ou relagdo LDL-C/HDE-@Q,5), e;iii) DLP em uso de estatina
(DLP-E). Foi facultada a todos os individuos pgrdates a livre escolha do tipo de erva-
mate a ser ingerida. Assim, os voluntarios dos@gWpLP e DLFRngeriram infusdo de erva-
mate verde (NLP-EMV e DLP-EMV) ou erva-mate tostddNaP-EMT e DLP-EMT), e os
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individuos dislipidémicos usuarios de estatina aorismm somente erva-mate tostada (DLP-
E) (Organograma).

117 voluntéarios

37 excluidos

80 analisados

NLP DLP DLP-E
N=15 n=48 n=17

NLP-EMV NLP-EMT DLP-EMV DLP-EMT
n=4 n=11 n=12 n=36

Organograma- Distribuicdo dos participantes nos diferentes gsupdLP = Normolipidémicos; NLP-EMV e
NLP-EMT = Normolipidémicos que ingeriram erva-materde ou tostada, respectivamente. DLP =
Dislipidémicos; DLP-EMV e DLP-EMT = Dislipidémicogjue ingeriram erva-mate verde e tostada,
respectivamente; DLP-E = Dislipidémicos usuariogskatina que ingeriram erva-mate tostada.

Cento e dezessete individuos iniciaram o estudsteBe?21 individuos desistiram da
participacdo por motivos particulares. Aléem disk6,participantes foram excluidos apds o
inicio do consumo das infusbes de erva-mate, seandd quatro destes participantes
apresentaram efeitos colaterais, como irritacdondeosa bucal ou géstrica ou enjéo; nove
alteraram os habitos alimentares ou a atividadeafi® trés modificaram a posologia da
medicacdo em uso ou comecgaram a usar novos meditEnApos 20 dias de consumo de

erva-mate, nove participantes desistiram por rapaggulares.

4.2.4 Protocolo Experimental

No inicio do estudo, foram realizadas trés coldeasangue dos voluntarios, apés jejum
de 12-14 h, no periodo de um més (tempos -30, )5 gara a verificacdo e monitoramento
dos valores do perfil lipidico e dos marcadoregstoesse oxidativo e inflamatérios (periodo
basal). Cada voluntario recebeu 120 pacotes pidstiantendo 25 g de folhas secas e moidas
de erva-mate verde ou 10 g de erva-mate tostada eopo-medida. Eles foram instruidos a

preparar a infusédo trés vezes ao dia, adicionaffari. de agua quente (85-90 °C) sobre o
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conteudo de cada pacote, conforme descrito acimimgerirem a dose de 330 mL,
imediatamente antes, durante ou apdés as trésgaiadgiefeicdes do dia, perfazendo um total
de aproximadamente 1000 mL/dia.

No periodo anterior a ingestdo da erva-mate (-BB,e-0 dias) e apos 20 e 40 dias da
ingestao, foram aferidos o peso corporal e a poesafiguinea de todos os participantes,
utilizando-se balancé@Marte® PP180 - Santa Rita do Sapucai/Brasil) gmsfmandmetro
(Embramac - Campinas/Brasil), respectivamente tdraldos voluntarios foi medida somente
no inicio do estudo, para o célculo do IMC (pesoral), com o uso de antropdmetro (Seca®
- Frankfurt, Alemanha). A presséo sanguinea faficada entre as 07h30min e 09h30min da
manhd, apds o participante permanecer por, peloosnetb min sentado. Além disso,
amostras de 20 mde sangue foram coletadas, através da puncdo daintermédia do
antebraco, com sistema a vacuo (Vacuntainer-BD&#do/Brasil), em tubos seco, com
acido etilenoadiaminotetracético (EDTA) ou com atir de sodio 3,2%, conforme
apresentado na Figura 4. As amostras de sangue tmatrifugadas imediatamente (10f)0

15 min) para a obtenc&o do soro ou plasma.
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» Avaliagdo dos parametros do perfil lipidico;
marcadores do estresse oxidativo e inflamatérios;
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» Aferigdo do peso corporal e pressdo sanguinea.
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» Avaliagdo das apos A-I e B-100, dos parametros
hematoldgicos e dos demais pardmetros bioquimicos
para avaliagdo de glicemia, fungdo renal e Ple.pc'rrica.

e

Figura 4. Protocolo experimental: Amostras de sangue foraletadas antes (-30, -15 e O dias) da ingestéo da
infusdo da erva-mate verde ou tostada, a fim detaran os valores basais de parametros do petfillito e
marcadores do estresse oxidativo e inflamatériegds 20 e 40 dias de consumo da infusdo. O peporabe
pressdo arterial foram aferidos em todos os terty3@s -15, 0, 20 e 40 dias). Apolipoproteinas AB-4.00,
parametros hematolégicos e bioquimicos (para aagdal de glicemia, funcao renal e hepatica) foraai@os
antes (-30 dias) e apds o consumo da infusdo deneate (20 e 40 dias).

4.2.5 Analises Laboratoriais

4.2.5.1 Perfil Lipidico e Apolipoproteinas

As concentracdes séricas de colesterol total écergdeos foram determinadas por
métodos enzimaticos, automatizados e colorimét(iee;do de Trinder), usando as enzimas
colesterol-oxidase e glicerol fosfato oxidase, eeipamente, e o HDL-C foi determinado por
método homogéneo, em equipamento automati2&teer Analyzerde acordo com as
instrucdes do fabricante (Wiener Laboratorios SGAd Rosario, Argentina). O LDL-C foi
calculado pela equacéo de Friedewald (FRIEDEWALEBVY; FREDRICKSON, 1972):
(LDL = (CT — (HDL + TG/5) e o Nao-HDL-C foi obtidpela diferenca do CT e do HDL-C
(Nao-HDL-C = CT — HDL-C). As concentracdes séridas apolipoproteinas A-1 e B-100
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foram determinadas por nefelometria (Nefelometrol® - Dade Behring - Marburg,
Alemanha). Todos os resultados foram expressos gfalLm

4.2.5.2 Demais Parametros Laboratoriais

As concentracdes dos parametros bioquimicos (uwegatinina, glicose, &cido Urico e
as atividades da enzimas AST, ALT, FA e GGT) e ¢asametros hematoldgicos
(hemograma completo) foram avaliadas pelos métodasis na rotina de laboratorio, em
equipamentos automatizadosWiener AnalyzenWiener Laboratérios S.A.l.C. - Rosario,
Argentina) e Sysmex XE-2100D (Kobe, Japéo), resmeoente, segundo as instrucdes dos

fabricantes.

4.2.5.3 Marcadores de Estresse Oxidativo

4.2.5.3.1Capacidade Antioxidante do Soro

A capacidade antioxidante sérica foi determinattavés do potencial antioxidante
redutor férrico (FRAP) de acordo com a técnica it@spor Benzie e Strain (1996). Em
resumo, 1QiL de soro foram misturados com o reagente de tiak@&eC}, TPTZ e tampéao
acetato de sodio) e a mistura foi incubada por itbem banho-maria 37 °C. A absorbancia
do produto colorido foi lida em 513 nm e o Trola tisado como padréo. Os resultados

foram expressos epmol/L.

4.2.5.3.2Hidroperoxidos Lipidicos

Os hidroperoéxidos lipidicos presentes no plasmanioquantificados pelo método da
oxidagdo do ferro com alaranjado de xilenol (FOXle-inglés,Ferrous ion Oxidation in
presence of Xylenol orangeconforme descrito por Jiang, Hunt e Wolff (199Q) principio
do método baseia-se na rapida oxidacdo dd #&&> mediada pelos peréxidos lipidicos. O
Fe"® na presenca de alaranjado de xilenol forma um mpom absorbancia maxima em
560 nm. Aliquotas de 9L de plasma foram misturadas com\ilOde trifenilfosfina (TPP)
20 mM ou com 1QL de metanol (branco da amostra). Os tubos foratads em agitador
tipo vortex e mantidos em temperatura ambientegsooiro, por 30 min, sendo submetidos a

agitacdo a cada 10 min. Apdés este periodo, @0@e reagente de trabalho FOX, contendo
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alaranjado de xilenol 1,0 mM e sulfato de ferrar@®nio 2,5 mM, preparados em$0, 250
mM, e BHT 4,4 mM foram adicionados aos tubos. EguiR, os tubos foram agitados em
vortex e mantidos em temperatura ambiente, no esquor 60 min, com agitacdes
subsequentes a cada 10 min. Apés centrifugacdo0Q160 10 min), a absorbancia do
sobrenadante foi lida em 560 nm contra um branaoposto por agua deionizada. A
concentracdo de hidroperoxidos lipidicos foi caldal pela diferenca entre as absorbancias
das amostras com metanol (branco) e com TPP eamilo-se o peréxido de hidrogénio como

padréo. Os resultados foram expressosueol/L.

4.2.5.3.3Proteinas Carboniladas

A determinacdo das proteinas modificadas oxidaivden foi realizada através do
método proposto por Levine et al. (1990). O métammsiste na reacdo da 2,4
dinitrofenilhidrazina (DNPH) com as carbonilas da®teinas, formando hidrazonas que
podem ser detectadas espectrofotometricamenteucidig de 10QuL de plasma foram
misturadas a 60QL de DNPH 10 mM ou HCI 2 M (branco da amostra) eu®s foram
mantidos em temperatura ambiente, no escuro, parit0com agitacdes regulares a cada 10
min. Em seguida, 60QL de TCA 20% foram adicionados aos tubos, os qi@iam
novamente agitados em vortex, mantidos em temparatabiente, no escuro, por 10 min e
centrifugados a 11008 por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartaolgcipitado foi
lavado trés vezes com 8QQ de etanol/acetato de etila (1:1), com incubag@esmediarias
de 10 min, T.A. e centrifugacdo a 1500por 5 min a 4 °C. Em seguida, as proteinas
precipitadas foram dissolvidas com 900 de guanidina 6,0 M, preparada em ,RB, 20
mM, sob agitacdo continua a 37 °C, por 60 min.sApéte periodo, os tubos foram
centrifugados a 15000 por 10 min a 4 °C e a absorbancia do sobrenadiainida em 360
nm, contra a solucdo de guanidina 6,0 M. Para erd@tacdo da quantidade de proteinas
totais, o sobrenadante do tubo branco foi lido &® r2m, utilizando albumina sérica bovina
como padrdo. A concentracdo de proteinas carbasilddi calculada utilizando-se o
coeficiente de absortividade molaj le 22000 L.maét.cm™, e os resultados foram expressos

emumol/mg.
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4.2.5.3.4Glutationa Reduzida Sanguinea

A glutationa reduzida, forma majoritaria de tidig dbaixo peso molecular, foi
quantificada no sangue total de acordo com o métiedarito por Beutler, Duron e Kelly
(1963). Aliguotas de sangue (300) foram hemolizadas com agua deionizada gelada e a
proteinas foram precipitadas com TCA 20%. Apoésridfagacao (1200@, 4 °C, 10 min), 50
uL do sobrenadante foram misturados comub@e DTNB e 90QuL de tampéo fosfato 0,2
M. A absorbancia do anion tiolato, formado apdsi® anT.A., foi medida em 412 nm contra
0 branco da reacdo. A concentracdo de GSH sangfonezlculada utilizando-se GSH
comercial como padrdo. Os resultados foram expsesssommol/L.

4.2.5.3.5Atividade Sérica da Enzima Paroxonase

A atividade arilesterase da enzima paroxonasedi@rohinada de acordo com o método
descrito por Gan et al. (1991). A reacéo foi irdei@om a adicdo de 20 de soro diluido 20
vezes em 2,0 mL de tamp&o Tris HCI 20 mmol/L, p® 8pntendo CaGlL mmol/L e acetato
de fenila 1 mmol/L, usado como substrato. A ciétia reacdo de formacédo do fenol foi
monitorada com leituras a cada minuto durante Sutog) em comprimento de onda de 270
nm, a 25 °C. Para corrigir a hidrolise espontaleeacetato de fenila foi incluido um branco
da reacdo. Para o calculo da atividade, considegau-coeficiente de absortividade molar de
1,31 x16d L.M™.cm®. Os resultados foram expressos em U/mL, sendouquee unidade

arilesterase corresponde arhol de acetato de fenila hidrolisado por minuta, & de soro.
4.2.5.4 Marcadores Inflamatérios
4.2.5.4.1Proteina C Reativa ultra-sensivel (PCR-us)

A concentracdo da PCR-us foi quantificada em am®ste soro por nefelometria, de

acordo com as instrucdes do fabricante. Os resmdtiiam expressos em mg/L.
4.2.5.4.2Fibrinogénio

A concentracdo de fibrinogénio foi determinada\ais da analise da alteracdo do sinal

optico durante a determinacédo do tempo de protnoeni@m coagulémetro da marca Sysmex,
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modelo CA 1500, de acordo com as instru¢des daoctaiie. Os resultados foram expressos
em mg/dL.

4.2.6 Analise Estatistica

A estatistica descritiva foi apresentada na formamgdia e erro-padrdao ou mediana
(valor minimo e valor maximo). As variaveis categas foram analisadas pelo teste do qui-
quadrado ¥?). Os testes de Shapiro-Wilk ou Kolmogorov-Smirrfovam aplicados para
testar a normalidade das varidveis continuas. Quaadessério, utilizou-se a transformacéo
logaritmica dos dados. Aos dados com distribuigissgiana aplicou-se a andlise de variancia
(ANOVA) para Medidas Repetidas e teste complemet¢aiTukey para verificar o efeito
temporal da ingestdo de erva-mate verde ou togtaddise intra-grupos). Quando o tamanho
da amostra impossibilitou a utilizacdo da ANOVAg@Medidas Repetidas, o testpareado
de Student foi aplicado. Para os dados que apezaemntdistribuicdo ndo-gaussiana, foram
utilizados os testes ndo parameétricos de Friedniepeated Measures ANOVA on Ramks
Willcoxon para as comparacgdes intra-grupos. Asrelifgas entre os grupos foram avaliadas
pela ANOVA e teste complementar de Tukey ou poronta teste de Kruskal-Wallis, para
dados paramétricos ou ndo paramétricos, respeaivam Para as correlacdes entre as
variaveis quantitativas utilizou-se o teste deelagédo de Pearson (SOKAL; ROHLF, 1995).
Para a avaliacdo das diferencas entre os congtsuena capacidade antioxidante da erva-
mate verde e da erva-mate tostada, utilizou-sstettee Student. Foi considerado um nivel
de significancia menor que 5%. Para o tratamentdistsco dos dados, utilizou-se o software
Statistical Package for Social Scief&PSS), verséo 12.0.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DO CONTEUDO DE FENOIS TOTAIS, SAPONINAE CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE DAS INFUSOES DE ERVA-MATE

Os resultados referentes ao teor de fendis totaipacidade antioxidante total e
saponinas presentes nas infusdes de erva-mateesévdtada, preparadas na proporcao de 50
mg/mL e 20 mg/mL, respectivamente, estdo repredestaa Tabela 1. As determinacdes
foram realizadas em duplicata ou triplicata (sapas) em 8-10 diferentes infusdes
(extragcbes). Como é possivel observar, a erva-matde contém maior concentracdo de
fendis totais e, por consequiéncia, maior capacidatiexidante, bem como maior contetdo
de saponinas do que a erva-mate tostada (aproxnesude duas a trés vezes para as trés

variaveis; p < 0,001), com base no mesmo volumendasoes.

Tabela 1- Conteudo de fendis totais, saponinas e capaciaatitexidante total das infusbes
de erva-mate verde e tostada.

Infusbes Fendis Totais Capacidade AntioxidantelTota Saponinas Totais
(mg/mL) TEAC(mmol/L) FRAP(umol/L) (mg/mL)
Erva-mate verde 55+0,2 18,1+ 0,2 315+11 94.380,037
Erva-mate tostada 1,7+0,1* 4,1+0,03* 10,6 #0,1 0,152 + 0,014*

Os resultados estdo expressos em média + erroepaldré8-10 determinacdes de diferentes extracdes, em
duplicata (fendis e capacidade antioxidante) qulitata (saponinas). *P < 0,001; teste t de StudBEAC =
Trolox equivalent antioxidant capacitiyRAP =Ferric reducing antioxidant potential

5.2 CARACTERISTICAS BIODEMOGRAFICAS DOS PARTICIPANES DO ESTUDO

Oitenta individuos participaram efetivamente dagpes, sendo 27 homens e 53
mulheres, com idade de 4%21,4 anos, IMC de 255 0,4 kg/nf e pressdo arterial sistélica
de 117,1+ 1,5 mmHg e diastolica de 77411,1 mmHg. Do total de individuos participantes,
16 fizeram uso de erva-mate verde e 64 consuminafusio de erva-mate tostada.

As caracteristicas biodemograficas estdo repradantaa Tabela 2. Como pode ser
observado, ndo houve diferenca significativa eosediferentes grupos de estudo para os
parametros idade, pressdo arterial sistolica ddiiees (ANOVA e teste complementar de
Tukey), tabagismo, histérico familiar de DAC e sedeismo (Teste dg’). Por outro lado, os
individuos dislipidémicos em uso de estatina apmtesam peso corpéreo e IMC maior (cerca
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de 25 e 20%, respectivamente) em relacdo aos niprdéhicos que consumiram erva-mate
tostada; e IMC maior (aproximadamente 27%) em &elagos normolipidémicos que

consumiram erva-mate verde (p < 0,05; Tabela 2).

Tabela 2-Caracteristicas biodemograficas dos participaraggainio do estudo.

Grupos
NLP- EMV NLP-EMT DLP-EMV DLP-EMT DLP-E

NGmero (M/F) 0/4 1/10 7/5 12/24 7/10
Idade (anos) 40,7+51 42,4+40 443+29 464+20 5535
Peso (kg) 56,8+6,2 60,7+26 715+56 699+22 7638
IMC (kg/m?) 220+1,3 233+08 249+14 256+0,6 28Ma*
PAS (mmHg) 103,3+3,3 111,6 +4,1 117,9+3,9 116,7 +2,2123,0+3,2
PAD (mmHg) 750+2,9 702+26 792+32 770+16 80,1+24
Tabagismo 1(25%) 1(9,1%) 1(8,3%) 2 (5,6%) 1 (5,9%)

Histérico Familiar de 2 (50%) 8 (72,7%) 6 (50%) 28 (77,8%) 11 (64,7%)
DAC
Sedentarismo 1 (25%) 4 (36,4%) 3(25%) 15 (41,5%% (35,3%)

Os resultados estdo expressos como medieo-padrdo; M/F = masculino/feminino; IMC = indide massa
corporal; PAS = Pressdo arterial sistdlica; PAD resBao arterial diastélica; DAC = Doenca arterial
coronariana. NLP-EMV e NLP-EMT = Normolipidémicosuey ingeriram erva-mate verde e tostada,
respectivamente. DLP-EMV e DLP-EMT = Dislipidémicagie ingeriram erva-mate verde e tostada,
respectivamente. DLP-E = Dislipidémicos em uso di&tma que ingeriram erva-mate tostada. *P < 0,05
comparado ao grupo NLP-EMT; *P < 0,05 comparadogagpo NLP-EMV e NLP-EMT (ANOVA e teste
complementar de Tukey).
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5.3 EFEITO DO CONSUMO DA INFUSAO DE ERVA-MATE NA AESSAO ARTERIAL
E PESO CORPOREO

O efeito do consumo da infusdo de erva-mate veedgrassdo arterial sistdlica e
diastolica foi semelhante ao efeito promovido pelaa-mate tostada (resultados nao
mostrados) e, desta forma, os dados foram comtsn@abela 3). A ingestao de erva-mate
por 40 dias reduziu, em média, 2,2% os valoresrdaspo arterial sistolica (p = 0,05), de
aproximadamente 117 para 114 mmHg, mas ndo modifigomessao diastolica. Os resultados
da presséo arterial sistélica e diastolica foramedleantes para os individuos NLP e DLP
(dados ndo mostrados).

Tabela 3- Efeito da ingestdo por 20 e 40 dias da infuséd@rta-mate, verde ou tostada
(dados combinados), na pressao arterial dos patites.

Periodo de Ingestédo da Infusdo de Erva-Mate

Basal 20 dias Basal 40 dias
(n=80) (n =80) (n=71) (n=71)
PAS (mmHg) 117,11+ 1,5 117,1+ 1,5 116, A 1,7 114,1+ 1,5*
PAD (mmHgQ) 75,0 (59-110) 80,0 (60-110) 75,7 (511 78,0 (58-110)

Os resultados estdo expressos como médiao-padrdo para PAS e mediana (valor minimo ervadximo)
para a PAD. n = nimero de participantes; PAS =d8rearterial sistolica; PAD = Pressao arterialtdlecs. *P

= 0,05 comparado ao respectivo basal (ANOVA parait¥es Repetidas e teste complementar de Tukey). O
valor basal (sem consumo de erva-mate) correspandédia de trés determinacdes com intervalo deiab d
Nesta e nas Tabelas seguintes, bem como nas Figupesenca de dois valores basais € devido aeraim
diferente de participantes nos tempos 20 e 40 dias.

A Tabela 4 mostra os resultados referentes ao gapodreo. A ingestdo da infusédo de
erva-mate tostada pelos individuos dislipidémicem suso de estatina, durante 40 dias
reduziu o peso corporeo em média em 0,7 kg, eauitala 1,0% (p < 0,05). Nao foram

observadas diferencas estatisticas para os dernpissgTabela 4).
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Tabela 4- Efeito da ingestao por 20 e 40 dias da infusderda-mate, verde ou tostada, no
peso corporal dos participantes.

Periodo de Ingestédo da Infusdo de Erva-Mate

Basal 20 dias Basal 40 dias
NLP 59,7+24 59,7+24 58,6+24 582+24
(n=15) (n = 14)
DLP-EMV 71,5+5,6 71,8+54 712,2+7,5 7122+74
(n=12) (n=9)
DLP-EMT 69,7 +2,2 69,3+2,2 70,6 £2,3 69,9 +2,3*
(n=36) (n=32)
DLP-E 76,1 + 3,0 76,2 + 3,0 77,3+29 76,9+29
(n=17) (n=16)
Os resultados estdo expressos como médiaerro-padrdo. n = nimero de participantes; NLP =

Normolipidémicos que consumiram erva-mate verdéostada (dados combinados); DLP-EMV e DLP-EMT =
Dislipidémicos que ingeriram erva-mate verde eaibest respectivamente; DLP-E = Dislipidémicos usisade
estatina que consumiram erva-mate tostada. *P 640c0mparado ao respectivo basal (ANOVA para Medida
Repetidas e teste complementar de Tukey). O valsall{sem consumo de erva-mate) corresponde a aédia
trés determina¢gBes com intervalo de 15 dias.

5.4 EFEITO DO CONSUMO DA INFUSAO DE ERVA-MATE NO FEIL LIPIDICO

5.4.1 Individuos Normolipidémicos ou Dislipidémicosem Uso de Estatina

A Tabela 5 e a Figura 5 apresentam os resultadas/aéacao laboratorial do perfil
lipidico dos participantes normolipidémicos e gislemicos sem uso de estatina, antes e apos
0 consumo da infuséo de erva-mate.

Para avaliacdo do efeito da erva-mate em um numaror de participantes, os dados
foram combinados para ambas as ervas, verde @dosis resultados mostraram que no
grupo dos individuos normolipidémicos houve redugéamlia de 9,9 e 8,3 mg/dL (-8,7 e -
7,4%) no LDL-C e diminuicdo de aproximadamente Pena relacdo LDL-C/HDL-C apés
20 e 40 dias, respectivamente (p < 0,05). Porém hoé@ve variacdo expressiva nos valores
de colesterol total, HDL-C, Ndo-HDL-C e trigliceeiok (p > 0,05; Tabela 5 e Figura 5A).

No grupo DLP, a ingestdo de erva-mate provocoug@&umeédia de 8,9 e 11,9 mg/dL (-
3,8 e -5%) no colesterol total, apos 20 e 40 despectivamente (p < 0,01); reducéo de 12,6
e 14,4 mg/dL (-7,9 e -8,8%) no LDL-C, apds 20 eddds, respectivamente (p < 0,001);
aumento de 2,6 mg/dL (5,4%) no HDL-C, apds 20 (has 0,01). A ingestao das infusdes de
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erva-mate também provocou reducgdes significatives valores de Nao-HDL-C de 11,5 e
12,8 mg/dL (-6,2 e -6,8%) e na relacdo LDL-C/HDLA€ 12,5 e 10,4%, apds 20 e 40 dias,
respectivamente (p <0,01) e auséncia de variac8ovalores de triglicerideos (p > 0,05;
Tabela 5; Figura 5B).
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Tabela 5- Efeito da ingestdo por 20 e 40 dias da infusderda-mate, verde ou tostada (dados combinadosperfd lipidico sérico de
individuos normolipidémicos ou dislipidémicos seso ule estatina.

Colesterol (mg/dL) Triglicerideos LDL-C/HDL-C
Total LDL HDL N&o- HDL (mg/dL)

Normolipidémicos
Basal (n = 15) 1959+7,4 114,3 £ 4,7 67,0+ 3,7 28,9+4,7 84,4+6,8 1,70 +£0,10
Apos 20 dias (n = 15) 192,6 £ 9,3 104,4 + 7,4* 6940 123,0+7,5 95,5+8,0 1,50 £ 0,12**
Basal (n = 14) 192,1+6,9 112,4 + 4,7 653+3,6 26,8+45 83,273 1,72 +0,10
Apbs 40 dias (n = 14) 187,2+9,1 104,1 £ 7,6* G636 120,8+7,1 83578 1,57 £0,11*
Dislipidémicos
Basal (n = 48) 233,1+5,0 158,8 +4,9 484+15 84,8+48 152,6 +12,0 3,28 +0,19
Apos 20 dias (n = 48) 2242 + 4,7** 146,2 +4,7** 168+ 1,6 173,3 £ 4,6** 148,6 + 10,9 2,87 £ 0,20*
Basal (n = 41) 237,1+6,1 164,4+5,8 486+18 884+5,8 149,6 + 13,0 3,38+0,19
Apos 40 dias (n =41) 225,2 + 6,0** 150,0 +5,8** 98+2,0 175,8 £ 5,8** 1455+ 12,3 3,03 £ 0,19**

Os resultados estdo expressos como média + errégpan = nimero de participantes; LDL-C/HDL-C = Razntre a fracdo do colesterol associada a LDDE. HP <
0,05 e **P < 0,01 comparado ao respectivo valomab@NOVA para Medidas Repetidas e teste complearet Tukey). O valor basal (sem consumo de enta)ma
corresponde a média de trés determinacdes commaitdate 15 dias.

09
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Figura 5. Variacdo percentual média dos valores de paraméfridicos dos individuos normolipidémicos (A)
ou dislipidémicos (B) apds o consumo por 20 e #B de infusdo de erva-mate, verde ou tostada ¢dado
combinados), comparado aos seus respectivos vab@esis (sem consumo de erva-mate; média de trés
determinagBes com intervalo de 15 dias). CT = @alektotal; LDL-C = LDL-colesterol; HDL-C = HDL-
colesterol; Ndo-HDL-C = Nao-HDL colesterol; TG =idlicerideos; LDL-C/HDL-C = Razéo entre a fragao do
colesterol associada a LDL e HDL. *P < 0,05 (ANOWara Medidas Repetidas e teste complementar de
Tukey).
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Da analise diferenciada entre os dois tipos de-mai@, pode-se observar que no grupo
NLP a erva-mate verde foi responséavel pela redsigfuficativa de 16,7 mg/dL de colesterol
total (-9,0%), de 17,5 mg/dL de LDL-C (-16,4%) embirametro Ndo-HDL-C de 16,8 mg/dL
(-13,8%) apods 40 dias de consumo desta erva-mateQ5; Tabela 6). Alteracdes mais
expressivas para o HDL-C e triglicerideos forameokedos apods 20 dias, com 0 aumento nao
significativo de 6,3 mg/dL (9,8%) de HDL-C e ele@a¢significativa de 32,2% nos
triglicerideos (p < 0,05; Tabela 6). Para a relacBb-C/HDL-C houve reducéo de 27,3%
apos 20 dias e de5,4% apos 40 dias, porém sem diferenca estat(ptie®,05; Tabela 6).

Os individuos dislipidémicos que consumiram a enae verde apresentaram, por sua
vez, diminui¢ao significativa de LDL-C em 14,8 mg/@9,3%), de 12,4 mg/dL (-6,8%) de
N&o-HDL-C e de 17,3% da relacdo LDL-C/HDL-C aposi#s de ingestédo (p < 0,05; Tabela
6); e aumento nao significativo de HDL-C em 4,0 ahg(9,6%) e de triglicerideos em 3,7

mg/dL (2,5%) apos este mesmo periodo (Tabela 6).
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Tabela 6- Efeito da ingestdo por 20 e 40 dias da infusderda-mate verde no perfil lipidico sérico de indiwws normolipidémicos ou
dislipidémicos sem uso de estatina.

Colesterol (mg/dL) Triglicerideos LDL-C/HDL-C
Total LDL HDL Nao-HDL (mg/dL)

Normolipidémicos
Basal 186,5 + 15,4 106,5+6,4 64,5+ 8,0 122709+ 775+14,6 1,65 +0,15
Apos 20 dias (n = &) -12+2,4 -21,3+5,3 6,3+1,3 -18,2+ 2,2 25,00t5* -27,3+0,01
Apos 40 dias (n = &) -16,7 + 2,5** -17,5 + 2,8** 00+1,2 -16,8 + 0,5* 35+1,6 -16,4 + 0,01
Dislipidémicos
Basal 224,6 £ 11,6 159,4 + 11,3 41,7+ 2,6 182198 148,4 £ 22,4 3,82 +0,30
Apos 20 dias (n = 12) -84+172 -14,8 £ 3,1* 4,0+0,8 -12,4 +1,7* 31,9 -17,3 £ 0,01**
Apds 40 dias (n = 9) 21+04 1,1+£0,3 0,2+0,1 19+0/4 0,8+0,3 0,3+0,01

Os resultados estdo expressos como média + erragat = nimero de participantes; LDL-C/HDL-C = Razntre a fracdo do colesterol associada a LDDE. HP <
0,05 e *P < 0,02 comparado aos respectivos valoasais (ANOVA para Medidas Repetidas e teste cammahtar de Tukey (Dislipidémicos) ou tespmreado de Student
(Normolipidémicos)). O valor basal (sem consumaedea-mate) corresponde a média de trés determisagde intervalo de 15 dia®iferenca em relagdo ao respectivo
basal, em mg/dL, exceto para a relagdo LDL-C/HDIloftle as diferencas estdo expressas em valorenneis.

€9
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Por outro lado, a ingestdo de erva-mate tostadafébiva somente para o grupo DLP,
onde diminuiu de maneira significativa o colestéothl em 9,1 mg/dL (-3,8%), o LDL-C em
12,0 mg/dL (-7,6%) e as variaveis Nao-HDL-C em 1mg/dL (-6,0%) e relacdo LDL-
C/HDL-C em 11,5% ap6s 20 dias (p < 0,05; Tabel&@phs 40 dias, o consumo de erva-mate
tostada promoveu diminui¢des significativas de stel®| total em 16,5 mg/dL (-7,0%), de
LDL-C em 19,3 mg/dL (-12,2%), do parametro Nao-HDLem 17,7 mg/dL (-9,5%) e da
relacdo LDL-C/HDL-C em 14% (p < 0,05; Tabela 7)éwl disso, a ingestdo de erva-mate
tostada pelos participantes do grupo DLP promovauroento nao significativo do HDL-C
(2,2 mg/dL; 4,3%) ap6s 20 dias (Tabela 7).
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Tabela 7- Efeito da ingestdo por 20 e 40 dias da infusd@rgla-mate tostada

dislipidémicos sem uso de estatina.

no perfil lipidico sérico de vidlios normolipidémicos ou

Colesterol (mg/dL) Triglicerideos LDL-C/HDL-C
Total LDL HDL Nao-HDL (mg/dL)

Normolipidémicos
Basal 199,3 £ 8,7 117,1£6,0 67,9+4,4 131,445 86,979 1,72 +0,13
Apos 20 dias (n = 11) -0,1+£ 0,02 5,7+14 1,3+£0,2 -1,4+£0,2 6,1,8 -6,4 +£0,01
Apos 40 dias (n = 16) -0,1+£ 0,02 -4,7+1,3 1,6+0,3 -1,7+0,2 -1,0,6 -5,8£0,01
Dislipidémicos
Basal 236,0+5,4 158,7+5,4 50,6 +1,7 18554+ 154,0 + 14,3 3,14 £0,17
Apos 20 dias (n = 36) -9,1+£1,3* -12,0 + 2,6** 2204 -11,2 £1,1%* -6,6 + 3,4 -11,5 + 0,01**
Apds 40 dias (n = 3%) -16,5 £ 2,5** -19,3 £ 4,0** 1,1+0,2 -17,7£24% -5,7+29 -14,0 £ 0,01**

Os resultados estdo expressos como média + erragat = nimero de participantes; LDL-C/HDL-C = Razntre a fracdo do colesterol associada a LDDE. HP <
0,05, **P < 0,02 comparados aos respectivos valbassis (ANOVA para Medidas Repetidas e teste camghtar de Tukey). O valor basal (sem consumo \dereate)

corresponde a média de trés determinagdes comvatdede 15 diasDiferenca em relagdo ao respectivo basal, em mghteto para a relagdo LDL-C/HDL-C, onde as

diferencas estdo expressas em valores percentuais.

G9
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Aparentemente, o consumo de erva-mate verde pramefego diferente nas variaveis
lipidicas em relacdo ao consumo da erva-mate @stad mesma forma, parece que o0s
individuos normolipidémicos responderam diferent@®meé erva-mate verde em comparacao
a erva-mate tostada ou em comparacdo aos individistipidémicos. Essas potenciais
diferencas foram avaliadas considerando os pemientie variacdo em relagdo aos valores
basais para os parametros LDL-C, HDL-C e Néao-HD&pds 20 e 40 dias de consumo de
cada tipo de erva-mate pelos individuos normolipidés ou dislipidémicos (Tabela 8). Em
relacdo as comparacdes entre os dois tipos denat@estudados, os resultados mostraram
que os participantes do grupo DLP que ingeriram-emate tostada apresentaram diminui¢ao
significativa nos valores seéricos do LDL-C e do N#oL-C, apds 40 dias, em comparagao
aqueles individuos DLP que consumiram a erva-mattdev(p = 0,02; Tabela 8). Nao houve
diferenca estatisticamente significativa para derea de HDL-C no grupo DLP entre os
individuos que consumiram erva-mate verde e aquglesusaram a erva-mate tostada.
grupo NLP, o efeito da ingestdo da erva-mate veete varidveis LDL-C, HDL-C e N&o-
HDL-C foi semelhante (p>0,05) a erva-mate tostdddé¢la 8).

Em relacdo as comparacdes entre individuos NLP @,[ds diferencas nao se
mostraram estatisticamente significativas, indepeted do tipo de erva-mate consumida
(Tabela 8). Apesar do melhor efeito da erva-matdesea redugéo do LDL-C e N&o-HDL-C
nos individuos NLP em comparacdo aos DLP, essagrapa diferencas (ou auséncias de
diferencas estatisticamente significativas) devem isterpretadas com cautela devido ao
pequeno numero de individuos que fizeram uso darmate verde, particularmente do grupo
NLP.
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Tabela 8- Efeito da ingestdo de erva-mate verde ou tostadacancentracbes de LDL-C,
HDL-C e Nao-HDL-C entre os participantes normolgnidcos ou dislipidémicos sem uso de
estatina.

Variacdo em Relacdo ao Basal (%)

Normolipidémicos Dislipidémicos
ApoOs 20 dias  Apo0s 40 dias Apos 20 dias Apos 40 dias

LDL-C
Erva-mate verde -19,7+10,3 -16,5+ 3,3 -8,3+2,6 0,8+29
(n=14) (n=14) (n =12) (n =9)
Erva-mate tostada -59+3,1 -55+4,0 -7,3+1,9 -11,4 + 2,0*
(n=11) (n=10) (n =36) (n=32)
HDL-C
Erva-mate verde 10,7 +5,2 0,3+3,4 10,5+4,2 0,3+5,2
(n=4) (n=4) (n=12) (n =9)
Erva-mate tostada 22140 2,726 5020 26+24
(n=11) (n=10) (n =36) (n=32)
Nao-HDL-C
Erva-mate verde -15,2+59 -13,7+24 -58+24 15+15
(n=14) (n=14) (n =12) (n =9)
Erva-mate tostada -19+3,1 -2,2+3,2 -59+15 -9,2+2,0*
(n=11) (n=10) (n =36) (n=32)

Os resultados estdo expressos como meédia *= err@gpad = numero de participantes; LDL-C = LDL-
colesterol; HDL-C = HDL-colesterol; Ndo-HDL-C = N&DL colesterol. *P < 0,05 comparado ao respectivo
periodo de tempo do grupo Dislipidémico que consuemnva-mate verde (ANOVA e teste complementar de
Tukey). Comparac¢8es entre Normolipidémicos e Ddimicos ndo foram significativas.

Foi levantada a hipotese de que o grau de hipasteotdemia dos individuos (com base
nos valores séricos de LDL-C) poderia influenciafeito hipocolesterolémico da erva-mate.
Assim, foi realizada analise de associacdo entreatises de LDL-C iniciais e a variacao
percentual provocada pela ingestdo das infustesvdemate verde ou tostada. A Figura 6
mostra que houve correlacdo significativa entrgadgres basais de LDL-C (mg/dL) e o grau
da variacdo déDL-C sérico provocada pela ingestdo de erva-matdesou tostada (dados

combinados) somente para os individuos normolipic@&s(r = 0,547; p = 0,002).
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Figura 6. Associacdo entre a concentracao sérica basdbeClLe a variacdo dos valores de LDL-C provocada
pela ingestdo das infusGes de erva-mate verdestadt (dados combinados), apés 20 e 40 dias, enidnds
normolipidémicos (A) ou dislipidémicos (B) (Correfo de Pearson).

5.4.2 Individuos Dislipidémicos em Uso de Estatin®LP-E)

A Figura 7 apresenta os resultados do efeito soimalé& erva-mate e de estatinas na
reducdo de LDL-C (A) e aumento do HDL-C (B) em widuos dislipidémicos em uso de
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estatinas hé cerca de seis meses. As estatinadosess diarias utilizadas foram sinvastatina
10 mg, atorvastatina 20 mg e lovastatina 40 mgefedobservar que o0 uso das estatinas
manteve os valores de LDL-C constantes duranteiodmebasal de 30 dias. O consumo de
erva-mate tostada pelos 17 voluntarios com disdipid, concomitante ao uso das estatinas,
promoveu diminuicdo média de 14,6 mg/dL de LDL-Guiealente a 10,8% (135,4 £ 15,1
mg/dL versus120,8 + 12,9 mg/dL; p = 0,009) ap6s 20 dias e bdyAdL (-12,4%) apols 40
dias (p = 0,04). Para o parametro HDL-C houve atonem 2,7 mg/dL, equivalente a 6,3%,
apos 40 dias (p = 0,006; Figura 7). Além dissopadicipantes deste grupo apresentaram
diminuicdo da relagdo LDL-C/HDL-C em 19,9 + 0,1%0ap10 dias (p < 0,01; dados nao
mostrados). Para os demais parametros do peftiidiqp como colesterol total, triglicerideos

e Nao-HDL-C, as alteracdes observadas nao foramfisggivas (resultados ndo mostrados).
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Figura 7. Efeito da ingestao por 20 e 40 dias de erva-matada em individuos com dislipidemia usuérios de
estatina (DLP-E; n=17) nos parametros LDL-C (A) BLHC (B). Os resultados estdo expressos em média +
erro-padrao. n= numero de participantes; LDL-C =Ltdolesterol; HDL-C = HDL-colesterol. *P < 0,05
comparado aos valores basais (sem consumo denayptaiti a média deles (ANOVA para Medidas Repetidas

teste complementar de Tukey).
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55 EFEITO DO CONSUMO DA INFUSAO DE ERVA-MATE NAS
APOLIPOPROTEINAS A-l E B-100

A Figura 8 mostra os resultados relativos ao efdgtongestao de infusdo de erva-mate
verde ou tostada (dados combinados) nas conceesraédicas da apolipoproteina B-100 (A)
e da relacdo Apo B/apo A-l (B) em voluntérios nolipidémicos (n=7) e dislipidémicos
(n=22). Devido ao alto custo dos reagentes e padoderumero de amostras foi diminuido de
forma aleatodria. Os individuos normolipidémicos @émesentaram alteracfes significativas
na concentracdo de apo B-100 ou na relacdo apm B¥dpapds 20 dias de consumo da
infusdo de erva-mate, entretanto, estes individivesam reducdo significativa da apo A-I
(187,7 £ 14,0 mg/dlversus180,6 £ 13,4 mg/dL; p = 0,03; dados ndo mostradosjinal
deste tempo. Por outro lado, os individuos compilidmia apresentaram diminuicdo da apo
B-100 (-6,0%; p < 0,05) e da relagdo apo B/apo (A614%; p < 0,05) apds 20 dias de
consumo de erva-mate verde ou tostada (Figura&).Hguve alteracdo significativa apos 40
dias de consumo da erva-mate nas concentracoegotipoaroteinas A-l1 ou B-100, assim

como na relacdo ApoB/apo A-l para ambos 0s grupos.
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Figura 8. Efeito da ingestdo de erva-mate verde ou tostaddo& combinados), durante 20 e 40 dias, nos
pardmetros Apo B-100 (A) e indice Apo B/apo A-l1 (Bjn individuos normolipidémicos (n = 7) ou
dislipidémicos (n = 22). Os resultados estdo egoeem meédia + erro-padrdo. n = nimero de partitéga
Apo B-100 = Apolipoproteina B-100; Apo B/apo A-relacéo apolipoproteina B/apolipoproteina A-l. *B,85
comparados aos respectivos valores basais (ANOVaAdadidas Repetidas e teste complementar de T.ukey)
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5.6 EFEITO DO CONSUMO DA INFUSAO DE ERVA-MATE NOS HMAIS
PARAMETROS LABORATORIAIS

Os resultados descritos na Tabela 9 mostram t efaiingestdo de erva-mate verde ou
tostada em varios parametros laboratoriais. A smatidividualizada em relacdo ao tipo de
erva-mate (verde ou tostada), ao género e aos grdpoestudo (normolipidémicos ou
dislipidémicos, usuarios ou ndo de estatina) nastnmo diferencas significativas e, dessa
forma, os dados foram combinados.

No inicio do estudo, todos os participantes aptesam valores de uréia, creatinina,
transaminases, fosfatase alcalina, gama-glutanahsterase, glicemia e parametros
hematolégicos dentro da faixa de valores de ref&érsegundo descricdo do fabricante
(KAPLAN; PESCE, 1996; LEE et al., 1998). O consupw 20 e 40 dias das infusdes de
erva-mate ndo provocou alteragbes significativasatiddade das enzimas hepaticas, da
creatinina e da glicose. Por outro lado, a ingestdoinfusdo de erva-mate diminuiu
significativamente os valores de uréia apos 20,8%0 p < 0,001) e 40 dias (-8,4%; p <
0,001). Em relacdo aos parametros hematologicogyestao por 20 e 40 dias de erva-mate
promoveu reducdo do hematdcrito em aproximadamk®és (p = 0,026) e aumento dos
leucécitos no sangue periférico (3,2%; p = 0,03@®)sa20 dias de ingestédo (Tabela 9).
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Tabela 9- Parametros bioquimicos e hematoldgicos antes e apigestdo da infusdo de
erva-mate verde ou tostada (dados combinados).

Periodo de Ingestédo da Infusdo de Erva-Mate

Parametros Laboratoriais Basal 20 dias Basal 40 dias
(n =80) (n=71)

Parametros Bioquimicos
AST (U/L) 22,1+0,9 21,8+1,0 21,8+0,9 22,180
ALT (U/L) 28,4+2,0 28,9122 26,2+1,8 27,5 02
FA (U/L) 126,7+9,7 1246+93 131,7+9,9 12999
GGT (U/L) 27,119 254 +£1,7 26,4+1,8 26,58 2
Uréia (mg/dL) 352+15 31,4+1,3* 355+1,7 B32,1,4*
Creatinina (mg/dL) 0,8 £ 0,02 0,8 +0,03 0,8+0,02 0,9+0,03
Glicose (mg/dL) 948+1,8 94,1+2,0 940+16 ,3062,2
Acido urico (mg/dL) 50+0,2 50+0,2 52+02 ,1%0,2

Parametros Hematoldgicos
Heméaceas (mil/mms3) 4,6 £0,05 4,6 £0,06 4,6 £0,06 4,6 + 0,06
Hemoglobina (g/dL) 13,7+ 0,2 13,6 £0,2 13,7+£0,2 13,6 £ 0,2
Hematécrito (%) 41,0+0,5 40,4+0,5* 41,1+0,6 0,4+0,6*
Leucécitos (X 18 mm3) 6,2+0,3 6,4 £0,3* 6,1+0,3 6,0+£0,2
Plaquetas (x 103/ mms3) 253,8+9,6 2556+9,1 PFHO 261,7+99

Os resultados estdo expressos como mgd@ro-padrdo. n = ndmero de participantes; AST pafsto
aminotransferase; ALT = Alanina aminotransferage=H-osfatase alcalina; GGT = gama-glutamil trarase.
*P < 0,05 comparado ao respectivo valor basal @@msumo de erva-mate; ANOVA para Medidas Repetidas

teste complementar de Tukey).
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5.7 EFEITO DO CONSUMO DA INFUSAO DE ERVA-MATE NOSAMRCADORES DE
ESTRESSE OXIDATIVO

5.7.1 Individuos Normolipidémicos ou Dislipidémicosem Uso de Estatina

5.7.1.1 Capacidade Antioxidante do Soro

Os resultados do efeito da ingestdo prolongadanfisdo de erva-mate, verde ou
tostada, na capacidade antioxidante do soro de ntéwlas normolipidémicos ou
dislipidémicos estdo representados na Tabela 1@ fd&iam encontradas diferengas
importantes em funcdo do tipo de erva-mate ingeedaassim, os resultados foram
combinados para erva-mate verde e tostada.

Os participantes normolipidémicos apresentaram atongda capacidade antioxidante
do soro em 20,7%, comparado ao valor mediano ke&sds, 20 dias de consumo de erva-mate
verde ou tostada. No entanto, esse aumento forapmarginalmente significativo (p = 0,07;
teste de FriedmanRepeated Measures ANOVA on Rangsovavelmente devido ao niumero
de individuos e/ou a grande dispersdo dos dadosn&sma forma, ndo houve diferenca
significativa na capacidade antioxidante apos 46 de ingestdo de erva-mate.

Por outro lado, os individuos dislipidémicos tivaraaumento significativo da
capacidade antioxidante do soro apés 20 dias deunum de erva-mate verde ou tostada

(25,6%; p < 0,001), mas sem diferenca significagipés 40 dias.

Tabela 10- Efeito da ingestdo por 20 e 40 dias da infusdersia-mate, verde ou tostada
(dados combinados), na capacidade antioxidanterdoigmol/L).

Periodo de Ingestédo da Infusdo de Erva-Mate

Basal 20 dias Basal 40 dias
Normolipidémicos
533,3 643,7 535,3 547,1
(444,5 - 808,6) (360,7 —1187,8) (444,5-808,6) (442,2—-715,9)
n=15 n=14

Dislipidémicos
599,2 + 13,0 752,4 + 28,5* 607,0+ 14,4 624,3 2224,
n =48 n=41

Os resultados esté@o expressos como média + err@gpad mediana (valor minimo-méximo). n = nimero de
participantes. *P < 0,001 comparado ao respectagal(ANOVA para Medidas Repetidas e teste compitane
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de Tukey). O valor basal (sem consumo de erva-neateg@sponde a média de trés determinagfes cormattde
de 15 dias.

5.7.1.2 Hidroperoxidos Lipidicos

A Tabela 11 mostra os resultados do efeito da tAggsrolongada de infusdo tlex
paraguariensis verde ou tostada (dados combinados) nas concéesragéricas de
hidroperéxidos lipidicos dos participantes normid@micos ou dislipidémicos. A ingestao de
infusdo de erva-mate ndo promoveu modificacdo faigtiva na concentracdo de
hidroperoxidos lipidicos nos individuos normolipitiéos. Por outro lado, os individuos
dislipidémicos apresentaram reducéo de aproximaaken3d% nos valores de hidroperoxidos
lipidicos (p < 0,01; Tabela 11) apds 20 dias destép das infusbes. Porém, esta diferenca
nao se manteve apo6s 40 dias.

Tabela 11- Efeito da ingestdo por 20 e 40 dias da infusdersia-mate, verde ou tostada
(dados combinados), na concentracdo sérica depleidngidos lipidicosymol/L).

Periodo de Ingestédo da Infusdo de Erva-Mate

Basal 20 dias Basal 40 dias
Normolipidémicos
3,1+£0,7 40+£1,3 3,1+£0,7 38+1,2
n=15 n=14
Dislipidémicos
3,8+0,6 25+0,3* 4,0+0,7 3,7+0,6
n =48 n=41

Os resultados estéo expressos como média + err@gpatd= ndmero de participantes. *P < 0,01 congmaen
respectivo basal (ANOVA para Medidas Repetidas steteomplementar de Tukey). O valor basal (sem
consumo de erva-mate) corresponde a média deetésrinacdes com intervalo de 15 dias.

5.7.1.3 Proteinas Carboniladas
A concentragdo plasmética de proteinas carboniladadificadas oxidativamente) ndo

sofreu alteracBes significativas apos a ingestatpgada de infusdo de erva-mate verde ou
tostada (dados combinados) pelos individuos dgsogrdLP ou DLP (Tabela 12).
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Tabela 12- Efeito da ingestdo por 20 e 40 dias da infusdersia-mate, verde ou tostada
(dados combinados), na concentragdo plasmaticeotimas carboniladagrfiol/mg).

Periodo de Ingestédo da Infusdo de Erva-Mate

Basal 20 dias Basal 40 dias
Normolipidémicos
1,2 +0,06 1,2 +0,06 1,1 £0,06 1,2 +£0,09
n=15 n=14
Dislipidémicos
11 11 11 11
(0,8-1,8) (0,6 —1,6) (0,8-1,8) (0,6 -1,7)
n =48 n=41

Os resultados esté@o expressos como média + err@egpad mediana (valor minimo-méximo). n = nimero de
participantes. Ndo houve diferenca estatistica (XN@ara Medidas Repetidas ou teste de FriedrRapeated
Measures ANOVA on RanksO valor basal (sem consumo de erva-mate) canelp a média de trés
determina¢cBes com intervalo de 15 dias.

5.7.1.4 Glutationa Reduzida Sanguinea

A concentracdo de glutationa reduzida sanguineaatiom significativamente apos 40

dias de ingestdo de erva-mate verde ou tostadaogdadmbinados) pelos individuos

normolipidémicos em relacédo ao valor médio bas@4(inmol/Lvs 1,49 mmol/L; p = 0,03).

De forma semelhante, os individuos dislipidémicpeesentaram elevacao significativa de

7,5% em relag&o ao valor mediano basal (¥$5847 mmol/L; p = 0,03; Tabela 13).
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Tabela 13- Efeito da ingestdo por 20 e 40 dias da infusdersia-mate, verde ou tostada
(dados combinados), na concentracdo de glutateshaida sanguinea (mmol/L).

Periodo de Ingestédo da Infusdo de Erva-Mate

Basal 20 dias Basal 40 dias
Normolipidémicos
1,47 £0,17 1,64 £0,14 1,49 +£0,18 1,94 £0,27*
n=15 n=14
Dislipidémicos
1,46 1,53 1,47 1,58**
(0,74-2,89) (0,62 —2,75) (0,77 — 2,89) (0,72 - 3,33)
n =48 n=41

Os resultados esté@o expressos como média + err@gpad mediana (valor minimo-méximo). n = nimero de
participantes. *P = 0,03 comparado ao respectiviorvhasal (ANOVA para Medidas Repetidas e teste
complementar de Tukey); *P= 0,03 comparado ao eettyo valor basal (Teste de FriednfRepeated
Measures ANOVA on RanksO valor basal (sem consumo de erva-mate) canelp a média de trés
determina¢cBes com intervalo de 15 dias.

5.7.1.5 Atividade Sérica da Enzima Paroxonase

A Tabela 14 mostra os resultados do efeito da tAgede infusdo de erva-mate tostada
na atividade arilesterase da enzima paroxonas@nmwode individuos normolipidémicos ou
dislipidémicos. A ingestdo de erva-mate tostadapreu elevacédo nao significativa de 7,5 e
9,1% nos individuos normolipidémicos e de 5,5 &bnbs individuos dislipidémicos apos 20
e 40 dias, respectivamente. A erva-mate verde htent, ndo modificou a atividade sérica
da enzima paroxonase (Tabela 15).
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Tabela 14-Efeito da ingestdo por 20 e 40 dias da infusderda-mate tostada na atividade
sérica da paroxonase (U/mL).

Periodo de Ingestédo da Infusdo de Erva-Mate

Basal 20 dias Basal 40 dias
Normolipidémicos
113,7 122,2 115,7 126,2
(77,9-1549) (67,0-189,2) (77,9 - 154,9) (A183,9)
n=11 n=10
Dislipidémicos
114,7 121,0 119,0 125,4
(45,2-193,1) (67,0-267,8) (45,2-193,1) (54,5-236,7)
n =36 n=32

Os resultados estéo expressos como mediana (valoneamaximo). n = ndmero de participantes. Naovieou
diferenca estatistica (teste de Friedm&epeated Measures ANOVA on Ran&svalor basal (sem conumo de
erva-mate) corresponde a média de trés determisnapde intervalo de 15 dias.

Tabela 15-Efeito da ingestdo por 20 e 40 dias da infusderda-mate verde na atividade
sérica da paroxonase (U/mL).

Periodo de Ingestédo da Infusdo de Erva-Mate

Basal 20 dias Basal 40 dias
Normolipidémicos
158,0 140,0 158,0 123,5
(130,0 - 186,1) (112,9-167,1) (130,0-186,1130,0—161,9)
n=4 n=4
Dislipidémicos
144 .4 137,3 143,2 144,0
(105,9 —200,9) (105,4 —216,5) (105,9 —186,3) (108,5-179,9)
n=12 n=9

Os resultados estédo expressos como mediana (valimoamaximo). n = nimero de participantes do estud
Nao houve diferenca estatistica (teste de Wilcokmrmolipidémicos) ou teste de FriedmanRepeated
Measures ANOVA on Ranldislipidémicos)). O valor basal (sem consumo d&-enate) corresponde a média
de trés determinacdes com intervalo de 15 dias.

A andlise individualizada da variacdo da atividddgparoxonase em relagdo ao periodo

basal mostrou que o numero de individuos do grup® Nue apresentou aumento na
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atividade da paroxonase foi semelhante aqueleayeediminuicdo desta atividade ao final de
20 e 40 dias de consumo de infusdo de erva-majaréD). Por outro lado, 23 individuos do
grupo DLP apresentaram elevacédo na atividade danarem aproximadamente 26 e 22%,
apos 20 e 40 dias da ingestdo de erva-mate, ragpeente, enquanto que 19 individuos
tiveram reducdo de aproximadamente 11% apds 20edidS participantes apresentaram
reducdo de 16% apos 40 dias (Figura 9).

Normolipidémicos Dislipidémicos

40
n=7
30 +

n=23
n=23
4
20 -
Z 104
10 4
- n=19
n=5 n=15

@ Apds 20 dias
O Apds 40 dias

Atividade Sérica da PON-1
% do valor hasal
()

-30 4
re4

40

Tempo de Ingestiio de Erva-mate

Figura 9. Variacdo percentual da atividade sérica da pars®iPON-1) apds a
ingestao por 20 e 40 dias de erva-mate, verde stada (dados combinados), por
individuos normolipidémicos ou dislipidémicos. @sultados estdo expressos em
média + erro-padrdo. n = niumero de participantes.

5.7.2 Individuos Dislipidémicos em Uso de Estatin®LP-E)

Os resultados do efeito do consumo de erva-matada pelos individuos com
dislipidemia e usuarios de estatina estdo repradestnas Figuras 10 e 11. A ingestdo da
infusdo de erva-mate promoveu elevacdo n&o sigtife&c nos marcadores de protecéo
antioxidante, como por exemplo, aproximadamente 12% da capacidade antioxidante do
soro, apos 20 e 40 dias, respectivamente (Figuky; Himentou cerca de 7% os valores de
GSH apéds 20 dias (FiguralOB); e elevou a atividatea da PON-1 em 6,3% ap6s 20 dias
(Figura 10C). Além disso, a ingestdo de erva-maieindiu a concentracdo sérica de
hidroperéxidos lipidicos em aproximadamente 8% &os 40 dias (Figura 11A), porém sem
diferenca significativa, e ndo modificou a concagdio plasmatica de proteinas carboniladas
(Figura 11B).
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Figura 10. Efeito da ingestéo por 20 e 40 dias de erva-matada por voluntarios com dislipidemia usuarios de
estatina (DLP-E) nos parametros do estresse oxidaffd) Capacidade antioxidante do soro; (B) Giotad
reduzida (GSH) sanguinea; (C) Atividade séricartanea paroxonase (PON-1). Os resultados estdo ssque
em média * erro-padrdo. n = nimero de participaMés houve diferenca estatistica (ANOVA para Madid
Repetidas). O valor basal (sem consumo de ervarmateesponde a média de trés determinacdes cenvatd

de 15 dias.
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Figura 11. Efeito da ingesté@o por 20 e 40 dias de erva-matada por voluntarios com dislipidemia usuarios de
estatina (DLP-E) nos parametros do estresse oxidg#) Hidroperdxidos lipidicos; (B) Proteina cartilada.

Os resultados estdo expressos em média = erroepadrd ndmero de participantes. Nao houve diferenca
estatistica (ANOVA para Medidas Repetidas). O valsal (sem consumo de erva-mate) corresponde ia méd
de trés determinacdes com intervalo de 15 dias.

5.8 EFEITO DO CONSUMO DE INFUSAO DE ERVA-MATE NOSARCADORES DE
INFLAMACAO

5.8.1 Individuos Normolipidémicos ou Dislipidémicosem Uso de Estatina

5.8.1.1 PCR-us

Para a andlise da PCR-us, foram excluidos oscipamies fumantes, mulheres sob
terapia de reposicdo hormonal, uso de anti-inflaneg, ou aqueles que apresentaram
infec¢des ou inflamagdes (RIDKER, 2001). ApGs 4isdie consumo de erva-mate verde ou

tostada (resultados combinados), os individuos alipidémicos apresentaram diminui¢do
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média de aproximadamente 28%, em relacdo ao segecte® valor basal (0,68 + 0y30,94
+ 0,4 mg/L), porém essa diferenca néo foi signifiea(Tabela 16).

Para os individuos com dislipidemia, a ingesti®ma-mate verde ou tostada (dados
combinados) diminuiu a concentracdo de PCR-us &% 4pos 20 dias, ao passo que, ao
final de 40 dias, elevou em 8,2% a concentracadarddito, ambos, porém, de forma néo
significativa (Tabela 16). Analisando-se separaddene efeito dos dois tipos de erva-mate,
observou-se que os participantes do grupo DLP mgeriram erva-mate verde apresentaram
diminuicao néo significativa da PCR-us de 10,1989@; 0,5 mg/dLvs0,99 £ 0,2 mg/L) apos
20 dias, em relagdo ao basal, e de 21,2% ap06sad(ddi consumo (0,63 £+ w2 0,8 £ 0,1
mg/L; p > 0,05; resultados ndo mostrados). Os idds dislipidémicos que ingeriram erva-
mate tostada, por sua vez, apresentaram diminde&2% apos 20 dias (0,91 + 0,1 mygd.
0,94 + 0,1 mg/L), e elevacao de 14,8% (1,01 £+ Og2Lnvs 0,88 + 0,2 mg/L) apds 40 dias,

ambas néao significativas (resultados ndo mostrados)

Tabela 16- Efeito da ingestdo por 20 e 40 dias da infusderda-mate, verde ou tostada
(dados combinados), na PCR-us sérica (mg/L) devish@ds normolipidémicos ou
dislipidémicos sem uso de estatina.

Periodo de Ingestédo da Infusdo de Erva-Mate

Basal 20 dias Basal 40 dias

Normolipidémicos 0,53+0,1 0,56 £0,2 0,94+04 0,68+0,3
(n=15) (n=6)

Dislipidémicos 0,95+0,11 091+0,10 0,85+0,12 0,92+0,12
(n=31) (n =23)

Os resultados estdo expressos como média + err@gat= nimero de participantes do estudo, dedacmom

as recomendacfes da Il Diretriz de Dislipidemi®revencdo da Aterosclerose (RIDKER, 2001); PCR-us =
Proteina C reativa quantificada por método ultrsssel. Ndo houve diferenca estatistica em relagdwalor
basal (testet pareado de Student para os normolipidémicos e ANQ@dra Medidas Repetidas para os
dislipidémicos). O valor basal (sem consumo de -erate) corresponde & média de trés determinag@as co
intervalo de 15 dias.

5.8.1.2 Fibrinogénio

A ingestdo de erva-mate verde ou tostada (remiltadmbinados) promoveu reducdes
de aproximadamente 12% (p = 0,001) e 7% (p = 0,088) concentracdes plasmaticas de
fibrinogénio dos individuos normolipidémicos, ap@0 e 40 dias de consumo,
respectivamente (Fig. 12). No grupo DLP, apenamdisiduos que consumiram erva-mate

verde (n = 12) apresentaram diminuicdo signifieatida concentracdo plasmatica de
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fibrinogénio apds 20 dias de ingestdo da infus&8,(B+ 25,1vs 401,7 + 22,3 mg/dL; p <
0,05). A ingestéo de erva-mate tostada ndo prommacao expressiva do fibrinogénio nos

individuos deste grupo (Tabela 17).

420
~ 400 4
=
B
£ 380 4
= -11,7% - 6,6%
= n=12 z n=12
E 360 [
-T1]
=
B 340
-
=
M 300

300

Basal 20 dias Basal 40 dias

Figura 12. Efeito da ingestdo por 20 e 40 dias de erva-mate,
verde ou tostada (dados combinados), nas concéesag
plasméticas de fibrinogénio de individuos normdignicos. Os
resultados estdo expressos em média + erro-patdrdmimero

de participantes. *P < 0,05 comparado ao respedbasal
(ANOVA para Medidas Repetidas e teste complemedtar
Tukey). O valor basal (sem consumo de erva-mateggoonde

a média de trés determinac@es com intervalo deaks d

Tabela 17-Efeito da ingestdo por 20 e 40 dias da infusderda-mate verde ou tostada nas
concentracoes plasmaticas de fibrinogénio (mg/ad_)ndividuos dislipidémicos sem uso de
estatina.

Periodo de Ingestédo da Infusdo de Erva-Mate

Basal 20 dias Basal 40 dias
Verde
401,7 £ 22,3 368,0 £ 25,1* 383,4+21,7 361,9 823
n=12 n=9
Tostada

333,9+11,8 326,3+11,5 332,8+12,7 334,1 414,
n=35 n=30

Os resultados estdo expressos como média + erréepad= numero de participantes. *P < 0,05 comjiaen
respectivo basal (ANOVA para Medidas Repetidas steteomplementar de Tukey). O valor basal (sem
consumo de erva-mate) corresponde a média deetésrinacdes com intervalo de 15 dias.
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5.8.2 Individuos Dislipidémicos em Uso de Estatin®LP-E)

A ingestdo de infusdo de erva-mate tostada powiohabs dislipidémicos em uso de
estatina promoveu reducdo nao significativa, dexapradamente 30,6%, na concentracéo
sérica de PCR-us somente apoés 40 dias, em relagZaa mediano basal (0,5 mgvs 0,72
mg/L) e ndo modificou expressivamente os valoreffbd@ogénio (Tabela 18).

Tabela 18-Efeito da ingestdo por 20 e 40 dias de infusderda-mate tostada nos valores de
PCR-us e fibrinogénio de individuos dislipidémicssiarios de estatina.

Periodo de Ingestédo da Infusdo de Erva-Mate

Basal 20 dias Basal 40 dias
PCR-us 0,63 0,63 0,72 0,5
(mg/L) (0,3-0,8) (0,5-1,1) (0,4-0,8) (0,5-0,9)
n=5 n=4

Fibrinogénio 370,5+215 352,7 £19,3 370,0£23,1 379,1 425,
(mg/dL) n=15 n=14

Os resultados estdo expressos como média + errdgpaal mediana (valor minimo — valor maximo). n =
numero de participantes; PCR-us = Proteina C meajivantificada por método ultra-sensivel. Ndo houve
diferenca estatistica ( teste de Wilcoxon (PCReusANOVA para Medidas Repetidas (Fibrinogénio))valor
basal (sem consumo de erva-mate) corresponde a ohediés determinacdes com intervalo de 15 dias.



DISCUSSAO



Discussa@6

6 DISCUSSAO

Segundo informacgdes ddational Cholesterol Education Progra(MCEP, 2002), antes
de iniciar o tratamento medicamentoso em individom® hipercolesterolemia moderada,
recomenda-se 0 uso de opcdes terapéuticas nacctdégiaas para a diminuicdo plasmatica
do LDL-C, especificamente fibras viscosas e edleside plantas. Assim, é crescente 0
interesse em tratamentos para reduzir a hipereotdsinia, ou prevenir o aumento do
colesterol no plasma, e diminuir o estresse oxidaparticularmente através de mudanca de
estilo de vida, priorizando uma alimentacdo saudéve utilizacdo de produtos de origem
alimentar ricos em vitaminas E e C, fitosteréiayvd@inéides e outros compostos fendlicos
(GIGLEUX et al., 2007).

Em nosso meio, uma bebida rica em compostos fasoécamplamente consumida por
uma parcela significativa da populacéo de alguisepala América do Sul é a erva-méex(
paraguariensis Especula-se que o elevado consumo de chimaejaoascausa da relativa
baixa incidéncia de doencas cardiovasculares nalggim do Rio Grande do Sul (BRASIL,
2008) e do Uruguai (FERREIRA et al., 1997), apaekamgrande ingestdo de dieta rica em
gordura saturada e colesterol. Os possiveis magagidioquimicos sugeridos para esse
potencial efeito anti-aterosclerético da erva-magfio o efeito antioxidante,
hipocolesterolémico e vasorelaxante. De fato, al@conhecida atividade antioxidarite
vitro da erva-mate, o@x vivo apOs a ingestdo aguda de mate por individuos geisda
(GUGLIUCCI, 1996; SILVA et al., 2008), alguns esbtgdn vitro e em animais mostraram
uma propriedade hipocolesterolémica (FERREIRA et H)97; GORZALCZANY et al.,
2001; HAN et al., 2005; PAGANINI STEIN et al., 2Q0BANG; CHOI; PARK, 2008) e
vasorelaxante do extrato aquoso de erva-mate (FHldtlal., 2006; FELLIPI; RIBEIRO DO
VALE; SILVA, 2005; MUCCILLO BAISH; JOHNSTON; PAGANMNI STEIN, 1998;
PAGANINI STEIN et al., 2005; SCHINELLA; FANTINELLIMOSCA, 2005). No entanto,
até o presente momento, ndo existem estudos mastranefeito hipocolesterolémico e
antioxidante em seres humanos apos a ingestaageala de infusdo de erva-mate. Assim, 0
objetivo do presente trabalho foi verificar o paiah hipocolesterolémico, antioxidante e
anti-inflamatério de infusdes de erva-mate, vendéostada, em individuos normolipidémicos
(NLP) ou dislipidémicos (DLP), classificados laktoréalmente segundo os critérios da IV
Diretriz Brasileira de Dislipidemia e Aterosclero$8POSITO, 2007). Além disso, foi
averiguado o possivel efeito sinergistico do usoecomitante da erva-mate tostada e de

estatinas, farmacos hipocolesterolemiantes.
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Os resultados do presente estudo mostraram qugeatdo por 20 e 40 dias de erva-
mate melhorou os parametros do perfil lipidico paa maioria dos individuos
normolipidémicos e dislipidémicos avaliados. Apésamsumo diario de aproximadamente
um litro de infusdo de erva-mate (resultados coadns para erva-mate verde e tostada)
pelos participantes normolipidémicos durante 2@® alids, foi observada diminuicdo média
de LDL-C de 9,9 mg/dL e 8,3 mg/dL, respectivameptele 11,8 e 8,7% na relagdo LDL-
C/HDL-C, respectivamente (p < 0,05). Para essesividubs normolipidémicos,
aparentemente a erva-mate verde foi mais efetieaogmate tostado, chegando a promover
uma diminui¢céo de 17,5 mg/dL de LDL-C (-16,4%; p,619), de 16,7 mg/dL de CT (-9,0%;
p = 0,016), de 16,8 mg/dL (-13,8%) de Nao-HDL-C=(9,017) e diminuicdo de 16,4% na
relacdo LDL-C/HDL-C ap6s 40 dias de consumo (Tal®laenquanto o mate tostado
diminuiu a concentracédo de LDL-C em 4,7 mg/dL (-)4%e CT em apenas 0,1 mg/dL, de
N&o-HDL-C em 1,7 mg/dL (- 1,3%) e da relagdo LDIHOL-C em 5,8% ao final deste
tempo (Tabela 7). No entanto, essas diferencas ergfeito da erva-mate verde e tostada nao
foram significativas devido ao pequeno numero déviduos no grupo NLP que consumiram
erva-mate verde (Tabela 8). A erva-mate verde tamtm®vocou uma elevacao significativa
nos valores séricos de TG de, em média, 25 mg/AR¥3) apos 20 dias de consumo. Porém,
a concentracao seérica deste lipideo voltou a smalmar apds 40 dias de ingestédo da erva-
mate. Este efeito pode ser explicado pela ndo whs®p do tempo minimo e maximo de
jejum pelos participantes. O retorno dos valoresigkcerideos a concentracdo basal apos 40
dias de consumo da erva-mate indica auséncia @o dfe erva-mat@er seneste parametro
bioquimico.

Apesar da erva-mate tostada ndo ter promovido, édianmelhora no perfil lipidico
dos individuos normolipidémicos, uma andlise imdlal mostrou que a maioria dos
participantes apresentaram reducdes de 11,3 mg/dLl8) e 12,3 mg/dL (n = 7) de LDL-C,
apos 20 e 40 dias de consumo, respectivamentecterm aumento de 7,4 mg/dL (n=7) e
5,4 mg/dL (n = 6) de HDL-C, ao final destes temf2sssa maneira, 0s resultados indicaram
que a ingestdo de erva-mate, verde ou tostada,oreltas variaveis do perfil lipidico,
inclusive para individuos que ja apresentavam ealalesejaveis dos lipideos séricos. Vale
salientar que 66,7% desses individuos apresentsarino familiar de DAC (Tabela 2) e que,
portanto, possuem algum fator genético que acaemtaisco para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares. Dessa forma, os ressiladgerem que a ingestdo de infusdo de
erva-mate podera, em longo prazo, prevenir o s@ngionda hipercolesterolemia. Além disso,

é interessante observar que para estes individuyosrcentual de variagdo do LDL-C apoés o
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consumo de erva-mate verde ou tostada (dados cadds)h foi, pelo menos em parte,
dependente da concentracdo basal sérica de LDL=0B47; p < 0,05), sugerindo que
aqueles individuos que tiveram maior resposta a-erate devem apresentar elevada
absorcéo de colesterol, a qual foi inibida pelaaenate. Outros estudos realizados com
diferentes produtos vegetais mostraram resultagioglbantes aos nossos. Baba et al. (2007)
relataram que a administracdo diaria de infusGesadau por um periodo de quatro semanas
melhorou os parametros do perfil lipidico em indivds com valores normais ou levemente
alterados dos lipideos séricos. Além disso, MerziDw et al. (2000) ja haviam demonstrado
que a isoflavona de soja promoveu alteracdes loaséfios valores de LDL-C de mulheres
normocolesterolémicas em periodo pré-menopausa,acdiminuicdo do analito numa faixa
de 7,6-10% ap0ds o tratamento.

Nos individuos dislipidémicos, a ingestdo das idéssde erva-mate verde ou tostada
(resultados combinados), durante 20 e 40 dias, @remdiminui¢cdes significativas de CT
(8,9 mg/dL e 11,9 mg/dL), de LDL-C (12,6 mg/dL e, A4ng/dL), de N&o-HDL-C (11,5
mg/dL e 12,8 mg/dL) e da relacdo LDL-C/HDL-C (12,58010,4%), respectivamente, e
aumento de HDL-C de 2,6 mg/dL apés 20 dias (p §;0l@bela 5 e Figura 5B). Novamente,
diferencas foram encontradas em funcédo do tiporgsereate ingeridaPorém, ao contrario
dos achados anteriores em que foi observada umenéganelhor acdo da erva-mate verde
nos individuos normolipidémicos, nos participantles grupo DLP a erva-mate tostada
apresentou efeito significativamente mais proloogaa diminuicdo de LDL-C do que a erva-
mate verde (Tabela 8). Por exemplo, os individusbp@lémicos que consumiram o mate
tostado tiveram diminui¢des significativas de LDLd€ 12,0 mg/dL (-7,6%) e 19,3 mg/dL (-
12,2%) ap6s 20 e 40 dias, respectivamente (p < d.@8bela 7), em comparagcdo com 0S
individuos que ingeriram o mate verde, os quaistra@n diminuicdo de -14,8 mg/dL (-
9,3%) nos valores de LDL-C apos 20 dias, mas neahaltaeracéo significativa apos 40 dias
(Tabela 6). Para explicar esses resultadossideramos a possibilidade de uma diminuicé&o
na dose de ingestao da erva-mate verde ao longstddo, tendo em vista o seu forte sabor
amargo, particularmente para individuos que nacce@sumidores usuais de chimarrdo. De
qualquer maneira, as comparacdes entre os dosdgperva-mate, verde e tostada, tanto para
individuos dislipidémicos como normolipidémicos, reem ser interpretadas com cautela
devido ao pequeno numero de participantes que ooresm erva-mate verde e, neste
momento, podem ser consideradas inconclusivas, ssiteredo, portanto, de estudos

adicionais.
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Conforme ja mencionado, ndo existem resultadosteratura de estudos semelhantes
com a erva-mate em seres humanos. Porém, o pateludiminuicdo do LDL-C aqui
apresentado esta de acordo com os achados de estuol®s realizados com infusdes ricas
em polifendis, como cha preto e cha ver@arellia sinensis em individuos com controle
alimentar e por um periodo de trés ou quatro sesn@AVIES et al., 2003; KONO et al.,
1992; STENSVOLD et al., 1992). Resultados antesiole nosso laboratério mostraram que a
administracdo de extrato aquoso de erva-mate malaas normolipidémicos reduziu, em
média, 30% do colesterol total, poréem sem diferagtatistica, devido, provavelmente, ao
pequeno numero de animais (MOSIMANN; WILHELM FILHGBILVA, 2006). Outros
autores ja demonstraram que a erva-mate reduzilesterol sérico e triglicerideos em ratos
alimentados com dieta hiperlipidémica (PAGANINI SNEet al., 2005) e que promoveu a
diminuicdo da fracdo VLDL-LDL em ratos obesos (PANGHOI; PARK, 2008). Os
resultados do presente estudo, porém, ndo demmmstrefeito significativo da ingestéo
prolongada de erva-mate nas concentragfes sérieasriglicerideos, semelhante aos
resultados observados apés o consumo de diferextiedos vegetais ou chas preto e verde
(GUIMARAES et al., 2000; MARON et al. 2003; TOKUNAGet al., 2002; WANGEN et
al., 2001).

Segundo oNational Cholesterol Education ProgranfNCEP, 1994), para cada
diminuicdo de 1% na concentracdo de colesteroll,tata risco para as doencas
cardiovasculares diminui em média 2%. Assim, coseb@ diminuicdo de 4,4% (média dos
resultados apés 20 e 40 dias) de colesterol totabro dos participantes com dislipidemia, é
possivel extrapolar uma diminui¢do do risco de daerardiovascular de aproximadamente
9%, quando trés copos diarios de infusdo de enta-redo incluidos na dieta destes
individuos que apresentam um importante fator sleore que possuem (em média 70,8%)
historico familiar de antecedentes com DAC (Tal2¢la

Diminuicdo de aproximadamente 13,5 mg/dL (médiardssitados apos 20 e 40 dias)
foi observada para o LDL-C apds a ingestdo de mwai@ por individuos dislipidémicos
(Tabela 5). Esses resultados séo ligeiramenteisoper diminuicdo de 9,9 mg/dL de LDL-C
apos o uso de cha preto em individuos com hipesiotdemia moderada (DAVIES et al.,
2003) ou a diminuicdo de 8 mg/dL apos a ingestadalde isoflavona de soja por mulheres
moderadamente hipercolesterolémicas (WANGEN e2@01}).

De acordo com as recomendacdes de estratégias paducédo do LDL-C dOICEP
Adult Treatment Panel llisugere-se que para cada diminuicdo de 30 mg/dLioC
sérico, o risco relativo de DAC é reduzido em 3@RUNDY et al., 2004; NCEP, 2001). No
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presente estudo, demonstramos que as infusdevalenate verde ou tostada diminuiram a
concentracdo de LDL-C, em média, 13,5 mg/dL nosigieantes dislipidémicos (valores
meédios das duas determinacgdes, apos 20 e 40 damdemo) (Tabela 5) e, dessa forma, a
reducao do risco para a doenca podera ser de afadamente 14% para estes individuos.

Um possivel mecanismo para o efeito de a erva-redigzir a concentracdo plasmética
de colesterol total e do LDL-C é atraves da dingaaida absorgéo intestinal de colesterol,
atribuido a presenca de saponinadleba paraguariensigTAKETA et al., 2004). O extrato
aquoso de erva-mate, bem como as suas saponinadasoformaram complexos com o
acido cdlicoin vitro (FERREIRA et al., 1997), sugerindo a possibilidat#e inibicdo da
absorcdo do colesterol no intestino que dependécttos biliares para a formacdo das
micelas mistas. O conteudo de saponinas na infisdova-mate verde utilizadas em nosso
estudo foi de 0,394 mg/mL, similar aos valores ¢d&b Ong/mL de saponinas no extrato
aquoso de erva-mate verde relatados por Gnoatten&el e Bassani (2005), e de 0,152
mg/mL na erva-mate tostada (Tabela 1). Considergndas participantes consumiram cerca
de um litro de infusdo de erva-mate verde ou taespat dia, a ingestdo diaria aproximada de
saponinas foi de 400 mg e 150 mg, respectivamépisar do menor conteudo de saponinas
na erva-mate tostada em comparagcéo com a ervaveraie e considerando a efetividade do
mate tostado na diminuicdo do LDL-C, é plausivetditar que 150 mg diarias de saponinas
sejam suficientes para este efeito, ou que nataediferenca no efeito dose-reposta para esta
faixa de concentracdo de saponina. Em individupsrbolesterolémicos, a ingestdo de 3
g/dia de saponina sintética, durante duas semdimaisiuiu a absorcéo intestinal de colesterol
e aumentou a excrecdo fecal de esterdis neutnodp teomo consequéncia a diminuicao
significativa da concentracao de LDL-C em 13% (HARRt al., 1997).

As saponinas sdo encontradas numa variedade daglafém da erva-mate, e podem
ser consideradas uma classe de inibidores namasbsorcdo de colesterol. Realmente, os
resultados de varios estudos em modelos animais geees humanos tém demonstrado que
extratos ou espécies vegetais ricas em saponimasesponsaveis pelo efeito redutor das
concentracdes seéricas de colesterol total e LDke€igado por SCHENKEL; GOSMANN;
ATHAYDE, 2004). A administracdo de dieta enriquecidom saponinas para macacos
(Macaca fascicularis promoveu o aumento da excrecéo fecal de saerdslie diminuiu o
colesterol total sérico (MALINOW et al., 1981). R#ados similares foram descritos por
outros pesquisadores sobre o efeito de espéciesaiegicas em saponinas no perfil lipidico.
Por exemplo, Guimaraes et al. (2000) demonstraraa diminuicdo de 13% nos valores de

LDL-C em individuos que consumiram extrato de heliy que contém saponinas, durante
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cinco semanadnfelizmente, os autores ndo mencionaram a coragidrde saponina no
extrato de berinjela ou quanto de saponina foiridgepelos participantes.

Outro fator de risco para o desenvolvimento dabatderose € a concentracdo diminuida
de HDL. Através do transporte reverso do colesterdiDL retira o colesterol das artérias
transportando-o até o figado onde o colesterolpéada seletivamente pelos receptores SR-
Bl (scavenger receptors, class B typg du através da captacdo das lipoproteinas
remanescentes (IDL e remanescentes de quilomicopres)recebem o colesterol da HDL
através da CETRljolesteryl-ester transfer protgifrevisado por LIMA; COUTO, 2006). A
HDL também tem outras acdes que contribuem pareot@gdio contra a aterogénese, tais
como a remocao e reducdo de lipideos oxidados da(kfeito antioxidante), inibicdo da
sintese de moléculas de adesao e consequenteligagiondcitos ao endotélio (efeito anti-
inflamataorio), e estimulacéo da liberacdo de oxi@tdco (efeito vasorelaxantéevisado por
SPOSITO, 2007). Nossos resultados mostraram qogestéo de erva-mate verde ou tostada
aumentou de forma significativa a concentracdocaéde HDL-C pelos individuos com
dislipidemia em 2,6 mg/dL (5,4% (p < 0,05; resuiteccombinados da erva-mate verde e
tostada), ap0s 20 dias de tratamento (Tabela 5 gerdi5B). Para os individuos
normolipidémicos, houve elevacdo de 2,6 mg/dL (3,8%s valores de HDL-C, porém sem
diferenca estatistica em relagdo aos valores bgsassivelmente, pela maior variagdo dos
dados e/ou menor nimero de participantes. Novameatacordo com as recomendacdes de
estratégias para a diminuicdo do HDL-C sérictN@EP Adult Treatment Panel lide 2001,

o aumento de 1 mg/dL do HDL-C reduz o risco de dasncardiovasculares em 3%
(GORDON et al., 1989) e, dessa maneira, os paattgs dislipidémicos no presente estudo
apresentaram diminuicao do risco para a doengapdeximadamente, 8%.

O mecanismo pelo qual a erva-mate promaugunento do HDL-C néo esta esclarecido.
Quando existe aumento concomitante da apo A-l, retgge um aumento na producao
hepética de particulas nascentes de HDL (SCHAEFERI.£1999). No entanto, nossos
resultados ndo mostraram aumentos importantes @staa apolipoproteina (dados nao
mostrados) e, dessa maneira, outro possivel mewangode ser pela diminuicdo do
catabolismo da HDL. De qualquer maneira, estudosicacis deverdo ser realizados para
esclarecer o(s) mecanismo(s) bioquimico(s) da efevalo HDL-C provocada pela erva-
mate. E importante salientar que outros extratgstegs que mostraram potencial de diminuir
o colesterol total e o LDL-C em seres humanos, comohas verde e preto (DAVIES et al.,
2003), a berinjela (GUIMARAES et al., 2000) e asflavonas de soja (WANGEN et al.,
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2001), ndo foram efetivos em aumentar o HDL-C, almyrando, assim, a importancia da
erva-mate para a melhoria dos parametros do ppfélico.

O desenvolvimento de farmacos hipolipemiantes, c@wnoestatinas (inibidores da
enzima HMG-CoA redutase), foi um grande avanco papaatica clinica, considerando que
esta classe de medicamentos possui efeitos farégaons mdaltiplos e que resulta numa
potente diminuicdo do LDL-C e na prevencdo do pmsceaterosclerético (CHONG;
BACHENHEIMER, 2000). No presente trabalho, formuteara hipotese de um potencial
efeito sinergistico da erva-mate com as estati@asiminuicdo do LDL-C. Os resultados
demonstraram que 0 consumo concomitante de enaosthda e estatina pelos individuos
com hipercolesterolemia, os quais mantinham osreslale LDL-C estaveis, promoveu
diminuicdo adicional e significativa de LDL-C de,&4mg/dL (-10,8%) e 18,6 mg/dL (-
12,4%) apos 20 e 40 dias, respectivamente, e éewide HDL-C de 2,7 mg/dL apo6s 40 dias
(p=0,006). Para comparacdo, em pacientes sob watamcom estatinas que tiveram
diminuicdo do LDL-C em 27%, a duplicagédo da dosestatina promove reducao adicional
de LDL-C de apenas 7% (ROBERTS, 1997). Dessa foomaossos resultados indicaram o
efeito somatério (sinergistico) da erva-mate conestatinas na diminuicdo do colesterol
plasmatico, sugerindo, assim, que e a erva-mate pedum potencial adjuvante terapéutico
para a reducdo de LDL-C em individuos sob tratameain estatina. Além disso, 0S nossos
achados podem assumir grande relevancia clinicbuegdo da possibilidade de diminuicdo
da dose de estatinas, diminuindo, assim, os seit®sfcolaterais, como a hepatoxicidade
(BERTOLAMI, 2005) e também a rabdomidlise, quandestatina € associada aos fibratos
(BROWN, 2008).

O efeito sinergistico da erva-mate com as estafiode ser explicado com base nos
diferentes mecanismos bioquimicos da acdo hipdeotd8mica desses componentes.
Enquanto as estatinas diminuem a sintese do aalkstelogeno por inibicdo competitiva da
enzima HMG-CoA redutase, aumentando a sintese etmptores celulares para a LDL e
levando a maior captagéo dessa lipoproteina donpldsevisado por STEINBERG, 2006), a
erva-mate diminui o colesterol plasmatico (paracoiente o LDL-C) pela provavel inibicao
da absorcéo do colesterol intestinal através da ded&uas saponinas constituintes, as quais,
conforme ja comentado, formam complexos com oslshéses e colesterol, impedindo
vitro a formacao das micelas mistas (FERREIRA et aB7)19A diminuicdo da absorcéo de
colesterol promove a formacdo de quilomicrons nstmo com menor contetdo de
colesterol e consequente liberacdo de quantidademnes de colesterol ao figado, o qual

sintetiza menor numero de particulas de VLDL, camseqiente formagdo diminuida de
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LDL (GAGNE et al., 2002). Esta dupla inibicdo temlos amplamente relatada pelo uso
concomitante das estatinas com o farmaco “ezetimibqual inibe a absor¢éo intestinal do
colesterol por bloguear o transportador de membMR&1L1 (Niemann-Pick C1 Likgl
(GRIGORE; NORATA; CATAPANO, 2008; TADIBOYINA et gl.2005). Além disso, 0s
nossos resultados foram semelhantes ao relatadooutros estudos realizados com
fitoesterdis (GOLDBERG et al.,, 2006), ou com margs enriquecidas em esterodis
(SIMONS, 2002; BLAIR et al.,, 2000), os quais tambérnibem a absorcédo intestinal de
colesterol, em individuos usuarios de estatinasMaia vez, com base nas recomendacdes de
estratégias dOICEP Adult Treatment Panel II(NCEP, 2001), a diminui¢cdo de 18,6 mg/dL
de LDL-C promovida pela ingestdo de erva-mate tastapor individuos
hipercolesterolémicos €, possivelmente, capaz diezieo risco de eventos coronarianos em
cerca de 19%. E importante acrescentar que estigéinos em uso de estatina que ingeriram
erva-mate tostada também apresentaram elevacaificsiya de HDL-C de 2,7 mg/dL,
equivalente a 6,3%, apos 40 dias (p < 0,05), coreottlo a diminuigdo do risco para DAC
em 8,1%, segundo o NCEP (2001).

A apo A-l é o maior componente protéico da HDL (FRA MARCEL, 2000),
engquanto a apo B-100 esta presente na LDL e nad. \d.IDL (PACKARD; SHEPHERD,
1997). A utilizacdo da concentracdo das apolipefmas A-l1 e B, assim como o indice apo
B/apo A-l, como meta terapéutica para agentes ibgroiantes ndo esta ainda completamente
consolidada. Todavia, com base nas recentes evadédas vantagens dos usos dessas
apolipoproteinas como marcadores de risco cardioleas observa-se que o indice apo B/apo
A-l emerge como importante parametro complemerdaa p avaliacdo desse risco (revisado
por LIMA; CARVALHO; SOUSA, 2007). Nossos resultadosmtenstraram que a ingestao
de erva-mate verde ou tostada (dados combinadaghtdu20 dias por individuos com
dislipidemia promoveu diminuicdo significativa nancentracdo de apo B-100 de 6% e na
relacdo apo B/apo A-l1 de 6,4% (Figura 8). Resukasemelhantes foram encontrados por
Davies et al. (2003), os quais relataram uma dimgpiitude 5% na concentragdo de apo B apos
o consumo de cha verde. As reducdes nos valorepad de aproximadamente 7 e 5%
observadas, respectivamente, apés 20 e 40 diasgestdo de erva-mate tostada pelos
individuos dislipidémicos usuéarios de estatina fd@@m significativas estatisticamente
(dados ndo mostrados), provavelmente devido acgpequimero de analises.

Vale salientar que a determinacdo laboratorial agadipoproteinas apresenta algumas
vantagens metodolégicas quando comparadas comrdifmpagdo de parametros do perfil

lipidico, pois ndo sofrem interferéncia em funcé® \chlores elevados de triglicerideos
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(SNIDERMAN et al., 2003), sdo pouco influenciavpw variaveis biolégicas e podem ser
guantificadas mesmo sem a necessidade do jejunoptéwaciente (DURINGTON, 2002;
TALMUD et al., 2002; WALLDIUS et al., 2001). Alémisso, a quantidade de apo B-100
representa o numero total de particulas lipopragémterogénicas no plasma, incluindo as
IDL, além da prépria LDL (SNIDERMAN et al., 2003). apolipoproteina A-l, por sua vez, é
indicativa da quantidade de HDL presente no plasmdo potencial de formacéo de novas
particulas de HDL para exercer a sua funcdo nepaite reverso do colesterol (FRANK;
MARCEL, 2000).

Paralelamente, diante do conhecimento de que essstroxidativo € o mecanismo
central pelo qual fatores de risco como hiperlipige hipertensdodiabetes mellituse
tabagismo levam ao dano vascular e as sequelé&saslita aterosclerose (DZAU et al., 2006;
STEPHENS; KHANOLKAR; BAIN, 2008), e considerandmatavel habilidade antioxidante
da infusdo de erva-mate demonstrada em diverstsmsisin vitro, o presente estudo
investigou o potencial da ingestdo prolongada sla-srate verde ou tostada em diminuir o
estresse oxidativo em individuos normolipidémicosligipidémicos, em uso ou ndo de
estatina. A avaliacdo deste efeito foi feita atsa@ determinacdo de marcadores sanguineos,
como a concentracdo de glutationa reduzida samguinatividade da enzima paroxonase
sérica; o conteudo de lipideos e proteinas oxidadoplasma (hidroperdxidos lipidicos e
proteina carbonilada, respectivamente); e a capadeidntioxidante (FRAP), que mede o
conjunto de substancias antioxidantes, ou redyt@rasentes no plasma e que podem ser
responsaveis pela protecdo do organismo contrieibssedeletérios dos radicais livres.

A ingestéo da erva-mate verde e tostada (dadosicadds) durante 20 dias promoveu
elevacdo da capacidade antioxidante de 20,7 e 2%%% 0,01) para os individuos
normolipidémicos e dislipidémicos, respectivamefitabela 10). Resultados de um estudo
anterior realizado em nosso laboratério mostraraim @ capacidade antioxidante no soro
aumentou significativamente 1 h apds a ingestainfisdo de erva-mate (SILVA et al.,
2008). Neste mesmo estudo, foi demonstrada a élevda resisténcia do plasma e das
particulas de LDL contra a peroxidagao lipidicasapdingestdo, possivelmente devido ao
efeito antioxidante dos compostos fendlicos e fiedes presentes no extrato, 0 que sugere
que os mesmos foram absorvidos, atingiramcirculagdo sanguinea em quantidade
suficientemente elevada para provocar o efeitoomidiante e permaneceram aderidos as
particulas de LDL.

O ensaio laboratorial para a medida da capacidatiexalante do plasma € de pouca

complexidade e, certamente por isto, muito utikizach varios estudos que procuram mostrar
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0 potencial antioxidante de extratos vegetais. Margo, resultados discordantes podem ser
encontrados na literatura. Enquanto Serifini, Ghige Ferro-Luzzi (1996) e Panza et al.
(2008) encontraram aumento significativo de 20-5@®6atividade antioxidante do plasma,
30-60 min apos a ingestdo de cha verde ou preténNicet al. (1998) ndo obtiveram os
mesmos resultados em estudo semelhante com chl@ petcontrario dos estudos com
ingestao aguda, o consumo prolongado de bebidas airdentos ricos em antioxidantes
costuma apresentar um maior niumero de variaveisnfjuenciam a capacidade antioxidante
do plasma, como por exemplo, o tempo de meia-vidibdica dos diferentes compostos
antioxidantes. Assim, tem sido reportado que ndsdes de consumo de chas por longa
duracdo, os aumentos na atividade antioxidante ldsma sdo pequenos (3-10%) e
geralmente ndo significativos (MCANLIS et al., 199@n het HOF et al., 1997). Tendo em
vista que no presente estudo a capacidade antig®icep soro foi avaliada em amostra de
sangue coletada em jejum, apos 12-14 h da Ultingesto de mate, e apesar das
inconsisténcias apresentadas pelos diferentesosstmin outros tipos de chas, os resultados
de aumento da capacidade antioxidante do soro dexia@damente 25% podem ser
considerados expressivos.

A capacidade antioxidante do plasma é a conseqiétei efeitos individuais e
sinergisticos de iniameros componentes, como aciitm,icompostos fendlicos, acido
ascorbico, tocoferais, bilirrubina e albumina, derutros (WAYNER et al., 1987), sendo
que o acido Urico é responsavel por aproximadan@die da capacidade antioxidante no
ensaio de FRAP utilizado no presente estudo (BENZAERAIN, 1996; WAYNER et al.,
1987). Assim, é interessante notar que a ingestdlorgada de erva-mate ndao promoveu
alteracdes importantes na concentracdo séricaide édco, indicando que o aumento na
capacidade antioxidante foi devido aos constitsirda erva-matger se provavelmente
polifendis, ou indiretamente, pelo aumento de sutdstancias redutoras por um mecanismo
ainda desconhecido.

Comparativamente, a erva-mate apresenta maior @akemtioxidanten vitro que os
chas verde e preto ou que o vinho tinto (BIXBY let 2005; CAMPOS; SCOBAR; LISSI,
1996). Filip et al. (2000) e Schinella et al. (2patiibuem, inclusive, o potencial antioxidante
da erva-mate ao acido clorogénico presente em gsamaporcdes em sua constituicdo, 1 a
10% nos extratos aquosos (BASTOS et al., 2007; HHGEKMEJIA, 2007). O conteudo de
acido clorogénico nas infusbes de erva-mate utidigano presente estudo néo foi
quantificado, mas Bastos et al. (2005) relataramn @uantidade de acido clorogénico no

extrato aquoso de erva-mate verde foi aproximadeertenezes maior que no mate tostado.
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Os nossos resultados mostraram gque as infusdesadenate verde e tostada continham 5,5 e
1,7 mg/mL de fendis totais, respectivamente, od 0pfy/mg de folhas secas verdes e 0,085
mg/mg de folhas secas tostadas, respectivamsetelo que 0s participantes consumiram
cerca de 5,5 e 1,7 g de fendis totais diariamé&fdakres semelhantes foram relatados para o
contetdo de fendis totais na erva-mate verde ((/P#g de folhas) e tostada (0,059 mg/mg
de folhas) (BASTOS et al., 2006b). A atividade @xatlante das infusbes utilizadas em nosso
estudo foi confirmada em ensaiosvitro (Tabela 1). Considerando a semelhanca dos efeitos
antioxidantes provocados por ambos os tipos de-reata nos marcadores do estresse
oxidativo dos participantes, podemos especular ajubferenca de aproximadamente trés
vezes no conteudo de fendis totais ndo foi imptetan que os individuos consumiram um
volume maior de mate tostado em relacdo ao verdequmlquer maneira, conforme ja
comentado, essas comparacdes ndo sao conclusivado de pequeno numero de
participantes que consumiram erva-mate verde.

A absorcdo e biodisponibilidade do &cido clorog&néen seres humanos ndo estdo
totalmente esclarecidas. Monteiro et al. (2007)ntifieou o &cido clorogénico e seus
isdmeros no plasma humano depois da ingestdo atpidafé, uma bebida rica em acido
clorogénico, indicando sua absorcdo e metaboligPoo.outro lado, o &cido caféico foi o
unico acido fendlico encontrado no plasma humanpoideda administracdo de café
(NARDINI et al., 2002). Segundo Olthof, Hollman eat&n (2001), cerca de 1/3 dos acidos
clorogénicos ingeridos passam a ser absorvidogta ga intestino delgado e os restantes
atingem o colon, onde as bactérias colonizadorasvapelmente hidrolisam os acidos
clorogénicos aos acidos caféicos e quinicos. Qoamafico é altamente absorvido em seres
humanos (OLTHOF; HOLLMAN; KATAN, 2001) e metabolta em &cidos ferdlico,
vanilico e hipurico, os quais foram encontradosunaa de individuos (RECHNER et al.,
2001). Logo, estes metabdlitos do acido clorogéeion do acido caféico podem agir como
antioxidantes na circulagdo. Os resultadosvitro apresentados por Silva et al. (2008)
demonstraram que o acido ferdlico e vanilico aipdssuem atividade antioxidante, embora
em menor grau que as moléculas precursoras. Amdsjvidade antioxidante do extrato
aquoso de erva-mate foi maior quando comparadaseans constituintes antioxidantes
isoladamente, como o &cido clorogénico e o acidéiaa em concentracfes equivalentes
(Silva et al., 2008), o que sugere um efeito siiséimp dos constituintes do mate, como ja
fora reportado por Carini et al. (1998). Este efsinhergistico pode ser atribuido aos demais
antioxidantes presentes no mate, como as vitaninas e E, além de outros compostos

fendlicos, incluindo os flavonodides.
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Tanto os individuos normolipidémicos quanto osigidémicos apresentaram aumento
crescente na concentragdo de GSH no sangue, cloegaraproximadamente 30% nos
participantes normolipidémicos e 7,5% nos dislipia®s, apos 40 dias de ingestdo de erva-
mate (p < 0,05). Além do seu alto potencial antlarie, a GSH serve de substrato para a
enzima glutationa peroxidase, a qual catalisa gécede diminuicdo de peroxidos em geral,
incluindo os peroxidos lipidicos, e para a enzitgagiona-S-transferase na detoxificacédo de
xenobidticos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989; SEN, 199 Assim, a manutencdo de
concentracoes elevadas de GSH no sangue e nosstécichportante para a defesa do plasma
sanguineo e dos tecidos contra o estresse oxidativo

Outro importante biomarcador de estresse oxidatixadiado foi a peroxidacao lipidica,

a qual representa o efeito deletério de espécavae de oxigénio e/ou de nitrogénio nos
lipideos de membranas plasmaticas, organelas eipdgrdteinas. Nossos resultados
demonstraram que o0s individuos com dislipidemia esgtaram diminuicdo de
aproximadamente 34% do processo de lipoperoxidapéds 20 dias de consumo de erva-
mate. O trabalho realizado por Bertipaglia de San&t al. (2008), por sua vez, demonstrou
gque a associacdo de soja e cha verde nao foi depdiminuir os hidroperéoxidos lipidicos no
plasma de individuos dislipidémico®or outro lado, a ingestdo de erva-mate pelos
participantes ndo diminuiu a concentracao de prasedxidadas no plasma (Tabela 12).

A atividade da enzima antioxidante paroxonase (ARQNigada a HDL, também esta
inversamente associada a aterosclerose. A PON-E puodrolisar lipideos oxidados
especificos nas lipoproteinas, em macrofagos e este$ ateroscleréticas (AVIRAM;
ROSEMBLAT, 2005) e sua atividade sérica esta dimdi@uinclusive em individuos
hipercolesterolémicos (MACKNESS et al.,, 1991). Assiestratégias que promovam a
elevacdo da atividade da PON-1 sdo consideradasesstintes para reduzir o risco de
desenvolvimento da aterosclerose. Realmente, talo stlatado que a atividade da
paroxonase pode ser modulada por agentes extaprasentando-se diminuida em fumantes
com DAC (JAMES; LEVIEV; RIGHETTI, 2000; JARVIK etla 2002; KLEEMOLA et al.,
2002), apods a ingestdo de refeicao rica em goroxidada (SUTHERLAND et al., 1999),
bem como na gravidez e menopausa (LI; LIU; LIANGQ2). Por outro lado, a atividade da
PON-1 pode ser aumentada pelo consumo de antidggldietéticos (polifendis, vitaminas C
e E) e medicamentos (estatinas e contraceptives) ¢gIARVIK et al., 2002; KLEEMOLA et
al., 2002; LI; LIU; LIANG, 2003). Foi reportado, gentemente, que a ingestdo aguda de
infusdo de erva-mate aumentou 10%, em média, mladi® da PON-1 no plasma de quatro
individuos saudaveis (MENINI et al.,, 2007). Os teglos obtidos no presente estudo
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mostraram que a ingestao de erva-mate tostada smuimaratividade arilesterase da PON-1
dos participantes, em média, 8,3 e 5,4%, para aficipantes normolipidémicos e
dislipidémicos, respectivamente, poréem sem difexesstatistica. A analise individualizada
mostrou que, apesar da auséncia de significandatistiea, a maioria dos individuos
participantes apresentou elevacao de 26%, em nraligjvidade da PON-1 apds 20 dias de
consumo de erva-mate (Figura 9). Dessa maneirgc@ague a erva-mate e outros
antioxidantes nutricionais, por um mecanismo ainda elucidado, melhora a atividade da
enzima antioxidante PON-1 de alguns individuos,epdd contribuir para a protecdo do
organismo contra os eventos cardiovasculares.

Considerando que varios estudos mostraram o efmitioxidante das estatinas
(FRANZONI et al., 2003; ROSENSON, 2004; TRAVIDOUat, 2006), € interessante notar
que, em geral, parece que houve um efeito sinexgida erva-mate com as estatinas. Para o
grupo DLP usuarios de estatina, a ingestdo adicimaha mate tostado promoveu elevacéo
nao significativa da capacidade antioxidante ert £211,8 % ap0s 20 e 40 dias de consumo,
respectivamente (Figura 10A). Além disso, a ingestd cha mate aumentou, também de
forma néo significativa, a concentracdo de GSH gh?a (Figura 10B) e a atividade da PON-
1 em 6,3% (Figura 10C) e diminuiu aproximadamefteaBconcentracdo de hidroperdxidos
lipidicos apds 20 dias de consumo (Figura 11Aklimfhnente, sdo escassos os estudos que
avaliaram o efeito das estatinas nos marcadoresptecos do estresse oxidativo. Ky et al.
(2008) avaliaram a influéncia da pravastatina evastatina no estresse oxidativo de
individuos hipercolesterolémicos, porém os resokadpresentados foram inconsistentes,
com alteracdes néo significativas na concentragaboDd -ox ou na excrecao de produtos de
peroxidacao lipidica (isoprostanos), dentre outfddrabalho realizado por Travidou et al.
(2006), por sua vez, demonstrou que o tratamentm smvastatina em individuos
hipercolesterolémicos promoveu diminui¢cédo signtfiGada LDL-0x.

Esta bem estabelecido que a aterosclerose consistgrocesso inflamatério cronico e
as citocinas envolvidas como IL-1, TNF-levam a producdo de IL-6 que, por sua vez,
estimula a sintese hepatica de marcadores, e anartempo, de mediadores inflamatorios,
como a proteina C reativa, quantificada por métolti@ sensivel, e fibrinogénio. Nossos
resultados demonstraram que a ingestao prolongadava-mate promoveu diminuicdo na
concentracao sérica da PCR-us dos individuos ngit@micos em aproximadamente 28%,
apos 40 dias, porém esta diferenca ndo foi signifia, provavelmente devido a grande
variacdo dos dados e pequeno numero de analises6jn A diminuicdo no numero de

participantes ocorreu devido a exclusdo do estidwatios individuos que apresentaram
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aumentos e/ou variacdes exageradas na concentlacR&€R em decorréncia de inUmeras
situacdes, como processos inflamatorios e infeosjosabagismo, terapia de reposicao
hormonal e emprego de anti-inflamatoérios, segunsgocritérios descritos na Il Diretriz
Brasileira sobre Dislipidemia e Prevencao da Adersse (RIDKER, 2001).

Os resultados obtidos para o parametro fibrinogépar sua vez, foram mais
expressivos apdés 20 dias de consumo de erva-matke @i tostada. Os individuos
normolipidémicos apresentaram diminuicdo signifi@atio analito (-11,7%; p = 0,001) apos
20 dias de consumo de erva-mate. Por outro lada,qgrupo DLP, apenas os individuos que
consumiram erva-mate verde (n = 12) apresentaranmudicdo significativa da concentracéo
plasmatica de fibrinogénio de 8,4% apds 20 diasndestdo da infusdo (Tabela 17). Os
participantes dislipidémicos em uso de estatinasgmtaram diminuicdo néo significativa de
fibrinogénio em aproximadamente 5% apos 20 diag 8 de PCR-us apds 40 dias de
consumo de cha mate.

Em geral, esses resultados de auséncia de efettaaflamatorios mais expressivos da
erva-mate devem ser vistos com cautela, pois ageslde PCR-us e de fibrinogénio dos
participantes encontravam-se dentro da faixa deréetia, ja caracterizando um grupo de
baixo risco para DAC em relacdo a esses marcaddsesn, uma diminuicdo adicional dos
marcadores teria um efeito benéfico questionavettaRto, os nossos resultados nao sao
conclusivos em relagéo ao efeito anti-inflamatdéidoerva-mate, com base na diminui¢cdo dos
marcadores PCR-us e fibrinogénio. Porém, uma pelgsistificativa para o mate diminuir os
marcadores de inflamacao, PCR-us e fibrinogéniocema de 56% e 75%, respectivamente,
poderia ser atribuida as saponinas. A atividaderdtamatoria das saponinas € conhecida ha
longo tempo e véarios autores demonstraram esde efai diferentes modelos de inflamacao
em animais ou em cultura de células (SAFAYHI; SAR,E997;YUAN et al., 2006). Porém,
nao existem relatos do efeito anti-inflamatorio daponinas dgualquer espécie vegetal em
seres humanos. De qualquer maneira, 0s resultadogresente estudo mostram-se
promissores para a realizagdo de estudos adicipaeasavaliar o efeito anti-inflamatorio da
erva-mate em seres humanos.

Observou-se também que a ingestdo da infusdo denete tostada durante 40 dias
pelos individuos dislipidémicos promoveu diminuig@iopeso corporeo dos participantes em
1,0%, equivalente a 0,7 kg, apds 40 dias de consfime 0,05; Tabela 4). Apesar de
estatisticamente significativa, esta diferenca pseleconsiderada clinicamente irrelevante.
Porém, em uma ampla revisdo sobre o potencialatégsd normalmente usadas para reduzir

peso, Dickel; Rates e Ritter (2007) relataram gukeaparaguariensise uma das Unicas
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espécies descritas em estudos que apresentam adadess de eficiéncia no tratamento de
obesidade. Este possivel efeito da erva-mate ngregimento poderia ocorrer pelo aumento
do periodo de saciedade (ANDERSEN; FOGH, 2001) ela maior oxidacdo de gorduras
(MARTINET; HOSTETTMANN; SCHUTZ, 1999). O efeito d&iminuicdo do peso
provocado pela erva-mate também pode estar reknoao conteddo de cafeina, uma vez
gue este composto tem propriedades estimulanipsliitas (revisado por RATES, 2004) ou
as propriedades diurética e laxativa ltex paraguariensis(DICKEL; RATES; RITTER,
2007).

Outra propriedade da erva-mate observada no nostadoe foi a diminuigéo
significativa na presséao arterial sistolica, apOsdis de tratamento, de aproximadamente 3
mmHg, equivalente a 2,2%, em relacdo aos valoreaivdTabela 3). Embora pequena e,
talvez, sem significado clinico, essa diminuicdopnassao arterial corrobora os resultados
apresentados anteriormente em estudos realizadososso laboratorio (FELIPPI et al.,
2006), onde foi demonstrado que a administracdoexteato aquoso de erva-mate a
camundongos com aterosclerose melhorou de forméisadiva a contracéo e o relaxamento
vascular da artéria aorta. Além disso, verificowsfeito vasorelaxania vitro da erva-mate
em anéis de aorta de ratos (FELIPPI; RIBEIRO DO %ABEILVA, 2005). Muccillo Baisch,
Johnston e Paganini Stein (1998) jA haviam aprademntesultados semelhantes em artéria
mesentérica de ratos, indicando o envolvimento xddodnitrico no efeito vasorexalante da
erva-mate.

Para finalizar, os resultados apresentados nesidoegdemonstraram que o0 emprego
relativamente prolongado do cha mate pode ser uhbitoh&audavel, por apresentar
propriedades hipocolesterolémicas, antioxidantegpossivelmente, anti-inflamatérias em
seres humanos. Além disso, 0s nossos resultadasanaos a auséncia de danos renais ou
hepaticos em funcdo do consumo por 40 dias de mata- verde ou tostada pelos
participantes (Tabela 9). As alteracdes signifizati observadas para os parametros uréia
(aprox. -10%), leucdcitos (+3,2%) e hematdcritorgap -1,6%) podem ser consideradas
clinicamente irrelevantes, pois os valores permena@c dentro da faixa de referéncia.

Assim, com base nos resultados apresentados n&st@oe 0S quais mostraram a
propriedade da infusdo da erva-mate em atuar nenuligdo de fatores de risco fortemente
associados a aterosclerose, como a dislipidemiest@sse oxidativo e, possivelmente, a
inflamacédo arterial, sugere-se que estudos epidégnios e/ou prospectivos deverdo ser
realizados a fim de investigar as propriedades-aatosclerdticas da erva-mate em seres

humanos.
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7 CONCLUSOES

* A ingestdo de erva-mate verde ou tostada por idadd normolipidémicos, durante
20 e 40 dias, promoveu diminuicdo significativacoacentracao sérica de LDL-C e
na relagdo LDL-C/HDL-C. Porém, ndo houve variac@ipressiva nos valores de
colesterol total, HDL-C, N&o-HDL-C, triglicerideoapolipoproteina B-100 ou na
relacdo apo B/apo A-l;

* Aingestado de erva-mate verde ou tostada por ithaddd dislipidémicos, durante 20 e
40 dias, diminuiu a concentracdo sérica de colastetal, LDL-C, Nao-HDL-C,
relacdo LDL-C/HDL-C, apolipoproteina B-100 e a ¢éla apo B/apo A-l e aumentou
a concentracdo de HDL-C ap0s 20 dias, porém némalexpressivamente os valores
de triglicerideos;

* A erva-mate tostada apresentou efeito sinergistimo as estatinas na reducdo da
concentracdo seérica de LDL-C e na relacdo LDL-C/HD)Lbem como na elevacgao
dos valores de HDL-C;

 Em geral, o efeito da ingestdo da erva-mate veud®siada nos parametros lipidicos
foi semelhante para individuos normolipidémicosigipidémicos. Além disso, ndo
houve diferenca de efeito entre os dois tipos daserexceto a ingestdo da erva-mate
tostada pelos participantes dislipidémicos, a gualstrou ser mais efetiva na
diminuicdo de LDL-C e de N&o-HDL-C, apos 40 diascdasumo, em comparacao
com a erva-mate verde;

e O consumo por 20 e 40 dias de erva-mate promovéwnaedos parametros lipidicos
para os individuos normolipidémicos e dislipidémsiceendo que para os primeiros, 0
percentual de reducdo de LDL-C foi dependente deerdracdo inicial sérica do
analito;

e O consumo de infusdo de erva-mate verde ou tossamt@entou a capacidade
antioxidante do soro apés 20 dias e a concentrdg&gutationa reduzida sanguinea
apos 40 dias nos individuos normolipidémicos epd#micos. Além disso, elevou a
atividade da enzima paroxonase-1 em cerca de 58%atticipantes;

A ingestdo de infusdo de erva-mate verde ou tosthodnuiu a concentracao
plasmatica de hidroperéxidos lipidicos nos indieisldislipidémicos apos 20 dias de
consumo, mas nao promoveu modificacdo significateeaoncentracdo das proteinas

carboniladas (oxidadas) no plasma dos individuosalipidémicos e dislipidémicos;
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A ingestdo de erva-mate verde ou tostada reduzinneentracdo de fibrinogénio no
plasma dos individuos normolipidémicos e dislipid&s, apos 20 dias de consumo,
porém nao modificou a concentracédo sérica da PCR-us

A ingestéao da infusdo de erva-mate concomitantesaodas estatinas nao modificou
de forma significativa as concentragcdes dos mareaddo estresse oxidativo ou
inflamataorios;

Apesar da infusdo de erva-mate verde apresentaewcwacdes significativamente
maiores de fendis totais, saponinas e da capacw@atiexidante em relacdo a erva-
mate tostada, estas diferencas nédo se refletiranef@ito hipocolesterolémico e
antioxidantean vivo dos dois tipos de erva-mate;

A erva-mate verde ou tostada foi capaz de redignifeativamente a pressao arterial
sistdlica (~3 mmHg) dos participantes apés 40 déasonsumo;

Os individuos dislipidémicos sem uso de estatimasgmtaram reducdo significativa
do peso corporal (~0,7 kg) ap6s 40 dias de conslerava-mate tostada;

O consumo por 20 e 40 dias das infusbes de erva-mé provocou alteracdes
significativas ou clinicamente relevantes na atidiel das enzimas hepéticas, na

concentracao sérica da creatinina, uréia e glicoses parametros hematoldgicos.
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ANEXO A- Questionario de Avaliac&olinica

Projeto de Pesquisa - Efeito hipocolesterolémicoamtioxidante do extrato
aquoso de erva-matel(ex paraguariensis) em seres humanos

Identificag&o:

Participante N9__|__|_|

Nome:
Sexo: masculino feminino Estado civil:
Data de nascimento: / / Idade:
Peso: kg Altura: cm IMC: kg/ch
Presséo arterial @ / mmHg 2%) / mmHg
Raca: branco pardo amarelo negro
Endereco: N
Dados Complementares:
Bairro: Cidade:
Estado: Cep: Telefone: ()
E-mail:
Ocupacéao profissional:
Fatores de Risco:

1. Hipertenséo arterial sim nao

2. Diabetes sim nao

3. Historico Familiar de Diabetes sim nao Parentesco:

4. Colesterol sim nao Ultimo Colesterol Total:

Ultimo LDL:
5. Triglicérides sim nao Ultimo Triglicérides:
6. Tabagista sim nao N cigarros/dia:

Eventualmente

7. Antecedentes Familiares de Doenca Arterial Camiana  sim

8. Problema respiratorio: sim nao
9. Problema hepatico:  sim nao
10. Problema renal: sim nao
11. Hipertireoidismo: sim nao
12. Hipotireoidismo: sim nao

Ex-fumante Parou hé:
nao
Quais:
Quais:
Quais:
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Antecedentes de Morbidades (ndo cardiovasculares)
1. Cirurgias:

2. Internacoes:

3. Doengas:

4. Processo infeccioso ou inflamatério recentesim Qual? nao
Habitos:

1. Atividade Fisica sim nao

Quantas horas na semana: Quantos noessETop

2. Seu grau de atividade fisica no lazer é:

(1)-principalmente sedentaria; (2)-exercicio lesenfado: leitura, TV); (3)-exercicio
moderado (esforco minimo: pescar,caminhada, pinti#aexercicio extremo (batimentos
cardiacos rapidos: correr, jogar futebol, natacao).

Seu grau de atividade fisica no trabalho é:

(1) predominantemente caminha no mesmo nivel;r{@¢ipalmente caminha em niveis
diferentes; (3) atividade fisica pesada; (4) ppabthente sedentério; (5) exercicio leve.

3. Bebida Alcodlica sim ndo Frequente sim nao Raramente sim
nao

4. Estresse sim néao

5. Medicagédo em uso

Nenhum Diurético Estatinas Fibratos Anti-Hipertensivo

Vit. A suplemento  Vit. C suplemento Vit. E suplemento Multivitaminas

Extratos Vegetais  Oleo de peixe Antiinflamatérios ndo esteroidais
Anticoncepcional Oral Injetavel  Intradérmico
Outras medicaces regulares Qual (is):

6. Tratamentos Alternativos

Nenhum  Acupuntura Hipnose Homeopatia Outras:

7. Doencga Arterial em outro local

Nenhuma Cérebro Periférico Aorta Renal Intestino

8. Angina pectoris Presente sim nao inicio: / /

9. Infarto do Miocardio sim nao Data [/
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ANEXO B- Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa em Senesnos da
Universidade Federal de Santa Catarina

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS

Parecer Consubstanciado Projeto n® 080 / 2006

| - Identificacéo

Titulo do Projeto: Verificacdo do efeito hipocokrstiemiante do extrato aquoso de erva-mate (llex
paraguariensis) em seres humanos

Pesquisador Responsével: Prof. Dr. Edson Luis lgda SiDepartamento de Analises Clinicas/ CCS.
Pesquisador Principal: Aluno(a) de Mestrado a skexcgonado

Instituicdo onde se realizara: Laboratério de Pissgam Lipideos, Antioxidantes e Aterosclerose
(PGFAR).

Data de entrada no CEP: 03 /04 /2006.

Il — Objetivos

Verificar o efeito da ingestdo prolongada (40 diak) extrato aquoso de erva-mate (llex
paraguariensis) na concentracdo do colesterol ptasmde pacientes com hipercolesterolemia. Além
disso, serdo avaliadas a capacidade antioxidataedo plasma e a pressao arterial apos a ingestéo
prolongada do extrato aquoso de erva-mate.

[l - Sumério do Projeto

Estudo clinico laboratorial, aberto, controladoamdomizado, realizado mediante inclusdo de 40
sujeitos de ambos os sexos, entre 25 e 60 anoshigmrcolesterolemia moderada ou alta, sem
desordens que afetem os valores do perfil lipidipoe concordarem em participar, mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e BExuldm (TCLE) e que, apds coleta e analise
laboratorial, apresentem valores de colesterol 230 mg/dia, LDL-c/ HDL-c >2,5 e triglicerideos
<400mg/dia. Serdo excluidos do estudo sujeitos doencas crénicas como cancer, doencas
hepaticas, gastricas, renais e hiper ou hipotiremio. Cada participante recebera 120 pacotes
contendo 35g de folhas secas e moidas de ervaenate copo medida. A infusdo devera ser
preparada adicionando 330mL de agua quente satweteddo do pacote e ingerida trés (3) vezes ao
dia, antes ou logo apds as refeicdes, por um pedediO dias. No inicio do estudo, aos 20 e 40 dias
serdo avaliados o peso corporal, e a altura, pEcalo do indice de Massa Corporal e a pressdo
sanguinea, bem como, serdo coletados 5 mL de saaquejejum de 12 a 14 horas, para as andlises
laboratoriais do perfil lipidico e capacidade axitante total no soro. Os dados coletados serédo
analisados pelo teste de Kolmogorov-Smirnoff pagdficar a normalidade dos dados, teste t de
Student para as variaveis que tiverem distribuggicssiana e teste de Wilcoxon para as variaveis que
apresentarem uma distribuicdo ndo-gaussiana.

IV — Comentarios
O projeto encontra-se bem escrito e fundamentgmesanta tema relevante, o pesquisador esta
capacitado ao seu desenvolvimento e o protocolesapta os documentos necessarios para
analise. No entanto, questiona-se:
1. Como e onde serdo recrutados os sujeitos getites da pesquisa, chamados de “pacientes”
no projeto?
2. Quem vai realizar a coleta de sangue dos pgaahtes?
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3. Solicita-se a informag¢éo do nome e o envio doiauo do “aluno(a) de Mestrado a ser
selecionado”, posto que deve ser do conhecimen©E® o home e a qualificacdo de todos
0s componentes de uma pesquisa cujo protocol@pegaentado para analise.

V - Parecer do CERZom pendéncias

VI - Data da Reunido
Floriandpolis, 24 de abril de 2006.

Vera LUcia Bosco
Coordenadora

Obs: A resolucado das Pendéncias deve ser encarainbadEP em 60 dias.

Devem ser encaminhados relatérios pareinigis e relatérios finais dos projetos Aprovados
pelo CEP da UFSC.

Parecer Final

Os pesquisadores responderam de forma esclare@ipemdéncias apontadas. Pelo exposto,
recomenda-se a Aprovacao do projeto em questao.
Parecer do CERAprovado.

Florianopolis, 29 de maio de 2006

Prof. Washington Portela de Sougg

Washington Portela de Souza
Coordenador do CEP/UFSC

Fonte: CONEP/ANVS - Resolugdes 196/ 96 e 251/ OCNS.
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ANEXO C- Termo de Livre Consentimento
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE . .
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS Participante N°
CEP: 88040-970 - FLORIANOPOLIS - SANTA CATARINA L]

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O(A) Sr.(a) estd sendo convidado(a) a participama voluntario(a), da pesquisa intitulad&feito
hipocolesterolémico e antioxidante do extrato aquos de erva-mate [(lex paraguariensis) em seres
humanos, de responsabilidade do pesquisadwof. Dr. Edson Luiz da Silva Neste estudo, pretende-se
avaliar se a erva-mate verde (chimarrdo) ou a et tostada (chd mate) apresentam algumas pragesd
consideradas benéficas a salde humana. Este éstuelcessario porque se acredita que algumas stibstan
quimicas que estdo presentes na erva-mate podeeg@roos individuos contra a doenca aterosclerética
particularmente pela diminuicdo dos fatores deorisomo a hipercolesterolemia (colesterol sanguéheeado)

e o estresse oxidativo, conforme ja demonstradalgoms estudos de laboratério utilizando-se anira&s
tubos de ensaio.

Para a demonstracdo desse possivel potencial déerddi erva-mate precisamos de sua colaboracéo
para a ingestdo de 330 mL de cha de erva-mate verdestada, 3 vezes ao dia, imediatamente antdemais
das trés principais refeicdes (independente doriodas mesmas), durante 40 dias. E importante aque
consumo da erva-mate ndo seja interrompido por mei® dias seguidos. Precisamos, também, da sua
autorizagdo para a realizagdo de uma coleta d® IBk2de sangue (4-5 tubos), em jejum de 10-12 harass
e apo6s 20 e 40 dias do inicio do estudo, bem comedida da presséo arterial e afericdo do pesoaituta.
Coletas de sangue também serdo realizadas em daientos, 20 e 40 dias, previamente a ingestdowda er
mate. O cha de erva-mate (infuséo) sera preparadg@a) senhor(a) na hora de uso, pela adicdo demkOfde
agua quente (cerca de 85 — quando a chaleira comegar a “chiar”) sobre 886 fplhas secas e moidas de erva-
mate verde ou 10 g de erva-mate tostada, ambasr@aisegas quais serdo fornecidas por nés em pacote
plasticos. Deixar a erva em infusdo por, no minis&0 minutos antes de filtrar, sendo que essaéiafypode
ser preparada pela manha para posterior consuranteqau fria. O cha de erva-mate verde pode seapdo
na cuia e ingerido através da bomba (chimarraco ©a chas sejam muito amargos ao seu paladameeada-
se adicionar apenaseia colher de chade aclcar owma gota de adocante. Quantidade maior de agucar
descaracteriza o sabor natural do mate e, primgrge, aumenta o consumo calérico diario que podera
interferir negativamente nos resultados.

Esse protocolo experimental foi aprovado pelo Cérdié Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
UFSC (1t 080/2006) e trara apenas o desconforto das caletaangue. Porém, pessoas sensiveis a cafeina (um
dos componentes da erva-mate) poderdo sentirc&dtayastrica, tremores, excitabilidade ou ins6@iaso
ocorra algum desses efeitos colaterais com o(&psg), favor interromper o consumo da erva-matater em
contato com os pesquisadores. Esperamos, entretaie@sse estudo traga beneficios, tais comosibpuade
de conhecimento das propriedades benéficas danatea-a salde humana, que podera ser utilizadogara
transformacdo da erva-mate em fitoterapico ou eémeato especial. Esta pesquisa ndo oferece risetwes
do que os citados acima, ndo tem fins lucrativosprfidencial e 0 seu nome sera usado apenas meipmi
momento de coleta das amostras de sangue. Em aeggsichmostras serdo identificadas pelo nimercedo s
cadastro. Os resultados do estudo poderdo secadb$ em revistas cientificas, apresentados entessug ou
eventos cientificos ou as autoridades sanitares,cgie seu nome seja mencionado em parte alguma.

O(A) senhor(a) podera se beneficiar diretamenterédssltados obtidos, caso estes sejam de interesse
clinico. Sua participacé@o € voluntaria, podendastieslesta pesquisa em qualquer de suas fasescBetiver
alguma davida em relagdo ao estudo ou ndo quiser famer parte do mesmo, pode entrar em contatus pel
telefones 3721-80.53 ou 9915-41.4% vocé estiver de acordo em participar, garastique as informacdes
obtidas e o material coletado serdo confidenciais gerdo utilizados neste trabalho.

Eu, abaixo assinado, concordo em participar destedo.

Nome do(a) participante Assinatura Data
Edson Luiz da Silva At Cristina de Morais

Coordenador - Fone: 3721-80.53; edson@ccs.ufsc.iPesquisador - Fone: 9915-41.49; elaynecden@ggisail.com
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE Participante N°
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS L]
CEP: 88040-970 - FLORIANOPOLIS — SANTA CATARINA
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Consentimento Para Participar Deste Estudo

Eu, declaro que li e compreendi as

informacgdes contidas nesse documento. Fui devidameiormado(a) pelos pesquisadores —
Prof. Dr. Edson Luiz da Silva e Mestranda Elaynistiya de Morais - dos procedimentos que
serdo utilizados e da conduta deste estudo irdiul&Efeito hipocolesterolémico e
antioxidante do extrato aquoso de erva-matellex paraguariensis) em seres humands
concordando em participar da pesquisa como volontaoi-me garantido que posso retirar o
consentimento a qualquer momento, sem que isscalepealquer penalidade. Declaro ainda

gue recebi uma cépia desse Termo de Consentimamod_Esclarecido.

Florianopolis, de de

Assinatura do(a) participante
Voluntéario
R.G.

Prof. Dr. Edson Luiz da Silva Elayne Gnstde Morais




