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RESUMO

Os danos induzidos pelo estresse oxidativo nas células e tecidos tém
sido relacionados com a etiologia de varias doencas, dentre elas, as
cardiovasculares (DCV). Sendo assim, € crescente o0 interesse em
tratamentos que visem a reducdo do estresse oxidativo, particularmente
através da utilizacdo de antioxidantes de origem alimentar. Os
compostos fenolicos estdo presentes em uma variedade de alimentos e
bebidas de origem vegetal e fazem parte da dieta humana, sendo que o
consumo de alimentos ricos nesses compostos tem sido associado a uma
diminuicdo no risco de DCV. Diversos estudos in vitro e experimentais
demonstraram que os compostos fenodlicos, derivados da erva mate,
exercem atividade antioxidante. Diante disso, o propdsito do presente
estudo foi avaliar a atividade antioxidante da ingestdo prolongada de
erva mate em individuos com dislipidemia. Os voluntarios foram
monitorados por 30 dias, caracterizando o periodo basal e, apds, foram
randomizados em trés diferentes grupos: dieta controle (DC), erva mate
(EM) e erva mate com dieta controle (ED). Os participantes receberam
intervencao por 90 dias, sendo que os grupos foram avaliados apés 20,
40, 60 e 90 dias de tratamento. Para verificar o potencial antioxidante da
erva mate, no sangue dos individuos, foram analisados os pardmetros
capacidade antioxidante (FRAP), glutationa reduzida (GSH), enzima
paroxonase (PONL1), hidroperdxidos lipidicos (LOOH) e proteina
carbonilada (PC). A fim de avaliar o perfil lipidico, utilizou-se os
parametros colesterol total (CT), colesterol ligado a lipoproteina de alta
densidade (HDL-c), colesterol ligado a lipoproteina de baixa densidade
(LDL-c), Nado HDL-c e triglicerideos (TG). A amostra foi composta por
74 voluntarios dislipidémicos, com idade média de 48 + 11 anos, sendo
17 homens e 57 mulheres. Em relagdo a atividade antioxidante, foi
observado aumento significativo nas concentra¢fes de GSH e FRAP nos
trés grupos de intervencdo e de PON1 no grupo ED. Nao foi
demonstrada reducdo significativa nos parametros de LOOH e PC em
nenhum dos tratamentos. Quanto ao perfil lipidico, a erva mate ingerida,
isoladamente, promoveu diminuigéo significativa nos valores de LDL-c
em todos os tempos do estudo e, no grupo DC, houve redugcdo somente
apos 40 dias de intervengdo. Além disso, foi observada uma diminuicdo
significativa nos valores de N&o HDL-c nos trés grupos de intervencao.



Sendo assim, a ingestdo prolongada da erva mate, associada ou ndo a
uma dieta controle, apresentou potencial antioxidante e hipolipemiante
em individuos com dislipidemia.

Palavras-chave: erva mate, estresse oxidativo, antioxidantes,
compostos fenolicos, dislipidemia



ABSTRACT

Cell and tissue damages induced by oxidative stress have been related
with the etiology of many diseases, including cardiovascular disease
(CVD). Thus, it’s increasing the interest of treatments to reduce
oxidative stress, particularly by using food antioxidants. Phenolic
compounds naturally exist in many foods and beverages, and the
consumption of food rich in this component has been associated with a
decrease in the risk of development of CVD. Many in vitro and
experimental studies have showed that phenolic compounds from yerba
mate exert antioxidant activity. Therefore, the purpose of this study was
to evaluate the antioxidant activity of prolonged intake of yerba mate in
dyslipidemic humans. Volunteers were monitorated for 30 days, and this
was the baseline period. After that, they were randomized in three
different groups: controlled diet (DC), yerba mate (EM) and yerba mate
with controlled diet (ED). Participants received intervention during 90
days and all groups were evaluated after 20, 40, 60 and 90 days of
treatment. To verify the antioxidant potencial of yerba mate in the
blood’s individuals, it was measured antioxidant capacity (FRAP),
reduced gluthatione (GSH), paraoxonase enzyme (PON1), lipid
hidroperoxides (LOOH) and carbonyl protein (PC). To evaluate the
lipid profile, it was measured the parameters of total cholesterol (CT),
high density lipoprotein cholesterol (HDL-c), low density lipoprotein
cholesterol (LDL-c), Non HDL-c and tryglicerides (TG). The study’s
sample was 74 dyslipidemic volunteers with 48 = 11 years old,
includind 17 men and 57 women. In the antioxidant activity, was
observed significantly increase of GSH and FRAP concentrations in the
three intervention groups and in the ED group to PONL1 values. It was
not demonstrated significantly reduction of LOOH and PC levels with
the different treatments. About the lipid profile, isolated intake of yerba
mate promoted significant reduce in the LDL-c levels during all
intervention period and in the DC group this reduce was showed afer 40
days of treatment. Moreover, in all intervention groups was observed a
decrease of Non HDL-c values. Results suggest that prolonged intake of
yerba mate, in association or not with a controlled diet, showed
antioxidant and hipolipemic activity in dyslipidemic subjects.



Keywords: yerba mate, oxidative stress, antioxidants, phenolic
compounds, dyslipidemia
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1. INTRODUCAO GERAL

Os danos induzidos pelo estresse oxidativo nas células e tecidos
tém sido relacionados com a etiologia de varias doencas, tais como
artrites  reumaticas, aterosclerose, cancer, diabetes, doencas
cardiovasculares, hipertensdo, problemas pulmonares, entre outras
(FANG; YANG; WU, 2002).

Dentre as principais doencas relacionadas ao estresse oxidativo,
héa estimativa de que as cardiovasculares (DCV) serdo responsaveis pela
morte de mais de 24 milhdes de pessoas, por ano, até 2030 (SMITH et
al., 2004). A hipercolesterolemia e, particularmente, os valores
plasmaticos elevados da lipoproteina de baixa densidade (LDL — do
inglés Low Density Lipoprotein), sdo considerados fatores primarios de
risco para essas doengas (KADAR; GLASZ, 2001). Muitos estudos tém
demonstrado, claramente, que a reducdo e/ou a prevencdo do aumento
da concentracdo plasmatica de colesterol total e LDL-colesterol (LDL-c)
reduzem o risco de eventos, como infarto do miocéardio e acidente
vascular cerebral e mortalidade por causas cardiovasculares
(ANDREWS et al.,, 2001; BROWN et al., 2001; GRUNDY, 2002;
SEVER et al., 2003). Da mesma forma, estudos epidemioldgicos
demonstraram uma associacdo inversa entre a ingestdo de alimentos
ricos em antioxidantes, como as vitaminas A, C e E e os compostos
fendlicos e a morbi-mortalidade por DCV (GELEIINSE et al., 2002;
HUXLEY e NEIL, 2003; OSGANIAN et al., 2003; STOCKER, 2007).

A maioria das DCV resulta de complicacGes derivadas da
aterosclerose (MADAMANCHI; VENDROV; RUNGE, 2005; SINGH,;
JIALAL, 2006). Inumeras evidéncias indicam a importante participacéo
da LDL modificada oxidativamente (LDL-0x) em todos os estagios da
doenca aterosclerdtica (STOCKER; KEANEY, 2004; ZHAO; SHEN,
2005; SBC, 2007). No espago subendotelial das artérias, a LDL-0x
modificada por espécies reativas de oxigénio e/ou de nitrogénio é
captada pelos macréfagos e células musculares lisas, através do
reconhecimento pelo receptor celular scavenger, que resulta em um
substancial acimulo de colesterol intracelular e formagdo das células
espumosas, as quais sdo os principais constituintes da placa de ateroma
(CHISOLM; STEIBERG, 2000; SBC, 2007). Diversos fatores de
risco, incluindo as dislipidemias, a hipertensdo arterial, o diabetes
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mellitus e o tabagismo sdo amplificados pelos efeitos deletérios da LDL-
ox, iniciando uma reagdo inflamatéria cronica, cujo resultado é a
vulnerabilidade da placa de ateroma, tornando-a mais susceptivel a
ruptura e & trombose (WILLERSON; RIDKER, 2004).

Assim, € crescente o interesse de tratamentos para reduzir o
estresse oxidativo mediado pelas espécies reativas e pelos radicais
livres, particularmente através da utilizacdo de antioxidantes de origem
alimentar, como as vitaminas C e E, os flavondides e outros compostos
fendlicos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Muita atencdo tem
sido dada a esses Ultimos como agentes antioxidantes de origem
dietética. Os compostos fendlicos existem, naturalmente, em uma
grande variedade de alimentos e bebidas de origem vegetal e fazem
parte da dieta humana, sendo que o consumo de alimentos ricos nesses
compostos tem sido associado a uma diminui¢cdo no risco de DCV
(CLIFFORD; RAMIREZ-MARTINEZ, 1990; HERTOG; HOLLMAN;
KATAN, 1992; HERTOG; HOLLMAN; VAN DE PUTTE, 1993b;
HUXLEY e NEIL, 2003).

Dentre as varias espécies de plantas pesquisadas, a erva mate
(llex paraguariensis), espécie vegetal encontrada na América do Sul,
apresenta alguns compostos fendlicos (principalmente derivados do
acido cafeoilquinico, como o acido clorogénico e seus isémeros),
incluindo os flavondides quercetina, rutina e luteolina (CARINI et al.,
1998; BASTOS et al., 2005, BASTOS et al., 2006a). O extrato aquoso
de erva mate apresentou elevado potencial antioxidante in vitro
(CAMPOS; ESCOBAR; LISSI, 1996; CARINI et al., 1998; FILIP et al.,
2000; SCHINELLA et al., 2000, CHANDRA; DE MEIJIA, 2004;
BASTOS et al., 2006b), inibindo, inclusive, a oxidagéo in vitro e ex vivo
do plasma e da LDL (GUGLIUCCI e STAHL, 1995; GUGLIUCCI,
1996; BRACESCO et al., 2003; SILVA et al., 2008). Foi também
demonstrado, em um estudo desenvolvido em nosso laboratorio, que o
extrato aquoso de erva mate inibiu a progressdo da aterosclerose em
coelhos alimentados com colesterol (MOSIMANN et al., 2006).

Diante do exposto, onde foi evidenciado que o extrato aquoso
de erva mate possui atividade antioxidante in vitro, que aumenta a
protecdo do plasma e da LDL de seres humanos contra reacfes de
oxidacdo, apresentando capacidade para inibir a progressdao da
aterosclerose experimental, é plausivel acreditar que a erva mate pode



19

proteger os individuos contra complicacGes para as DCV. Dessa forma,
¢ importante avaliar o seu potencial em reduzir os marcadores do
estresse oxidativo em individuos com dislipidemia, para estabelecer,
assim, uma possivel contribuicdo para a sadde humana.



3 CAPITULO 2
REVISAO DE LITERATURA
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Radicais livres e espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio

Radicais livres (RL) & um termo utilizado para designar
qualquer atomo ou molécula com existéncia independente, contendo um
ou mais elétrons ndo pareados nos orbitais externos. Este
desemparelhamento de elétrons confere alta reatividade a esses &tomos e
moléculas, tornando-os capazes de reagir com qualquer composto
situado proximo a sua orbita externa e desencadeando, assim, reacGes de
oxido-reducdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Assim, 0os RL
podem ceder o seu elétron desemparelhado, oxidando-se, ou receber
outro elétron, reduzindo-se (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) e as de nitrogénio
(ERN) constituem substancias reativas e instaveis, geradas in vivo, tanto
em condi¢des fisioldgicas, quanto em condicGes patolégicas. As ERO e
as ERN séo termos coletivos que incluem ambos radicais de oxigénio e
de nitrogénio, respectivamente, e algumas espécies nao radicais que sao
agentes oxidantes e/ou sdo facilmente convertidas em radicais (Quadro
1) (HALLIWELL, 1996b; FANG; YANG; WU, 2002).

Em razdo das ERO e ERN serem termos que incluem tanto
espécies radicais e ndo radicais, essas sd0 nomenclaturas mais
apropriadas quando comparadas ao termo RL, o qual engloba apenas
espécies radicais.

Em condicbes fisiologicas do metabolismo celular aerébico, o
oxigénio (O,) sofre reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatro
elétrons, resultando na formagdo de dgua (H,0). Durante este processo
sdo formados os intermediarios reativos como o superéxido (O,7), o
perdxido de hidrogénio (H,0,), o hidroperoxil (HO,") e o hidroxil ("(OH)
(COHEN, 1989).
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Quadro 1 - Espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies
reativas de nitrogénio (ERN) (Modificado de HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1999).

Espécies Radicais Espécies Ndo Radicais
ERO Superéxido, O,” Peréxido de hidrogénio, H,O,
Radical Hidroxil, ‘OH Acido hipocloroso, HOCL
Radical Oz6nio, O
Peroxil,RO,’
Alcoxil, RO’ Oxigénio singlet, *Ag
Hidroperoxil, HO,"
ERN Oxido nitrico, NO" Acido nitroso, HNO,

Didxido de nitrogénio,NO,"  Tetroxido de Nitrogénio,N,O4
Trioxido de Nitrogénio, N,Os
Peroxinitrito, ONOO’
Acido peroxinitroso, ONOOH
Cétion nitrénio, NO,"
Alquil peroxinitrito, ROONO

O 0,” é o primeiro intermediario resultante da redugdo
monovalente do O, até H,0. Ocorre em quase todas as células aerdbicas
e é considerado o principal produto das ERO, uma vez que as demais
ERO serdo formadas a partir deste radical. O O, é produzido durante a
ativagdo maxima de neutréfilos, mondcitos, macrégagos e eosinofilos
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1986; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1990). Os principais danos causados pelo O,", em sistemas biolégicos,
sdo a destruicdo de centros metalicos de proteinas, oxidacdo de cadeias
laterais de aminoacidos e a formacdo de outras espécies oxidativas,
como 0 ‘OH e 0 ONOO™ (WINTERBOURN; KETTLE, 2003). A forma
protonada do O," é representada pelo HO,', sendo este mais reativo que
0 O,", por sua maior facilidade em iniciar a destruicdo de membranas
biolégicas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

A partir da reducdo univalente do O,, seguida por dismutacdo
do O," mediada pela enzima superéxido dismutase (SOD), ou também
pela reducdo bivalente do O, ocorre a formacdo do H,0,
(FREIDOVICH, 1999; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; EVANS;
HALLIWELL, 2001). Apesar de ndo ser RL, pela auséncia de elétrons
desemparelhados na sua Ultima camada, o H,O, é um metabdlito do
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oxigénio extremamente deletério, pois participa da reacdo que origina o
"OH. Além disso, o H,0O, é mais estavel e capaz de atravessar camadas
lipidicas, podendo reagir com membranas e com proteinas ligadas ao
ferro (Fe™ ), tornando-se extremamente toxico para as células
(HALLIWELL, 1996a; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Através da reacdo entre 0 O," e 0 H,0, é formado o "OH, o qual
é considerado a espécie mais reativa, sendo capaz de reagir com todas as
biomoléculas, produzindo derivados que ndo podem ser regenerados
pelo metabolismo celular. Esta reacdo pode ocorrer na presenga de um
cation de transicdo como o Fe™ ou o cobre (Cu™) e é chamada de
Reacdo de Haber-Weiss (1934) (Equacdo 1). Outra reacdo onde ha a
formacio do ‘OH, dé-se, através do H,O, com Fe*" e é chamada de
reacdo de Fenton (1894) (Equacdo 2). Os principais alvos do ‘OH sdo o
acido desoxiribonucléico (DNA — do inglés desoxiribonucleic acid) que
sofre danos em suas bases levando a quebra da dupla cadeia e os &cidos
graxos poliinsaturados (AGPI), que sofrem peroxidacao lipidica (LPO)
(HALLIWELL, 2000).

H,0, + Oy =----- Fe"*/Cu""------>"OH + OH + O (Equagdo 1)
H,0, + Fe?" —-meenev > Fe** + OH + "OH (Equacdo 2)

Outra ERO é o 'Ag que é a forma excitada do oxigénio
molecular e possui elétrons emparelhados no orbital externo. Esta
espécie é formada pela oxidagdo de outros intermediarios reativos de
oxigénio e seus alvos preferenciais em reagdes quimicas sdo as duplas
ligagdes dos AGPI, proteinas e DNA (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1990; THOMAS, 2003).

Em associacdo com o cloro, outra ERO é o HOCL, o qual é
formado pela acdo da mieloperoxidase de fagdcitos (exceto macrofagos)
e, posteriormente, liberado no meio extracelular. E considerado um
potente agente antibacteriano, entretanto, pode ter efeito deletério, uma
vez que este é capaz de alterar a funcdo de algumas proteinas, até
mesmo em baixas concentracbes (SUOMALAINEN et al.,, 1991;
MCCORD, 2000).

Além das ERO, ha também as ERN que contribuem para a leséo
tecidual e formagao de processos inflamatdrios. Um exemplo importante
de ERN é o NO’, um radical muito reativo e abundante formado a partir
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da arginina, que atua como um sinal biologico oxidativo importante em
uma grande variedade de processos fisiolégicos, incluindo o
relaxamento do musculo liso e a redugdo da pressdo arterial. Também
pode ser produzido pela ativacdo de macrofagos, contribuindo para a
regulacdo da imunidade. Excesso de NO™ é citotoxico e pode reagir
diretamente com biomoléculas ou combinado com o O, para formar o
ONOO’, aumentando, assim, o estresse nitrosativo, ja que este é capaz
de induzir a LPO. Em pH fisiol6gico, 0 ONOO" é protonado, formando
0 ONOOH, o qual se dissocia rapidamente em duas potentes espécies
reativas, 0 OH' e 0 NO," (BECKMAN, 1996; PACHER; BECKMAN;
LIAUDET, 2007).

A geracdo de ERO e ERN no organismo é fisiologica e
continua, sendo fundamental em alguns processos biol6gicos, como
producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizacdo celular e sintese de substancias bioldgicas importantes
(LANDER, 1997; FREIDOVICH, 1999). Entretanto, em concentra¢des
elevadas, provocam lesGes celulares, por meio de modificacbes no
DNA, proteinas, lipideos e outras biomoléculas, resultando em uma
variedade de consequéncias biol6gicas e originando diversos processos
patolégicos (STOHS, 1996; GRACY et al, 1999; MCCORD, 2000;
PAPAHARALAMBUS; GRIENDLING, 2007).

Dos componentes celulares, a membrana é a mais susceptivel a
acdo das ERO e ERN, em decorréncia da LPO que acarreta alteracéo na
estrutura e na permeabilidade da membrana celular e posterior perda de
seletividade nas trocas idnicas. A membrana das células contém grandes
guantidades de AGPI, tornando-os alvos excelentes para o ataque de
RL. O processo de LPO ocorre em trés etapas bem definidas: iniciagdo,
propagacdo e terminacdo (Equacdo 3). A etapa de iniciacdo €
caracterizada pelo sequestro de um atomo de hidrogénio do AGPI
presente na membrana celular. Tal remogdo pode ser realizada pelo OH",
com consequente formacdo de um radical lipidico centrado em carbono
(L"). Na primeira equacédo da propagacdo, o L’ reage, rapidamente, com
0 O,, produzindo um radical peroxil (LOO"), que por sua vez, sequestra
novo hidrogénio do AGPI, produzindo um hidroperoxido lipidico
(LOOH), enquanto gera um novo L’ na segunda equacdo da propagacéo.
A terminacgdo da LPO ocorre quando os radicais L" e LOO", produzidos
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nas etapas anteriores, propagam-se até estabilizarem-se (THOMAS et
al., 1990; DE GROOT, 1994; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

LH + OH’ (ou LO") ---------- » L" + H,0 (ou LOH) Iniciacédo
L'+ Oy ---------- » LOO’ Propagacéio
LH LOO" ---------- » L"+ LOOH Propagacéo (Equacéo 3)
LOO + L -=--mmm- » LOOL Terminagédo
LOO"+ LOO" --------- » LOOL + O, Terminacéo

A LPO pode ser catalisada por ions de ferro ou cobre, por
conversdo dos LOOH em radicais altamente reativos, como o alcoxil
(LO") e peroxil (LOO"), que por sua vez iniciam nova cadeia de reacoes,
denominada ramificacdo. Essas reacdes podem ser rapidas (Equacéo 4)
ou lentas (Equagdo 5) dependendo da valéncia do ferro, conforme
demonstrado abaixo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).

LOOH + Fe?* ----rapida-----» LO" + OH" + Fe** (Equagdo 4)
LOOH + Fe** -——-lenta-----» LOO" + H* + Fe?* (Equacao 5)

Ocorrem também alteracBes importantes nas moléculas
protéicas por meio da a¢do danosa de ERO e ERN, desencadeando o
processo de oxidacdo dos aminoacidos e alterando, assim, a capacidade
funcional das proteinas. Essas alteracbes funcionais das proteinas fazem
com que se tornem mais susceptiveis & degradagdo pelas enzimas
proteoliticas (LEVINE et al., 1990; PACKER, 1997; DALLE-DONNE
et al., 2006).

Para neutralizar os efeitos e evitar os danos causados nas
biomoléculas pela producdo excessiva de ERO e ERN, 0s organismos
apresentam mecanismos de defesa enzimaticos e ndo-enzimaticos,
denominados antioxidantes.

2.2 Antioxidantes

Os organismos aerébios, em sua evolucdo adaptativa a
atmosfera rica em O, desenvolveram mecanismos de defesa
antioxidante para limitar a producéo de radicais intracelulares e impedir
a inducdo de danos (SIES, 1993; HALLIWELL, 1996a).
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Segundo Halliwell e Gutteridge (1999) os antioxidantes podem
ser definidos como qualquer substancia que, presente em baixas
concentragdes quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou
inibe a oxidacdo deste substrato de maneira eficaz, protegendo as células
contra a acdo dos oxidantes.

O sistema de defesa antioxidante pode atuar através de trés
mecanismos na protecdo do organismo humano. O primeiro mecanismo
de protecdo atua como detoxificador das ERO e ERN, impedindo a sua
formagcédo, e consequentemente, o ataque sobre os lipideos, proteinas, e
as bases do DNA, evitando assim, a formacdo de lesdes e perda da
integridade celular. O outro mecanismo de defesa tem a funcdo de
reparar as lesdes provocadas pelas espécies reativas, sendo que este
processo esta relacionado com a remocao de danos da molécula de DNA
e reconstituicdo das membranas celulares (SIES, 1993).

Os antioxidantes podem ser classificados como enzimaticos e
ndo enzimaticos, os quais sdo produzidos pelo préprio organismo ou
provindos de fontes exdgenas (dietéticas) (Quadro 2).

Quadro 2 - Principais agentes de defesa antioxidante nos sistemas
bioldgicos (Modificado de SIES, 1993).

Antioxidantes enzimaticos Antioxidantes ndo enziméticos
Superéxido Dismutase (SOD) Glutationa reduzida (GSH)
Catalase (CAT) Acido drico
Glutationa peroxidase (GPx) Acido ascorbico (vitamina C)
Glutationa Redutase (GR) Bilirrubina
Glutationa S-Transferase (GST) Ubiquinol-10
NADPH-quinona oxiredutase Compostos fendlicos
(flavonoides)

Enzimas de reparo Licopeno
a-tocoferol (vitamina E )
[-caroteno
Proteinas do plasma
Zinco
Selénio
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O sistema de defesa antioxidante enziméatico é formado por
varias enzimas, dentre as quais se destacam a superoxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx).

A SOD é caracterizada como uma das enzimas mais
importantes e atua como antioxidante celular, estando presente nos
organismos aerdbios, sob duas formas distintas, de acordo com a
presenca do cofator metalico no sitio ativo. A primeira contém Cu?* e
Zn?* como cofator no sitio ativo e ocorre no citosol, sendo que sua
atividade ndo é afetada pelo estresse oxidativo. A segunda contém Mn?®*
como cofator no sitio ativo, ocorre na mitocondria e sua atividade
aumenta com o estresse oxidativo. A SOD catalisa a dismutagédo do O,"
, convertendo-o em O, e H,0O, (HALLIWELL, 1996a ; DIPLOCK et al.,
1998) (Equacao 6).

20," + 2 H" ----SOD----> O, + H,0, (Equagéo 6)

O segundo sistema de prevencdo é constituido pela enzima
CAT. Ela esta presente em quase todos 0s organismos aerdbios e em
algumas células anaerdbias, controlando os processos de oxidacdo em
tecidos quando ocorre um aumento na concentracdo de H,O, celular. A
CAT atua na conversao do H,O, em O, e H,O (HALLIWELL, 19963;
DIPLOCK et al., 1998) (Equacédo 7).

2 H,0, ----CAT---->2H,0+ 0O, (Equacéo 7)

O terceiro sistema de defesa antioxidante pode ser representado
pela GPx e glutationa redutase (GR) e atuam em conjunto com a
glutationa reduzida (GSH), um antioxidante ndo enzimatico. A GPx
catalisa a reducdo do H,0O, e peréxidos organicos em H,O e seus
correspondentes alcodis a partir da oxidagdo da GSH a glutationa
oxidada (GSSG) (Equacdo 8 e 9). A GPx est4 presente no organismo
sob duas formas, dependente e independente de selénio. A presenca de
selénio na enzima explica a importancia desse metal e sua atuagdo como
antioxidante nos organismos vivos. A GR, uma flavoproteina
dependente da nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato-reduzida
(NADPH), tem a funcéo de regenerar a GSH (Equacao 10). O processo
de regeneragdo da GSH favorece a manutencdo da concentragéo
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intracelular elevada de GSH em rela¢do a GSSG (HALLIWELL, 1996b;
FERREIRA; MATSUBARA, 1997; FANG; YANG; WU, 2002;
BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). A GSH é o maior composto
tiol de baixo peso molecular em vegetais e animais, constituindo-se num
importante antioxidante natural. Ela pode ser proveniente da dieta ou
também ser sintetizada no organismo humano, portanto é considerada
um antioxidante enddgeno e exdgeno (FANG; YANG; WU, 2002). Seu
grupo tiol reativo confere efetiva propriedade redutora, permitindo
interagir com diversas moléculas reativas, tais como LOOH, H,0,,
ONOO', O," e OH". Além disso, a GSH tem importante participacéo no
processo de regeneracdo da vitamina C (BIANCHI; ANTUNES, 1999;
BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

2 GSH + H,0, ----GPx----» GSSG + 2 H,0 (Equacéo 8)
2 GSH + LOOH ----GPx----» LOH + H,0 (Equacdo 9)
GSSG + NADPH + H" ----GR----» 2GSH + NADP”* (Equacéo 10)

Outra enzima que apresenta atividade antioxidante é a enzima
paroxonase (PON1). A PONL1 encontra-se distribuida em varios 6rgaos,
como figado, rins e intestino, bem como no plasma, onde se encontra
associada & HDL (TOMAS et al., 2004). A PON-1 é atribuida a
propriedade de catalisar a hidrolise dos hidroperdxidos lipidicos na
LDL, bem como a de outros substratos, incluindo metabélitos ativos de
organofosforados, como o paroxon (de onde origina 0 seu nome), e
outros substratos (MACKNESS et al.,, 1998). Além disso, foi
demonstrado que a PON-1 é capaz de hidrolisar peroxidos lipidicos
presentes em lesGes aterosclerdticas humanas (AVIRAM et al., 2000).A
PONL1 esta associada as lipoproteinas de alta densidade (HDL) o que
implica uma contribuicdo anti-inflamatéria e antioxidante para esta
lipoproteina (MACKNESS e MACKNESS, 2004). Estudos in vitro
verificaram que a PON1 age na inibicdo da oxidacdo de LDL
(MACKNESS; ARROL; DURRINGTON, 1991; DURRINGTON;
MACKNESS; MACKNESS, 2001; LI; L1U; LIANG, 2003)

Em relagdo ao sistema ndo enzimético de defesa antioxidante,
ele é composto por antioxidantes lipofilicos como os tocoferdis, os
carotenoides, os compostos fendlicos e o retinol; e antioxidantes
hidrofilicos, como o &cido ascorbico, o &cido Urico, a glutationa
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reduzida, entre outros (SEN; PACKER, 2000; NIJVELDT et al., 2001).
Dos antioxidantes provenientes da dieta, ou exdgenos, podemos citar,
entre 0os mais estudados, as vitaminas A, C e E, os flavondides e outros
compostos fenolicos, os minerais como o zinco, selénio e cobre, além de
compostos bioativos encontrados em plantas (BIANCHI; ANTUNES,
1999; FANG; YANG; WU, 2002; BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006).

O écido ascdrbico (vitamina C) é considerado o principal
antioxidante hidrossollvel, o qual estd presente nos compartimentos
aquosos dos tecidos organicos, comumente encontrado na forma de
ascorbato (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). O ascorbato atua
protegendo biomembranas contra a peroxidacdo e é considerado um
antioxidante enddgeno capaz de proteger os lipidios do dano de
peroxidacdo induzido pelo RO, (SIES, 1993; SOWELL; FREI;
STEVENS, 2004). Além disso, o acido ascérbico tem se mostrado
eficiente em sequestrar hipoclorito e *Ag (SIES, 1993), como também de
participar do ciclo da vitamina E, regenerando o a-tocoferol. Desta
forma, o ascorbato regenera a vitamina E, doando um hidrogénio ao
radical o-tocoferoxil, formado na inibicdo da LPO (BIANCHI e
ANTUNES, 1999; FANG; YANG; WU, 2002; BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006).

A vitamina E ocorre na natureza em oito formas estruturais:
quatro tocoferdis (a, P, v, 8) e quatro tocotriendis (a, B, 7y, 0)
(BRIGELIUS-FLOHE e TRABER, 1999; JIANG et al., 2001). Em
funcdo de sua caracteristica lipossolivel, a vitamina E representa o
principal antioxidante presente em membranas celulares, sistemas de
membranas e lipoproteinas plasmaticas de mamiferos (YU, 1994;
TRABER e ATKINSON, 2007). A forma o-tocoferol é predominante
em tecidos humanos e a principal forma encontrada em suplementos
nutricionais. Dentre os tocoferois, o a-tocoferol é mais eficaz na doacéo
de elétrons e é também considerado mais potente antioxidante
interruptor de cadeia (chain breaker), inibindo a LPO. Ele age através
da doacdo do seu hidrogénio radicalar fenélico para o RO,
interrompendo a propagacdo das reacfes em cadeia e impedindo a LPO
induzida pelas espécies reativas nas membranas biol6gicas (KAMAL-
EDIN e APPELQVIST, 1996; BIANCHI e ANTUNES, 1999; FANG;
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YANG; WU, 2002; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; TRABER e
ATKINSON, 2007).

O pB-caroteno é, quantitativamente, 0 mais importante e mais
ativo dos carotendides e é considerado um forte agente antioxidante.
Suas propriedades antioxidantes tém sido atribuidas a sua longa cadeia,
contendo duplas ligagBes conjugadas (YU, 1994; FANG; YANG; WU,
2002). A atividade antioxidante do B-caroteno esta relacionada com a
inibicdo da LPO, inativacdo de 'Ag, "OH, e O,” (VALKO et al., 2006).

O licopeno é um carotendide presente em diversas frutas,
legumes e verduras (melancia, goiaba, pitanga e tomate) e pode ser
sintetizado e armazenado no aparato fotossintético, constituindo-se uma
defesa contra a foto-oxidacdo (PATEU et al.,, 1998). Sua acéo
antioxidante envolve a transferéncia da energia excitada do O, para o
carotenoide, através da sua rotacdo e interagdo com solventes préximos,
dissipando energia da molécula excitada. Possui acdo sobre radicais
perdxidos e NO,", sendo, a0 menos, duas vezes mais eficiente que o f-
caroteno sobre os radicais peroxidos e o mais eficiente sequestrador de
ERO (RAO, 2002).

Ja a propriedade antioxidante de alguns minerais esta
relacionada, principalmente, a atuacdo como cofatores de certas enzimas
gue compBem o sistema enzimatico de defesa contra as ERO e ERN. O
selénio é considerado um mineral essencial para a protecdo contra a
LPO de membranas celulares e subcelulares. Concentragdes reduzidas
de selénio nas células e tecidos resultam na diminuicdo da atividade da
GPx, resultando em maior suscetibilidade das células e do organismo
aos danos oxidativos induzidos pelas ERO e ERN (BIANCHI;
ANTUNES, 1999).

2.2.1 Compostos fenélicos

Os compostos fenolicos estdo, amplamente, distribuidos no
reino vegetal, sendo conhecidas, atualmente, mais de 8.000 estruturas.
Estdo presentes, naturalmente, numa grande variedade de alimentos e
bebidas de origem vegetal, como frutas, legumes, sementes, flores,
folhas, sucos, chés e vinho tinto. Sdo caracterizados como metabdlitos
de plantas que possuem um anel aromdtico com um ou mais
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substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (HUXLEY;
NEIL, 2003; MANACH et al., 2004; D’ARCHIVIO et al. 2007).

As propriedades benéficas dos compostos fendlicos podem ser
atribuidas a sua capacidade de sequestrar os RL (DECKER, 1997).
Além do potencial antioxidante, eles possuem outras propriedades como
atividade antiinflamatéria, antiagregacdo plaquetaria, diurética, antiviral,
anticarcinogénica e vasodilatadora (RICE-EVANS; MILLER,;
PAGANGA, 1996; NEIVA et al., 1999; CREN-OLIVE et al., 2003;
ODONTUYA; HOULT; HOUGHTON, 2005).

Dentre o grupo de compostos fendlicos, destacam-se o0s
flavondides e os acidos fenolicos. Esses compostos tém a capacidade de
doar atomos de hidrogénio, portanto inibem as reagfes, em cadeia,
provocadas pelos RL, além de auxiliarem na preservacao da vitamina E
e do B-caroteno (SALAH et al.,, 1995; RICE-EVANS; MILLER;
PAGANGA, 1996; RICE-EVANS, 2001). Estudos in vitro
demonstraram que os flavondides sdo potentes neutralizadores de
diversas ERO e ERN e podem interferir na acdo oxidante de metais de
transicdo (VAN ACKER et al., 1996). Foi verificado que os flavondides
miricetina, quercetina e rutina se apresentaram mais eficazes do que a
vitamina C na protecdo contra o dano oxidativo, induzido pelo H,O, no
DNA de linfécitos humanos (NOROOZI; ANGERSON; LEAN, 1998).
Além disso, a quercetina e a epicatequina foram mais eficientes que as
vitaminas C e E na inibi¢cdo da oxidacdo da LDL pela enzima 15-
lipoxigenase (SILVA; ABDALLA; TERAO, 2000). Foi, também,
demonstrado que a quercetina, um dos principais flavondides
encontrados em alimentos vegetais, é capaz de sequestrar O,” e
peroxidos lipidicos, inibindo a oxidacdo da LDL e os efeitos citotdxicos
das LDL-ox em macréfagos (NEGRE-SALVAGYRE; SALVAGYRE,
1992; COS et al., 1998; OSADA et al., 2001).

Dentre os &cidos fendlicos, destacam-se os derivados do &cido
cafeoilquinico, como o acido clorogénico e seus isémeros. O &cido
caféico esta presente nos alimentos, principalmente esterificado com o
acido quinico, denominando-se 4cido clorogénico (D’ ARCHIVIO et al.,
2007). O café é a maior fonte de acido clorogénico na dieta humana,
sendo que outras fontes dietéticas incluem frutas, legumes, gréos e a
erva mate, a qual possui particular importancia para a populagdo do sul
do Brasil (CARINI et al., 1998; CLIFFORD, 2000; MONTEIRO;
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TRUGO, 2005). Semelhante aos flavondides, os &cidos clorogénico e
caféico sdo Gtimos antioxidantes in vitro (RICE-EVANS; MILLER;
PAGANGA, 1996, SOARES, 2002), inclusive com capacidade de inibir
a oxidacdo da LDL (LARANJINHA; ALMEIDA; MADEIRA, 1994,
NARDINI et al., 1998).

2.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é um termo utilizado para caracterizar o
desequilibrio nas concentracdes das ERO e ERN e 0s mecanismos de
defesa antioxidantes do organismo (SIES, 1986). No entanto, esse
conceito vem se adaptando as recentes descobertas que demonstram que
as ERO e ERN podem atuar como segundos mensageiros de vias
especificas na sinalizacdo celular. Esses dois conceitos tém sido
recentemente incorporados dentro de uma nova definigdo: "um
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes,
levando a um desarranjo da sinalizacdo e do controle redox e/ou a um
dano molecular (JONES, 2006).

Ha varios métodos reconhecidos para avaliar o estado de
estresse oxidativo, entretanto, nenhum destes pode ser considerado
padrdo-ouro. Com base em evidéncias encontradas na literatura, trés
metodologias tém sido utilizadas para avaliagdo do estresse oxidativo
em sistemas bioldgicos: i) determinacdo da concentragdo de
antioxidantes; ii) determinagéo de indicadores indiretos da atividade das
espécies reativas e; iii) avaliacdo direta das espécies reativas
(JACKSON, 1999).

Dentre os indicadores de LPO, propostos para investigagdo do
estresse oxidativo in vivo e in vitro, destacam-se o malondialdeido
(MDA), determinado pelo método das substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS - do inglés Thiobarbituric Acid Reactive
Substances); os LOOH, quantificados atraves da oxidagdo do ferro com
alaranjado de xilenol (FOX — do inglés Fe*? xylenol orange); e os dienos
conjugados, pentano, etano e os Fo-isoprostanos (FIRUZI et al., 2006).

As proteinas também sdo comumente atacadas pela a¢do das
ERO e ERN, portanto, torna-se importante a analise da oxidacdo destes
componentes moleculares. Diversos processos patoldgicos e fisioldgicos
apresentam oxidagOes catalisadas por metais que tém sido identificados
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como uma modifica¢do covalente de proteinas. Uma caracteristica desta
modificacdo oxidativa é a introducdo de grupos carbonil em residuos de
aminoécidos de proteinas. A reacdo destes grupos com reagentes
carbonil-especificos fornece um método de deteccdo e quantificacdo de
oxidacdo catalisada por metais, onde o 2,4-dinitrofenilhidrazina é um
reagente carbonil classico (LEVINE et al.,1990). Outros marcadores
propostos para a avaliacdo das proteinas oxidadas ou carboniladas, sdo
8-hidroxideoxiguanosina, 5-OH-citosina, 8-OH-adenina e 8-OH-
guanina (JACKSON, 1999).

A avaliagdo da atividade antioxidante pode ser determinada a
partir da concentracdo de antioxidantes no sangue e nas células ou pela
determinacdo da atividade celular de enzimas antioxidantes (FANG;
YANG; WU, 2002). Em estudos epidemiolégicos e clinicos, além de
dosagens individuais, tem sido proposta a avaliacdo da capacidade
antioxidante dos fluidos bioldgicos, como, por exemplo, através da
técnica FRAP (do inglés ferric reducing antioxidant potential), em que a
capacidade antioxidante do plasma é verificada através do potencial
antioxidante redutor férrico, ou ainda através do parametro TRAP (do
inglés total radical-trapping antioxidant parameter), em que s&o
detectados os RO, sequestrados pelos antioxidantes plasmaticos
(WAYNER et al., 1985; BENZIE; STRAIN, 1996; CAO; PRIOR, 1998;
GHISELLI et al. 2000; EVELSON et al., 2001).

A deteccdo direta de espécies reativas pode ser realizada através
de técnicas de ressonancia paramagnética de elétrons. Embora esta
técnica seja eficaz para detectar espécies reativas em sistemas
biologicos, o0 seu elevado custo e outras limitacbes metodologicas
dificultam seu uso rotineiro (FANG; YANG; WU, 2002). Portanto, o0s
estudos tém, frequentemente, utilizado métodos para afericdo indireta
das lesbes oxidativas, sendo que dentre estes, destacam-se 0s
espectrofotométricos e cromatométricos, que medem a atividade
enzimatica (SOD, CAT, GPx e GR) e/ou a concentracéo de tripeptideos
(glutationa total, GSH e GSSG), LOOH e aldeidos (MDA). Estas
medidas podem ser realizadas em tecidos, sangue e outros fluidos
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Os danos induzidos pelo estresse oxidativo tém sido associados
a génese de diversas doengas, como o cancer, DCV, aterosclerose,
hipertensdo,  injaria  isquemia-reperfusdo,  diabetes,  doencas
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degenerativas, artrite reumatdide e envelhecimento (VALKO et al.,
2007).

2.3.1 Estresse oxidativo, doencas cardiovasculares e
dislipidemia

As DCV sdo as principais doencas associadas ao estresse
oxidativo. As dislipidemias e os valores plasmaticos elevados da LDL
constituem-se os fatores de risco primarios para o desenvolvimento de
DCV (KADAR; GLASZ, 2001). As dislipidemias podem ser definidas
como alterages metabolicas decorrentes de distarbios em qualquer fase
do metabolismo lipidico, que ocasionam alteracdes nos valores
plasmaticos das lipoproteinas. Do ponto de vista laboratorial, as
dislipidemias podem ser classificadas como hipercolesterolemia isolada
(aumento do LDL-c > 160 mg/dL), hipertrigliceridemia isolada
(aumento dos triglicerideos (TG) > 150 mg/dL), hiperlipidemia mista
(aumento do LDL-c > 160 mg/dL e TG > 150 mg/dL) e diminui¢do
isolada do HDL-c (< 40 mg/dL para homens e <50 mg/dL para
mulheres) associada ou ndo ao aumento de TG ou LDL-c (SBC, 2007).

A maioria das DCV resulta de complicacGes derivadas da
aterosclerose, sendo que as dislipidemias estdo associadas a essas
doencas basicamente por darem inicio ao processo aterogénico
(MADAMANCHI; VENDROV; RUNGE, 2005; SINGH; JIALAL,
2006). Segundo a IV Diretriz da Sociedade Brasileira de Cardiologia
(2007), a aterosclerose é uma doenca inflamatoria crbnica de origem
multifatorial que ocorre em resposta a agressdo endotelial, acometendo
principalmente a camada intima de artérias de médio e grande calibre.

Um importante evento de iniciacdo da aterosclerose é a
presenca de LDL-0x no espago subendotelial da parede arterial. A LPO,
a qual ocorre em membranas celulares e na LDL, é uma das maiores
contribuintes para a doenca aterosclerdtica e disfuncdo endotelial
(DUSTING; TRIGGLE, 2005). O processo de oxidacdo aumenta a
aterogenicidade da LDL, favorecendo o recrutamento dos mondcitos
circulantes para o espago intimal, inibindo a capacidade dos macréfagos
residentes de deixarem a intima, promovendo assim a formacdo das
células espumosas e, por fim, causando a disfuncdo endotelial
(STOCKER; KEANEY, 2004; ZHAO; SHEN, 2005).
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2.3.2 Estresse oxidativo, doencas cardiovasculares e dieta

A dieta tem sido considerada um fator preponderante ao
desenvolvimento de DCV (O’KEEFE et al., 2008). Varios estudos
relataram que a alta ingestdo de acidos graxos saturados e de colesterol,
assim como de &cidos graxos isdmeros trans, estd associada as
dislipidemias e DCV (NICKLAS et al., 2002; DEBOER et al., 2003;
CASTRO et al., 2004). Por outro lado, diversos estudos mostraram
evidéncias de que a prevencao das dislipidemias pode ser resultante de
um elevado consumo de frutas, vegetais, oleaginosas e graos integrais,
0s quais estdo associados, significativamente, com menor risco de
desenvolvimento de DCV. O efeito protetor desses alimentos €
provavelmente mediado por diversos nutrientes benéficos a salde, tais
como gorduras insaturadas, vitaminas, minerais e fibras (KUSHI;
LENART; WILLETT, 1995; BAZZANO et al., 2002; HU; WILLET,
2002, SBC, 2007).

Dentre os constituintes alimentares com propriedades
antioxidantes, estdo as vitaminas A, C e E, os carotenoides -caroteno e
licopeno e os compostos fendlicos, sendo que estes componentes estao
relacionados & protegdo contra o estresse oxidativo e as DCV
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; STEINBERG; LEWIS, 1997;
STEINBERG; WITZTUM, 2002).

De fato, estudos prospectivos verificaram uma associa¢do
inversa entre o consumo de carotendides e vitaminas C e E, através da
dieta ou de suplementacdo, com DCV (GAZIANO et al., 1995;
KLIPSTEIN-GROBUSCH et al., 1999; SIMON; HUDES, 1999; FORD;
GILES, 2000; OSGANIAN et al., 2003; STOCKER, 2007). Entretanto,
as vitaminas ndo sdo os Unicos componentes ativos nos alimentos.
Estudos clinicos e epidemioldgicos demonstraram uma associacdo
inversa entre 0o consumo de compostos fenolicos e a mortalidade por
DCV (HERTOG et al.,1993a; HERTOG et al., 1995; KNEKT et al.,
1996; GELEIJNSE et al., 2002; HUXLEY; NEIL, 2003).

A utilizago de alimentos que apresentam atividade
antioxidante tem sido verificada em diversos estudos, sendo que, na
regido sul do Brasil, um alimento que se destaca entre as espécies
vegetais, apresentando elevado potencial antioxidante é a erva mate (llex
paraguariensis).
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2.4 Erva mate

A erva mate é uma planta originaria da regido subtropical da
América do sul, estando presente no Brasil, Argentina, Paraguai e
Uruguai, sendo considerada uma planta economicamente importante
para esses paises. A infusdo ou decoccdo das partes aéreas da llex
paraguariensis é amplamente utilizada no preparo de uma bebida muito
apreciada pelo seu sabor amargo peculiar e de propriedades estimulantes
(FILIP et al., 2001, BASTOS et al., 2007).

A erva mate pode ser preparada de quatro diferentes formas: o
tradicional chimarrdo, o mate cozido e o tereré (preparado com as folhas
verdes) e o cha mate (preparado com as folhas tostadas)
(MAZZAFERA, 1997; BASTOS et al., 2005).

A infusdo de erva mate € conhecida por suas propriedades
estimulantes, devido a presenca dos alcaldides purinicos, cafeina e
teobromina (BASTOS et al., 2007; HECK; DE MEIA, 2007). Outros
constituintes de importancia da llex paraguariensis sdo as saponinas,
gue demonstraram efeito hipocolesterolemiante em ratos (STEIN et al.,
2005) e alguns compostos fendlicos (acidos clorogénico e caféico),
incluindo os flavonoides quercetina, rutina e luteolina (CARINI et al.,
1998; BASTOS et al., 2005, BASTOS et al., 2006a) que conferem o
potencial antioxidante desta espécie vegetal.

Estudos, utilizando diversos modelos de oxidag&o in vitro e ex
vivo, ja constataram que os compostos fendlicos presentes na erva mate
tém propriedades antioxidantes. Como por exemplo, a inibicdo da
oxidacdo de lipossomas (FILIP et al., 2000), de particulas de LDL
(GUGLIUCCI; STAHL, 1995; GUGLIUCCI, 1996; BRACESCO et al.,
2003) e como sequestradores de RL (CAMPOS; ESCOBAR; LISSI,
1996). Também se observou uma correlagdo positiva entre o contetido
de compostos fendlicos, particularmente, &cido clorogénico, e a
atividade antioxidante de extratos de diferentes espécies de llex
paraguariensis (FILIP et al., 2000; SCHINELLA et al., 2000). Carini e
colaboradores (1998) e Silva e colaboradores (2008) demonstraram que
0s compostos fendlicos presentes no extrato aquoso de llex
paraguariensis atuam como antioxidantes ndo so, isoladamente, mas
também de forma sinérgica. De particular importancia, sdo os relatos de
gue a ingestdo aguda de infusdo de erva mate (chimarrdo) por individuos
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saudaveis aumentou a protecdo antioxidante do plasma (GUGLIUCCI,
1996) e das particulas de LDL (SILVA et al., 2008) contra as reagdes
mediadas por ERO e ERN. No entanto, resta estabelecer se 0 consumo
prolongado de erva mate, associado ou ndo a intervencgdo dietética, por
individuos dislipidémicos, diminui o estresse oxidativo avaliado pela
medida de marcadores sanguineos.



CAPITULO 3
METODO GERAL
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3. METODO GERAL
3.1 Caracterizagao do estudo

Este estudo é caracterizado como um ensaio clinico
randomizado, o qual foi desenvolvido no Laboratério de Lipideos,
Antioxidantes e Aterosclerose da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). Teve duracdo de 120 dias, sendo 30 de
monitoramento basal e 90 dias de periodo de intervencdo. Este periodo
foi estipulado conforme a IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemia e
Prevencdo de Aterosclerose (SBC, 2007) que preconiza intervencdo,
através de mudanca de estilo de vida (alimentacdo) por até 90 dias antes
do inicio da terapia medicamentosa.

3.2 Populacgéo do estudo

A amostra foi composta por voluntarios dislipidémicos, com
idade superior a 18 anos, de ambos 0s sexos.

Os participantes foram recrutados na comunidade da UFSC,
através de cartazes fixados nos murais do Hospital Universitario (HU)
da UFSC, da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), do
Servico Social do Comércio (SESC) de Florianépolis, da Clinica
Cardiosport e através de e-mails. O periodo de recrutamento ocorreu
entre os meses de fevereiro e agosto de 2008.

Foram incluidos os voluntarios que apresentaram colesterol
total (CT) > 200 mg/dL, e/ou LDL-c > 130 mg/dL, e/ou HDL-c < 40
mg/dL ou 50 mg/dL, para homens ou mulheres respectivamente.

Os critérios de exclusdo para a participacdo no estudo foram:
uso de medicamento hipocolesterolemiante, presenca de doencas
hepaticas, renais, neoplasias, desordens tireoidianas, diabetes, angina,
alcoolismo, tabagismo, uso de suplementos alimentares, obesidade
morbida e pratica intensa de atividade fisica.

Apbs o inicio do estudo foram excluidos os participantes que
apresentaram anormalidades nos exames laboratoriais de controle (uréia,
creatinina, glicose, acido Urico, hemograma completo e as atividades das
enzimas aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, fosfatase
alcalina, gama-glutamil transferase), bem como auséncia de manutencéo
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dos valores do perfil lipidico no periodo basal dentro de uma variacdo
de 10%; que introduziram o uso de medicamentos; alteraram o nivel de
atividade fisica; que apresentaram intolerancia a erva mate ou; que
interromperam a ingest&o da infusdo por trés dias consecutivos ou mais.

Todos os participantes foram orientados a ndo modificar o estilo
de vida durante o estudo, mantendo a mesma alimentacdo pregressa
(aqueles que ndo receberam intervencdo dietética) e o0 mesmo nivel de
atividade fisica. Estas informacdes foram monitoradas todas as vezes
gue os individuos retornavam para as coletas sanguineas. Nao foram
feitas modificacbes no tratamento dos individuos que recebiam
medicacao para a hipertensdo.

3.3 Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da UFSC, denominado “Efeito hipocolesterolémico,
hipoglicémico, anti-inflamatério e antioxidante da erva mate (llex
paraguariensis) em seres humanos, sob nimero de protocolo 140/2008
(ANEXO A).

A participacdo dos voluntarios no estudo se deu mediante a
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Apéndice A).

3.4 Protocolo experimental

O estudo teve duracdo de 120 dias, sendo os primeiros 30, de
monitoramento basal. Neste periodo, realizou-se trés coletas de sangue
com intervalos de 15 dias (tempos -30, -15 e 0) para as determinagdes
laboratoriais, a fim de verificar a variabilidade dos pardmetros
bioguimicos de controle e do perfil lipidico (Figura 1).

Apbs os trinta dias de monitoramento (tempo 0) os individuos
foram randomizados aleatoriamente em trés diferentes grupos: erva mate
(EM), dieta controle (DC), erva mate com dieta controle (ED).

Apds a randomizagdo, seguiu-se um periodo de 90 dias de
intervencdo, totalizando quatro encontros, sendo que 0s trés primeiros
tiveram intervalos de 20 dias e, entre o0 penultimo e o dltimo, 30 dias
(Figura 1). Em todos os momentos foram realizadas coletas sanguineas
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para as determinacdes biogquimicas, bem como a avaliacdo do consumo
alimentar e monitoramento de varidveis antropométricas e de presséo
arterial.

PERIODO BASAL PERIODO DE INTERVENGAQ
) \ D
(T M | B T B B
S
* Randomizagéo

Figura 1 Desenho do estudo de intervencdo na avaliacdo do efeito
antioxidante da erva mate em individuos com dislipidemia.

3.4.1 Grupo dieta controle (DC)

Os participantes deste grupo receberam orientagfes para uma
dieta hipocolesterolémica padrdo, pobre em gorduras saturadas, trans e
colesterol, com base nas recomendacdes da IV Diretriz Brasileira para
Dislipidemia e Aterosclerose (SBC, 2007). A partir do consumo
dietético habitual de cada individuo, a dieta controle consistiu na
diminuicédo de carnes vermelhas, ovos, manteiga e bacon e a substituicéo
de alimentos como queijos, leite e iogurte pela versdo desnatada.

3.4.2 Grupo erva mate (EM)

Os integrantes deste grupo receberam a erva mate tostada e
acondicionada em sacos plasticos hermeticamente fechados, uma
peneira e um copo graduado. Foram orientados a preparar, diariamente,
a infusdo de mate tostado, na propor¢do de 20 mg/mL, e ingerir,
aproximadamente, 330 mL do cha trés vezes ao dia, junto as principais
refei¢des, perfazendo um consumo total de aproximadamente 1 litro de
infusdo de erva mate por dia. A infusdo foi obtida pela adicdo de agua
guente (80-90°C) sobre folhas secas, moidas e tostadas de llex
paraguariensis comercial, fornecida pela empresa Ledo Janior
(Curitiba-PR). Apdés 10 min de infusdo, a bebida foi filtrada e
consumida pelos participantes. A erva mate foi coletada em Irati-PR,
Brasil, e a espécie identificada como auténtica llex paraguariensis pelo
Departamento de Botanica da UFSC e uma contra prova foi armazenada
no mesmo local com o codigo FLOR 37066.
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3.4.2.1 Determinacdo dos fendis e saponinas totais da erva
mate

O conteldo de fendis totais da infusdo de erva mate tostada foi
determinado pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteau, segundo
método descrito por Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999).
Cinquenta microlitros do extrato aquoso de erva mate foram misturados
com 150 pL de etanol (95%), 800 pL de agua destilada e 80 puL do
reagente de Folin-Ciocalteau (50%). Ap6s 5 min, foram adicionados 150
puL de bicarbonato de sddio 5% e a mistura permaneceu a temperatura
ambiente por 1 h, na auséncia de luz. A leitura da absorbancia do
produto colorido foi realizada em comprimento de onda de 765 nm
(espectrofotdmetro Spectrum SP2000 — Xangai, China). O &cido
clorogénico foi usado como padrdo e os resultados foram expressos em
mg/mL.

A quantificacdo das saponinas totais na infusdo de erva mate
tostada foi realizada por método espectrofotométrico, conforme extracéo
descrita por Gnoatto, Schenkel e Bassani (2005) e reacdo com vanilina e
acido perclérico descrita por Fan e He (2006). As saponinas contidas em
10 mL das infusdes foram submetidas a hidrolise com 5 mL de HCI 4N
sob refluxo por 2 h. As sapogeninas foram extraidas com a adi¢éo de 6
mL de cloroférmio, em um processo repetido por quatro vezes. A fracédo
cloroférmica foi evaporada em evaporador rotativo e o residuo foi re-
suspenso em 2,5 mL de etanol. Para a quantificagdo, aliquotas da
solugdo etanolica foram evaporadas e adicionadas 300 pL de vanilina a
5%, preparada em &cido acético glacial, e 1 mL de acido perclérico
sobre o residuo seco. A mistura foi mantida em banho-maria a 60 °C por
45 min e, logo apés, resfriada em banho de gelo. Por fim, acrescentou-se
1,0 mL de acido acético glacial e a leitura da absorbancia foi realizada
em 548 nm. Como padrdo, utilizou-se o é&cido ursolico, nucleo
triterpénico majoritario das saponinas de llex paraguariensis
(GNOATTO; SCHENKEL; BASSANI, 2005) e os resultados foram
expressos em mg/mL.
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3.4.2.2 Caracterizacao dos compostos fendlicos da erva mate
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A analise dos compostos fendlicos, via CLAE do extrato aquoso
de erva mate, foi realizada através da injecdo de 10 pL das amostras em
cromatografo Shimadzu LC-10 (Quioto, Japdo), equipado com coluna
de fase reversa (Shim-pack C18, 4,6 mm @ X 25 cm comprimento)
termostatizada a 40 °C e detector UV-visivel (Shimadzu SPD 10A, 280
nm e 306 nm) de acordo com método previamente descrito
(STRASSMANN et al., 2008). A fase movel utilizada foi composta de
agua:acetato de etila:n-butanol (350:1:10, v/v/v), com fluxo de 0,8
mL/min. Os compostos foram identificados e quantificados através da
utilizacdo de padrdes externos.

3.4.3 Grupo erva mate com dieta controle (ED)

Os individuos do grupo ED receberam a dieta controlada em
gorduras e infusdo de erva mate tostada simultaneamente.

3.5 Instrumentos e técnicas de coleta de dados
3.5.1 Avaliacdo clinica e antropométrica

Inicialmente, os participantes responderam um questionario
com dados so6cio-demograficos, histéria clinica e familiar, alteracdes
gastrintestinais, alergias alimentares, consumo hidrico, tabagismo, uso
de medicamentos e prética de atividade fisica (Apéndice B).

Para 0 monitoramento da pressdo arterial, foi certificado de que o
voluntario ndo estivesse com a bexiga cheia, ndo tivesse praticado
exercicios fisicos ou fumado até 30 min antes a afericdo. Houve um
descanso de 5 a 10 min e, no momento da medida, foram mantidas as
pernas descruzadas e o brago na altura do coracdo. O manguito usado foi
da marca Embramac®, com bolsa de borracha de largura igual a 40% e
comprimento igual a 80% da circunferéncia do brago. O estetoscépio
utilizado foi da marca BD®. Foi palpado o pulso radial e inflado até seu
desaparecimento para estimar a pressdo sistolica. Posicionou-se a
campanula do estetoscépio sobre a artéria braquial e foi inflado,
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rapidamente, até ultrapassar 20 a 30 mmHg, o nivel estimado da pressédo
sistolica. Em seguida, o manguito foi desinflado lentamente, a pressdo
sistolica determinada no aparecimento dos sons de Korotkoff e a
diast6lica no desaparecimento deste som. Os valores ndo foram
arredondados (SBC, 2004) (Apéndice C).

Em todos os momentos do estudo, foram monitorados 0s
pardmetros antropométricos (peso, altura, circunferéncias da cintura, do
abdémen e do quadril) (Apéndice C). Para a afericdo do peso, utilizou-
se a balanca digital da marca Marte® PP180, com capacidade maxima
de 180 kg e sensibilidade de 0,1 kg. Os individuos deviam estar
descalgos ou com meias finas e vestindo roupas leves, permanecendo
em pé sobre a plataforma, com os pés unidos, com 0 peso igualmente
distribuido em ambos os pés e os bragos pendentes ao lado do corpo
(OMS, 1995).

A altura foi obtida através do antropdmetro da marca Seca®,
com altura maxima de 220 cm e escala de 0,1 cm. Os participantes
deviam permanecer em pé, com 0s bragos pendentes ao lado do corpo,
colocando as superficies posteriores dos calcanhares, as nadegas e a
regido occipital em contato com a parede. A cabeca foi posicionada de
modo que a linha da visdo ficasse perpendicular ao corpo. A régua foi
posicionada até o ponto mais alto da cabeca, com uma presséo suficiente
para comprimir o cabelo (OMS, 1995). O indice de massa corporal
(IMC) foi calculado através da razdo peso (kg) e altura (m) ao quadrado
e classificado de acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS,
2000).

3.5.2 Avaliacéo do consumo alimentar

Para monitorar qualitativamente o consumo alimentar foram
utilizados os métodos: recordatério de 24 horas (R24h) (Apéndice D) e
registro alimentar de 3 dias (Apéndice E).

O R24h foi aplicado por nutricionista, com auxilio de medidas
caseiras e um registro fotografico para inquéritos dietéticos
(ZABOTTO, 1996) somente no primeiro encontro (tempo -30), a fim de
verificar possiveis associacdes da alimentacdo do dia anterior com os
pardmetros bioquimicos analisados.

Nos encontros subsequentes, foi entregue o registro alimentar
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de 3 dias, o qual os participantes preencheram com a descri¢cdo dos
alimentos consumidos em um dia de semana, um no final de semana e o
outro na data anterior a coleta sanguinea.

Os voluntarios foram orientados a preencher o formulario,
indicando o tipo de refeicdo, horérios, tipo de alimentos e quantidades
consumidas. Lembrando que s6 deviam ser anotadas as quantidades dos
alimentos ingeridos.

Para melhor compreensédo e correto preenchimento do registro
alimentar, foram demonstradas medidas caseiras padrdes, como talheres
(colher de café, cha, sobremesa, sopa e servir, escumadeira, concha,
pegador); pratos (pires, sobremesa, fundo e raso); copos (requeijao,
americano, duplo); xicaras e canecas; e taca de sobremesa. Frutas, pées,
bolachas, doces foram quantificados em fatias, pedacos ou unidades
com seus respectivos tamanhos (pequeno, médio e grande). Para
alimentos como arroz, macarrdo, saladas, legumes, purés, carne picada
ou moida, doce mole e outros, foram quantificados em colheres e
escumadeiras (rasas ou cheias) ou pegadores. Feijdo, sopas e molhos
foram determinados em colheres (rasas ou cheias) ou conchas (pequena,
média ou grande). As carnes foram quantificadas em tamanho pequeno,
médio e grande, conforme orientacdo prévia de tamanhos de por¢des. Os
tipos de preparagbes foram especificados (frito, cozido, assado,
ensopado, grelhado, a milanesa, refogado). Os participantes foram
orientados a ser os mais fidedignos possiveis na marcagdo, inclusive
anotando “pequenas ingestdes”, popularmente, conhecidas por
“beliscos”.

3.5.3 Avaliacéo laboratorial

Foram coletadas amostras sanguineas (20 mL) dos voluntarios,
apos jejum de 12-14 h, através de puncdo da veia intermédia do
antebraco, com sistema a vacuo, por um profissional da area da
farmécia, (Vacuntainer-BD-Sao Paulo/Brasil) em tubos secos ou com
acido etilenoadiaminoacético (EDTA). Para a separagdo do soro e do
plasma, os tubos foram centrifugados (1000 x g por 15 min). O soro foi
usado na determinacdo da capacidade antioxidante, dos hidroperoxidos
lipidicos, da atividade da enzima paroxonase, das variaveis do perfil
lipidico, da uréia e creatinina e das enzimas hepaticas. Utilizou-se o
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plasma para a quantificacdo da concentracdo de proteina carbonilada.
Uma aliquota de sangue total foi usada para o isolamento de eritrécitos
na determinacdo de glutationa reduzida e para a realizagdo do
hemograma. Os marcadores do estresse oxidativo foram avaliados
imediatamente ap6s a coleta do sangue ou apds 0 armazenamento das
amostras a — 70 °C durante uma a quatro semanas, dependendo do
marcador, conforme descrito por Firuzi e colaboradores (2006). Todas
as analises foram realizadas em duplicata.

3.5.3.1 Exames laboratoriais

As concentracfes séricas de CT e TG foram determinadas por
métodos enzimaticos, automatizados e colorimétricos (reacdo de
Trinder), usando as enzimas colesterol-oxidase e glicerol fosfato
oxidase, respectivamente, e 0 HDL-c por método homogéneo, em
equipamento automatizado Wiener Analyzer, de acordo com as
instrucbes do fabricante (Wiener Laboratérios S.A..C - Rosario,
Argentina). O LDL-c foi calculado pela equacdo de Friedewald
(Friedewald, Levy & Fredrickson, 1972): (LDL = (CT — (HDL + TG/5)
e 0 Nao HDL-c foi obtido pela diferenca do CT e do HDL-c.

Para um maior controle intrapessoal das variaveis bioguimicas,
foram determinadas as concentragdes sanguineas de uréia, creatinina,
glicose, acido drico (UR), hemograma completo e as atividades das
enzimas aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, fosfatase
alcalina e gama-glutamil transferase. Essas analises foram avaliadas
pelos métodos usuais na rotina de laboratério, em equipamentos
automatizados — Wiener Analyzer (Wiener Laboratérios S.A.L.C. -
Rosario, Argentina) e Sysmex XE-2100D (Kobe, Japdo), segundo as
instrucdes dos fabricantes.

3.5.3.2 Estresse oxidativo

O estado de estresse oxidativo foi avaliado a partir da
determinacdo da concentragdo de glutationa reduzida eritrocitaria,
capacidade antioxidante, hidroperdxidos lipidicos, proteinas plasmaticas
oxidadas e enzima paroxonase.
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3.5.3.2.1 Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante sérica foi determinada através do
potencial antioxidante redutor férrico (FRAP — do inglés, ferric
reducing antioxidant potential), de acordo com a técnica descrita por
Benzie e Strain (1996). Neste ensaio, 0s antioxidantes presentes no soro
foram avaliados como redutores do Fe** a Fe*?, o qual é quelado pela
2,4,6-tri (2-pyridil)-s-triazina (TPTZ) para formar o complexo Fe*’-
TPTZ com absorbancia maxima em 593 nm. Dez microlitros de plasma
foram misturados a 1 mL de reagente de trabalho (FeCl; 1,7 mM
preparado em acetato de sodio 300 mM, pH 3,6 e TPTZ 0,8 mM
preparado em acido cloridrico (HCI) 40 mM). Incubou-se as amostras
por 15 min a 37° C e, posteriormente, a absorbancia foi lida em 593 nm
contra 0 branco da reacdo. O trolox, um analogo hidrossoluvel da
vitamina E, foi utilizado como padrdo e a capacidade antioxidante foi
expressa em equivalentes trolox em pumol/L.

3.5.3.2.2 Glutationa Reduzida

A glutationa reduzida (GSH) foi determinada a partir de
aliquota preparada em extrato acido, através do método proposto por
Beutler, Duron e Kelly (1963). A adicdo de 50 pL de &cido 3-
ditionitrobenzdico 10 mM (DTNB) em tubos contendo 800 pL de
Tampao fosfato 0,2 M e 50 pL da amostra, possibilita, apds cerca de 3
min, a obtencdo maxima de formacdo do anion tiolato (TNB) de cor
amarela, de absorbancia maxima em 412 nm. O branco foi preparado
substituindo-se o extrato &cido por agua deionizada. A concentragdo de
GSH foi calculada, utilizando-se a equacdo da reta com os valores da
concentracdo e da absorbancia da curva-padrdo, preparada com
diferentes concentracBes de GSH (Sigma-Aldrich, St Louis — EUA). O
resultado final foi multiplicado pelo fator de diluicdo (2,5) durante o
procedimento de obtencdo do extrato &cido e os resultados foram
expressos em pmol/L.
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3.5.3.2.3 Enzima paroxonase

A atividade da enzima paroxonase (PON1) foi determinada de
acordo com o método descrito por Gan, Smolen, Eckerson e Ladu
(1991). A reagéo foi iniciada com a adigdo de 20 pL de soro diluido 20
vezes em 2 mL de tampé&o Tris HCI 20 mmol/L, pH 8,0, contendo CaCl,
1 mmol/L e acetato de fenila 1 mmol/L, usado como substrato. A
cinética da reacdo de formacéo do fenol foi monitorada com leituras a
cada minuto, durante 5 min, e lido a 270 nm, a 25°C. Para corrigir a
hidrélise espontanea do acetato de fenila, foi incluido um branco de
reacdo. No célculo da atividade, considerou-se o coeficiente de
absortividade molar de 1,31 x10° L.M™*.cm™ Os resultados foram
expressos em U/mL, sendo que uma unidade arilesterase corresponde a
1 umol de acetato de fenila hidrolisado por minuto, por mL de soro.

3.5.3.2.4 Hidroperdxidos lipidicos

Os hidroperdxidos lipidicos (LOOH) presentes no soro foram
determinados pelo método da oxidacdo do ferro com alaranjado de
xilenol, conforme descrito por Jiang, Hunt e Wolff (1992). O principio
do método se baseia na rapida oxidacéo do Fe*? a Fe*® em meio &cido,
mediada pelos peréxidos lipidicos. O Fe*® na presenca de alaranjado de
xilenol forma um complexo (Fe**-alaranjado de xilenol) que é
quantificado espectrofometricamente em 560 nm. Aliquotas de 90 puL de
soro foram misturadas com 10 pL de trifenilfosfina (TPP) 20 mM ou
com 10 pL de metanol (branco da amostra). Os tubos foram agitados em
agitador tipo vortex e mantidos em temperatura ambiente, no escuro, por
30 min, com agitacdes subsequentes a cada 10 min. Apds este periodo,
1,0 mL de reagente de trabalho, contendo alaranjado de xilenol 1 mM e
sulfato de ferro e ambnio 2,5 mM preparados em H,SO,4 250 mM e BHT
4,4 mM em metanol, foi adicionado aos tubos, os quais foram agitados
em vortex e novamente mantidos em temperatura ambiente, no escuro,
por 60 min, com agitacfes a cada 10 min. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 16000 x g por 10 min e as absorbancias foram lidas em
560 nm contra um branco da rea¢do. A concentracdo de LOOH foi
calculada pela diferenga entre as absorbancias das amostras incubadas
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com metanol (branco) e com TPP, utilizando-se o H,O, como padrdo.
Os resultados foram expressos em pmol/L.

3.5.3.2.5 Proteina carbonilada

A determinagdo das proteinas modificadas oxidativamente ou
carboniladas (PC) foi realizada através do método proposto por Levine
et al. (1990) que consiste na reacdo da 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH)
com as carbonilas das proteinas, formando hidrazonas que podem ser
detectadas espectrofotometricamente. Aliquotas de 100uL de plasma
foram misturadas com 600uL de DNPH 10 mM e 600uL de acido
cloridrico (HCI) 0,2 N (branco da amostra) e os tubos mantidos em
temperatura ambiente, no escuro, por 60 min, com agitacfes regulares a
cada 10 min. Em seguida, 600uL. de TCA 20% foram adicionados aos
tubos, os quais foram novamente agitados em vortex, mantidos em
temperatura ambiente, no escuro, por 10 min e centrifugados a 11000 x
g por 5 min a 4° C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
lavado trés vezes com 800uL de etanol-acetato de etila (1:1), com
incubaces intermediarias de 10 min a temperatura ambiente. Apos este
periodo, os tubos foram centrifugados a 15000 x g por 5 min a 4°C e a
absorbancia do sobrenadante foi lida em 360 nm, contra a solucdo de
guanidina 6,0 M. Para a determinacdo da quantidade de proteinas totais,
0 sobrenadante do branco foi lido em 280 nm, utilizando albumina
sérica bovina como padrdo. A concentragdo de proteinas carboniladas
foi calculada, usando-se o coeficiente de absortividade molar de 22.000
L.mol™.cm™, e os resultados foram expressos em pmol/mg.

3.6 Tratamento e anélise dos dados

Os dados quantitativos estdo apresentados na forma de média e
desvio ou erro padrdo, enquanto que os categdricos se apresentam na
forma de frequéncia absoluta. Para a analise estatistica dos parametros
bioguimicos, primeiramente, os dados foram submetidos ao teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov, sendo o0s quantitativos sem
distribuicdo normal foram transformados em ndmeros logaritmos. Os
valores foram comparados intragrupos (efeito temporal dos tratamentos)
pela andlise de variancia para medidas repetidas (One Way Repeated
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Measures ANOVA) e intergrupos foram avaliados por anélise de
variancia (ANOVA). O teste complementar de Tukey foi utilizado nas
analises intra e inter grupos. Para a analise inter grupos foram utilizados
tanto os valores absolutos quanto os de variacdo, em relacdo ao periodo
basal e entre os tempos. Para a tabulacdo dos dados fez-se uso do
software Excel, e as andlises estatisticas foram efetuadas no software
SigmasStat versao 2.03.
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Titulo
Atividade antioxidante da erva mate (llex paraguariensis) em
individuos dislipidémicos

Resumo

O objetivo deste estudo foi o de avaliar a atividade antioxidante da
ingestdo de erva mate em individuos dislipidémicos. Os voluntérios
foram monitorados por 30 dias (periodo basal) e randomizados em trés
grupos: dieta controle (DC), erva mate (EM) e erva mate com dieta
controle (ED). Os participantes receberam intervencdo por 90 dias, com
avaliagcBes apds 20, 40, 60 e 90 dias. Para determinar o potencial
antioxidante foram analisados FRAP, GSH, PON1, LOOH e PC e, para
o perfil lipidico, foram avaliados CT, HDL-c, LDL-c, Ndo HDL-c e TG.
Foi observado aumento significativo do FRAP e GSH nos trés grupos e
de PON1 no grupo ED. N&o foi observada reducdo significativa nos
valores de LOOH e PC. Houve diminui¢éo significativa do LDL-c nos
grupos EM e DC e do Nao HDL-c nos trés grupos. A ingestdo da erva
mate demonstrou efeito antioxidante e hipolipemiante em individuos
dislipidémicos.

Palavras chave
llex paraguariensis, erva mate, antioxidantes, dislipidemia, compostos
fendlicos, humanos.

1. Introducéo

Os danos induzidos pelo estresse oxidativo nas células e tecidos
tém sido relacionados com a etiologia de artrites reumaticas,
aterosclerose, céncer, diabetes, doencas cardiovasculares, hipertenséo e
problemas pulmonares (Fang, Yang & Wu, 2002).

Dentre as principais doencas relacionadas ao estresse oxidativo
estdo as cardiovasculares (DCV), as quais sdo responsaveis por,
aproximadamente, 30% das mortes, por ano, no mundo (WHO, 2008),
sendo as doencas coronarianas e as cerebrovasculares, secundarias a
aterosclerose, responsaveis por dois tercos desses Obitos (Beaghole,
Saracci & Panico, 2001). A hipercolesterolemia e, particularmente, os
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valores plasmaticos elevados da lipoproteina de baixa densidade (LDL —
do inglés Low Density Lipoprotein), sdo considerados fatores primarios
de risco para essas doencas (Kadar & Glasz, 2001), devido a importante
participacdo da LDL oxidada em todos os estdgios da doenca
aterosclerdtica (Stocker & Keaney, 2004). Estudos tém demonstrado,
claramente, que a redugdo e/ou a prevencdo do aumento da concentracao
plasmatica de colesterol total e LDL-colesterol (LDL-c) reduzem o risco
de eventos como infarto do miocardio e acidente vascular cerebral, e da
mortalidade por causas cardiovasculares (Grundy, 2002; Sever et al.,
2003). Da mesma forma, estudos epidemioldgicos demonstraram uma
associagdo inversa entre a ingestdo de alimentos ricos em antioxidantes,
como as vitaminas A, C e E e os compostos fenolicos e a morbi-
mortalidade por DCV (Geleijnse, Launer, Van der Kuip, Hofman &
Witteman, 2002; Osganian, Stampfer, Rimm, Spiegelman, Manson &
Willett, 2003). Assim, é crescente o interesse em tratamentos que visem
a reducdo do estresse oxidativo, particularmente, através da utilizacdo de
antioxidantes de origem alimentar (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Os compostos fendlicos existem, naturalmente, em uma grande
variedade de alimentos e bebidas de origem vegetal e fazem parte da
dieta humana, sendo que o consumo de alimentos ricos nesses
compostos tem sido associado a uma diminui¢cdo no risco de DCV
(Geleijnse, Launer, Van der Kuip, Hofman & Witteman, 2002).

Dentre as varias espécies de plantas pesquisadas, a erva mate
(llex paraguariensis), espécie vegetal encontrada na América do Sul,
apresenta alguns compostos fendlicos (principalmente derivados do
acido cafeoilquinico, como o acido clorogénico e seus is6bmeros),
incluindo os flavonoides quercetina, rutina e luteolina (Carini, Facino,
Aldini, Calloni & Colombo, 1998; Bastos, Fornari, Queiroz & Torres,
2006). O extrato aquoso de erva mate apresentou elevado potencial
antioxidante in vitro e in vivo (Carini, Facino, Aldini, Calloni &
Colombo, 1998; Filip, Lotito, Ferraro & Fraga, 2000; Schinella, Troiani,
Davila, de Buschiazzo & Tournier, 2000, Chandra & De Mejia, 2004;
Bastos, Ishimoto, Marques, Ferri, Torres, 2006; Matsumoto et al., 2009),
e inibiu, inclusive, a oxidagdo in vitro e ex vivo do plasma e da LDL
(Gugliucci & Stahl, 1995; Gugliucci, 1996; Bracesco et al., 2003; da
Silva, Neiva, Shirai, Terao & Abdalla, 2008). Um estudo desenvolvido
em nosso laboratdrio também demonstrou que o extrato aquoso de erva
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mate inibiu a progressdo da aterosclerose em coelhos alimentados com
colesterol (Mosimann, Wilhelm, da Silva, 2006).

Além dos compostos fendlicos, a erva mate também apresenta
outros constituintes de potencial terapéutico, como € o caso das
saponinas, que sdo compostos que tém sido associados a diminuicdo dos
lipideos sanguineos em animais e humanos (Stein et al., 2005; Pang,
Choi & Park, 2008; De Morais et al., 2009);

Diante do exposto, onde foi demonstrado que o extrato aquoso
de erva mate possui atividade antioxidante in vitro, que aumenta a
protecdo do plasma e da LDL-c de seres humanos contra reacfes de
oxidacdo, que apresenta capacidade para inibir a progressdo da
aterosclerose experimental e que possui capacidade em reduzir os
lipideos plasmaticos de humanos, resta estabelecer se o consumo
prolongado de erva mate, associado ou ndo a uma dieta controle,
aumenta a atividade antioxidante em individuos dislipidémicos.

2. Material e Métodos

2.1 Casuistica e critérios éticos

Os voluntarios foram recrutados em Florianopolis na
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), na Universidade do
Estado de Santa Catarina (UDESC), no Servico Social do Comércio
(SESC), em uma clinica cardioldgica de Floriandpolis e, através de e-
mails. Foram incluidos no estudo voluntarios com idade superior a 18
anos, de ambos os sexos e que apresentassem dislipidemia. De acordo
com a IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemia e Prevengdo de
Aterosclerose (SBC, 2007), a dislipidemia é caracterizada por colesterol
total (CT) > 200 mg/dL, e/ou colesterol ligado a lipoproteina de baixa
densidade (LDL-c) > 130 mg/dL, e/ou colesterol ligado a lipoproteina
de alta densidade (HDL-c) < 40 mg/dL ou 50 mg/dL, para homens ou
mulheres, respectivamente, associada ou ndo ao aumento de
triglicerideos (TG) ou de LDL-c.

Os critérios de exclusdo, para a participacdo no estudo, foram:
uso de medicamento hipocolesterolemiante, presenca de doencas
hepaéticas, renais, neoplasias, desordens tireoidianas, diabetes, angina,
alcoolismo, tabagismo, uso de suplementos alimentares, obesidade
mérbida e prética intensa de atividade fisica. Apds o inicio do estudo,
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foram excluidos os participantes que apresentaram anormalidades nos
exames laboratoriais de controle (uréia, creatinina, glicose, &cido Urico,
hemograma completo e as atividades das enzimas aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, gama-
glutamil transferase), bem como auséncia de manuten¢do dos valores do
perfil lipidico no periodo basal dentro de uma variacdo de 10%; que
introduziram o uso de medicamentos; alteraram o nivel de atividade
fisica; que apresentaram intolerdncia & erva mate ou; que interromperam
a ingestdo da infusdo de erva mate por trés dias consecutivos ou mais.

Cento e trinta e cinco (135) individuos iniciaram o estudo, 38
desistiram no periodo basal, 21 foram excluidos por apresentarem
valores de perfil lipidico inferiores aos critérios de inclusdo, e 2 foram
excluidos por apresentarem angina durante o periodo basal. Setenta e
guatro voluntarios participaram, efetivamente, da pesquisa, com idade
média de 48,5 £ 11,6, sendo 17 homens e 57 mulheres.

Todos os voluntarios foram orientados a ndo fazer qualquer
alteracdo no seu estilo de vida habitual. Estas informacBes foram
monitoradas todas as vezes que eles retornavam para as coletas
sanguineas. N&o foram feitas modificacdes no tratamento dos individuos
que recebiam medicagdo para a hipertensdo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina sob
protocoloco n° 140/2008, e a participagdo dos voluntarios se deu
mediante a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

2.2 Desenho do estudo

Os individuos foram monitorados por 30 dias, caracterizando o
periodo basal. Apds esse periodo, os individuos foram randomizados
aleatoriamente em trés diferentes grupos: a) dieta controle (DC) (n =
26); b) erva mate (EM) (n = 23); e ¢) erva mate com dieta controle (ED)
(n = 25). Os participantes dos trés grupos foram orientados por
nutricionistas e receberam intervencéo por 90 dias, sendo avaliados apés
20, 40, 60 e 90 dias de tratamento.

2.3 Procedimentos antropométricos e dietéticos
Para a afericdo do peso foi utilizada balanga digital da marca
Marte® PP180 com capacidade maxima de 180 kg e sensibilidade de
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0.1 kg. Os individuos estavam descal¢cos ou com meias finas e vestindo
roupas leves, permanecendo de pé sobre a plataforma, com os pés
unidos, com o peso igualmente distribuido em ambos os pés e os bragos
pendentes ao lado do corpo. A altura foi obtida através do antropdmetro
da marca Seca® com altura méaxima de 220 cm e escala de 0.1 cm e foi
utilizada para calcular o indice de massa corporal (IMC; kilogramas por
metro quadrado).

Os participantes dos grupos EM e ED receberam a erva mate na
forma tostada, acondicionada em sacos plasticos hermeticamente
fechados, uma peneira e um copo graduado. Cada participante foi
orientado a preparar diariamente a infusdo, em uma propor¢édo de 20
mg/mL, e ingerir aproximadamente 330 mL trés vezes ao dia, junto as
principais refeicdes, perfazendo um consumo total de aproximadamente
1 litro de infuséo de erva mate por dia. A infusdo de erva mate foi obtida
pela adicdo de agua quente (80 — 90°C) sobre folhas secas, moidas e
tostadas de erva mate (llex paraguariensis), fornecida pela empresa
Ledo Junior (Curitiba-PR). Apo6s 10 min de infusdo a bebida foi filtrada
e consumida pelos participantes. A erva mate foi coletada em Irati-PR,
Brasil, e a espécie foi identificada como auténtica llex paraguariensis
pelo Departamento de Botanica da UFSC e uma amostra foi armazenada
no mesmo local com o cédigo FLOR 37066.

Os participantes dos grupos DC e ED receberam orientagdes
para uma dieta hipocolesterolémica padrdo, pobre em gorduras
saturadas, trans e colesterol, com base nas recomendag6es da IV Diretriz
Brasileira para Dislipidemia e Aterosclerose (SBC, 2007). A partir do
consumo dietético habitual de cada individuo, a dieta controle consistiu
na diminuicdo de carnes vermelhas, ovos, manteiga e bacon e a
substituicdo de alimentos como queijos, leite e iogurte pela verséo
desnatada.

2.4 Procedimentos analiticos da erva mate

2.4.1 Determinacéo dos fendis e saponinas totais

O conteldo de fendis totais da infuséo de erva mate tostada foi
determinado pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteau segundo
método descrita por Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999).
Cinquenta microlitros do extrato aquoso de erva mate foram misturados
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com 150 pL de etanol (95%), 800 pL de agua destilada e 80 puL do
reagente de Folin-Ciocalteau (50%). Ap6s 5 min, foram adicionados 150
pL de bicarbonato de sddio 5% e a mistura permaneceu a temperatura
ambiente por 1 h, na auséncia de luz. A leitura da absorbancia do
produto colorido foi realizada em comprimento de onda de 765 nm
(espectrofotdmetro Spectrum SP2000 — Xangai, China). O &cido
clorogénico foi usado como padrdo e os resultados foram expressos em
mg/mL.

A quantificagdo das saponinas totais na infusdo de erva mate
tostada foi realizada por método espectrofotométrico, conforme extracao
descrita por Gnoatto, Schenkel e Bassani (2005) e reacdo com vanilina e
acido perclérico descrita por Fan e He (2006). As saponinas contidas em
10 mL das infusdes foram submetidas a hidrélise com 5 mL de HCI 4N
sob refluxo por 2 h. As sapogeninas foram extraidas com a adicéo de 6
mL de cloroférmio, num processo repetido por quatro vezes. A fracdo
cloroférmica foi evaporada em evaporador rotativo e o residuo foi re-
suspenso em 2,5 mL de etanol. Para a quantificagdo, aliquotas da
solucdo etandlica foram evaporadas e foram adicionados 300 pL de
vanilina a 5%, preparada em acido acético glacial, e 1 mL de &cido
perclérico sobre o residuo seco. A mistura foi mantida em banho-maria
a 60°C por 45 min e, logo apos, resfriada em banho de gelo. Por fim,
acrescentou-se 1,0 mL de acido acético glacial e a leitura da absorbancia
foi realizada em 548 nm. Como padrdo, utilizou-se o acido ursélico,
nucleo triterpénico majoritario das saponinas de llex paraguariensis, e
0s resultados foram expressos em mg/mL.

2.4.2 Caracterizagdo dos compostos fendlicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A analise dos compostos fendlicos via CLAE do extrato aquoso
de erva mate foi realizada através da inje¢do de 10 pL das amostras em
cromatégrafo Shimadzu LC-10 (Quioto, Japdo), equipado com coluna
de fase reversa (Shim-pack C18, 4,6 mm @ X 25 cm comprimento)
termostatizada a 40°C e detector UV-visivel (Shimadzu SPD 10A, 280
nm e 306 nm) de acordo com método previamente descrito (Strassmann,
Vieira, Pedrotti, Morais, Dias & Maraschin, 2008). A fase movel
utilizada foi composta de &gua:acetato de etila:n-butanol (350:1:10,
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v/viv), com fluxo de 0,8 mL/min. Os compostos foram identificados e
quantificados através da utilizagdo de padrdes externos.

2.5 Procedimentos analiticos do sangue

2.5.1 Perfil lipidico e variaveis de controle

As concentracfes séricas de CT e TG foram determinadas por
métodos enzimaticos, automatizados e colorimétricos (reacdo de
Trinder), usando as enzimas colesterol-oxidase e glicerol fosfato
oxidase, respectivamente, e o HDL-c foi determinado por método
homogéneo, em equipamento automatizado Wiener Analyzer, de acordo
com as instrucdes do fabricante (Wiener Laboratérios S.A.l.C - Rosario,
Argentina). O LDL-c foi calculado pela equagdo de Friedewald
(Friedewald, Levy & Fredrickson, 1972): LDL = (CT — (HDL + TG/5) e
0 N&o HDL-c foi obtido pela diferenga do CT e do HDL-c.

Para um maior controle intrapessoal das variaveis bioquimicas,
foram determinadas as concentragdes sanguineas de uréia, creatinina,
glicose, acido drico (UR), hemograma completo e as atividades das
enzimas aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, fosfatase
alcalina e gama-glutamil transferase. Essas analises foram avaliadas
pelos métodos usuais na rotina de laboratério, em equipamentos
automatizados — Wiener Analyzer (Wiener Laboratérios S.A.L.C. -
Rosario, Argentina) e Sysmex XE-2100D (Kobe, Japdo), segundo as
instrucdes dos fabricantes.

2.5.2 Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante sérica foi determinada através do
potencial antioxidante redutor férrico (FRAP — do inglés, ferric
reducing antioxidant potential) de acordo com a técnica descrita por
Benzie e Strain (1996). Neste ensaio, 0s antioxidantes presentes no soro
foram avaliados como redutores do Fe*® a Fe*?, o qual é quelado pela
2,4,6-tri (2-pyridil)-s-triazina (TPTZ) para formar o complexo Fe*-
TPTZ com absorbancia maxima em 593 nm. Dez microlitros de plasma
foram misturados a 1 mL de reagente de trabalho (FeCl; 1,7 mM
preparado em acetato de sédio 300 mM, pH 3,6 e TPTZ 0,8 mM
preparado em 4cido cloridrico (HCI) 40 mM). As amostras foram
incubadas por 15 min a 37°C e posteriormente a absorbancia foi lida em
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593 nm contra o branco da reacgéo. O trolox, um analogo hidrossoluvel
da vitamina E, foi utilizado como padréo e a capacidade antioxidante foi
expressa em equivalentes trolox em pmol/L.

2.5.3 Glutationa reduzida

A glutationa reduzida (GSH) foi determinada a partir de
aliquota preparada em extrato acido, através do método proposto por
Beutler, Duron e Kelly (1963). A adi¢do de 50 pL de acido 3-
ditionitrobenzdico 10 mM (DTNB) em tubos contendo 800 pL de
Tampao fosfato 0,2 M e 50 uLL da amostra, possibilita, apos cerca de 3
min, a obtencdo maxima de formagdo do anion tiolato (TNB) de cor
amarela, de absorbancia maxima em 412 nm. O branco foi preparado
substituindo o extrato &cido por agua deionizada. A concentracdo de
GSH foi calculada utilizando-se a equagdo da reta com os valores da
concentracdo e da absorbancia da curva-padrdo preparada com
diferentes concentra¢Bes de GSH (Sigma-Aldrich, St Louis — EUA). O
resultado final foi multiplicado pelo fator de diluicdo (2,5) durante o
procedimento de obtengdo do extrato &cido e os resultados foram
expressos em pumol/L.

2.5.4 Enzima paroxonase

A atividade da enzima paroxonase (PON1) foi determinada de
acordo com o método descrito por Gan, Smolen, Eckerson e Ladu
(1991). A reagdo foi iniciada com a adi¢do de 20 pL de soro diluido 20
vezes em 2 mL de tampé&o Tris HCI 20 mmol/L, pH 8,0, contendo CaCl,
1 mmol/L e acetato de fenila 1 mmol/L, usado como substrato. A
cinética da reacdo de formacdo do fenol foi monitorada com leituras a
cada minuto durante 5 min e lido a 270 nm, a 25°C. Para corrigir a
hidrélise espontanea do acetato de fenila foi incluido um branco de
reacdo. Para o calculo da atividade, considerou-se o coeficiente de
absortividade molar de 1,31 x10® L.M*.cm™. Os resultados foram
expressos em U/mL, sendo que uma unidade arilesterase corresponde a
1 pmol de acetato de fenila hisrolisado por minuto, por mL de soro.

2.5.5 Hidroperdéxidos lipidicos
Os hidroperdxidos lipidicos (LOOH) presentes no soro foram
determinados pelo método da oxida¢do do ferro com alaranjado de
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xilenol, conforme descrito por Jiang, Hunt e Wolff (1992). O principio
do método se baseia na rapida oxidacio do Fe*? a Fe™ em meio &cido,
mediada pelos peréxidos lipidicos. O Fe*® na presenca de alaranjado de
xilenol forma um complexo (Fe**-alaranjado de xilenol) que é
quantificado espectrofometricamente em 560 nm. Aliquotas de 90 uL de
soro foram misturadas com 10 pL de trifenilfosfina (TPP) 20 mM ou
com 10 puL de metanol (branco da amostra). Os tubos foram agitados em
agitador tipo vortex e mantidos em temperatura ambiente, no escuro, por
30 min com agitagdes subsequentes a cada 10 min. Apds este periodo,
1,0 mL de reagente de trabalho, contendo alaranjado de xilenol 1 mM e
sulfato de ferro e aménio 2,5 mM preparados em H,SO4 250 mM e BHT
4,4 mM preparado em metanol, foi adicionado aos tubos, os quais foram
agitados em vortex e novamente mantidos em temperatura ambiente, no
escuro, por 60 min, com agitacfes a cada 10 min. Em seguida, os tubos
foram centrifugados a 16000 x g por 10 min e as absorbancias foram
lidas em 560 nm contra um branco da reacgéo. A concentragdo de LOOH
foi calculada pela diferenca entre as absorbancias das amostras
incubadas com metanol (branco) e com TPP, e utilizando-se 0 H,0,
como padrdo. Os resultados foram expressos em pmol/L.

2.5.6 Proteina carbonilada

A determinacdo das proteinas modificadas oxidativamente ou
carboniladas (PC) foi realizada através do método proposto por Levine
et al. (1990). O método consiste na reacdo da 2,4 dinitrofenilhidrazina
(DNPH) com as carbonilas das proteinas formando hidrazonas que
podem ser detectadas espectrofotometricamente. Aliquotas de 100uL de
plasma foram misturadas com 600uL de DNPH 10 mM e 600uL de
acido cloridrico (HCI) 0,2 N (branco da amostra) e os tubos mantidos
em temperatura ambiente no escuro por 60 min, com agitagdes regulares
a cada 10 min. Em seguida, 600uL de TCA 20% foram adicionados aos
tubos, os quais foram novamente agitados em vortex, mantidos em
temperatura ambiente no escuro por 10 min e centrifugados a 11000 x g
por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
lavado trés vezes com 800uL de etanol acetato de etila (1:1), com
incubaces intermediarias de 10 min a temperatura ambiente. Apos este
periodo, os tubos foram centrifugados a 15000 x g por 5 min a 4°C e a
absorbancia do sobrenadante foi lida em 360 nm, contra a solugdo de
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guanidina 6,0 M. Para a determinacdo da quantidade de proteinas totais,
0 sobrenadante do branco foi lido em 280 nm, utilizando albumina
sérica bovina como padrdo. A concentragdo de proteinas carboniladas
foi calculada utilizando-se o coeficiente de absortividade molar de
22.000 L.mol™.cm™, ¢ os resultados foram expressos em pmol/mg.

2.6 Anélise estatistica

Os dados quantitativos estdo apresentados na forma de média e
desvio ou erro padrdo, enquanto que os dados categéricos estdo
apresentados na forma de frequéncia absoluta. Para a analise estatistica
dos parametros bioquimicos, primeiramente os dados foram submetidos
ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Os dados
guantitativos sem distribuicdo normal foram transformados em nimeros
logaritmos. Os valores foram comparados intragrupos (efeito temporal
dos tratamentos) pela analise de variancia para medidas repetidas (One
Way Repeated Measures ANOVA) e intergrupos foram avaliados por
andlise de varidncia (ANOVA). O teste complementar de Tukey foi
utilizado nas analises intra e inter grupos. Para a andlise inter grupos
foram utilizados tanto os valores absolutos quanto os de variacdo em
relacdo ao periodo basal e entre os tempos. Foi utilizado o software
SigmaStat versdo 2.03 para realizar as andlises estatisticas.

3. Resultados

Na Tabela 1 estdo demonstrados os valores de fendis totais,
saponinas totais e compostos fendlicos presentes na erva mate.

Durante o periodo basal as caracteristicas dos individuos do
estudo ndo foram diferentes significativamente entre os grupos de
intervencdo (Tabela 2).

Quanto a atividade antioxidante do sangue dos individuos com
dislipidemia (Tabela 3), o grupo EM apresentou aumento significativo
de FRAP comparado ao periodo basal, de 13%, 12% e 11%, enquanto o0s
individuos do grupo DC de 14%, 10% e 11%, apds 20, 40 e 60 dias,
respectivamente, retornando aos valores basais apds 90 dias de
tratamento. J& no grupo ED, foi observado significativo aumento de
FRAP, em relacdo ao periodo basal, de 14%, 15% e 15%, apos 20, 40 e
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90 dias respectivamente, sem diferencas significativas ap6s 60 dias de
tratamento (Tabela 3).

Foi observado um significante aumento nas concentragdes de
GSH, em relacdo ao periodo basal, apos 20, 40, 60 e 90 dias de ingestdo
isolada de erva mate, de 13%, 12%, 15% e 21% respectivamente. O
aumento ndo foi diferente significativamente entre 20, 40 e 60 dias de
tratamento, caracterizando uma estabilizacdo das concentracdes de GSH
durante esses periodos. Contudo, a concentracdo de GSH ap6s 90 dias,
apresentou aumento significativo de 7% e 8% quando comparada ap6s
20 e 40 dias, respectivamente, mas ndo foi significativa apds 60 dias.
Nos grupos DC e ED, os valores de GSH também aumentaram
significativamente em relacdo ao periodo basal apds 20, 40, 60, e 90
dias de tratamento, sendo que o grupo DC apresentou um aumento
minimo de 11% e maximo de 15%, enquanto o grupo ED, apresentou de
16% a 19%. Nao foi observada diferenca significativa entre os tempos
20, 40, 60 e 90 dos dois tratamentos, demonstrando novamente uma
estabilidade no aumento das concentragdes de GSH nesses periodos.

O tratamento isolado com erva mate ndo alterou
significatiavamente a PON1. No grupo DC, foi verificada uma
diminuicdlo de PON1 ap6s 40 dias, sem diferenca significativa,
aumentando significativamente ap6s 60 e 90 dias, comparado ao periodo
apos 40 dias, contudo ao final do tratamento os valores retornaram as
concentracbes basais. Quanto ao grupo ED, foi demonstrada
manutencdo nos valores de PON1 até os 40 dias de intervencéo,
aumentando significativamente ap6s 60 dias em relacdo ao periodo basal
(22%) e 40 dias (21%), retornando aos valores basais apos 90 dias
(Tabela 3).

N&o foram observadas diferencas significativas nos valores de
LOOH e PC nos diferentes periodos de intervencdo de cada tratamento
(Tabela 3).

Em relagdo ao perfil lipidico (Tabela 4), ndo foram observadas
diferencas significativas de CT, HDL-c e TG durante o periodo de
intervencéo dos diferentes tratamentos. Contudo, no grupo EM houve
uma diminuic&o significativa no LDL-c em 7%, 6%, 8% e 7% apos 20,
40, 60 e 90 dias de tratamento, respectivamente, quando comparados ao
periodo basal, valores esses que se mantiveram estatisticamente
estabilizados durante todo o periodo. Por sua vez, no grupo DC houve
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uma reducdo significativa do LDL-c em 9% ap0és 40 dias, comparado ao
periodo basal, porém esta diminuicdo ndo perdurou durante os demais
periodos de tratamento, retornando aos valores basais ap6s 90 dias.
Quanto ao grupo ED, ndo foi observada diferenca significativa em
nenhum dos periodos de intervencdo. Quanto as concentragfes de Nao
HDL-c, foi demonstrada uma diminuigéo significativa o grupo EM de
9% e 11% apds 40 e 60, em relacdo ao periodo basal, contudo ao final
da intervencdo esses valores se igualaram aos do periodo basal. No
grupo DC, essa diminuigdo significativa ocorreu ap6s 20 (10%) e 40
(10%) dias de tratamento, retornando aos valores iniciais a partir dos 60
dias de intervencdo. J& no grupo ED houve uma diminui¢do
significativa, comparada ao periodo basal, apds 20 (10%), 40 (11%) e
60 (13%) dias de intervencdo, contudo, também retornou aos valores do
periodo basal ao final de 90 dias.

N&o foram observadas diferencas significativas entre 0s
diferentes grupos de intervencdo em nenhum dos parametros avaliados
(Tabelas 3 e 4).

4, Discussao

Vérios fitoquimicos ativos tém sido identificados na erva mate
gue podem ser responsaveis pelos seus beneficios a salde, dentre eles,
0s mais abundantes sdo os compostos fendlicos, onde se destacam os
acidos clorogénicos (Heck & De Mejia, 2007).

A elevada presenca de compostos fendlicos na erva mate,
principalmente de &cidos clorogénicos, tem sido fortemente relacionada
com sua capacidade antioxidante. Os compostos fendlicos presentes na
erva mate diferem significativamente dos chas verde e preto devido as
altas concentracbes de acidos clorogénicos (Chandra & De Mejia,
2004). Mesmo em sua forma tostada, a erva mate apresenta maiores
guantidades de &cidos clorogénicos, quando comparada a outros chas,
inclusive os chas verde e preto, da espécie Camellia sinensis (Marques
& Farah, 2009). Bastos e colaboradores (2007), através do método de
captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), verificaram uma
maior capacidade antioxidante da erva mate ao comparar com 0 cha
verde. A elevada atividade antioxidante dos &cidos clorogénicos
presentes na erva mate pode estar relacionada & capacidade de inibir a
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formac&o e propagacéo de radicais livres e espécies reativas ao quelar os
fons de metais de transi¢do (Carini, Facino, Aldini, Calloni & Colombo,
1998). Diversos estudos relataram a capacidade da erva mate em inibir a
oxidacdo da LDL, um dos principais fatores de risco para as DCV,
relacionada com o desenvolvimento e progressdo da aterosclerose
(Gugliucci & Stahl, 1995; Gugliucci, 1996; Filip, Lotito, Ferraro &
Fraga, 2000; Gugliucci & Menini, 2002; Bracesco et al., 2003).

Outros constituintes que conferem importancia terapéutica a
erva mate sdo as saponinas, contituidas por glicosideos de esterdides ou
terpenos policiclicos. Esse tipo de estrutura, a qual possui uma parte da
molécula com caracteristica lipofilica (triterpeno ou esterdides) e outra
parte hidrofilica (aglcares), determina a propriedade de reducdo da
tensdo superficial da dgua e a acdo detergente e emulsificante (Gnoatto,
Schenkel & Bassani, 2005). O mecanismo da acdo
hipocolesterolemiante das saponinas pode ser explicado pela diminuigédo
da absorcéo intestinal do colesterol e do aumento da excregdo fecal de
esteroides e de acido biliares (Malinow et al., 1981).

No presente estudo, foram observados os efeitos independentes
e combinados da erva mate e dieta controle nos biomarcadores de
atividade antioxidante e no perfil lipidico em individuos com
dislipidemia. Devido a inexisténcia de estudos que contemplem a
avaliacdo dos efeitos antioxidantes da erva mate em individuos com
dislipidemia, a comparacdo foi realizada com outras ervas com efeitos e
constituintes semelhantes.

Nos diferentes grupos de intervencdo, foi verificado um
aumento significativo do FRAP. Vale destacar que somente no grupo
ED houve manuteng&o dos valores aumentados de FRAP durante todo o
tratamento, sendo que quando a dieta controle e a erva mate eram
administradas separadamente, houve uma tendéncia de retorno as
concentracBes do periodo basal. Resultados de um estudo experimental
realizado em nosso laboratério mostraram que a capacidade antioxidante
sérica aumentou significativamente apds 1 h da ingestdo de infusdo de
erva mate (da Silva, Neiva, Shirai, Terao & Abdalla, 2008). Em um
estudo que avaliou a ingestio de cha verde em individuos
dislipidémicos, foi demonstrado que a infusdo provocou aumento
significativo na capacidade antioxidante total plasmatica apds 45 e 90
dias de consumo (de Santana et al., 2008). Resultados semelhantes
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foram encontrados por Camargo, Daguer e Barbosa (2006) ao avaliarem
a ingestdo aguda de cha verde por individuos com dislipidemia. Por sua
vez, Davies e colaboradores (2003), ao avaliarem a ingestdo de cha
preto por trés semanas em individuos com hipercolesterolemia
moderada, ndo observaram alteracdo significativa nos valores de FRAP.
Vale lembrar que a capacidade antioxidante do plasma é consequéncia
dos efeitos individuais e sinergisticos de inimeros componentes, como
acido Urico, compostos fendlicos, acido ascorbico, tocoferdis,
bilirrubina, albumina, dentre outros, sendo que o 4cido Urico é
responsavel por aproximadamente 60% da capacidade antioxidante no
ensaio de FRAP utilizado no presente estudo (Wayner, Burton, Ingold,
Barclay & Locke, 1987; Benzie & Strain, 1996). Assim, é interessante
notar que a ingestdo prolongada de erva mate ndo promoveu alteragdes
importantes na concentragdo seérica de &cido Urico (dados néo
demonstrados), indicando que o aumento na capacidade antioxidante foi
devido aos constituintes da erva mate ou da dieta, sendo possivelmente
0s compostos fendlicos, vitaminas e/ou minerais.

Os dados apresentados também sugerem um aumento
significativo no parametro GSH independentemente da ingestdo de erva
mate, contudo, foi verificada uma otimizagéo dos resultados na presenca
da infusdo de erva mate, sendo que ap6s 90 dias 0 aumento no grupo
EM se tornou mais pronunciado quando comparado aos demais grupos.
A GSH é o maior composto tiol de baixo peso molecular em vegetais e
animais, constituindo-se num importante antioxidante natural. Ela pode
ser proveniente da dieta ou também pode ser sintetizada no organismo
humano (Fang, Yang & Wu, 2002). Seu grupo tiol reativo confere
efetiva propriedade redutora, permitindo interagir com diversas
moléculas reativas, tais como LOOH, H,0, ONOO, O,” e OH’
(Halliwell & Gutteridge, 1999). Portanto, a manutencdo de
concentracdes elevadas de GSH ¢é importante para a defesa do plasma
sanguineo e dos tecidos contra o estresse oxidativo. Em um estudo
realizado com mulheres saudaveis que ingeriram infusdo de erva mate
por uma semana, foi observado um aumento significativo na modulagéo
da enzima antioxidante glutationa peroxidase, a qual catalisa a reducéo
do H,0, e peréxidos organicos em H,O e seus respectivos alcodis a
partir da oxidagdo da GSH a glutationa oxidada (Matsumoto et al.,
2009).
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A partir da determinacdo da atividade sérica da PON1, foi
verificado que esta enzima teve um aumento significativo apés 60 dias
de intervencdo no grupo ED, porém, ao final dos 90 dias de intervencao,
as concentracbes de PON1 retornaram aos niveis basais. A PONL1 esta
associada a HDL o que implica em uma contribuicdo anti-inflamatéria e
antioxidante para esta lipoproteina (Mackness & Mackness, 2004). E
também atribuida a PON-1 a propriedade de catalisar a hidrolise dos
hidroperdxidos lipidicos na LDL, bem como a de outros substratos
(Mackness, Mackness, Arrol, Turkie & Durrington, 1998). Foi
demonstrado que a PON1 age na inibicdo da oxidacdo de LDL
(Mackness, Quarck, Verreth, Mackness & Holvoet, 2006) e é capaz de
hidrolisar peroxidos lipidicos presentes em lesdes aterosclerdticas
humanas (Aviram et al., 2000).

No presente estudo foi avaliada a peroxidacéo lipidica através
dos LOOH, porém ndo foram encontrados resultados significativos em
nenhum dos grupos de intervencdo. Corroborando estes achados,
Camargo, Daguer e Barbosa (2006) e De Santana e colaboradores
(2008), ao avaliarem a ingestdo aguda ou prolongada de cha verde em
individuos dislipidémicos, respectivamente, ndo observaram reducdo
significativa nos valores de LOOH. Contudo, diversos estudos in vitro e
in vivo, que utilizaram outros métodos de avaliagdo de oxidagdo de
lipideos, como as substancias reativas ao acido tiobarbitirico, através de
indugdo a oxidagdo, demonstraram inibi¢do da oxidagdo da LDL a partir
da administraco de infusdo de erva mate (Gugliucci & Stahl, 1995;
Gugliucci, 1996; Filip, Lotito, Ferraro & Fraga, 2000; Gugliucci &
Menini, 2002; Bracesco et al., 2003). Além disso, a ingestdo de erva
mate, associada ou ndo a uma dieta controle, ndo promoveu diminuigéo
significativa das concentracdes de proteinas oxidadas no plasma.

Em relacdo ao perfil lipidico, foi verificada uma diminuicdo
significativa nos valores de LDL-c nos grupos EM e DC, contudo,
somente no grupo com ingestdo isolada de erva mate esses valores
permaneceram até o final do estudo. Um dos principais fatores de risco
para o desenvolvimento das complicagdes cardiovasculares, inclusive da
aterosclerose, € a elevacdo de lipoproteinas aterogénicas, tais como as
LDL, as lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e as
lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL). As particulas de LDL
no organismo estdo associadas intimamente com a iniciacdo do processo
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aterosclerético a partir da oxidacdo pelos radicais livres ou espécies de
oxigénio/nitrogénio A utilizacdo do parametro Ndo HDL-c tem como
finalidade melhorar a quantificacdo das lipoproteinas aterogénicas
circulantes no plasma de individuos que apresentam hipertrigliceridemia
(SBC, 2007). No presente estudo foi observada uma significante
diminuigdo nos valores de N& HDL-c em todos os grupos de
intervencéo, porém ndo perduraram ao final dos 90 dias de tratamento.
De Moraes e colaboradores (2009), verificaram diminuigdo significativa
nos valores de LDL-c e Ndao HDL-c de individuos com dislipidemia
apos 20 e 40 dias de ingestdo de erva mate, demonstrando, inclusive,
uma diminuicdo significativa nos pardmetros de CT e HDL. A
propriedade que promove a reducgéo de LDL-c e de Ndo HDL-c da erva
mate pode ser devida a presenca de saponinas, as quais apresentam
capacidade de formar complexos com 4cidos biliares e colesterol.
Saponinas isoladas de llex paraguariensis, bem como 0 extrato aquoso
da planta, inibiram in vitro a difusdo passiva de &cido célico através de
membrana de celulose, indicando a formacdo desses complexos
(Ferreira, Vazquez, Guntner & Moyna, 1997).

Né&o foram evidenciadas modificacdes nos parametro CT, HDL-
¢ e TG nos diferentes grupos de intervencdo. Por outro lado, estudos
anteriores demonstraram que 0 extrato aquoso de erva mate diminuiu a
concentracdo sérica de colesterol total, dos TG, da VLDL e da LDL-c
em ratos (Stein et al., 2005; Pang, Choi & Park, 2008). Corroborando os
achado do presente estudo, Camargo, Daguer e Barbosa (2006) e De
Santana et al. (2008) ao analisarem a ingestdo de forma aguda ou
prolongada de cha verde, respectivamente, ndo observaram melhora nos
pardmetros CT, HDL-c, LDL-c e TG de individuos com dislipidemia.

Em resumo, o presente estudo verificou que a erva mate,
associada ou ndo a uma dieta controle, apresentou aumento da
concentracdo antioxidante, observada através do GSH e FRAP, e quanto
a PONL1, elevou-se apenas quando a erva mate foi associada a uma dieta
controlada em gorduras. A ingestdo de erva mate, acompanhada ou néo
por uma dieta controle, ndo influenciou na oxidagdo de lipideos e
proteinas. A infusdo de erva mate ingerida isoladamente promoveu
diminuicdo significativa nos valores de LDL-c em todos os tempos do
estudo, e no grupo que teve apenas a intervengdo dietética, houve
reducéo somente apds 40 dias de tratamento. Além disso, foi observada
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diminuicdo nas concentraces de Ndo HDL-c nos trés grupos de
intervencdo. Diante do exposto, a ingestdo prolongada da erva mate,
associada ou ndo a uma dieta controle, apresentou potencial antioxidante
e hipolipemiante em individuos com dislipidemia.
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Tabela 1 Contetdo de fendis totais, saponinas totais e compostos
fendlicos da infusdo de erva mate tostada.

Conteldo mg/mL mg/g
Fendis totais 1,74 £0,01 87,2+13
Saponinas totais 0,13 + 0,007 6,6 £0,3

Contetdo ug/mL mg/g
Acido clorogénico 170,0 £4,5 8,5+0,2
Acido 4,5-dicafeoilquinico 51,8 +3,1 26+0,1
Acido cafeico 4,8 +0,07 0,2 + 0,003
Acido galico 59,1 +2,0 30+0,1
Acido p-cumarico 1,2+0,04 0,06 +0,002
Acido protocatecuico 9,3+0,07 0,5+0,003
Acido ferdlico Tr Tr

Os resultados estdo expressos em média + erro padréo; Os ensaios foram realizados em triplicata.
Tr, tracos.
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Tabela 2 Caracteristicas dos diferentes grupos de intervencdo durante o
periodo basal do estudo.

Grupo erva  Grupo dieta Grupo erva mate

Caracteristica mate controle com dieta
controle

N° de individuos (m/h) 15/8 21/5 21/4
Idade (anos) 518+26 478+23 46,2+2,0
Peso (kg) 719+28 712+26 69,8+3,0
IMC (kg/m?®) 27508 27,1+07 27,4+0,8
Atividade fisica (h/sem) 19+0,4 2,1+04 20+04
CT (mg/dL) 233,1+58 232,2+8,0 231,4+£8,0
LDL-c (mg/dL) 160,2+5,7 156,5+5.2 153,2+6,0
HDL-c (mg/dL) 522+28 509+17 49,1+16
Né&o HDL-c (mg/dL) 187,09 +4,84183,70 £ 4,81 184,98 +4,49
TG (mg/dL) 131,1+12,0 126,3+10,0 146,4+14,6
GSH (umol/L) 838+21 849+24 80,7+29
FRAP (umol/L) 580,1+18,4 529,6+16,0 568,8+2172
PON1 (U/mL) 91,78+4,76 9393+559 88,47 +3,35
LOOH (umol/L) 8,85+0,61 9,52+0,68 8,85+ 0,51
PC (umol/mg) 0,90+0,05 0,87 +0,04 0,80 £ 0,03

Os resultados estdo expressos em média + erro padrdo; Os valores na mesma linha ndo
apresentam diferencas estatisticamente significantes (p<0,05) — ANOVA.

Abreviagdes: m/h, mulheres/homens; IMC, indice de massa corporal; h/sem, horas por semana;
CT, colesterol total; LDL-c, colesterol ligado a lipoproteina de baixa densidade; HDL-c,
colesterol ligado & lipoproteina de alta densidade; GSH, glutationa reduzida; TG, triglicerideos;
FRAP, potencial antioxidante redutor férrico; PON1, atividade sérica da enzima paroxonase;
LOOH, hidroperéxidos lipidicos; PC, proteina carbonilada.
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Tabela 3 Concentracdes de GSH, FRAP, PON1, LOOH e PC
sanguineos dos individuos dos grupos de intervencao durante o periodo
basal e ap6s 20, 40, 60 e 90 dias.

Grupo Grupo dieta Grupo erva mate com
Periodo erva mate controle dieta controle
n (m/h) = 23 (15/8) n (m/h) =26 (21/5) n (m/h) = 25 (21/4)
FRAP (umol/L)
Basal 580,17 +18,47%° 529,60 + 16,04 568,79 + 21,28
20d 657,83+2281° 603,81 +16,67° 648,66 + 16,45
40d 651,79 +26,46° 584,28 +21,39" 655,79 + 19,71
60d 646,67 +32,79° 587,58 + 13,47° 594,20 + 18,52%
90d 590,43+18,99®° 574,86 + 15,89% 652,91 + 21,87°
GSH (umol/L)
Basal  83,82+211° 84,94 + 2,40° 80,75 * 2,98
20 d 94,95 + 2,20° 94,25 +2,77° 94,16 * 2,26"
40d 93,92 +2,32° 96,93 + 2,47° 94,16 + 1,65
60d 96,56 + 2,82 98,24 + 2,49° 96,32 + 2,90°
90d 102,05 +3,14° 98,24 +2,72° 96,50 * 3,60"
PON1 (U/mL)
Basal 91,78 +4,76° 93,93 + 5,59 88,47 + 3,35
20 d 91,90 * 5,39 90,59 + 5,55 93,35 + 7,75
40d  80,32+4,14° 84,45 + 6,37° 88,95 + 6,94°
60d 101,34 + 10,35 112,86 + 7,85 113,36 + 7,56"
90 d 90,43 + 8,55 108,36 + 6,97° 96,62 + 10,85
LOOH (umol/L)
Basal 8,850,612 9,52 + 0,682 8,85 + 0,512
20 d 8,04 + 0,872 8,79 + 0,892 8,04 +0,722
40d 8,47 + 0,79 7,94 + 0,942 8,39 + 0,742



60d 8,52 + 1,06°
90d 8,86 £ 0,872
PC (umol/mg)
Basal 0,90 = 0,05?
20d 0,93 £ 0,042
40d 0,99 £ 0,032
60d 0,84 = 0,05?
90d 0,91 +0,06?

9,46 £1,19°
9,50 + 1,03°

0,87 + 0,042
0,83 + 0,032
0,92 + 0,032
0,82 + 0,042
0,87 + 0,062

9,67 £1,282
9,42 £1,228

0,80 £ 0,032
0,87 £ 0,032
0,97+ 0,032
0,82 + 0,062
0,83+ 0,082

77

Os resultados estdo expressos em média * erro padrdo; Os valores na mesma coluna com letras
diferentes apresentam diferengas estatisticamente significantes (p<0,05) — ANOVA para
medidas repetidas e teste de Tukey. Os valores na mesma linha ndo apresentam diferengas
estatisticamente significantes (p<0,05) — ANOVA.
Abreviagdes: m/h, mulheres/homens; GSH, glutationa reduzida; FRAP, potencial antioxidante
redutor férrico; PON1, atividade da enzima paroxonase; LOOH, hidroperéxidos lipidicos; PC,
proteina carbonilada.
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Tabela 4 Determinagdes de CT, LDL-c, HDL-c, ndo HDL-c e TG
sanguineos dos individuos dos grupos de intervencao durante o periodo
basal e ap6s 20, 40, 60 e 90 dias.

Grupo Grupo dieta ~ Grupo erva mate com
Periodo erva mate controle dieta controle
n (m/h) = 23 (15/8) n (m/h) = 26 (21/5) n (m/h) = 25 (21/4)
CT (mg/dL)

Basal 233,06 +5,772 232,26 + 8,042 231,42 +7,922
20d 235,60 + 6,212 234,52 + 8,612 234,52 + 8,612
40d 228,66 + 6,83 234,17 + 9,90 234,17 +9,90°
60d 232,28 +847° 232,64 +9,72 232,64 + 9,722
90d 237,769,722 236,54 + 8,55° 236,54 + 8,55°

LDL-c (mg/dL)

Basal 160,18 + 5,707 156,51 + 5,182 153,21 + 6,042
20d 148,60 +6,21° 147,59 +5,80% 147,42 +7,24?
40d 150,77 +6,31° 142,36 +5,11° 152,07 + 8,45%
60d 146,47 +8,70° 148,40 +6,08® 150,37 +7,35%
90d 148,53 +7,26° 148,69 +8,88° 149,09 5,712

HDL-c (mg/dL)

Basal 52,24 + 2,80° 50,94 + 1,768 49,05 + 1,59
20 d 53,30 + 3,132 52,03 + 1,65 52,16 + 1,79
40d 57,10 * 3,202 50,36 + 1,622 53,70 + 2,542
60 d 60,85 + 3,992 52,72 + 2,048 51,71 + 2,392
90d 57,61 + 3,56° 52,50 + 3,492 48,45 + 2,442

Néo HDL-c (mg/dL)

Basal 187,09 + 4,842 183,70 + 4,812 184,98 + 4,492
20d 180,18 + 6,59%° 164,50 + 5,66° 166,29 + 4,50°
40d 169,52 +6,98" 164,61 +5,22° 164,46 + 5,60°
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60d 165,84 +8,01° 175,47 +4,85® 160,90 + 5,49°
90d 170,72 +6,45° 175,00 +9,87* 172,50 + 4,39
TG (mg/dL)

Basal 131,14 +11,912 126,26 + 10,048 146,37 + 14,622
20d 127,68 10,012 119,28 +10,94* 156,60 + 14,79
40d 113,94 + 12,59 125,90 + 14,3080 139,23 + 15,722
60d 112,21 + 14,662 126,77 + 13,878 141,57 +13,73¢
90d 103,30 + 14,262 131,56 + 15,53* 156,10 + 18,872

Os resultados estdo expressos em média * erro padrdo; Os valores na mesma coluna com letras
diferentes apresentam diferencas estatisticamente significantes (p<0,05) — ANOVA para
medidas repetidas e teste de Tukey. Os valores na mesma linha ndo apresentam diferengas
estatisticamente significantes (p<0,05) — ANOVA.

Abreviagdes: m/h, mulheres/homens; CT, colesterol total; LDL-c, colesterol ligado a
lipoproteina de baixa densidade; HDL-c, colesterol ligado a lipoproteina de alta densidade; TG,
triglicerideos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir da anélise das varidveis deste estudo foi possivel
observar nos diferentes grupos de intervencdo as seguintes
consideracdes:

e A ingestdo isolada de erva mate aumentou os valores de GSH e
FRAP ap6s 20 dias de intervencdo. O aumento do GSH se prolongou e
foi mais efetivo apds 90 dias. O FRAP foi mantido aumentado até os 60
dias de tratamento, porém retornou aos valores basais no final dos 90
dias. No perfil lipidico, as concentracbes de LDL-c mantiveram-se
reduzidas durante todo o tratamento e os valores de Nd HDL-c
reduziram ap6s 40 dias de intervencdo, mantiveram-se baixos ap6s 60
dias, porém voltaram aos valores basais apds 90 dias. Nao houve
variacdo nos valores de PON1, LOOH, CT, HDL-ce TG.

e Ao associar a ingestdo de erva mate com uma dieta controlada em
gorduras, houve aumento dos valores de GSH e FRAP ap6s 20 dias de
tratamento, os quais permaneceram ao final de 90 dias. A PON1
mostrou uma elevacdo apds 60 dias de intervencdo, porém retornou aos
valores basais no final do estudo. As concentragds de N& HDL-c
diminuiram ap6s 20 dias de tratamento, se mantiveram até 60 dias,
porém se igualaram aos valores basais apds 90 dias. Ndo foram
apresentadas modificagbes nos parametros LOOH, PC, CT, HDL-c e
TG.

e No grupo que recebeu apenas dieta controle, pobre em gorduras, 0s
pardmetros antioxidantes GSH e FRAP se mantiveram aumentados
durante todo o tratamento, contudo os valores de FRAP retornaram aos
valores basais no final da intervencdo. Quanto ao perfil lipidico, os
valores de LDL-c reduziram ap6s 40 dias e os valores de Ndao HDL-c
apos 20 dias, contudo ambos voltararm aos valores basais apds 60 dias
de intervencdo. Ndo foram encontradas alteracdes nas concentracdes de
PON1, LOOH, PC, CT,HDL-ce TG.

¢ Nao foi demonstrada diferenca expressiva entre os diferentes grupos
de intervencdo, contudo a erva mate isolada ou associada a dieta
controle parece interferir positivamente nas concentracfes de FRAP,
GSH, PON1, LDL-c e Nao HDL-c.
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APENDICE A Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA
CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
NUTRICAO
CEP: 88040-970 - FLORIANOPOLIS - SC

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

O(A) Sr.(a) estd sendo convidado(a) a participar, como
voluntério(a), da pesquisa intitulada “EFEITO
HIPOCOLESTEROLEMICO, HIPOGLICEMICO, ANTI-
INFLAMATORIO E ANTIOXIDANTE DA ERVA MATE (llex
paraguariensis) EM SERES HUMANOS”, de responsabilidade do
pesquisador Prof. Dr. Edson Luiz da Silva. Neste estudo, pretende-se
avaliar se a erva mate tostada (cha mate) apresenta algumas
propriedades consideradas benéficas a salide humana. Este estudo €
necessario porque se acredita que algumas substancias quimicas que
estdo presentes na erva mate podem proteger os individuos contra a
doenca aterosclerdtica, particularmente pela diminuicdo dos fatores de
risco, como o colesterol alto, contra o diabetes e 0 estresse oxidativo,
conforme ja demonstrado em alguns estudos de laboratério utilizando-se
animais e/ou tubos de ensaio.

Para a demonstracdo desse possivel potencial benéfico da erva
mate precisamos de sua colaboragdo para a ingestdo de 330 mL de cha
de erva mate tostada, 3 vezes ao dia, imediatamente antes ou depois das
trés principais refeicdes (independente do horario das mesmas) ou ainda
adesdo ao aconselhamento nutricional, durante 90 dias. E importante
gue o consumo da erva mate ndo seja interrompido por mais de 3 dias
seguidos. Além disso, o(a) senhor(a) deve manter os seus habitos de
vida regulares durante o periodo de tempo do estudo, como por
exemplo, consumir o mesmo tipo de alimentacdo (se ndo for do grupo
da dieta), praticar ou ndo exercicios fisicos e, principalmente, nédo
introduzir medicamentos de uso crénico. Caso o(a) senhor(a) ja esteja
usando algum medicamento, a dose do mesmo ndo deverd ser mudada
durante o periodo do estudo. Precisamos, também, da sua autorizagéo



96

para a realizacdo sete coletas sanguineas de 15-20 mL de sangue (4-5
tubos), em jejum de 10-12 horas, antes e ap06s 0 periodo de intervencdo,
bem como a medida da pressao arterial e afericdo do peso e da altura. O
cha de erva mate (infusdo) sera preparado pelo(a) senhor(a) na hora de
uso, pela adicdo de 330 mL de agua quente (cerca de 85 °C — quando a
chaleira comegar a “chiar”) sobre 21 g de folhas secas ¢ moidas de erva
mate tostada, as quais serdo fornecidas por nds em pacotes plasticos.
Deixar a erva em infusdo por, no minimo, 5-10 min antes de filtrar,
sendo que essa infusdo pode ser preparada pela manhad para posterior
consumo, quente ou fria.

Esse protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC (n°® 140/2008) e trara apenas
o0 desconforto das coletas de sangue. Porém, pessoas sensiveis a cafeina
(um dos componentes da erva mate) poderdo sentir irritagdo gastrica,
tremores, excitabilidade ou ins6nia. Caso ocorra algum desses efeitos
colaterais com o(a) senhor(a), favor interromper o consumo da erva-m e
entrar em contato com o0s pesquisadores. Esperamos, entretanto, que
esse estudo traga beneficios, tais como a possibilidade de conhecimento
das propriedades benéficas da erva mate a salde humana, que podera ser
utilizado para a transformacdo da erva mate em fitoterapico ou em
alimento especial. Esta pesquisa ndo oferece riscos maiores do que 0s
citados acima, ndo tem fins lucrativos, é confidencial e 0 seu home seré
usado apenas no primeiro momento de coleta das amostras de sangue.
Em seguida, as amostras serdo identificadas pelo nimero do seu
cadastro. Os resultados do estudo poderdo ser publicados em revistas
cientificas, apresentados em congressos ou eventos cientificos ou as
autoridades sanitarias, sem que seu nome seja mencionado em parte
alguma.

O(A) Sr.(a) recebera os resultados obtidos no final do estudo.
Sua participacdo é voluntaria, podendo desistir desta pesquisa em
qualquer de suas fases. Se vocé tiver alguma duvida em relagdo ao
estudo ou ndo quiser mais fazer parte do mesmo, pode entrar em contato
pelos telefones 3721-80.53 ou 9154-6002. Se vocé estiver de acordo em
participar, garantimos que as informag6es obtidas e o material coletado
serdo confidenciais e s serdo utilizados neste trabalho.

Eu, abaixo assinado, concordo em participar deste estudo.
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APENDICE B Questionario Clinico

Projeto de Pesquisa — Erva Mate - Questionario — Avaliacdo Clinica
Participante N°

Identificagdo:

Nome:
Sexo: [J masculino [J feminino
Estado civil:
Data de nascimento: / / . Idade:
Raca: [ branco [ pardo [1 amarelo [J negro

Escolaridade:[Janalfabeto [11°grau incompleto [(J1°grau completo
[12°grau incompleto [12° grau completo [1 superior incompleto
LI superior completo I pés-graduacgéo

Endereco: Ne:
Dados Complementares:

Bairro: Cidade:

Estado: Cep: Telefone: ()
E-mail:

Ocupacdo profissional:
Fatores de Risco:

1. Hipertensdo arterial 7 sim [0 ndo
2. Diabetes [Jsim [0 ndo
3. Se sim para Diabetes, ha quanto tempo?
4, Histdrico Familiar de Diabetes [1sim [ ndo Parentesco:
5. Colesterol alterado []sim [Indo
Ultimo Colesterol Total:
Ultimo LDL:
6. Triglicérides alterado []sim [Indo
Ultimo Triglicérides:
7. Tabagista []sim [1ndo N°

cigarros/dia:
[J Eventualmente (] Ex-fumante
Parou ha:
8. Antecedentes Familiares de DAC [ sim [ ndo
9. Problema respiratério: [ sim [0 ndo Quais:
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10.  Problema hepéatico:  LJsim [0 ndo Quais:

11. Problema renal: [Jsim [Jndo Quiais:

12. Hipertireoidismo: [Jsim [0 ndo 12. Hipotireoidismo: [

sim [J ndo

Antecedentes de Morbidades (n&o cardiovasculares):

Processo infeccioso ou inflamatorio recente: [1sim Qual? (] ndo
Habitos:

1. Atividade Fisica [ sim [l ndo Frequéncia:
Tipo:

2. Bebida Alcodlica [1sim[1ndo Frequente [1sim[]ndo Raramente []
sim [0 ndo

3. Estresse (Jsim (1 ndo
4. Medicagdo em uso
[J Nenhum [J Diurético [] Estatinas ] Fibratos [ Anti-

Hipertensivo (] Extratos Vegetais
Vit AL Vit. C U Vit. E L Multivitaminas [ Oleo de peixe
1 Antiinflamatorios ndo esteroidais

L1 Anticoncepcional [ Oral U Injetavel [ Intradérmico
[1 Outras medicagOes regulares  Qual (is):
5. Infarto do Miocardio [Jsim [0 nédo Data:

6. AlteracOes Gastrointestinais

(') Pirose () Obstipagdo ( ) Distensdo ( ) Flatuléncia ( ) Diarréia
() Outros ( ) Nao

7. Evacuacdes: ( ) Didria ( ) Altern.( ) > 2 dias ( ) >4

8. Agua:
9. Alergia alimentar:




APENDICE C Avaliacio antropométrica e presséo arterial

AVALIACAO ANTROPOMETRICA
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a
MEDIDA 1 N Retorno | Retorno | Retorno | Retorno | Retorno | Retorno
Avaliacéo
DATA [ [ [ | | [
Peso Atual
Estatura
OBS:
PRESSAO ARTERIAL
a
MEDIDA 1 ~ | Retorno | Retorno | Retorno | Retorno | Retorno | Retorno
Avaliagao
DATA [ [ [ [ [ A
Pressdo
mm/Hg

OBS:




APENDICE D Recordatério de 24 horas

RECORDATORIO 24 HORAS
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Horario

Refei¢do/Local

Alimento

Quantidade
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APENDICE E Registro alimentar de 3 dias

Laboratorio de Lipideos, Antioxidantes e Aterosclerose
Pesquisa Erva mate

REGISTRO ALIMENTAR -3 DIAS

Como fazer: Anotar tudo o que comer e beber durante 3 dias.
Atividades necessarias:

1) Marque o horério que recebeu o alimento;

2) Marque o tipo de refeicdo (café da manha, lanche, almoco, jantar);

3) Marque a quantidade que vocé comeu. Sé o que engoliu, o que ficou
no prato ndo deve ser marcado.

= Frutas, pées, bolachas, doces duros (quantas fatias, pedagos ou
unidades);

= Arroz, macarrdo, saladas, legumes, purés, carne picada ou moida,
doce mole e outros (quantas colheres de sopa ou escumadeiras);

= feijdo, sopas (quantas colheres de sopa ou conchas)

4) Marque o tipo de preparacdo (frito, cozido, assado ou ensopado);

5) Marque qual o pedaco de frango consumido (peito, coxa, asa,
sobrecoxa);

6) Marque todo alimento que foi consumido fora do horario das
refei¢des - BELISCOS

ATENCAO

Este registro € muito importante para o sucesso do seu atendimento,
portanto procure ser 0 mais sincero e preciso possivel.
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REGISTRO ALIMENTAR -3 DIAS
Nome:
1° Dia [ Dia da semana:

HORARIO | REFEICAO| ALIMENTO QUANTIDADE
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REGISTRO ALIMENTAR -3 DIAS
Nome:
2° Dia [/ Dia da semana:

HORARIO | REFEICAO| ALIMENTO QUANTIDADE
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REGISTRO ALIMENTAR -3 DIAS
Nome:
3° Dia [/ Dia da semana:

HORARIO | REFEICAO| ALIMENTO QUANTIDADE
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ANEXO A  Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Pré- Reitoria de Pesquisa e Extensdio
Comité de Etica na Pesquisa em Seres Humanos

CERTIFICADO N© 109

O Comité de Etica na Pesquisa em Seres Humanos (CEPSH) da Pré-Reitoria
de Pesquisa e Extensdo da Universidade Federal de Santa Catarina, instituido pela
PORTARIA N.°0584/GR/99 de 04 de novembro de 1999, com base nas normas
para a constitui¢do e funcionamento do C;EPSH, considerando o contido no
Regimento Interno do' CEPSH, CERTIFICA que os procedimentos que envolvem
seres humanos no projeto de pesquisa abaixo especificado estdo de acordo com os
principios éticos estabelecidos pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa -

CONEP

APROVADO

PROCESSO: 140/08 FR- 199809

TITULO: Efeito hipocolesterolémico, hipoglicémico, anti-inflamatério e

antioxidante da erva-mate (Ilex paraguariensis) em seres huinénos.

AUTORES: Edson Luiz da Silva, Elizabeth Wazlawik, Patricia Faria Di Pietro,

Aliny Stefanuto, Graziela A. Klein e Bruna C. B. Boaventura, Elayne Cristina

de Moraes.

DEPARTAMENTOS: Anilises Clinicas e Nutri¢io/CCS/UFSC.
FLORIANOPOLIS, 30 de junho de 2008.

Coordenador do C@UFSC - Prof.° Washington Portela de Souza



