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Erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.): consumo, composi¢cdo quimica e

influéncia sobre o metabolismo.

RESUMO

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.) é utilizada na preparacdo de bebidas tonicas e
estimulantes e recentemente esta espécie tem sido estudada pelos efeitos bioldgicos benéficos
principalmente relacionados a salde cardiovascular e ao metabolismo glicémico. Esses
beneficios sdo atribuidos principalmente a presenca de compostos fenolicos derivados do
acido clorogénico. Buscou-se nesse ensaio quantificar o aporte de compostos fendlicos em
consumidores de erva-mate em bebidas tipicas chimarrdo e tereré, avaliar os possiveis
beneficios de erva-mate no metabolismo lipidico e glicémico em humanos e verificar
possiveis mecanismos desses beneficios em estudos com marcadores bioquimicos e
antropométricos. Inicialmente, foi realizado um levantamento com 450 consumidores de
tereré e chimarrdo da cidade de Toledo-PR que responderam um questionario socioeconémico
e sobre habitos de consumo das bebidas tipicas. O volume médio diario ingerido de chimarrao
e tereré foi de 942,84 mL e 271,62 mL, respectivamente. Apds o levantamento das
informacdes das entrevistas, foram realizadas extra¢cdes que simularam o consumo de tereré e
chimarrdo e estimou-se que em cada 100 mL de bebida ingerida, a quantidade total de
compostos fendlicos extraidos é de 673,6 mg no chimarrdo e 271,62 mg no tereré. Mono-
dicafeoilquinicos constituem cerca de 38,4% dos compostos fendlicos do chimarrdo e 55,3%
do tereré. A ingestdo diaria de compostos fendlicos no chimarrdo varia de 529,6 a 1.765,4
mg/dia e no tereré a variacdo é de 583,1 a 1779,7 mg/dia. O ensaio clinico consistiu em um
estudo experimental randomizado, duplo-cego e cruzado e os sujeitos da pesquisa foram
homens sadios, com idade entre 45 a 65 anos. Os voluntarios tomaram durante 4 semanas
capsulas de placebo ou de extrato seco de erva-mate, que forneceram cerca de 580 mg de
acidos clorogénicos, 75 mg de cafeina e 8 mg de teobromina por dia. Parametros
antropomeétricos e hemodinamicos (circunferéncia abdominal, peso, indice de massa corporea,
pulso, pressdo arterial) e variaveis bioquimicas (perfil lipidico e glicémico) foram verificados
nos voluntarios em jejum, antes e apds cada periodo de intervencdo. Nao foram encontradas
diferencas estatisticas significativas entre erva-mate e placebo nos parametros investigados.
No entanto, foi observada diferenca estatisticamente significante entre os niveis de glicemia

em jejum antes (4,99 + 0,09 mmol/L) e depois (4,42 + 0,09 mmol/L) do consumo de extrato
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de erva-mate. As concentracBes plasmaticas da curva glicémica, insulina e HOMA-IR
mostrou tendéncia de reducdo para com o consumo da erva-mate. Niveis de HDL-c
apresentaram importante elevacdo, embora ndo estatisticamente significativa. Embora o
ensaio ndo revelou diferencas significantes entre os grupos de tratamento (erva-mate X
placebo) sugere-se um interesse em potencial do consumo da espécie para a melhoria do

controle glicémico e lipidico.

Palavras-chave: sindrome metabdlica; &cidos clorogénicos; dislipidemia; diabetes melittus

tipo 2; ensaio clinico.
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Mate (llex paraguariensis St. Hil.): consumption, chemical composition and

influence on metabolism.

ABSTRACT

llex paraguariensis St. Hil. is used in the preparation of tonic and stimulant beverages and
recently this species has been studied for beneficial biological effects mainly related to
cardiovascular health and glycemic metabolism. These benefits are mainly attributed to the
presence of phenolic compounds derived from chlorogenic acid. The aim of this study was to
quantify the contribution of phenol compounds to the consumption of maté in typical
beverages, to evaluate the possible benefits on lipid and glycemic metabolism in humans and
to verify the possible mechanisms of these benefits in studies with biochemical markers and
anthropometric. Initially, a survey was conducted with 450 consumers of terere and chimarrédo
from the city of Toledo, PR, who answered a socioeconomic questionnaire and about habits of
consumption of typical beverages. The average daily intake of chimarrdo and tereré was
942.84 mL and 271.62 mL, respectively. After collected the information from the interviews,
extractions were performed that simulated the consumption of terere and chimarrdo and it was
estimated that in each 100 mL of ingested beverage, the total amount of phenolic compounds
extracted is 673.6 mg in the chimarrdo and 271.62 mg in the terere. Mono-dicafeoilquinones
constitute about 38.4% of the phenolic compounds of the chimarrdo and 55.3% of terere. The
daily intake of phenolic compounds in the chimarrdo ranges from 529.6 to 1765.4 mg/day and
in terere the variation is from 583.1 to 1779.7 mg/day. The clinical trial consisted of a
randomized, double-blind, cross-over trial and the subjects were healthy men aged 45 to 65
years. The volunteers took 4-week placebo or dry-mate capsules, which provided about 580
mg of chlorogenic acids, 75 mg of caffeine and 8 mg of theobromine per day. Antropometric
and hemodynamic parameters (abdominal circumference, weight, body mass index, pulse,
blood pressure) and biochemical variables (lipid and glycemic profile) were verified in fasting
volunteers, before and after each intervention period. No significant statistical differences
were found between yerba mate and placebo in the investigated parameters. However, a
statistically significant difference was observed between fasting glycemia levels before (4.99
+ 0.09 mmol/L) and after (4.42+0.09 mmol/L) consumption of yerba mate extract. Plasma
concentrations of the glycemic curve, insulin and HOMA-IR showed a tendency to decrease

with the consumption of yerba mate. HDL-c levels presented a significant elevation, although
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not statistically significant. Although the trial did not reveal significant differences between
the treatment groups (maté x placebo) it is suggested a potential interest in the consumption of

the species for the improvement of glycemic and lipid control.

Keywords: metabolic syndrome; chlorogenic acids; dyslipidemia; diabetes mellitus type 2;

clinical trial.
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1 INTRODUCAO

A sindrome metabdlica (SM) é um conjunto de componentes desencadeados pela
supernutricdo e estilo de vida sedentario, que refletem no excesso de adiposidade. Entre esses
componentes destacam-se a gordura abdominal, resisténcia a insulina, hipertensdo e
dislipidemias. Eles estdo associados com outras comorbidades, como estado pro-trombotico,
esteatose hepéatica ndo alcodlica, estado pro-inflamatorio e até desordens reprodutivas
(Cornier et al., 2008). Nao ha tratamento especifico para a sindrome. A mudanca de habitos
de vida e os farmacos sdo direcionados para as patologias que estdo evidentes, como a
dislipidemia e diabetes (I-DBSM).

As dislipidemias estdo entre as maiores causas de mortalidade mundial, pois séo
associadas as doengas cardiovasculares (DCV) (SBC, 2017). Em alguns casos, a populacéo
atingida possui uma pré-disposi¢do a enfermidade, porém, na maioria dos casos, € uma
consequéncia de maus habitos alimentares e fisicos. Quando ha associacdo das dislipidemias a
hipertensdo arterial e obesidade, torna-se ainda mais significativo o desenvolvimento desta
enfermidade (Scherr et al., 2007).

A maioria das DCV é causada por complicacBes da aterosclerose, que é uma doenca
inflamatoria crénica caracterizada pelo desenvolvimento de placas ateroscleréticas na parede
vascular. Fatores de risco podem criar um ambiente pro-oxidante e pré-inflamatério para
inicio de seu desenvolvimento. Sintomas clinicos s6 aparecem depois de varios anos e, por
isso, a prevencdo € necessaria. A aterosclerose esta correlacionada com altos niveis
plasmaticos de colesterol, de LDL oxidado e estresse oxidativo (Ross, 1999). E iniciada por
uma disfuncdo endotelial desencadeada por varios fatores de risco aterogénico. Isto leva a
adesdo de mondcitos e migracdo através da camada endotelial no espaco subendotelial.
Mondcitos se diferenciam em macrofagos e favorecem captacdo de LDL oxidadas, formando
as células lipidicas ricas conhecidas como células esponjosas. A lesdo ¢ acompanhada pela
proliferacdo de células musculares lisas, bem como formacdo da matriz extracelular e
aterotrombose (Navab et al., 2004; Wu et al., 2017).

Outro componente da SM é a diabetes mellitus, que é caracterizada por hiperglicemia
cronica de jejum e pds-prandial. Trata-se de um problema de saude crescente em todos os

paises, independente do grau de desenvolvimento (SBD, 2018). A Federacdo Internacional de
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Diabetes estimou h& 425 milhdes de pessoas entre 20 a 79 anos de idade com diabetes no
mundo em 2017 (FID, 2017). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a glicemia
elevada é o terceiro fator de causa de mortalidade pré-matura, perdendo somente para

hipertensdo e tabagismo.

Com o aumento da obesidade, mais casos de diabetes melittus tipo 2 (DM2) sdo
diagnosticados. Os maiores danos causados por essa doenca séo os relacionados com a micro
(retinopatia, nefropatia, neuropatia) e macro circulacdo (doenca arterial coronariana, doenca
periférica arterial e acidente vascular enceféalico) (Kahn et al., 2014). Sujeitos com DM2
apresentam resisténcia a insulina (R1), o que potencializa o efeito hiperglicémico plasmatico
(Skyler et al., 2017).

.....

doencas cronicas em seres humanos. Varios estudos epidemioldgicos examinaram o efeito
protetor dos compostos polifendlicos (frutas e sucos de frutas, cha, vinho, cacau) sobre as
doencas cardiovasculares (Turkmen et al., 2006; Kuriyama et al. 2006; Ghosh et al.; 2009) e
na DM2 (Rodriguez-Mateos et al., 2014; Xiao e Hogger, 2015; Cremonini et al., 2016).
Pesquisas observacionais mostraram também uma associacdo inversa entre 0 consumo de
algumas classes de polifendis e de mortalidade geral ou risco de doenca cardiovascular (Arts
et al. 05; Mink et al. 2007; Hollman et al., 2010). Isso foi evidenciado em trabalhos
académicos realizados em modelos animais com niveis nutricionais de flavonoides isolados
(Norata et al. 2007; Auclair et al. 2009, Mauray et al., 2009) e em humanos com alimentos
ricos em flavonoides (Hooper et al., 2008).

Os écidos clorogénicos (CGAs) polifendis derivados de uma familia de ésteres
formados entre certos acidos trans-cinamicos e &cido quinico. De forma geral os acidos
clorogénicos podem ser subdivididos em grupos de monoésteres do acido caféico (CQA),
acido p-cumarico (pCoQA) e acido ferralico (FQA); di, tri e tetra-ésteres do acido caféico,
respectivamente denominados di-CQA, tri-CQA e tetra-CQA; combinacdo de di-ésteres do
acido caféico e ferrulico (FCQA) e de di-ésteres do acido caféico e sinapico (CsiQA); e
combinacGes de ésteres do &cido caféico e de &cidos oxalicos, succinicos e glutaricos
(Clifford, 1999). Para cada grupo destes compostos existe certo numero de isémeros
identificados. Basicamente estes isdmeros sdo formados devido as diferentes posi¢es de
esterificacdo por parte dos grupos acilo. Os &cidos mono e di-cafeoilquinicos estdo presentes

em diversas espécies de plantas e suas atividades vém sendo estudadas em pesquisas in vivo e
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in vitro. Entre os efeitos exibidos, destacam-se a atividade antioxidante e anti-inflamatéria
(Hung et al., 2006; Sato et al., 2011; Pimentel et al., 2012) e o efeito hipoglicémico (Ong et
al., 2011; Cardoso; Morand, 2016; Cho et al., 2010).

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.) é uma espécie rica em &cidos clorogénicos e
tem origem em paises do cone sul como Paraguai, Argentina e Brasil, onde a espécie € nativa
da Formacdo Floresta Ombrofila Mista, também conhecida como Floresta com Araucaria ou
Mata de Pinheirais, um dos mais importantes ecossistemas da regido Sul do Brasil. Essa
espécie compde o extrato arboreo inferior da Mata com Araucéria e apresenta especial
interesse econdmico, ecoldgico e social. O extrativismo da erva-mate foi motivo de intensa
exploracdo comercial, sendo responsavel por um dos mais importantes ciclos econémicos da
regido Sul do Brasil (Daniel, 2009).

No Brasil foram produzidas 619.003 toneladas de erva-mate em uma area colhida de
75.810 hectares, alcancando um rendimento médio de 8,18% e valor de producdo de
aproximadamente meio bilhGes de reais (501,633 milhdes) em 2017. A regido sul do Brasil
sdo responsaveis por 99,26% dessa producdo, ficando somente 0,74% com a regido centro-
oeste (Brasil, 2018). As importacdes da erva-mate sempre sdo superiores as exportaces. O
principal destino das exportacdes é principalmente o Uruguai, que ndo tem agua produtiva. A
erva é exportada cancheada, beneficiada, solivel e em extrato ou esséncia concentrados. A
Argentina é o pais que mais exporta para o Brasil, embora haja uma queda das remessas de
erva-mate nos ultimos anos em funcdo dos altos precos negociados dentro do seu proprio
territdrio (Sindimate, 2013).

A espécie tem um importante papel na industria de alimentos, onde ha diversos
produtos processados a partir de suas folhas e ramos, como o tereré, chimarrdo, cha mate, cha
verde, refrigerante, bebidas energéticas, ingredientes para produtos alimenticios) e desperta
grande interesse na industria quimica, principalmente no desenvolvimento de novos farmacos
e cosméticos (Da Croce, 2002; Rocha Junior, 2001).

O preparo das bebidas a base do mate é realizado sobretudo pelo processo de infuséo.
O processamento das folhas e a temperatura empregada para a extragdo é que diferenciam a
classificacdo das bebidas tipicas, como o chimarrao, tereré e o cha mate. Essas diferencas de
processamento implicam em mudancas nas caracteristicas organolépticas e de composicao
quimica das bebidas (Heck et al., 2007).
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A constituigdo quimica da erva-mate foi investigada por diversos autores
demonstrando a riqueza quimica dessa planta. Como componentes principais destacam-se 0s
nutrientes, minerais, vitaminas sollveis, alcaloides (metilxantinas, incluindo cafeina,
teobromina e teofilina), terpenos (carotenoides e saponinas) e 0s compostos fendlicos
(flavonoides e derivados do &cido clorogénico) (Dartora et al., 2011; Souza et al., 2011).

A quantidade total de cafeina e teobromina nos produtos comerciais da erva-mate
estdo relacionados ao modo de preparacdo e quantidade ingerida. Essa quantidade ja foi
comparada com a oferta de outras bebidas como café, bebidas energéticas, guarana em po e
chocolate (Reginatto et al., 1999; Hashihara et al., 2007). Clifford e Ramirez-Martinez (1990)
também analisaram teores de fenois em amostras comerciais de erva mate e demonstraram a

presenca de derivados da quercetina e principalmente derivados do &cido clorogénico.

Bebidas tipicas contendo erva-mate muito consumida e apresenta diversos beneficios a
salde, como atividade antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatdria, efeito quimio-
preventivo (Burris et al., 2012; Bassani et al., 2014; Souza et al., 2015; Colpo et al., 2017).
Ensaios in vivo da espécie demonstraram atividade hipocolesterolémica (Cho et al., 2010;
Fernandes, Machado, et al., 2012), prevencdo da aterosclerose e de doencgas coronarianas
(Santiago et al., 2017), melhora o estado clinico do paciente com sindrome metabdlica
(Hussein et al., 2011), efeito antiobesidade (Lima et al., 2014) e hipoglicemiante (Pereira et
al., 2012). Ensaios clinicos também comprovaram sua atividade redutora da gordura corporal
em pacientes sobrepeso (Kang et al., 2012; Kim, H. J. et al., 2012), melhora do controle
glicémico e do perfil lipidico em pacientes DM2 (Klein et al., 2011). Muitos desses
beneficios do mate sdo devidos a presenca de acidos clorogénicos em bebidas chimarrdo e

tereré, especialmente os derivados mono e di-cafeoilquinicos.

Poucas pesquisas clinicas foram realizadas com a |. paraguariensis para investigar a
sua atividade no sistema cardiovascular e no metabolismo lipidico. Esse manuscrito buscou
evidenciar a relacdo entre o consumo de bebidas tipicas preparadas a base da erva-mate,
especificamente tereré e chimarrdo, com a salde cardiovascular e com o metabolismo
glicémico. Para isso, a pesquisa foi organizada em trés momentos: i) entrevistas com
consumidores de erva-mate com o objetivo de realizar um levantamento sobre a quantidade de
bebida tipica ingerida por uma populacgdo; ii) extracbes simuladas de erva-mate tereré e

chimarrdo, cujo objetivo foi levantar a quantidade de compostos fendlicos e metilxantinas
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obtidas com o consumo popular; iii) ensaio clinico, que foi conduzido com voluntérios sadios

que receberam doses padronizadas do extrato de erva-mate.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Doencas cronicas: aspectos epidemiologicos, fisiopatoldgicos e clinicos

A prevaléncia de doengas crénicas no mundo é alta e muitos sistemas de saude nédo
conseguem sustenta-las. Nos Estados Unidos, no século passado, as taxas de mortalidade e
morbidade das doencas cronicas ou ndo contagiosas ultrapassaram aquelas infecciosas ou
contagiosas (Dwyer-Lindgren et al., 2016). A mortalidade chega a 70% de todas as mortes no
mundo e aproximadamente 80% de 16 milhdes de individuos morrem prematuramente ou
antes de atingir 70 anos de idade. Entre as doencas crénicas que mais levam a morte nos
Estados Unidos, destacam-se as cardiacas, o cancer, as cerebrovasculares e diabetes mellitus
(OMS, 2018).

A etiologia das doencas crénicas inclui idade, historia familiar, predisposic¢éo genética,
sobrepeso, préaticas de atividade fisica, cigarro, alcool e dieta. Felizmente, muitas podem ser
prevenidas com longas praticas de adesdo a padrdes alimentares, engajamento em atividades
fisicas e manutencdo do peso corporal (Neuhouser, 2018, prelo). Dietas ricas em frutas,
vegetais, grdos, baixo teor de carboidratos e gorduras, e proteinas magras foram definidas
como dietas saudaveis padronizadas pelo Relatério Cientifico do Comité Consultivo de
Diretrizes Dietéticas (2015). Além disso, o consumo reduzido de gorduras saturadas, gordura
trans, sédio e acucar reduzem o risco de doencas cronicas como DM, DCV e cancer
(Kimokoti; Millen, 2016).

2.1.1 O metabolismo lipidico e as doencas cardiovasculares

Os fosfolipidios, o colesterol e os triglicerideos (TG) e os acidos graxos (AG) sao
lipides importantes para o entendimento do metabolismo lipidico. Os AG e TG sdo moléculas
de armazenamento. Os fosfolipideos e o colesterol sdo moléculas estruturais de membranas
bioldgicas. Os triglicerideos tém funcédo principal de armazenamento e sdo formados por 3
moléculas de acidos graxos e uma de glicerol. O colesterol é o principal esterol dos tecidos
animais e tem diferentes fungdes como constituinte de membrana, precursores de horménios,
sintese de &cidos biliares e da vitamina D. E o lipide que esta relacionado com a incidéncia de
doengas cardiovasculares em humanos. A sintese do colesterol consiste na conversdo de
HMG-CoA (3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA) em mevalonato, reacdo catalisada pela HMG-

CoA redutase. A regulacdo dessa enzima ocorre por alteracdo covalente reversivel através da



21

fosforilacdo da proteina quinase dependente AMP (AMPK). Quando ocorre reducdo de ATP,
ha declinio da sintese de colesterol. A insulina e o glucacon, horménio que regula a HMG-
CoA redutase atuam sobre a HMG-CoA redutase e forma antagonica: o glucagon estimula a
inativacdo da enzima, reduzindo a sintese de colesterol e a insulina ativa a enzima

favorecendo a sintese de colesterol (Goldstein e Brown, 1990).

O colesterol, o triacilglicerol (TAG) e os fosfolipideos sdo insoliveis em agua e séo
transportados para o0s tecidos onde serdo armazenados e consumidos por proteinas
transportadoras chamadas de apolipoproteinas. As diferentes combinagdes de lipideos e
proteinas produzem particulas de diferentes densidades, variando de quilomicrons a

lipoproteinas de alta densidade (Nelson e Cox, 2017).

Os quilomicrons sdo as maiores e menos densas e contém alta proporcdo de TAG e
sua funcdo principal é o transporte de AG da dieta para os tecidos. O restante move-se pela
corrente sanguinea para o figado. Ali, eles liberam o colesterol e sdo degradados pelos
lisossomos. O excesso de colesterol e acidos graxos na dieta leva a producdo de TAG ou
ésteres de colesterol no figado, os quais sdo empacotados com apolipoproteinas especificas
formando as lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL — lipoproteina de muito baixa
densidade) por acdo da proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CEPT). Essas
lipoproteinas sdo transportadas do figado para o musculo e tecido adiposo. No musculo, 0s
AG sdo liberados apos a ativacdo da lipase proteica, reconvertem-se em TAG e armazenam 0S
produtos em goticulas intracelulares de lipideos. Os midcitos oxidam os AG para obterem
energia (Zhang et al., 2018).

A perda de TAG da VLDL converte VLDL em lipoproteinas de densidade
intermedidria, as IDL. A remocao de adicional de TAG da IDL produz lipoproteinas de baixa
densidade, LDL. Essa é rica em colesterol e éster de colesterila (EC) e a sua principal
apolipoproteina é a apol00. A LDL transporta colesterol para os musculos, glandulas
suprarrenais, tecido adiposo e também para os macrdéfagos, 0s quais podem ser convertidos
em células espumosas. A LDL ndo captada pelos tecidos retorna para o figado e o colesterol,
apos incorporado pelas membranas, é convertido em éacidos biliares e reesterificado pela
ACAT para armazenamento nas goticulas lipidicas citosélicas. Na hipercolesterolemia
familiar, ha uma mutacdo dos receptores de LDL, tanto nos tecidos como no figado. Assim,
ocorre acumulo de LDL e colesterol plasméatico, o que aumenta a probabilidade do

desenvolvimento da aterosclerose (Nelson e Cox, 2017; Zhang et al., 2018).
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A lipoproteina de alta densidade, HDL tem origem no figado e no intestino delgado.
Sdo particulas ricas em proteinas que contém relativamente pouco colesterol e nenhum ésteres
de colesterila. Sua principal apolipoproteina é a apoA-1. A HDL também contém lecitina-
colesterol-aciltransferase (LCAT), que catalisa a formacdo de ésteres de colesterila a partir de
lecitina e colesterol. A LCAT converte o colesterol, a fosfatidilcolina dos quilomicrons e a
VLDL remanescentes em esteres de colesterila, os quais formam o nucleo da HDL. Ela
também capta colesterol de células extra-hepaticas e o descarrega o figado. Em seguida, a
HDL retorna para a corrente sanguinea para captar mais lipideos que estdo em excesso.
Assim, o transporte do colesterol pela HDL é reverso. Parte dele é transformado em sais
biliares e armazenados na vesicula biliar (Contreras-Duarte et al., 2014). A figura 1 fornece

uma visdo sobre a sintese e transporte das lipoproteinas em humanos.

A diminuicdo da concentracdo plasmatica de HDL circulante € um fator de risco para
o desenvolvimento das doencas cardiovasculares (DCV) e da sindrome metabdlica. Além
disso, o aumento das concentracGes de LDL e VLDL circulante estd relacionado com a
reducdo de HLD. A LDL e a VLDL, por levarem lipideos para os tecidos periféricos, sdo
lipoproteinas aterogénicas. JA& a HDL é uma lipoproteina antiaterogénica, pois realiza o
transporte reverso de lipideos dos tecidos periféricos para o figado. Outros efeitos benéficos
da HDL séao protecdo antioxidante, regulacdo da atividade plaquetéria, inibicdo da apoptose
de células endoteliais, inibicdo da sintese das moléculas de adesdo vascular e inducdo de
oxido nitrico (NO) (LIMA; COUTO, 2006)
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Figura 1. Lipoproteinas e transporte de lipideos. C = colesterol; EC: ésteres de colesterila.
Nas vias exdgenas os lipideos (setas azuis) os lipideos sdo empacotados em quilomicrons. Os
triacilglicerdis sdo liberados pela lipase lipoproteica nos tecidos muscular e adiposo, durante o
transporte ao longo dos capilares. Os quilomicrons remanescentes que contém proteinas e
colesterol sdo capitados pelo figado. Os sais biliares produzidos no figado auxiliam a
dispersdo de gorduras da dieta e em seguida sdo reabsorvidos na via éntero-hepética (setas
verdes). Na via enddgena (setas vermelhas), os lipideos sintetizados ou empacotados no
figado sdo distribuidos aos tecidos periféricos pela VLDL. Esta, gradualmente é convertida
em LDL, que transporta colesterol para os tecidos extra-hepaticos ou retornam para o figado.
O LDL remanescente por endocitose mediada por receptor. O colesterol excedente nos tecidos
extra-hepaticos retorna para o figado como HDL por transporte reverso (setas roxas). Fonte:
(Nelson e Cox, 2017).

O HDL circulante protege contra o dano oxidativo produzido por radicais livres
presentes nas LDL, inibindo a geracdo e/ou facilitando a degradacéo de lipideos oxidados pro-
inflamatdrios (Fuhrman et al., 2005). A HDL transporta uma variedade de enzimas como a
Paraxonase-1 (PON1) que sdo as responsaveis pela modificacdo oxidativa das particulas de
LDL, evitando resposta inflamatoria caracterizada por inducdo de citocinas e mondcitos de
adesdo na superficie endotelial. Adicionalmente, ocorre por meio da PON1 a reducédo direta
da peroxidacéo lipidica no interior das placas ateromatosas corondrias e carotidas (Contreras-
Duarte et al., 2014).
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A LDLox e seus componentes induzem a sintese de citocinas, mediadores
inflamatdrios e de crescimento que podem alterar o comportamento das células endoteliais.
As moléculas de adesao intercelular, ICAM e VCAM, sdo as primeiras manifestacGes de
disfuncdo endotelial e elas promovem recrutamento de leucocitos na parede vascular. H&
estudos que verificaram que HDL reconstituida tornam células endoteliais mais resistentes a
sintese de moléculas de adesdo induzidas por citocinas (Clay et al., 2001). Alguns estudos
demonstraram a relacdo entre a vasodilatacdo dependente de NO e a concentracdo plasmatica
de HDL, pois ela induz a NO sintase, a liberacdo de NO e o efeito de vaso relaxamento
(Rémet et al., 2003).

Um estudo que avaliou o perfil lipidico no municipio de Sdo Paulo em 2014, apontou
que a prevaléncia de qualquer tipo de dislipidemia na populacéao foi de 59,74%, considerando
que baixos niveis de HDL-colesterol foi o mais prevalente (Garcez et al., 2014). As
dislipidemias levam a DCV, que estdo entre as maiores causas de mortalidade, morbidade e

incapacidade no mundo e em ambos 0s sexos (OMS, 2008).

As dislipidemias estdo entre as causas da aterosclerose, juntamente com a hipertensao
e o tabagismo. Existem diversas DCV, mas aquelas que atingem as artérias cerebrais e
coronarias sdo as mais preocupantes e em sua maioria sdo provocadas pela aterosclerose. A
aterosclerose é uma doenca inflamatéria cronica, consequéncia de uma lesdo endotelial que

acomete principalmente a camada intima das artérias de grande e médio calibre (SBC, 2017).

A formacdo de um trombo como consequéncia de uma placa ateromatosa €
determinada por diversos elementos, como fator tissular, microparticulas apoptéticas e
mondcitos circulantes. A HDL também influencia a ativacdo das plaquetas e da cascata de
coagulacao, pois elas inibem a producéo do fator tissular e evitam a formacdo de material pro-
coagulante, impedindo que o fibrinogénio una-se as plaquetas. Além disso, a formacédo de
trombina é inibida drasticamente na presenca de HDL (Contreras-Duarte et al., 2014).
Estudos in vitro demonstraram que HDLs3, que constituem a maior parte das HDL circulantes,
inibem a proteina quinase C (PKC), dependente de fosfatidil-inositol, provocando redugdo da
agregacdo plaquetaria, secrecdo de granulos e reducgdo de fibrinogénio em resposta a trombina
(Surya e Akkerman, 1993).

A formagdo da placa aterosclerotica inicia-se com uma injuria ao endotélio vascular

ocasionada pelos fatores citados anteriormente. Em seguida, ha o aumento da permeabilidade
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da camada intima as lipoproteinas plasmaticas que ficam retidas no espago subendotelial. Ali,
a LDL sofre oxidacdo e se torno imunogénica (Navab et al., 2004). Quanto maior a
concentracdo de lipoproteinas no plasma, maior sera o depoésito na parede arterial. Além do
depdsito das lipoproteinas, a LDLox também provoca migracdo de moléculas de adeséo
leucocitéria na superficie endotelial. Em seguida, mondcitos e linfécitos sdo atraidos para a
camada intima da parede arterial. Os mondcitos migram para o espaco subendotelial e se
transformam em macrofagos repletos de lipideos e sé@o chamados de células espumosas. Os
macréfagos sdo responsaveis pela secrecao de citocinas de inflamacédo e adesdo e de enzimas
proteoliticas que degradam o colégeno e outros tecidos locais (SBC, 2017).

Além da dislipidemia, diabete, tabagismo, hipertensdo, fatores a nivel celular como
isquemia e alteracdo na pressdo do arraste hemodindmico podem ativar um complexo
inflamat6rio que rompe a placa ou promove alteragdo endotelial. Consequentemente, ocorre
interacdo do fator tecidual da intima vascular com o fator Vlla circulante, levando a geragéo
de trombina, ativacdo plaquetaria e formacdo de trombo, fatores que levam as principais
complicacdes da aterosclerose que sdo o infarto agudo do miocardio e o acidente vascular
cerebral (SBC, 2017). A HDL, a apo-l e a apoA-1 previnem a oxidagdo da LDL livre e da
parede arterial, reduzem a reatividade vascular em modelos animais (Badimon et al., 1990;
Shah et al., 2001; Navab et al., 2002) e previnem a aterosclerose em humanos (Nissen et al.,
2003; Rader, 2003). H& uma relacdo inversa dos altos niveis de HDL-colesterol com a
aterosclerose (Remaley et al., 2003; Zhang et al., 2003), pois essa lipoproteina executa o
transporte reverso de colesterol, reduzindo sua concentracdo plasmatica. A SBC (2017)
atualizou os parametros laboratoriais e classificou as dislipidemias de acordo com a fragdo
lipidica alterada, conforme descrito na Tabela 1:

Os valores de referéncia e os parametros lipidicos colesterol total (CT), HDL e TG em
adultos com mais de 20 anos sé&o:

CT: <190 mg/dL (em jejum ou sem jejum);

HDL-c: > 40 mg/dL (em jejum ou sem jejum)

TG: <150 mg/dL (em jejum) e < 175 mg/dL (sem jejum)
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Tabela 1. Classificagao das dislipidemias de acordo com a fragdo lipidica alterada.

Classificacao da dislipidemia Lipide alterado
Hipercolesterolemia alterada Aumento isolado do LDL-c (LDL > 160 mg/dL).
Hipertrigliceridemia isolada Aumento isolado dos triglicérides (TG > 150 mg/dL em jejum ou > 175

mg/dL sem jejum).

Hiperlipidemia mista Aumento do LDL-c (LDL > 160 mg/dL) e dos TG (TG > 150 mg/dL) ou
> 175 mg/dL em jejum). Se TG > 400 mg/dL, o calculo de LDL-c pela
formula de Friedewald ¢é inadequado, devendo-se considerar
hiperlipidemia mista quando o ndo HDL-c > 190 mg/dL.

HDL baixo Reducdo do HDL-c (homens < 40 mg/dL e mulheres < 50 mg/dL) isolada

ou em associagdo ao aumento de LDL-c ou de TG.

Fonte: SBC, 2017.

A Sociedade Brasileira de Cardiologia reduziu as taxas de referéncias de LDL para 0s
niveis considerados seguros (Tabela 2). Esse valor depende do grau da categoria de risco que
0 paciente apresenta em desenvolver uma Doenca Aterosclerética Cardiovascular (DACV).
Essa categoria pode ser calculada pelo Escore de Risco Global (ERG), cujo aplicativo esta
disponibilizado no site do departamento de aterosclerose da Sociedade Brasileira de
Cardiologia (SBC-DA) (Calculadora ER 2017) (Magalh&es, 2017).

Os riscos sdo classificados de acordo com a presenca de doenca aterosclerdtica,
doenca renal, diabetes, nivel de LDL-c e colesterol total, idade, hipertensdo arterial e
sindrome metabolica (SBC, 2017).

Tabela 2. Valores de referéncia e de alvo terapéutico de acordo com o risco cardiovascular
estimado para adultos com mais de 20 anos.

Lipides Com jejum (mg/dL) Sem jejum (mg/dL) Categoria referencial
LDL-c <130 <130 Baixo risco
<100 <100 Risco intermediario
<70 <70 Alto risco
<50 <50 Risco muito alto

Nédo HDL-C <160 <160 Baixo risco
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<130 <130 Risco intermediéario
<100 <100 Alto risco
<80 <80 Risco muito alto

Fonte: Magalh&es, 2017.

Uma ferramenta Util para avaliacdo desse risco € o Framingham Heart Study, que
indica a probabilidade de um individuo desenvolver uma doenca coronariana como o infarto
agudo do miocérdio e a angina do peito em dez anos. Para o calculo utiliza-se as informacGes
de faixa etéaria, sexo, valores de presséo arterial, colesterol total, HDL, tabagismo e diabetes.
E uma ferramenta (til para iniciar acdes preventivas em um individuo ou em uma populacio
(Magalhdes, 2017). Os riscos sdo classificados em baixo (< 5%), limitrofe (5 a 7,4%),
intermediario (7,5 a 19,9%) e alto (> 20%) (ASCVD, 2019).

2.1.2 O metabolismo glicémico

A diabetes mellitus (DM) € um importante problema de satde publica para um pais,
independentemente do grau de desenvolvimento. A Federagdo Internacional de Diabetes
estimou que, em 2015, 8,8% da populagdo mundial entre 20 a 79 anos de idade vivia com
diabetes. Esse aumento da prevaléncia da doenca estd associado a fatores como réapida
urbanizacdo, transicdo epidemioldgica, transicdo nutricional, estilo de vida sedentério,
excesso de peso, envelhecimento populacional e maior sobrevida de adultos com diabetes
(SBD, 2018).

A insulina € um hormonio peptidico cuja producdo é controlada principalmente pela
variacdo da concentracdo de glicose no sangue. As células [ pancredticas respondem tanto a
concentracdo absoluta de glicose como a taxa de mudanca do nivel de glicemia. Ela ¢ liberada
continuamente e, em casos de elevacdo dos niveis de glicose, ha uma descarga adicional do

horménio (Hang et al., 2016).

A insulina penetra nas células- B através de um transportador de superficie chamado
GLUT-2 (Thorens, 2015) e o seu metabolismo liga a secrecdo de insulina a glicose
extracelular. O aumento de ATP nas células bloqueia canais K/ATP provocando
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despolarizagdo da membrana. A secrecdo de insulina é estimulada apés influxo de fons Ca*?

ocasionado pela despolarizacdo (Guo et al., 2012).

Reducéo dos niveis de insulina no corpo elevam a glicemia. Ela também influencia o
metabolismo da glicose em diversos tecidos. No figado, por exemplo, inibe a glicogendlise e
a gliconeogénese e estimula a sintese do glicogénio. No musculo ela estimula a sintese do
glicogénio e a glicolise. Nesse tecido ela estimula a sintese de GLUT-4, um transportador de
glicose (Huang e Czech, 2007). GLUT-4 também esta presente no tecido adiposo. Nesse
tecido, o glicerol, que é o principal produto do metabolismo da glicose, é esterificado a TG,
interferindo assim no metabolismo lipidico (Kotani et al., 2004). Outros efeitos da insulina no
metabolismo lipidico sdo aumento da sintese de AG e TG no figado, inibicdo da lipolise,
inativacdo das lipases, inibicdo dos efeitos lipoliticos da epinefrina, do hormonio do

crescimento e do glucacon (Pearson et al., 2016).

Uma alteracdo na liberacdo de insulina descompensa os niveis de glicose plasmatico e
leva a uma situacdo de hiperglicemia ou DM. Ha trés classificacGes para diabetes, a diabetes
mellitus tipo 1 (DM1) e diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e a diabetes gestacional (DMG)
(ADA, 2018). A DM1 € uma doenga autoimune, poligénica, que ocorre apés a destruicdo de
células B pancredticas e interrupcdo da secrecdo de insulina (Alam et al., 2014). Sua
prevaléncia é de 5 a 10% dos casos de DM e o diagndstico mais frequente € na infancia e
adolescéncia (ADA, 2017b; SBD, 2018). O diagndstico da doenca em adultos pode ser de
uma forma lenta e progressiva da doenca chamada de diabetes autoimune (Chiang et al.,
2018).

A DM2 corresponde a 90-95% dos casos de DM e sua etiologia envolve aspectos
ambientais e genéticos (Skyler et al., 2017). A hiperglicemia estd relacionada com a
hiperglucagonemia, resisténcia dos tecidos periféricos a insulina, aumento da producédo
hepatica de glicose, disfungdo das incretinas, aumento dos &cidos graxos livres circulantes,
aumento da reabsorcéo tubular de glicose, deficiéncia da secrecdo de insulina pelas células 3
pancreaticas (ADA, 2017a).

Sdo fatores de risco para DM2 a histéria familiar, idade avancada, obesidade,
sedentarismo, pré-diabetes, diabetes mellitus gestacional, presenca de componente da
sindrome metabdlica (SM) como hipertenséo e dislipidemia (SBD, 2018).
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Para o diagndstico da DM2 séo levantadas informagdes sobre os fatores de risco do
individuo e podem ser utilizados os ensaios de glicemia em jejum, glicemia de 2 horas pos-
sobrecarga ou hemoglobina glicada [HbA1c]. O teste de hemoglobina glicada apresenta mais
vantagens do que o teste oral de toleréncia a glicose (TOTG), além de ser mais conveniente,
ja que o jejum ndo € necessario. As vantagens sdo estabilidade pré-analiticas, menos
influéncia das perturbac6es diarias e de doencas. As Sociedade Americana de Diabetes(ADA)
e a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) trazem os critérios de diagnosticos para DM
(Tabela 3).

Tabela 3. Critérios diagndsticos para DM recomendados pela ADA e SBD.

Exame Normal Pré-diabetes Diabetes

Glicemia em jejum (mg/dL) <100 100 a 125 > 126

Glicemia apds 2 horas ap6s TOTG com 75 mg de glicose
(mg/dL) <140 140 a 190 >200

Hemoglobina glicada (%) <57 57a6,4 >6,5

TOTG: Teste oral de tolerancia a glicose. Fonte: ADA, 2017 e SBC, 2017.
Diferentes vias que incluem fatores ambientais e genéticos resultam na perda

progressiva de células B e/ou de sua fungdo, o que se manifesta em hiperglicemia. Uma vez
manifestada, individuos diabéticos correm o risco de desenvolver diversas complicacdes
(Skyler et al., 2017).

A regulacdo normal do metabolismo da glicose é determinada por feedback que
envolve as células B e tecidos sensiveis a insulina. Quando ha resisténcia a insulina pelos
tecidos, as células p mantém niveis normais de glicose aumentando a secrecdo de insulina. E
somente quando as células B sdo incapazes de liberar insulina suficiente na situa¢do de

resisténcia a insulina que os niveis de glicose aumentam (Reaven, 1988; Kahn et al., 2014).

Na DM2, para manter os niveis normais de glicose, a secre¢do de insulina varia em
uma ampla faixa em resposta a sensibilidade dos tecidos a insulina. A relagdo entre a secregéo
de insulina e resisténcia a insulina € uma curva linear, mas ndo com sujeitos com DM2 (Basu
et al., 2009). A primeira fase de secrecdo a insulina, especialmente em resposta a estimulagéo

de glicose, é notavelmente prejudicada DM2 (Van Haeften et al., 2000). A secre¢do maxima
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de insulina e a potencializacdo pela hiperglicemia das respostas a insulina aos estimulos

independente da glicose s@o reduzidos e a proporc¢éo de pré-insulina é aumentada na DM2.

A figura 2 ilustra a o feedback entre as células B e os tecidos insulino-sensiveis. A
insulina liberada em resposta a estimulagdo das células B coordena a captagdo de glicose,
aminoacidos e acidos graxos pelos tecidos sensiveis a insulina. Esses tecidos retornam
informacdes as ilhotas sobre a necessidade de insulina. Quando ha resisténcia a insulina, nos
casos de obesidade, por exemplo, as células p aumentam a producéo de insulina para manter a
tolerdncia a glicose normal. No entanto, quando as células B sdo incapazes de realizar essa
tarefa, o resultado é a elevacdo da glicose plasméatica. O feedback enddcrino opera para
garantir a integridade da homeostase da glicose e sua manutencdo em um intervalo ajustado.
(Kahn et al., 2014).
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Figura 2. Feedback entre as células B e tecidos insulino-sensiveis. (A) Insulina atua no figado
para suprimir a producéo de glicose e no masculo e tecido adiposo para estimular a absor¢édo
de glicose, aminoacidos e acidos graxos. (B) Quando ha resisténcia a insulina pelos tecidos
periféricos, o feedback para células p garante que hd aumento de insulina para manter
tolerancia a glucose regular. (C) Quando as células B sdo incapazes de aumentar a liberagdo
de insulina na presenca de resisténcia a insulina, o resultado é o desenvolvimento de niveis
elevados de glicose, inicialmente manifestados como reducdo da tolerancia & glicose. A
medida que a disfuncédo das células p progride, ocorrem elevacGes da glicemia e diabetes é o
resultado final. Fonte: (Kahn et al., 2014).

A inibicdo da reabsorcdo renal de glicose € um mecanismo efetivo de controle da
glicemia, funcédo das células P e sensibilidade a insulina em pacientes com DM2 (Defronzo et
al., 2012; Norton et al., 2017). Co-transportadores sédio-glicose (SGLTs) sdo responsaveis
pela reabsorcdo tubular da glicose filtrada. Em pacientes ndo diabéticos, ela ndo aparece na
urina (Wright e Turk, 2004). Esses co-transportadores estdo localizados na membrana apical
das células do tubulo proximal nos rins. O sistema renal tem maxima capacidade de absorgéo,

aproximadamente 350 mg/min, 500 g/dia. Em individuos diabéticos mal controlados, a carga
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de glicose pode exceder a capacidade maxima e resultar em glicosuria, no entanto essa
capacidade maxima € maior em individuos com DM2. Esse € um mecanismo mal adaptado
que permite uma maior reabsorcdo de glicose e eleva a hiperglicemia em pacientes DM2
(Farber et al., 1951; Norton et al., 2017).

J& no intestino, a absorcdo de glicose ocorre via dois componentes. Um deles é 0
mediado pelo transportador de sodio-glicose dependente (SGLT1), apicalmente localizado, o
qual apresenta alta afinidade, baixa capacidade e transporte ativo de proteinas (Corpe e
Burant, 1996; Wright et al., 2003; Zheng et al., 2012). O outro componente é o0 GLUT-2, que
apresenta baixa afinidade, alta capacidade e transporte facilitado de proteina (Drozdowski e
Thomson, 2006). Segundo o classico paradigma de absorcdo de glicose, 0 seu transporte no
[imen intestinal ocorre nos enterocitos pelo SGLT1. Em seguida, € transportada do exterior
das células por GLUT-2 para o sistema venoso portal. Recentemente, foi proposto que o
GLUT-2 pode recrutar altas concentracfes de glicose na membrana apical, permitindo

absorcéo de glicose por difusdo facilitada (Roder et al., 2014).

2.1.3 Sindrome metabdlica

A Federacdo Internacional de Diabetes (IDF) descreve a Sindrome Metabdlica (SM)
como um “complexo reconhecivel de sintomas fisicos e bioquimicos para os quais uma causa
direta ndo é compreendida e 0s componentes coexistem mais frequentemente do que seria
esperado apenas para 0 acaso. Quando um mecanismo causal € identificado, a sindrome passa
a ser uma doenga” (SBC, 2005).

A SM é um termo que destaca caracteristicas que podem aumentar o risco de um
individuo apresentar determinada doenca, aproximadamente duas vezes maior para DCV e
cinco vezes maior para DM2 (Samson e Garber, 2014). Acredita-se que a obesidade, a
resisténcia a insulina, a hipertrigliceridemia (dislipidemia) e a hipertensdo estejam no centro
da maioria dos casos de sindrome metabolica. A SM também esta relacionada a uma
variedade de canceres como o de mama, pancreatico, colon e hepatico. Os principais fatores
gue desencadeiam a SM séo sedentarismo e dieta rica em gordura e carboidratos (O'neill e
O'driscoll, 2015). A prevaléncia da SM tem aumentado em proporc¢des epidémicas nos paises

desenvolvidos e também em desenvolvimento (Cornier et al., 2008).
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Embora ndo se conheca o mecanismo fisiopatologico que resulta na SM, ao que tudo

indica, a resisténcia a insulina e a gordura abdominal s@o os elementos principais da sindrome

(Cornier et al., 2008). Pelo fato da SM ser um conjunto de diferentes situacGes patologicas, e

ndo uma condicdo isolada, had mdltiplas correntes de definicdes como as apresentadas na

Tabela 4. Esse resumo define os critérios e o diagnostico de SM por diferentes associa¢es

para detectar o risco de um individuo com SM desenvolver DM2 e CVD. Outros pré-

requisitos para SM sdo circunferéncia abdominal, etnia e nacionalidade. Por exemplo, a

prevaléncia da SM em alguns estudos é menor em individuos brancos (Alberti et al., 2009).

Tabela 4. Critérios estabelecidos pelas diferentes associa¢fes para definicdo e diagndstico de

SM.

OMS EGIR NCEP:ATPIII AACE IDF
Intolerancia Alta concentragdo Qualquer dos trés Prejuizo na Obesidade central =
glicose, tolerancia de insulina em critérios tolerancia a glicose CA
a glicose reduzida jejum e resisténcia + 2 dos seguintes Etnia e idade +
ou DM elou & insulina + dois critérios: Dois dos seguintes
resisténcia dos seguintes critérios:
insulina + dois ou critérios:
mais dos
componentes
listados:

1. Obesidade 1. CA 1. CA 1. TG>150mg/dL. 1.TG>150
abdominal > 94 cm para >101,6 cm para HDL-c mg/dL.
CA homens homens < 40 mg/dL para HDL-c
> 94 cm >80 cm para > 88,9 cm para homens < 40 mg/dL para
mulheres mulheres <50 mg/dL para homens e
IMC mulheres <50 mg/dL para
> 30 Kg/m? mulheres

2. TG =>150 mg/dL
efou
HDL-c
< 35 mg/dL
(homens)
< 39 mg/dL

(mulheres)

2. TG > 177 mg/dL
HDL-c < 39 mg/dL

2. TG =150 mg/dL
HDL-c

< 40 mg/dL para
homens

< 50 mg/dL para

mulheres

2.PA>130/85 mm
Hg

2.PA>130/85

mm Hg
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3. PA>140/90 mm 3. PA>140/90 3. PA>130/85 mm 3. Glicemia em
Hg mm Hg Hg jejum>5,6 mmol/L
(100,9 mg/dL).
4. Microalbumindria 5. Glicemiaem 4. Glicemia em
jejum> 6,1 mmol/L  jejum> 110 mg/dL
(109,99 mg/dL).

OMS: Organizacdo Mundial da Saude; EGIR: Grupo Europeu de Estudo de Insulina;
NCEP:ATPIIl: Programa Nacional de Educacdo em Colesterol; AACC: Associacao
Americana de Endocrinologia Clinica; IDF: Federacdo Internacional de Diabetes; CA:
circunferéncia abdominal; PA: pressdo arterial; TG: triglicerideos. Fonte: (O'neill e O'driscoll,
2015).

A | Diretriz Brasileira de Sindrome Metabolica segue os critérios da NCEP:ATPIII.
Embora as especificagdes sugeridas pelos grupos mencionados apresentem valores um pouco
diferentes entre si, ha uma concordancia que a prevaléncia de SM tem aumentado

proporcionalmente ao IMC e a idade dos individuos (Ervin, 2009).

2.1.3.1 Fisiopatologia da Sindrome Metabolica
Obesidade

A obesidade é um excesso de massa corporal gorda e pode ser mensurada pelo IMC ou
CA. De acordo com a OMS, sdo considerados sobrepeso sujeitos com IMC > 25 Kg/m2. A
circunferéncia abdominal reflete melhor o contetdo de gordura visceral e tem boa relagédo
com a gordura corporal. Ainda segundo a OMS, o ponto de corte para risco cardiovascular
aumentado é a CA > 94 cm em homens, e > 80 cm em mulheres. J& obesos apresentam IMC >
30 Kg/m? e CA > 102 em homens, e CA > 88 em mulheres (ABESO, 2016).

Ha vérios padrdes para a medida da CA. Pode ser realizada no maior perimetro
abdominal entre a Gltima costela e a iliaca (OMS) ou no ponto médio entre o rebordo costal
inferior e a crista iliaca. Na populacdo brasileira, os pontos de corte mencionados, a PA é

outro parametro para as doengas metabdlicas (ABESO, 2016).
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Resisténcia a insulina

A obesidade, fatores ambientais e genéticos sdo riscos predominantes para a
resisténcia a insulina e DM2. Em torno de 40% da populacdo apresenta resisténcia a insulina
(O'neill e O'driscoll, 2015). Além disso, niveis elevados de AG prejudicam a fungdo das

células-, o que relaciona a hiperglicemia com as DCV (Kahn et al., 2006; Cerf, 2013).

Dislipidemia
A dislipidemia é um importante marcador da SM. Pacientes com a sindrome podem
desenvolver dislipidemia devido a combinagédo de superproducdo de VLDL e ApoB, reducéo

da lise da ApoB e aumento do catabolismo de HDL-c. Todos eles podem ser consequéncias
da Rl (Chan et al., 2004; Kolovou et al., 2005; Klop et al., 2013).

Hipertensé&o arterial sistémica

A hipertensdo € um importante constituinte da sindrome metabdlica. No entanto, o
mecanismo que relaciona as duas ndo esta bem esclarecido, mas sabe-se que a obesidade
abdorminal, resisténcia a insulina, hiperatividade simpatica, estresse oxidativo, disfuncéo
endotelial, ativacdo do sistema renina-angiotensina, aumento dos mediadores inflamatorios e
apnéia do sono sdo possiveis fatores que desencadeiam a hipertensao da sindrome metabdlica
(Klop et al., 2013).

Em condi¢es normais, a liberagdo de insulina na corrente sanguinea promove
producdo de dxido nitrico e vasodilatagdo. Em contrapartida, em uma condicéo de obesidade e
RI, ocorre hiperinsulinemia por mecanismo compensatorio que ativa o sistema renina
angiotensina aldosterona e consequentemente ha vasoconstri¢do e hipertensdo (Yanai et al.,
2008).

2.1.3.2 Terapéutica da Sindrome Metabdlica

O tratamento pode ser ndo medicamentoso ou medicamentoso. A realizagdo de um
plano alimentar para a reducdo do peso associado a exercicios fisicos sdo considerados
terapias de primeira escolha para os pacientes acometidos da sindrome. Essa associacdo

contribui para a redugédo da CA e gordura visceral, melhora da resisténcia a insulina, reducéo
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dos niveis plasmaticos de glicose, além de prevenir o aparecimento de DM2. H& ainda
reducdo da PA e TG e aumento do HDL-c (ABESO, 2016).

O tratamento medicamentoso deve ser aplicado a cada patologia acometida na
sindrome. A obesidade pode ser tratada com mudangas de habitos (como ja comentado) e com
sibutramina (que € antagonista serotoninérgico), orlistat (inibidor seletivo da lipase) e
rimonabant (bloqueador do receptor de canabioide-1), Unicos permitidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e Food and Drug Administration (FDA) (lIsraili et
al., 2007). Essas drogas melhoram o metabolismo lipidico de pacientes com dislipidemias
(James et al., 2000), reduz hipertensdo (Dedov et al., 2018) e também contribuem para o
metabolismo glicémico (Miles et al., 2002; Berne, 2005). Consequentemente, ha reducdo do

risco de eventos cardiovasculares.

O tratamento medicamentoso da hiperglicemia

A hiperglicemia e/ou resisténcia a insulina € um componente da SM que merece
atencdo. A resisténcia a insulina pode apresentar melhoras com a dieta e pratica de atividade
fisica. No entanto, quando ndo ha sucesso com essa opcdo, o tratamento deve ser
farmacoldgico. Os agentes utilizados na DM2 ndo séo direcionados para pacientes com SM,
ou seja, eles ndo melhoram os casos de DCV (Cornier et al., 2008). Exemplos de farmacos
utilizados no tratamento da DM2 sdo aqueles que ndo aumentam a secrecdo de insulina
(biguanidas, as glitazonas e inibidores da a-glicosidade) e 0s que aumentam a secrecdo de

insulina (sulfoniuréias e as metglitinidas).

A acdo hipoglicemiante da metformina se d& principalmente no figado, onde reduz a
producdo de glicose e a acdo periférica (Stamler et al., 1993; Zheng et al., 2015). Esse
mecanismo leva a um retardo na progressdo da DM nos casos de reducdo da tolerancia a
glicose em aproximadamente 31%, dos quais 53% apresentam sindrome metabolica
(Knowler, 2002; Cornier et al., 2008; Holman et al., 2008). A metformina ndo melhora os
sintomas cardiacos na mesma proporcdo que a mudanca de habitos de vida (Stakos et al.,
2005) e a sua utilizagdo a longo prazo trata a tolerancia a glicose, mas nao previne a

progressao da DM2 (Diabetes Prevention Program Research, 2003).

As glitazonas melhoram a sensibilidade a insulina e ha estudos que demonstram que

elas previvem a DM2 em individuos com alto risco (Holman et al., 2008). Sua atividade
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ocorre principalmente da insulino-resisténcia periférica muscular, hepética e adiposa
(Brunmair et al., 2001). Embora as glitazonas aumentem o ganho de peso coporal, hd uma
reducdo da proporcao cintura-quadril e melhora em outros componentes da SM como PA, TG,
HDL-c e transaminases hepéticas. No entanto, fa&rmacos como a rosiglitazona parecem

apresentar potencial aumento de riscos com desfechos de DCV (Gerstein et al., 2006).

A acarbose é um inibidor da a-glicosidase que diminui a absorcdo intestinal de
glicose, agindo na glicemia pos-prandial. Ela retarda a progressdo da DM2 em pacientes com
tolerancia a glicose diminuida. O tratamento com acarbose esta associado com a redugéo de
eventos CV e com hipertensdo (Chiasson et al., 2003). Sua maior limitacdo € a baixa
tolerancia dos pacientes.

Os secretagogos sdo farmacos que aumentam a secrecao de insulina e compreendem as
classes das sulfoniluréias e metglitinidas (ou glinidas). As sulfoniluréias apresentam efeito
mais prolongado e as metglitinidas tém efeito mais rapido que cobrem principalmente o
periodo pos-prandial (Sola et al., 2015). No entanto, elas ndo sdo os agentes hipoglicemiantes
mais usados para o controle glicémico da DM2. Além disso, as sulfoniluréias mais antigas
estdo relacionadas a casos de hipoglicemia e risco cardiovascular (Shorr et al., 1997). O
ganho de peso da classe também é um efeito adverso, mas que é contornado com a utilizacéo
de metformina (ADA, 2017b).

Tratamento medicamentoso das dislipidemias

A dislipidemia metabolica é caracterizada por elevada concentracdo de TG, baixos
niveis de HDL-c altos niveis de LDL-c. O manejo adequado dos niveis de LDL-c mostrou
reduzir significativamente os eventos CV e as mortes. As medidas que podem ser empregadas
para as dislipidemias sdo as ndo medicamentosas e as medicamentosas. Dentro das medidas
ndo medicamentosas destaca-se a terapia nutricional, cujo consumo de A&cidos graxos
saturados deve ser substituido por mono e poli-insaturados, exclusdo de &cidos graxos trans.
A hipertrigliceridemia também pode ser pela quantidade de gordura e carboidrato ingeridos
pela dieta. A ingestdo elevada de carboidratos aumenta a glicemia, levando ao aumento da
insulinemia a qual promove sintese de acidos graxos e triglicerideos. Em contrapartida, o
consumo de acidos graxos 6mega 3 e fitosterois sdo uteis na reducdo no colesterol plasmatico
e sdo empregados no tratamento ndo farmacoldgico em individuos que apresentam baixo risco

e também prescritos em associac¢do ao tratamento medicamentoso (SOCERJ, 2017).
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Vaérios farmacos reduzem o LDL-c plasmaético e a terapia medicamentosa é usada para
complementar as medidas dietéticas e de atividade fisica. Os principais agentes utilizados
clinicamente sdo as estatinas, fibratos, os inibidores da absorcdo de colesterol, o acido
nicotinico e seus derivados, derivados do 6leo de peixe (Rang et al., 2016), ezetimiba,
convertase subtilisina kexina tipo 9 (PCSK9) (Cavallari et al., 2018).

As estatinas sdo farmacos que inibem a enzima que atua na etapa limitante da sintese
do colesterol, a HMG-CoA redutase. A inibicdo da sintese hepatica do colesterol aumenta a
sintese dos receptores de LDL e consequentemente aumenta a remogao do LDL-c plasmatico.
Ha discreta reducdo do TG e aumento do HDL. As estatinas s&o a classe mais vendidas para a
prevencdo de DCV. Entre elas podemos citar a sinvastatina, atorvastatina e rosuvastatina
(Rang et al., 2016). Elas sdo contraindicadas na gravidez, pois a HMG-CoA redutase orienta
células germinativas primordiais em migracdo (Van Doren et al., 1998). Entre os efeitos
adversos incluem mialgia, elevacdo das concentragdes de enzimas hepaticas, distaribios

gastrointestinais, insonia e rash (Tonkin, 2001).

Os fibratos promovem reducdo do VLDL circulante e influenciam a reducéo dos TG e
LDL-c e aumento do HDL-c. Eles sdo agonistas de elementos reguladores dos genes lipidicos
(PPARS). Eles aumentam a transcrigdo de lipase de lipoproteinas, apoAl e apoA5, aumentam
a captacdo hepatica de LDL-c, reduzem PCR e fibrinogénio plasmatico. Sao representantes da
classe bezafibrato, ciprofibrato, genfibrozila e fenofibrato. Os principais efeitos adversos
incluem rabdomio6lise, comprometimento renal, sintomas gastrointestinais, prurido e rash
(Rang et al., 2016).

As resinas eram utilizadas como ligantes dos sais biliares, no entanto essa classe ficou
mais restrita, pois a reducdo do colesterol exdgeno e reducdo do LDL-c plasmatico é modesto
guando comparado as estatinas. Sdo exemplos de farmacos a colestiramina e o colestipol.

Entre os efeitos adversos estdo o sabor desagradavel e a diarreia (Cavallari et al., 2018).

A Ezetimiba é um inibidor seletivo de colesterol plasmatico e ndo afeta a absor¢do de
vitaminas lipossoltveis. E um farmaco potente e bem tolerado. Sua utilizagio é como
complemento da dieta e das estatinas. Pode causar diarreia, dor abdominal e cefaleia (Tonkin
e Byrnes, 2014).

O &cido nicotinico é uma vitamina que inibe a produgdo hepética de VLDL, reduz a

concentracdo plasmatica de TG, de LDL-c e aumenta a concentracdo de HDL-c. Acredita-se



38

gque o mecanismo seja sobre a lipdlise através de um receptor 6rfdo acoplado a proteina G
chamado HM74A e presente na membrana dos adipocitos. Entre os efeitos adversos estao

incluidos palpitacGes, disturbios gastrointestinais e rubor (Cavallari et al., 2018).

A funcdo da PCSK-9 é promover a degradacao de receptores de LDL e sua inibicéo
favorece o catabolismo de LDL-c reduzindo sua concentracdo plasmatica. Os agentes sdo
administrados uma a duas vezes a0 més e causam consideravel reducdo de LDL-c. Um
representante da classe é o evolocumab. Efeitos adversos ainda ndo foram relatados com a

utilizacdo do farmaco (Seidah et al., 2014; Cavallari et al., 2018)

Farmacos utilizados no tratamento da hipertensao

O controle da PA € importante para evitar ou reduzir a ocorréncia de eventos CV em
pacientes com SM, embora ndo haja tratamento especifico para essa populacdo. Entre as
classes utilizadas para o controle da hipertensdo sdo muito prescritos os bloqueadores dos
receptores de angiotensina (BRAS) como primeira classe. Outras classes que podem ser
utilizadas isoladamente ou em associacdes sdo o0s diuréticos, os inibidores da enzima
conversora de angiotensina (IECA), os antagonistas dos canais de calcio, os betabloqueadores
e os inibidores adrenérgicos (SBC, 2005).

A grande vantagem dos BRAs no tratamento da hipertensdo na SM € que esses
farmacos sdo nefro e cardioprotetores em paciente com DM2 estabelecida (Brenner et al.,
2001; Lewis et al., 2001; Cheng et al., 2014). Ha estudos que comprovam que o tratamento
com esses agentes € acompanhado de menor incidéncia de casos de nefropatia diabetes
(Parving et al., 2004; Mcfarlane, 2009).

Os diuréticos sdo eficazes no tratamento da hipertensdo arterial e alguns estudos
comprovaram sua eficdcia na reducdo da morbidade e mortalidade cardiovascular de pacientes
diabéticos (Chen et al., 2015; Tseng et al., 2017; Aomatsu et al., 2018). Os tiazidicos e
similares em baixas dose sdo os mais indicados, pois outros diuréticos mais potentes nao
apresentam necessariamente efeito hipotensor adicional benéfico (ABESO, 2016).

Os IECAs sao eficazes no tratamento da hipertensdo arterial e reduzem a
morbimortalidade cardiovascular dos pacientes hipertensos (Cheng et al., 2014; Tai et al.,
2017) com sindrome metabdlica e elevado risco para doenca aterosclerotica (Yusuf et al.,
2000). Esses farmacos também reduzem a incidéncia de novos casos de DM2 (Wang et al.,
2015).
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Os antagonistas de célcio sdo hipotensores com pouca atividade no metabolismo
glicémico e lipidico. No entanto, sua protecdo cardiovascular é semelhante aos demais

farmacos anti-hipertensivos (Oparil e Bakir, 2000; Alcocer et al., 2010).

Os betabloqueadores sdo agente eficazes do tratamento da hipertensdo e também
reduzem o risco de morbi-mortalidade cardiovascular. As principais desvantagens séo ganho
de peso (Messerli et al., 2007), aumento do risco de desenvolvimento de diabetes tipo 2
(Dézsi e Szentes, 2017), aumento dos triglicerideos e reducdo do HDL-c (Whalen e Stewart,
2008). Assim, apesar de serem farmacos de primeira escolha no tratamento da hipertenséo
associada a doenca coronariana (Schumann e Hickner, 2008), ndo o sdo para tratar

hipertensdo em pacientes com sindrome metabdlica.

O impacto de determinados medicamentos anti-hipertensivos nos outros componentes
da sindrome metabdlica é uma questdo clinica importante. As alteracbes metabdlicas
principalmente aquelas relacionadas com o perfil lipidico e resisténcia a insulina, durante o
tratamento anti-hipertensivo com diuréticos e beta-bloqueadores sdo apontadas como as
responsaveis por reducdes menores do que as esperadas em morbidade e mortalidade de

doenca cardiaca coronaria (Redon et al., 2008).

2.1.3.3 Sindrome Metabolica e seus hiomarcadores
Biomarcadores inflamatérios

A SM esta associada com aumento do estado inflamatorio. Ha evidéncias de aumento
de moléculas de adesdo, incluindo Proteina C-Reativa (PCR), TNF-a, resistina plasmatica, IL-
6 e IL-8 (Bahia et al., 2006; Dézsi, 2016), consistentes com o aumento do tecido adiposo
caracteristico na SM. Ja os niveis de adiponectina e adipocina anti-inflamatorias estdo
deprimidos na SM (Bahia et al., 2006).

A inflamacdo é um processo intrinseco e que estd relacionada a marcadores
especificos: a interleucina-6 (IL-6) e a proteina-C-reativa (PCR). A sintese da PCR ocorre no
figado e é induzida pelo aumento da IL-6. A dosagem de ambas é realizada para detectar um
processo inflamat6rio ou o grau de severidade dele (Baumann et al., 1996). H& estudos
epidemioldgicos que relacionam os niveis de PCR e IL-6 com causas de doengas
cardiovasculares e sindrome metabolica (Schnabel et al., 2013).
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Existem diversas hipdteses que buscam explicar o mecanismo exato da relacéo entre
0s componentes da SM com o aumento do risco de DCV e uma delas, bastante estabelecida, é
a que envolve as respostas aguda dos medicadores pré-inflamatérios a disfuncdo endotelial
(Kahn et al., 2013).

PCR

A PCR é um marcador inflamatdrio ndo especifico, mas é aceitavel para se trabalhar
com a sindrome metabdlica. O aumento dos seus niveis estd associado com aumento da CA
(Gonzalez et al., 2006), da Rl (Deepa et al., 2006), do IMC (Guldiken et al., 2007) e da
hiperglicemia (Bahia et al., 2006). Além disso, ja foi demonstrado que independentemente do
grau da SM, os niveis de PCR podem predizer de forma independente a ocorréncia de eventos
futuros de DCV (Ridker et al., 2003; Singh-Manoux et al., 2017; Syauqy et al., 2018)

A PCR de alta sensibilidade aumenta agudamente apds leséo tecidual incluindo infarto
agudo do miocéardio. Sua medida é o principal fator correlativo para eventos clinicos como
inflamacdo arterial, angina instavel, acidente vascular cerebral e doenca vascular periférica
(Ramesh et al., 2018).

Niveis de PCR também estdo mais elevados em sujeitos com sindrome metabdlica e
com resisténcia a insulina quando comparados aos sujeitos com a sindrome e sem o quadro de
resisténcia (Indulekha et al., 2011). Isso significa que esses individuos apresentam risco ainda

maior de apresentar doenca coronariana pré-matura.

IL-6

A IL-6 é um marcador liberado tanto pelo mdsculo esquelético como pelo tecido
adiposo em humanos (Morrison et al.,, 2008). Apesar de estar envolvido em eventos
inflamatdrios e anti-inflamatorios, ela tem sido positivamente associada com a CA, insulina
prandial e DM2 (Pradhan et al., 2001). Em contrapartida, apresenta relacdo negativa com
HDL-c. O aumento de IL-6 esta relacionado com elevacdo da atividade da AMP quinase em

diversos tecidos e tem impacto tanto no metabolismo lipidico como no glicémico.
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Os niveis de IL-6 sdo elevados em DM2. Essas citocinas, regulam/estimulam a
producdo de moléculas de adesdo, mediadores quimiostaticos, de proteinas de fase aguda e de

citocinas que amplificam a resposta inflamatdria (Rodrigues et al., 2017).

A IL-6 provoca prejuizo na sinalizagdo de insulina e isso ocorre em nivel de substrato
do receptor de insulina (IRS-1), os quais na presenca de I1L-6 desencadeiam efeito reverso da
fosforilacdo de tirosina induzida por insulina (Rieusset et al., 2004). Isso significa que a IL-6

possa ser um possivel mediador da resisténcia a insulina (Fasshauer et al., 2004).

A obesidade visceral € caracterizada pelo aumento do tamanho dos adipdcitos e pelo
recrutamento de células de defesa, o que desencadeia uma resposta pré-inflamatéria. Portanto,
nessa condicdo, ha producdo de mediadores inflamatorios, como IL-6 e PCR. Isso explica a
relacdo entre CA, IMC e IL-6 e PCR. Essas citocinas pré-inflamat6rias podem atuar em
seguida em intmeras vias, incluindo a proteina quinase (PKC) para induzir a resisténcia a
insulina. Essas propriedades inflamatorias, implicam em dano celular endotelial, o que leva a
uma disfuncéo vascular e até aterosclerose (Srikanthan et al., 2016). Essa associacdo proxima
de PCR e IL-6 com a sindrome metabdlica e com cada um dos seus componentes sugerem
que eles sejam fatores importantes de progressdo da sindrome e poderiam ser utilizados

também como complementos do painel de diagndstico clinico e laboratorial.

Biomarcadores endoteliais

Endotelina-1 (ET-1)

A disfuncéo endotelial (DE) é o precursor da doenca aterosclerética e € evidente em
pacientes com obesidade associada a SM devido ao excesso de vasoconstricdo decorrente do
aumento da endotelina-1 (ET-1), um mediador de vasoconstrigdo (Schinzari et al., 2018).

A ET-1 é um hormoénio secretado por células endoteliais pelas vias constitutiva e
regulada. Sua sintese e liberagdo € regulada por fatores fisicos e quimicos, como hipoxia,
acidez, angiotensina I, vasopressina, trombina, fatores de crescimento e citocinas. Sua sintese
é inibida por oxido nitrico (NO), peptideos natriuréticos, prostaciclinas, heparina e aumento

do fluxo sanguineo (La e Reid, 1995).

Embora sua maior atividade seja no tonus vascular, ET-1 também é responsavel pela

proliferacdo de fibroblastos (Macnulty et al., 1990) e induz a producdo de citocinas via



42

receptor ETa em macrofagos (Ruetten e Thiemermann, 1997). Em camundongos, a
superexpressdo de genética de ET-1 aumenta o estresse oxidativo devido ao aumento da
atividade de NADPH oxidase, promove hipertrofia e induz a inflamacéo local caracterizada

pela infiltracdo de macrofagos (Amiri et al., 2004).

ET-1 promove hipertrofia cardiaca em diversas vias. Uma delas é atraves da
fosfolipase-c (PLC). A ligacdo de ET-1 ao seu receptor ETA induz a dissociacdo de pequenas
proteinas G, ativacdo de PLC e producéo de trifosfato de inusitol (IP3) e diacilglicerol (DAG)
em midcitos (Shubeita et al., 1990). Em resposta ao ET-1, proteinas quinase PKCS sdo
ativadas pela DAG. PKC provoca alteracdo de GDP a GTP da pequena proteina G Ras, que
ativa cascata de PKC Raf-MKK1/2-ERK1/2. Por fim, ERK1/2 (Bogoyevitch et al., 1994)
promove transcricdo de genes que codificam fator de resposta rapida, o qual causa hipertrofia
(Marshall et al., 2010). O bloqueio da atividade de ET-1 aumenta o grau de sobrevivéncia de
ratos em modelo de faléncia cardiaca (Sakai et al., 1996).

ET-1 também apresenta efeitos cardioprotetores importantes. ET-1 miocardial pode
ser benéfico dependendo da condicdo fisiologica. Entre esses efeitos podem ser destacados a
prevencdo da apoptose em sobrecarga cardiaca induzida por bandagem adrtica (Zhao et al.,
2006), previne a fase precoce da citotoxicidade induzida pela doxorrubicina (Suzuki e
Miyauchi, 2001) e a infusdo de pré-condicionamento de ET-1 pode reduzir o tamanho do

infarto em ratos submetidos a isquemia/reperfusdo (Gourine et al., 2005).

Na situacdo de sindrome metabdlica, em pacientes obesos, a DE ocorre ndo somente
por uma falha na liberacdo de 6xido nitrico (NO) mas também pelo aumento de ET-1, via
mecanismo independente da atividade de leptina (Schinzari et al., 2018).

VCAM-1 e ICAM-1

As moléculas de adesdo vascular (VCAM-1) e as moléculas de ades&o intravascular
(ICAM-1) sdo biomarcadores plasmaticos de DE. Elas sdo expressas na superficie do
endotélio em resposta a uma ativagdo por citocinas inflamatorias e outros estimulos. Essas
moléculas se ligam a leucdcitos especificos de adesdo, aumentando a afinidade desses
leucocitos na superficie endotelial e eventualmente aumentam a trans migragdo endotelial,

contribuindo assim para a doencga cardiovascular (Steyers e Miller, 2014).
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A DE esté fortemente relacionada a RI na sindrome metabolica. A hiperglicemia e a
RI causam aderéncia de leucdcitos, producdo de superdxido e altera a funcdo endotelial via
inibicdo da via de producdo de NO e aumento de ET-1, ICAM-1 e VCAM-1 (Gonzalez-
Chévez et al., 2018).

A dislipidemia tem relag&o direta com a DE. Niveis elevados de LDL e CT prejudicam
a funcdo endotelial, enquanto que niveis elevados de HDL promovem resultados contrarios
(Norata et al., 2002). Em pacientes lipidémicos, o LDL-ox reduz a viabilidade de NO, ou por
reduzir a atividade de NOS ou por aumentar o seu metabolismo pela ADMA (Vladimirova-
Kitova et al., 2008). Lipoproteinas também implicam em producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) via modulacéo da atividade da NOX e por permitir o acoplamento da eNOS.
A modulacdo da sintese de NO e ROS oxida LDL e induz a up regulation da expressédo de

CAM na superficie endotelial e promove secrecdo de TNF- a (Stancu et al., 2012).

A inflamacédo cronica também estd associada com lesdo do endotélio e morbidade
cardiovascular. Fator de necrose tumoral (TNF-a), o estresse oxidativo, a dislipidemia e
doenca autoimune sao estimulos para ocorréncia de DE em pacientes com doenca
inflamatoria cronica (Steyers e Miller, 2014). As patologias e alguns dos marcadores

envolvidos na sindrome metabolica mencionados no texto estdo resumidos na Figura 3.
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Figura 3. Interacdo das adipocinas, citocinas e marcadores endoteliais que contribuem para o
desenvolvimento da sindrome metabdlica e suas complicagdes. HTN: hipertensao;
NAFLD/NASH: doenca do figado gorduroso ndo alcodlico/esteatose hepatica ndo alcodlica
Fonte: Srikanthan et al. (2016).

2.2. llex paraguariensis A. St. -Hil.

2.2.1. Aspectos botanicos e etnobotéanicos

O mate, llex paraguariensis St. Hil. var. paraguariensis (Aquifoliaceae) € utilizado
popularmente h& séculos e foi adotado pelos guaranis, habitantes nativos da regido que
compreende o Paraguai, Uruguai, nordeste da Argentina e sul do Brasil. Essa populacao
consumia a planta na forma de bebida para efeito estimulante ou propriedades medicinais.
(BRACESCO et al., 2011). A erva despertou interesse por parte dos colonizadores europeus
que chegaram ao Brasil no século XVI, pois as caracteristicas descritas eram de “atenuadora
da fome, descanso para os musculos (...) e tornava o indio ‘dono da floresta’ de espirito
altamente belicoso” (Daniel, 2009). O General Domingo Martinez Irala foi um conquistador e
colonizador espanhol que, em 1954, com seus soldados, na tentativa de expandir a col6nia
Paraguaia, alcancou a bacia do Parand. Ali, foi recebido por guairenhos (indios do Guaira).

Atualmente, os estados de Mato Grosso do Sul, Parand, Santa Catarina e Rio Grande

do Sul produzem em 99,26% da area ervateira produtiva no Brasil, para uma produc¢édo anual
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de 619.003 toneladas em 2017. Aproximadamente 50,00% dessa producgdo ocorre no Rio
Grande do Sul (Brasil, 2018).

O chimarrdo e o tereré sdo as bebidas mais consumidas com a erva-mate. No
chimarrdo a &gua é aquecida sem atingir a fervura e derramada sobre a erva-mate. A bebida é
muito consumida especialmente nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e, com
menos frequéncia, Parana. Ja o tereré é preparado com agua gelada a qual é vertida sobre a

erva. Seu consumo se da especialmente no Mato Grosso do Sul e Paraguai (Daniel, 2009).

llex paraguiariensis € uma arvore subtropical didica que pode atingir até 18 m de
altura. A arvore de mate € produtora de flores e fruto. Sua floragdo ocorre de outubro a
novembro e produz frutos de marco a junho. A planta necessita de um regime de precipitacdo
anual de no minimo 1200 mm distribuidos ao longo do ano (Heck e De Mejia, 2007). A figura

4 apresenta folhas de erva-mate.

Figura 4. Folhas de erva-mate. Fonte: Heck e De Mejia, 2007.

Por se tratar de uma arvore de porte relativamente desenvolvido, 0 emprego do termo
“erva” apresenta mais origem historica € ndo esta relacionado a descricdo da espécie. Os

ramos sdo acinzentados e possuem em média 50 cm de diametro. Suas folhas sdo simples,
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alternas, subcoriaceas, com formato obtuso e margem serrada-crenada da por¢do mediana até

a extremidade superior (Macari Junior, 2005; Vieira, 2012).

2.2.2 Beneficiamento da erva-mate

Algumas etapas do processamento da erva-mate (como a trituracdo, a desidratagéo e a
tamisacdo) e o0 modo de consumo tradicional (como a temperatura da agua, ndmero de
individuos que compartilham a bebida, tempo de contato da agua com erva) podem alterar a

concentracdo dos componentes quimicos extraidos nas bebidas tipicas tereré e chimarrao.

O processo de beneficiamento do mate compreende duas etapas distintas: os ciclos de
cancheamento e a industrializacdo. O cancheamento se divide em sapeco, desidratacdo e
fragmentacdo (trituracdo). A industrializacdo é realizada em engenhos e se resume a trés
operacgdes: classificacdo, armazenamento, moagem, mistura (ou homogeneizagdo) e

empacotamento (Mendes, 2005).
Sapeco

O sapeco tem a funcdo de evitar o escurecimento das folhas da erva apds a secagem e
desativar enzimas como as polifendis oxidase. Essa etapa consiste na passagem das folhas em
calor excessivo para promover a abertura dos estdmatos, perda da umidade e decomposigéo
das enzimas oxidativas. Tem como consequéncia o escurecimento do material (Heck e De
Mejia, 2007). E realizado diretamente em uma fogueira rodeada por anteparo de madeira ou
barro (sapeco manual) ou em um cilindro metélico, perfurado ou ndo, mas movido

mecanicamente (sapeco industrial).

O sapeco e a desidratacdo sdo efetivos para a reducdo do amargor da erva. A
temperatura média de entrada no sapecador é de 400°C e na saida é de 65°C (Esmelindro et
al., 2002). A perda da umidade pelo sapeco também tem a propriedade de fixar a cor verde
oliva da erva, caracteristica de melhor qualidade. Possivelmente o teor de cafeina presente na

erva sofre sublimagdo ou complexacdo com os polifendis, o que justifica a alteracdo do sabor.
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Desidratacéo ou secagem

O objetivo da secagem € desidratar as folhas. O carijo, a furna e o barbacua sao
sistemas utilizados nesse ciclo. O carijo (Figura 5A), que esta em desuso atualmente, consistia
em um galp&o coberto e com laterais abertas. No interior no galpdo montavam-se um jirau de
forquilhas de madeira onde instalavam-se os feixes de erva-mate. As fogueiras eram mantidas

ativas por um periodo de 12 a 14 horas, até que as folhas de mate ficassem quebradicas.

A furna consistia em uma escavacgdo do solo onde se faz o fogo, que se comunicava
através de um pequeno tinel com a area do jirau que sustentava os feixes de erva-mate. Os
feixes mais proximos recebiam labaredas e os mais afastados apenas o calor. Por isso, 0s
sistemas de secagem foram aperfeicoados com o barbacua (Figura 5B). O barbacua brasileiro
trata-se de secagem em fornalha fora ou sob o galpdo. O piso possui aberturas de metal

perfurado ou madeira espacada, por onde chega o calor (Daniel, 2009).
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Figura 5. Desidratadores de erva-mate. (A) Tendal do carijo. (B) Barbacua tipo paraguaio.
Fonte: Daniel, 2009.

A desidratacdo também pode ser realizada em dois tipos de dessecadores mecanicos: 0
rotativo e o de esteira. No secador rotativo (Figura 6) a fumaca entra em contato direto com a
planta a qual permanece no interior do secador por cerca de 30 minutos. Ali, a temperatura
varia de 350°C a 110°C entre inicio e final da secagem. J& na esteira o contato da planta com
a fumaca é indireto, afetando menos a qualidade da matéria-prima. Nesse caso a secagem
ocorre a uma temperatura média de 90°C a 110°C e por isso a secagem é mais demorada (em
torno de 3 horas) (Esmelindro et al., 2002).
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Figura 6. Sapecador rotativo de erva-mate. Fonte: Maccari Junior, 2005.

Fragmentacdo (trituracao) e classificacao

A trituracdo é realizada logo apds a secagem e desidratacdo e utiliza-se para isso a
cancha, que consiste em um triturador normalmente feito de madeira dura ou de metal. Esse
triturador pode ser um sistema de discos ou martelos picadores. A erva, agora chamada de
cancheada, é peneirada por um jogo de tamises cuja finalidade é a classificacdo por tamanho e

separacgdo dos palitos (talos) e do pé (goma) (Daniel, 2009; Maccari Junior, 2005).

Armazenamento ou estacionamento

O armazenamento da erva-mate tem o objetivo de maturar o produto. As reacdes de
oxidacdo ocorrem durante o armazenamento e podem alterar propriedades organolépticas do
produto. O produto de coloragdo verde é ndo estacionado ou estacionado por tempo menor. J&
o amarelo foi estacionado por longos periodos (entre 6 a 24 meses). O sistema acelerado de
estacionamento (30 a 60 dias) ocorre em camaras automatizadas. Se a finalidade do ervateiro
é a producdo de chimarrdo, o armazenamento ocorre em menor tempo possivel e nesse caso

deve-se realizar primeiramente a moagem da erva (Maccari Junior, 2005).

Moagem

A moagem é realizada no soque gque consiste em um conjunto de pilGes que socam a
erva até que ela atinja um ponto ideal. No entanto, ha outros moedores mais eficientes. Outros
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produtos, como ervas medicinais, sdo adicionados apds a moagem e em seguida é realizada a
homogeinizacdo. Se o objetivo for o preparo do tereré, ap6s a fragmentacdo ocorre a

classificacdo. Essas etapas podem acontecer antes ou ap0s 0 armazenamento (Daniel, 2009).

A erva de chimarréo consiste num produto com uma variedade inferior de palitos
(talos) e mais esverdeado quando comparado com o tereré. A figura 7 apresenta o0 esquema

das etapas de processamento do tereré e do chimarrao:

Colheita

Sapeco

Desidratacgao/
Secagem

Fragmentacio/ Moagem/ Armazenamento
cancheamento Granulacao (pouco tempo)

Armazenamento
(aproximadamente ——
6 meses)

Erva-mate Erva-mate
Terereé Chimarriao

Figura 7. Esquema de processamento da erva-mate para obtencdo de tereré e chimarrao.
Fonte: adaptado de Heck e Mejia (2007).

Preparo do chimarréo e do tereré

O chimarrdo é uma bebida preparada com agua gquente e consumida em um recipiente
chamado de cuia. O mate preenche cerca de dois tercos da cuia e o volume livre é preenchido
com a agua. A infusdo do mate é parcial e o extrato resultante € sugado por um aparato de
metal chamado de bomba. Ja o tereré é consumido com &gua gelada e a infusdo € completa. A
cuia e a bomba, embora com caracteristicas diferentes, também s&o utilizados no consumo do
tereré (Meinhart et al., 2010).
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2.2.3 Estudos pré-clinicos e atividades bioldgicas gerais

O principal efeito buscado por quem consome o mate € o estimular o sistema nervoso
central devido a presenca da cafeina. No entanto, outros componentes presentes nas folhas,

como os polifendis, apresentam efeitos importantes como o protetor do dano cardiovascular.

Estudos in vitro com |. paraguariensis comprovaram atividade antioxidande por
diferentes metodologias (Filip et al., 2001; Schinella et al., 2009; Bremer Boaventura et al.,
2015). O mate também inibiu oxidacdo de LDL (Gugliucci e Stahl, 1995) por atuar na
atividade da enzima paraxonase-1 plasmética (PON-1) (Fernandes, Machado Mde, et al.,
2012). Essas propriedades antioxidantes parecem estar relacionadas com a presenca de
compostos fendlicos da espécie. As saponinas e compostos fendlicos presentes no mate sdo
responsaveis pela atividade anti-inflamatéria mediada pela modulagédo de fator nuclear kappa
B (NFkB) (Puangpraphant e De Mejia, 2009; Puangpraphant, S. et al., 2011) e prevencéo da
inflamacdo e cancer do colo em células humanas (Puangpraphant, Sirima et al., 2011). A
espécie também apresentou efeito cardioprotetor via mecanismo NO-dependente (Schinella et
al., 2005).

A erva-mate apresenta efeito in vitro contra citotoxicidade induzida por peroxinitrito
(Bixby et al., 2005), que implica no mecanismo patogénico do acidente vascular, isquemia do

miocardio, diabetes e diabetes associada a disfuncdo cardiovascular (Szabo, 2003).

A glicacdo ou caramelizacdo ou reacdo de Maillard, € uma reacdo ndo enzimatica entre
um carboidrato e uma proteina, que ocorre em decorréncia de complicacdes diabéticas
especialmente aquelas relacionadas a hiperglicemia. Ainda com relacdo aos estudos in vitro,
extratos concentrados de erva-mate também inibem a formagéo de produtos finais de glicacao
avancada (AGEs) semelhantemente a dois padrdes de inibicdo (aminoguanidina) (Lunceford e
Gugliucci, 2005). Os AGEs sdo formas irreversiveis que se acumulam com a idade,

aterosclerose e diabetes mellitus.

Diferentes experimentos apresentaram impacto da erva-mate sobre o metabolismo
lipidico e outros fatores de risco cardiovasculares. Modelos animais com dislipidemia,
obesidade e aterosclerose receberam suplementacdo de produtos & base de mate e
apresentaram melhora no perfil lipidico, reducdo da resisténcia a insulina, melhora da funcao

endotelial e inibicdo da progresséo da aterosclerose. A tabela 5 apresenta alguns ensaios pré-
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clinicos que foram realizados com extratos de I. paraguariensis, contendo dosagem, tempo de

tratamento e modelos animais utilizados.

Tabela 5. Estudos pré-clinicos sobre o impacto do consumo da erva-mate (llex

paraguariensis) em parametros inflamatorios e cardiovasculares.

Extrato (dosagem) Modelos Parametros Resultados e Referéncias
experimental avaliados conclusdes
(animais, dieta e
tratamento)
Fragdo butandlica Coelhos  machos Perfil lipidico Atenuacédo do (Santiago et al,
obtida do extrato Nova Zelandia  sérico, lesBes estresse oxidativo e 2017).
etandlico (DRC=1%; 10, 30 e ateroscleroticas, nitrosativo, melhora
100 mg/kg por 4 glicose plasmética; da funcdo endotelial
semanas) dosagem de NO, eaumentodo NO.
SICAM-1 e
sSVCAM-1, IL-1B e
IL-6
Extrato aquoso de Coelhos machos  Perfil lipidico Inibicdo das lesbes (Mosiman et al.,
EC (0,05 g/mL) Nova Zelandia sérico, lesbes ateroscleroticas, 2006).
(DRC=1%, 60 dias ateroscleroticas, sem alteracbes dos
ad libitum) TBARS e atividade lipidios séricos, de
de enzimas TBARS aortico e
oxidativas das enzimas
oxidativas
Extrato aquoso de Ratos machos  Perfil lipidico Aumento da glicose (Silvaetal., 2011)
Folhas secas e EC Wistar (dieta serico, glicose plasmatica e
(0,07 g/mL) padronizada, 30 plasmatica, gordura reducgdo do deposito
dias de tratamento abdominal e de gordura se
epididimal alteracdo do perfil
lipidico
Extrato seco Ratos Sprague- Gordura  visceral Efeito protetor (Pang et al., 2008)
alcodlico das folhas Dawly (DRG = acumulada, contra  obesidade,
secas (rendimento 17% banha de marcadores de aumento da
de 20%) porco e 3% Oleo de obesidade, peso  expressao de
milho; 60 dias de corporal, ingestdo proteinas de
tratamento com de alimento, peril acoplamento,
0,24% plp); lipidico, insulina e aumento da
leptina, expressdo oxidacdo de acidos
de mRNAe AMPK. graxos via
fosforilagéo de
AMPK
Extrato Ratos machos Efeitos no perfil Redugdo dos (Balzan et al,
hidroalcodlico de Wistar (DRC = 2%, lipidico, peso triglicerideos 2013)
folhas secas (1:2,5 30 dias de corporal e indice séricos, colesterol e

p/p) e fracdo n-
butandlica

tratamento, fracOes
de 200, 400 e 800
mg/kg/dia)

aterogénico

indice aterogénico



Extrato aquoso de
EC

Extrato aquoso de
EC e fracdo
purificada de
saponinas (SP)

Extrato aquoso de
EC contendo 340
mg/g de compostos
fendlicos totais

Extrato aquoso
liofilizado de EC
tostado (total de
compostos
fendlicos = 348,80
mg/mL + 16,35
mg/g)

Extrato aquoso de
EC

Extrato aquoso de
folhas secas
(rendimento 25,7%)

Ratos machos
Wistar (DRC = 1%,
tratamento por 21

dias (v.0.) ad
libitum)

Ratos machos
Wistar (dieta

padronizada,
tratamento por 30
dias ad libitum, EC

=27,7 mg/mL
Ratos Sprague-
Dawly (DRG,

tratamento por 30
dias (v.0.)

Camundongos
machos Swiss
(DRC = banha de

porco 31.2% p/p,
tratamento por 60

dias  (v.0.), 1
mg/kg/dia por
gavagem

Ratos machos
Wistar (DRC =
45% kcal,
tratamento por 60
dias (v.0.), 0,01

g/dia no primeiro
periodo e 0,02 g/dia

no segundo
periodo)
Camundongos

machos obesos e
diabéticos Tsumura
Suzuki (dieta
padronizada,

traramento por 50

Perfil lipidico,
indice aterogénico,
capacidade
antioxidante sérica,
biomarcadores  de
lipidios e proteinas,
catalase, glutationa
redutase,
superoéxido
dismutase, gordura
fecal, determinacéo
protéica e de
polifenois

Perfil lipidico,
gordura intra-
abdominal e
epididimal e nivel
de oxidacéo
glicémica

Efeitos na
expressao da
disfungéo

endotelial, de ET-1,
NO, tromboxana B,
e 6- keto-PGGla.
Anélise histoldgica
de da aorta toracica,
ICAM-1. Expresséo
proteica, LDLR e
SR-B1 mRNA

Resisténcia a
insulina, parametros
inflamatérios,

glicose plasmatica,
expressdo de InsR e
de marcadores
inflamatérios

Efeito nos
parametros
inflamatorios
induzidos pela
obesidade, peso
corporal e tecido

adiposo; parametros
lipidicos, niveis de
insulina e leptina,
TNF-o,IL-6 e 1L-10

Glicose plasmatica,
tolerancia a glicose,
tolerancia a
insulina,
triglicerideos,

acidos graxos

Acéo
hipolipidémica,
reducdo de TG e
LDL-c.

SP  reduziu TG,
gordura hepética e
tecidual e reducdo
oxidagdo glicémica

Melhora do perfil
lipidico e da funcéo
endotelial; aumento
de NO e modulagéo
da expressdo de
LDLR e genes SR-
Bl

Efeito anti-
inflamatorio

mediado por NF-
kB, inibicdo de
TNF-o hepatica e
restauracao de
sinalizacéo de

insulina hepética e
muscular

Reversdo do efeito
pré-inflamatorio
induzido pela
obesidade, efeito
anti-inflamatério
via modulacdo de
NF-kB

Melhora da
resisténcia a
insulina e
dislipidemia na
sindrome
metabdlica
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(Bravo et al, 2014).

(Resende et al.,

2012)

(Gao et al., 2013)

(Arcari et al., 2011)

(Pimental et al.,
2013)
(Hussein et al.,
2011)
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dias, 10 mg/kg/dia livres, insulina
plasmatica,
adipocitina
Extrato aquoso de Ratos machos  Perfil lipidico, Melhora da (Conceicdo et al.,
cha mate Wistar (tratamento glicose plasmatica, atividade 2017)
por 30 dias, leptina, insulina, hipotalamica e
1g/kg/dia) TG hepético, sinalizacdo da
atividade insulina, reducédo do
antioxidantes estresse oxidativo e
enzimatica, da gordura hepatica
conteudo de

Malondialdeido

EC = Erva-mate comercial; DRC = dieta rica em colesterol; TBARS = Substancias reativas a &cido
tiobarbiturico; v.o0. = via oral; SP = Fracéo purificada de saponinas; ICAM-1 moléculas de adesdo intracelular;
NO = éxido nitrico, LDLR = receptor de LDL; SR-B1 = sequestrador de receptor B1; InsR = Receptor de
insuling;

Coelhos machos, Nova Zeléandia, hiperlipidémicos, que foram tratados com fragao
butandlica concentrada de erva-mate, apresentaram regressdo da aterosclerose através da
atenuacdo do estresse oxidativo e nitrosativo que afetam especialmente os niveis de IL-1p, IL-
6, SICAM-1 e sVCAM-1 (Santiago et al., 2017). Resultado semelhante foi observado ao
administrar extrato aquoso de I. paraguariensis (Mosimann et al., 2006). Nao foi observada
reducdo do colesterol plasméatico em nenhum dos estudos.

Ratos que receberam dieta hiperlipidémica e tratados com diferentes extratos de erva-
mate apresentaram reducao do depdsito de gordura tecidual (Silva et al., 2011), efeito protetor
de obesidade induzida por dieta rica em gordura (Pang et al., 2008, reducédo de TG, LDL-c
(Bravo et al., 2014), colesterol e reducdo do indice de aterosclerose (Balzan et al., 2013),
reversdo da lipogénese hepatica induzida por dieta rica em gordura efeito anti-obesidade no
metabolismo lipidico (Resende et al., 2012), melhoria do metabolismo lipidico e da funcéo
endotelial (Gao et al., 2013), reversdo da atividade pré-inflamatoria apds obesidade induzida
por dieta e efeito anti-inflamatoério modulado por NF«xB (Arcari et al., 2011; Pimentel et al.,
2013).

Outro estudo realizado com extrato aquoso de erva-mate também melhorou resisténcia
a insulina e dislipidemia na sindrome metab6lica em camundongos obesos diabéticos
Tsumura Susuki (TSDO). Os mecanismos envolvidos sdo aumento da sensibilidade periférica

a insulina aumento da absorcéao de glicose (Hussein et al., 2011).

Extrato aquoso de erva-mate melhorou a atividade hipotalamica da insulina,
permitindo melhora da sua sinalizacdo e aumento da sua sensibilidade central e periférica,

reduziu o estresse oxidativo, a microesteatose e o acumulo de TG no figado de animais
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sobrepeso com resisténcia central a leptina e insulina. A normalizagdo da sinalizagdo se deve
provavelmente a atividade anti-inflamatdria da espécie. Os resultados sugerem entdo o uso da
Ilex paraguariensis como estratégia terapéutica para o manejo da obesidade (Conceicao et al.,
2017).

Ensaios de toxicidade pré-clinicos com extrato seco de erva-mate foram realizados e a
espécie foi bem tolerada com relacdo a parametros hematoldgicos, séricos, peso corporal, e
histopatolégicos durante administracdo aguda, subcrénica e crénica em ensaio pré-clinico
com ratos Wistar e coelhos Nova Zelandia (de Andrade et al., 2012). H4 também seguranga
embrionaria em ratas prenhas nas etapas de pré-implantacdo embriondria nem na

organogénese (De Sousa et al., 2018).

Em sintese, os estudos pré-clinicos apresentados indicam que o consumo de mate
melhora os efeitos de modulagem do perfil lipidico, o metabolismo glicémico e a funcéo
endotelial. Ainda, preserva a funcdo vascular e previne o desenvolvimento da aterosclerose.
No entanto, ainda é necessario investigar os mecanismos celulares envolvidos nessas

atividades.

2.2.4 Ensaios clinicos e efeitos na saude humana

Algumas pesquisas sobre o efeito da erva-mate na saude cardiovascular e no
metabolismo glicémico foram realizadas. Nelas, concluiu-se que doses agudas administradas
em individuos saudaveis promovem aumento da capacidade antioxidante sérica pos-prandial e
da resisténcia da oxidacdo da LDL (Arcari et al., 2011; Silva et al., 2008).

Sujeitos com sobrepeso entre 20-39 anos em ensaio randomizado e duplo-cego durante
6 semanas consumiram extrato de mate verde e a porcentagem de gordura corporal € a massa

corporal gorda sofreram relevante reducéo (Kim, Hwa Jung et al., 2012).

Individuos dislipidémicos também apresentaram aumento da protegcdo antioxidante
plasmética com o consumo do mate, independentemente da intervencdo dietética. O estudo foi
de longa duragdo (90 dias de tratamento) e os voluntarios consumiram 1 litro de mate

diariamente ao longo desse periodo (Boaventura et al., 2012).

Efeitos positivos no perfil lipidico, glicémico e em parametros antropométricos

também foram descritos em pesquisa com seres humanos saudaveis e ndo saudaveis. O
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consumo de 1 litro de chd de mate torrado (0,02g/mL) por pacientes diabéticos e pré-
diabéticos durante 60 dias reduziu significativamente a glicose em jejum, a hemoglobina
glicada, LDL-c, sem reducdo do consumo de calorias totais, proteinas, carboidratos, colesterol
e fibras (Klein et al., 2011).

Em um estudo de caso post hoc realizado com mulheres pés-menopausa do Grupo de
Obesidade e Fratura, em Santa Maria (RS), investigou a influéncia do consumo de 1 L diario
de infuso de mate em parametros cardiovasculares. O grupo de mulheres que consumiu o
infuso teve significativa reducdo do diagndstico de doenga coronariana, dislipidemia,
hipertensdo e também glicemia. Interessantemente, niveis séricos de CT, LDL-c, HDL-ce TG
ndo apresentaram diferenca entre os grupos consumidor e ndo-consumidor, sugerindo,

portanto que o efeito do mate pode ter sido indireto (Da Veiga et al., 2018).

O numero de trabalhos publicados e as discrepancias entre as metodologias (duragédo
da pesquisa, tipo e dose do produto utilizado e a diversidade nos dados aferidos dificultam o
delineamento das conclusdes (Cardozo Junior e Morand, 2016).

A dificuldade da pesquisa clinica é a investigacdo do mecanismo de a¢do, uma vez que
existem fatores que podem influenciar os resultados, tais como hébitos do individuo e

alimentos ingeridos.

2.2.5. Composicao quimica

As folhas de |. paraguariensis contém uma variedade de constituintes, que incluem
nutrientes, minerais e vitaminas sollveis em agua. Seus metabdlitos principais sdo polifendis
(&cidos fenolicos e flavonoides), alcaloides (metilxantinas — cafeina, teofilina e teobromina) e
terpenos (carotenoides e saponinas) (Heck e De Mejia, 2007). A tabela 6 apresenta 0s
componentes quimicos e as respectivas quantidades presentes em por¢do de erva-mate

considerada como a média consumida diariamente.
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Tabela 6. Composicdo quimica de uma por¢do de 62,5 g de folhas secas de erva-mate

considerada a média consumida diariamente.

Constituintes Quantidade
Nutrientes ()
Proteinas (N x 5,75) 0,8
Carboidratos 6,5
Gordura total 0,5

Minerais (mg)

Potéssio 679
Magnésio 185
Enxofre 59
Calcio 44
Fosforo 41
Manganés 34
Zinco 2,26
Ferro 0,33
Cobre 0,29

Vitaminas (mg)

Vit. C 15,0
Vit. B1 3,60
Vit. B2 1,20
Vit. B6 0,47

Fitoquimicos (mg)

Polifendis 3767 — 4085
Metilxantinas 303 - 962
Saponinas 50 - 146

DP = Desvio padrdo. Fonte: Cardozo Junior e Morand, 2016.
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As saponinas sdo um vasto grupo de glicosideos que se dissolvem em agua e formam
solucgdes coloidais que espumam sob agitacdo. As principais aplicacGes das saponinas sdo as
propriedades de ruptura da membrana e formacdo de micelas com esteroides e sais biliares.
Saponinas triterpénicas e oligoglicosidicos monoterpénicos da erva-mate exibiram atividade
inibitdria da lipase pancreética e sdo tambem responsaveis pelo efeito anti-obesidade da erva-
mate (Sugimoto et al., 2009). Entre outras propriedades farmacoldgicas das saponinas

destacam-se a anti-inflamatoria, antibacteriana, antiparasitaria e antiviral (Sparg et al., 2004).

As folhas de 1. paraguariensis contém significante quantidade de saponinas
triterpénicas. Saponinas monodesmosidicas e bidesmosidicas foram isoladas de partes aéreas

de erva-mate como o acido oleandlico e ursélico (Martinet et al., 2001).

A cafeina (1, 3, 7-trimetilxantina), a teobromina (3,7-dimetilxantina) e teofilina (1,3-

dimestilxantina) séo alcaloides purinicos encontrados em espécies alimenticias (Figura 8).

N
jesdesies

Cafeina Teobromina Teofilina

Figura 8. Estrutura molecular dos alcaloides purinicos

O conteldo total de cafeina (25-175 mg) e teobromina (6-28,5mg) apds o consumo de
mate depende das caracteristicas do produto, do modo de preparagdo e da quantidade ingerida.
Amostras de extracGes sequenciais de tereré e chimarrdo foram analisadas em HPLC-DAD
para quantificacdo do contetdo de cafeina e compostos fendlicos extraidos com o consumo de
bebidas tipicas. A quantidade total de cafeina extraida foi de 6,33 mg no chimarrdo e 68,29

mg de cafeina no tereré (Gebara et al., 2017).

A quantidade de cafeina e teobromina consumida em produtos do mate foi comparada
com outras bebidas, como café, guarana em p6 e chocolate (Meinhart et al., 2010). A
guantidade de cafeina extraida em 100 mL de tereré e chimarrdo corresponde,
respectivamente, ao consumido em 10 e 25 mL de café expresso, 118 e 277 mL de bebida tipo
cola, 34 e 80 mL de bebida energética, 0,5 e 0,11 g de guarana em po.
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Embora as metilxantinas apresentem muitas propriedades farmacoldgicas, sdo 0s
compostos fendlicos da familia dos &cidos cafeoilquinicos o alvo da pesquisa com as

atividades bioldgicas da erva-mate.

2.2.5.1. Derivados cafeiolquinicos

Hidroxicinamatos sdo uma classe de metabolitos secundarios de baixo peso molecular.
Acidos clorogénicos (CGASs) sdo derivados de &cidos hidroxicindmicos, que estio presentes
em diferentes espécies vegetais. Eles sdo ésteres formados entre acido quinico e acidos trans-
cindmicos, mais comumente &cido caféico, p-cumérico e &cido ferulico (Clifford, 1999).

Os CGAs podem ser classificados pelo nimero de posicdo dos residuos de acila. Mono
e di ésteres de acido caféico (mono-CQAs e di-CQAs), acido p-cumarico, acido p-
cumaroilquinico (pCoQA) e &cido ferdlico (FQA). Esses sdo os principais acidos da erva-
mate. O &cido clorogénico mais comum é o acido 5-O-cafeoilquinico (5-CQA), conhecido por
acido clorogénico (Tabela 7) (Clifford, 2000).

Tabela 7. Representacdo das estruturas dos principais acidos clorogénicos da erva-

mate.
OH
OH
OR;
5
HOOC— 4 ORy +
3
OR,  OR, N\
acido quinico
(0] OH

trans
acido cafeico (AC)

Nome Abreviagéo Ry R, Rs
3-O-cafeoilquinico 3-CQA AC H H
4-O-cafeoilquinico 4-CQA H AC H
5-O-cafeoilquinico 5-CQA H H AC
3,4-di-O-cafeoilquinico 3,4-diCQA AC AC H
3,5-di-O-cafeoilquinico 3,5-diCQA AC H AC
4,5-di-O-cafeoilquinico 4,5-diCQA H AC AC

Fonte: Jaiswal et al., 2010; Upadhyay e Mohan, 2013.
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As principais propriedades medicinais da erva-mate sdo atribuidas ao seu alto
conteudo de compostos fendlicos (Balzan et al., 2013; Bravo et al., 2014; Baeza et al., 2016).
Cerca de 10% do peso do seu extrato seco sdo de derivados cafeoil, especialmente mono-
cafeoilquinico (3-cafeoilquinico, 4-caefoilquinico e 5-cafeoilquinico), di-cafeoilquinico (3,5-
dicafeoilquinico, 4,5-dicafeoilquinico e 3,4-dicafeoilquinico) e tracos de flavonoides e acido
caféico (Filip et al., 2001).

Os CGAs apresentam uma variedade de atividades biologicas, como antioxidante,
anti-inflamatoria, inibicdo da mutagénese e carcinogésene, além de ser considerada benéfica
para a saude humana por prevenir doengas cardiovasculares e reduzir a absor¢do de glicose
(Hemmerle et al., 1997; Upadhyay, e Mohan, 2013). O 5-CQA é o unico cafeoilquinico
disponivel comercialmente e ja foi muito estudado por suas propriedades bioldgicas e

farmacolodgicas (Upadhyay e Mohan, 2013).

2.2.5.1.1. Absorcdo e metabolismo dos derivados cafeiolquinicos

Os acidos clorogénicos e seus derivados de ésteres sdo formas menos absorvidas que
os &cidos hidroxicindmicos correspondentes livres (Manach et al., 2004). Aproximadamente
um terco do total de ésteres ingeridos sdo absorvidos na porcdo superior do trato gastro-
intestinal e o restante é absorvido no c6lon, onde ocorre a metabolizacdo pela microbiota que
primeiro hidrolisa os ésteres a acidos graxos livres (Del Rio et al., 2010). As etapas de
metilacdo, sulfonacdo e glucuronidacdo ocorrem no intestino delgado, no grosso e no figado
(Crozier et al., 2009).

Gomez-Juaristi et al. (2018), estudaram o metabolismo dos polifendis do mate. Os
acidos diidroxicinamicos, que sdo formas reduzidas dos é&cidos hidroxicinamicos,
principalmente os metabolitos conjugados de fase Il formados apds a absorcdo no célon, sdo
0s metabdlitos predominantes no plasma e na urina. A absorcdo direta de esteres de
hidroxicinamatos ocorre no intestino delgado e é confirmada pela presenca dos acidos
cafeoilquinico, feruloilquinico e cumaroilquinico na urina, cujo pico ocorre entre 2-4 horas e a
guantidade é de 1,6% da quantidade total de derivados fendlicos na urina. Ndo foram
encontrados di-CQAs livres em amostras bioldgicas, ou seja, ndo ha absorcdo direta desses
diacilésteres e a biotransformacdo deles envolve uma hidrdélise inicial a mono-CQA no

intestino delgado.
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Os polifendis passam pela recirculagdo hepética ap6s absorcéo intestinal e aqueles
hidroxicinamatos que nao sdo absorvidos no intestino delgado séo hidrolizados por estearases
colbnicas a acidos hidroxicinamicos (&cido caféico e acido quinico) no intestino grosso. Em
seguida, ocorre desidroxilacdo pela microflora, absorcdo e metabolismo hepatico e renal. Os
produtos conjugados de fase Il sdo parcialmente absorvidos e metabolizados em derivados de
fase Il antes de atingir a circulacdo. Esses mecanismos podem explicar a longa permanéncia
dos polifendis no organismo e a extensdo de sua bioatividade (Gomez-Juaristi et al., 2018).
Acido benzoico é formado e conjugado com glicina resultando em &cido hipdrico e metade da
quantidade ingerida de CGA € encontrada na urina na forma desse conjugado (Olthof et al.,
2001).

A biodisponibilidade dos compostos fendlicos no mate é baixa. Apenas 13,4% dos
fendis ingeridos sdo recuperados (Goémez-Juaristi et al., 2018), diferentemente dos fendis do
café, que também contém ésteres hidroxicindmicos, cuja recuperagdo chega a 30% da dose de
café ingerida (Stalmach et al., 2009). Observou-se que ha diferenca na metabolizacdo entre
consumidores habituais de erva-mate e consumidores nao-habituais, sugerindo alteracdo por
adaptacdo da microbiota colbnica. No entanto ndo ha estudos que comparam a
biodisponibilidade dos polifen6is do mate entre esses consumidores (Gomez-Juaristi et al.,
2018).

Ha evidéncias de que alguns dos metabdlitos absorvidos no célon apresentam efeito
anti-inflamatorio em diferentes modelos (Larrosa et al., 2009) e atividade antioxidante in
vitro. Os principais metabolicos do acido caféico e do &cido ferulico foram sintetizados,
purificados para investigacdo das atividades antioxidantes pelo ensaio de reducdo de ions
ferro (FRAP) e acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico (ABTS). O acido
fertlico-4'-O-sulfato e o acido ferlico-4'-O-glicuronideo exibiram atividade antioxidante
muito baixa, enquanto os derivados monossulfato do &cido cafeico foram 4 vezes menos
eficientes como antioxidante em relacdo ao acido cafeico. O acilglucuronideo do acido
feralico mostrou forte acdo antioxidante. Esses resultados sdo interessantes, pois aumentam a

atividade dos polifendis do mate ap6s a metabolizacdo (Piazzon et al., 2012).

2.2.5.1.2. Acidos clorogénicos e o metabolismo lipidico

Os CGAs sdo agentes hipoglicémicos e afetam também o metabolismo lipidico. Ratos

Zucker obesos, hiperlipidémicos e insulino-resistentes foram tratados com esses polifendis e o
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pico de glicose pos-prandial foi inferior ao pico antes do tratamento. Os mesmos animais
apresentaram reducdo das concentracdes de colesterol e triacilglicerol (Rodriguez De Sotillo e
Hadley, 2002). CGAs e outros polifenois do cha verde suprimem o ganho de peso, reduzir TG

hepético, CT, leptina plasmatica e massa gorda visceral em estudo in vivo (Cho et al., 2010b)

Acidos clorogénicos também podem reduzir o risco de eventos cardiovasculares por
diminuir a oxidacdo de LDL a LDL-ox, a LDL-c e os niveis de malondialdeido (MDA)
(Goldstein et al., 1979).

Os mecanismos sugeridos para as atividades no metabolismo lipidico incluem
ativacdo do metabolismo lipidico hepético, reducdo da absorcdo de gordura (Shimoda et al.,
2006), inibicdo de acidos-graxo sintase, da 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA redutase, colesteril
acil-CoA aciltransferase (Cho et al., 2010b), inibem a absorcdo intestinal de lipideos, a
biotransformacdo hepética e a biossintese de colesterol, inibicdo da HMG CoA redutase
(Gebhardt, 2002), fortalecimento da atividade de palmitato de carnitina transferase (CPT)
(Frank et al., 2003).

2.1.5.1.3. Acidos clorogénicos e o metabolismo glicémico

Os efeitos observados dos &cidos clorogénicos no metabolismo glicémico incluem
hipoglicemia, reducdo do risco de desenvolvimento de DM2, estimulo da secrecdo de insulina
e melhora da tolerancia a glicose e resisténcia a insulina (Van Dam et al., 2004; Van Dam,
2008).

Muitos trabalhos que estudaram o efeito dos compostos fendlicos do café no
metabolismo glicémico observaram que a ingestdo a longo prazo (semanas) da bebida
cafeinada melhora o metabolismo glicémico por reduzir a area sob a curva no ensaio TOTG e
melhoram a resposta a resposta da insulina (Bhupathiraju et al., 2014; Ding et al., 2014; Jiang
et al., 2014). Estudos epidemioldgicos de meta-analises concluem que tanto café cafeinado
como descafeinado reduzem o risco de DM2 e um deles sugere que esse efeito € mais
pronunciado no produto descafeinado (Pereira et al., 2006). Essas informacbes s&o

importantes, ja que o perfil fitoquimico do café é bastante semelhante ao da erva-mate.

Diferentes mecanismos foram investigados in vivo para explicar esses efeitos. A

melhora da sensibilidade a insulina pelos tecidos estd associada a reducdo da glicose pos-
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prandial (Ebina et al., 1985). A expressao de receptores hepaticos de insulina na por¢éo exon
11 pode explicar o impedimento da tolerancia a glicose e da resisténcia a insulina (Rodriguez
De Sotillo e Hadley, 2002).

CGAs reduzem a atividade da o-amilase e da o-glicosidase e suprimem a
hiperglicemia pds-prandial (Tateishi et al., 2004). CGAs também aumentam a captacdo de
glicose por células L6 musculares e esse efeito é observado com estimulo de insulina. Acidos
clorogénicos do café atenuaram a absorcao intestinal de glicose e atuam como antagonistas de

transportadores de glicose (Johnston et al., 2003).

A enzima glicose-6-fosfatase (G-6-Pase) é a principal responsavel pela regulacéo
homeostatica da glicose plasmatica e pela formacdo de glicose endégena de origem da
gliconeogéneses e glicogendlise. Um estudo com acidos clorogénicos mostrou uma inibicéo
dose-dependente da enzima (Hemmerle et al., 1997). A diminuicdo da absorcéo de glicose
também ocorre pela inibicdo da atividade hepética da G-6-Pase e também da absorcdo de
glicose no intestino delgado. Assim, hd menor quantidade de glicose circulante e da atividade
da insulina (Meng et al., 2013; Naveed et al., 2018). A administracdo cronica de CGA em
camundongos Leprdb/db inibiu a expressdo da G-6-Pase atenuando a esteatose hepatica,
melhorando o perfil lipidico e a captacdo de glicose no musculo esquelético, tolerancia a

glicose, sensibilidade a insulina e dislipidemia (Ong et al., 2013).

Glucagon like peptideo (GLP-1) e peptideo insulinotropico dependente de glicose
(GIP) sdo incretinas que aumentam a secrecdo de insulina em resposta a uma elevada
concentracdo de glicose plasmatica. Ambas estdo envolvidas no mecanismo de agdo dos
CGA:s. Estudos in vitro observaram o estimulo do GLP-1 (Johnston et al., 2003), no entanto,
pesquisas in vivo ndo apresentaram diferenca nas concentracdes desse horménio apds
administracdo dos CGAs (Rafferty et al., 2011).

Ratos Sprague-Dawley receberam CGA por gavagem e a area sob a curva de glicose
plasmatica sofreu atenuacdo no grupo tratado com os polifenois. No mesmo experimento, a
resposta do GIP foi inferior ao grupo tratado com placebo, mas ndo foi observada diferenca

nas concentragdes de GLP-1 (Tunnicliffe et al., 2011).

CGAs podem melhorar o metabolismo da glicémico e lipidico via ativacdo da proteina
kinase ativada por adenosina fosfato (AMPK). O AMPK ¢ um sensor e regulador do balango

energeético. Sua ativacdo leva a translocacdo de GLUT4 do meio intracelular, aumentando o
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transporte de glicose (Kurth-Kraczek et al., 1999). Outros efeitos resultantes dessa ativacao
sdo supressao da producdo de glicose hepatica e da sintese de acidos graxos, ou seja, pode
haver melhora do metabolismo lipidico e glicémico com o consumo dos CGAs.

Os receptores ativados por proliferador de peroxissoma (PPAR-a) sdo membros de
uma superfamilia de receptores nucleares envolvidos na regulacdo do metabolismo
glicolipidico. CGAs elevam a expressdo protéica em PPAR-a hepatico. A modifica¢do do
metabolismo glicémico e lipidico pode ser também atribuida ao efeito facilitador de remocéo
de lipideos no figado e aumento da sensibilidade a insulina promovidos por essa proteina
receptora (Li et al., 2009; Wan et al., 2013).

Diante do exposto, notou-se a necessidade de relacionar o impacto do dos habitos de
consumo das bebidas tipicas chimarrdo e tereré nos metabolismos glicémicos e lipidicos de
consumidores e ndo consumidores da erva-mate. Para isso, foi necessario investigar desde a
composic¢do quimica das bebidas tipicas, até os possiveis mecanismos envolvidos no efeito

terapéutico e nutricional.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

Avaliar o consumo da erva-mate (llex paraguariensis) pela populacéo e verificar o0s
beneficios sobre parametros cardiovasculares e glicémicos apds o consumo de produtos com

teor quantificado de compostos fendlicos.

3.2. Objetivos especificos:

Quantificar o aporte de compostos fendlicos em consumidores de erva-mate na regido de
Toledo-PR.

Verificar o efeito do consumo de erva-mate em biomarcadores relacionados a saude

cardiovascular em humanos.

Avaliar a atividade antilipidémica, hipoglicemiante e anti-inflamatéria da erva-mate em

individuos submetidos a estresse pos-prandial.
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5.1 Artigo 1: Daily intakes of caffeoylquinic acids in mate (llex paraguariensis A.St.-

Hil.) traditional beverages consumption.
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ABSTRACT: The main objective of this study was to investigate the daily intake of chlorogenic acids (CGAs) and

ditional h

hylxanthines by ¢ of maté

(MTBs), terere and chimarrao (Ilex paraguariensis A.St.-Hill). In the

studied population (450 citizens from Toledo, PR, Brazil), 63% consume the chimarrdo and 37% terere, with weighted mean daily
intakes estimated at 648—2160 and 244—746 mL, respectively. For every 100 mL of beverage consumed, the average amount of
total phenol compounds extracted was 673.6 mg for chimarrdo and 1184.9 mg for terere. Regarding CGAs composition,
caffeoylquinic acids (CQAs) constitute about 38.4% for chimarrao and 55.3% for terere, and dicaﬂ"eoquuinic acids (diCQAs)
represent 61.6 and 44.7% of the extracted compounds, respectively. The daily intake of phenolic ¢ ds by MTB ¢

was estimated for chimarrao (512.5—~1708.5 mg/day) and terere (583.0~1779.7 mg/day) These results allow us to conclude that
MTBs are important dietary sources of CGAs, mainly CQAs and di-CQAs.

KEYWORDS: llex paraguariensis, maté traditional beverages, chlorogenic acids, maté polyphenols intake

B INTRODUCTION

Diets based on polyphenol-rich products have been associated
with the reduction of some chronic diseases in humans,
especially cardiovascular di (CVDs)." Epidemiological
studies have shown that the risk of heart disease can be
alleviated with a high consumption of polyphenol-rich foods.”
Most CVDs are caused by complications of atherosclerosis,
which is a slow, progressive, inflammatory disease characterized
by the development of atherosclerotic plaques on the vascular
wall. When associated with arterial hypertension and obesity,
dyslipidemias make the devel of CVDs even more
signiﬁc:mt.‘ These cardiovascular risk factors create a pro-
oxidant and pro-inflammatory environment favorable for early
development of these diseases.

Maté (Ilex paraguariensis A. St-Hil.) has been considered an
important source of dietary polyphenols with possible
usefulness in the prevention of CVDs, as suggested by results
from in vitro, animal, and human studies presented in a recent
review manuscript.' In vitro and in vivo research has
demonstrated that aqueous extracts from I paraguariensis
express high antioxidant activity.” Moreover, in animal
experiments, the consumption of maté has been shown to
exert hypocholesterolemic effects” and to attenuate the
development of ntherosclermls, with possible benefits for the
cardiovascular system.”” Some human studies have ﬁu%es(ed a
potential herbal product in the treatment of obesity."

< ACS Publications  © 2017 American Chemical Society

Recently, mechanisms are proving important properties of
maté, which involve cardiovascular health as the anti-obesity
effect in obese subjects,'” insulin signaling in rats and in human
erythrocytes,*™"* lymphocyte activation in vitro,'® and anti-
inflammatory activity in murine models.'” Therefore, the
importance of these compounds and their biological effects
on consumers should not be ruled out, considering the large
number of evidence related to the effect of polyphenolic
compounds in the prevention of CVDs.

I paraguariensis is rich in phytochemicals, cspccnally
triterpenic saponins, methylxanthines, and polyphenols.'® The
predominant maté phenolic compounds are hydroxycinnamoyl
quinic acid esters, classically referred to as chlorogenic acids
(CGAs), notably the caffeoylquinic acids (CQAs) and
dicaffeoylquinic acids (diCQAs), and flavonol glycosides,
especially rutin.'"” CGAs are a family compounds comprising
the caffeoylquinic, p-coumaroylquinic, feruloylquinic, dicaffeoyl-
quinic, and caffeoylferuloylquinic acids, among others.”"*"

The most common individual CQAs are 3-O-caffeoylquinic
acid (3-CQA), 5-O-caffeoylquinic acid (5-CQA), and 4-O-
caffeoylquinic acid (4-CQA), as well as the diCQAs, 3,4-di-O-
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caffeoylquinic acid (3,4-diCQA), 3,5-di-O-caffeoylquinic acid
(3,5-diCQA), and 4,5-di-O-caffeoylquinic acid (4,5-diCQA).
Different studies have shown that mono- and dicaffeoylquinics
are the main compounds of the CGA family found in maté
traditional beverages (MTBs).””** The cardiovascular protec-
tive activity of maté has been related to its high content of
phenolic compounds.”® However, few studies have evaluated
the absorption, distribution, and metabolism of CGAs from
MTBs, unlike other products such as coffee.”

Maté has been used in South American countries as a tonic
and stimulant beverage since the pre-Columbian period.
Currently, maté leaves are consumed in a peculiar way by
modern and urban populations, despite the originally rural
habit.”* The main maté products, such as chimarrao, terere, and
maté tea, are obtained from the dried and crushed leaves by
different processes that follow the specific regulations of each
country. It is estimated that individuals consume more than 1 L
of chimarrao per day in the Brazilian southern states and
Uruguay.” Chimarrao is a hot water beverage, and terere is a
cold water beverage, the two being the most common
traditional forms of maté consumption.”® It is relevant to
know the details of their preparation in order to understand the
differences in the concentrations of the extracted phyto-
chemical compounds and the contribution in the supply of
phenolic compounds. Furthermore, due to the diversity of
traditional habits, it remains difficult to determine the average
intake of phytochemical compounds from the consumption of
MTB.

In this study, we aimed to first evaluate the quantity and
frequency of maté consumption in the chimarrao and terere
forms, and also to assess the impact of socioeconomic factors
on maté intake. We also reproduced experimentally the
conditions used to prepare chimarrdo and terere in order to
determine the amount of total phenols, mono- and diCQAs,
and caffeine extracted and thereby ingested as a result of maté
consumption. Finally, we estimated the daily intake of
phytochemicals and characterized the profile of specific
compounds associated with MTB consumption.

B MATERIALS AND METHODS

MTB Consumption Profile. A qualitative and quantitative study
was conducted to evaluate the profile of MTB consumers and the
average intake of phenolic compounds from MTB. A total of 455 MTB
consumers from the city of Toledo, PR, Brazil, were interviewed
regarding socioeconomic profile and consumption habits, considering
95% confidence level (p = 0.05) and margin of error of 2% (z = 2).
The consumers were invited to answer a questionnaire, previously
validated, on the socioeconomic profile (sex, age, monthly income,
schooling) and consumption habits (type of traditional beverage, daily
consumption frequency, container size, amount of maté, beverage
volume, number of extractions, number of participants in the round).
From these parameters, the average intake of phenolic compounds by
the consumers was estimated, and the results obtained were expressed
in mean (mg/day). The interviews took place between July and
August of 2015, and the study was approved by the Research Ethics
Committee (CAAE: 22531313.5.0000.0109).

Content in Polyphenols Extracted from MTB. Samples. The
samples were obtained from commercial products in the city of
Toledo, PR, Brazil; three commercial brands of traditional beverages
chimarrio (70% leaves and 30% stems) and ferere (40% leaves and
60% stems) were used for the simulated extractions. The extractions
were performed in triplicate.

Simulated Extraction. The samples were extracted, simulating the
traditional consumption of chimarrio and terere (30 extractions X 3
batches X 3 replicates = 270), based on the methodology adapted by

Meinhart et al. in 2010.°° To prepare chimarrao, 85.0 g of maté was
added in a traditional medium-sized container called cuia. The
traditional beverage was prepared as indicated on the packaging by the
manufacturer: 190 mL of water (75 + 2 °C) was added, and after 30 s
the liquid was extracted with the aid of a vacuum pump coupled to the
tube called bomba, and an aliquot was removed for analysis. After 2
min, another 120 mL of hot water was added, and the liquid was
extracted again. The cuia was supplemented with hot water 30 times
(extractions), thus simulating the aqueous extractions performed by
the consumers. To prepare terere, S0 g of maté was added in an
aluminum cup. In this case, 180 mL of water (11 + 2 °C) was added
until complete infusion of the maté for 30 s, and an aliquot was
removed for analysis. The terere samples were also extracted 30 times
(extractions) every 2 min, with addition of 100 mL of cold water at
each extraction.

In addition, an experiment was carried out to evaluate the impact of
some factors—temperature (5—100 °C), contact time maté/water
(0.5—4 min), granulometry (10—60 mesh), and stem/leaf ratio (70/
30—30/70 w/w)—on the extraction rate of phenolic compounds from
maté consumed in traditional conditions. The procedure used in the
extraction process was similar to that described previously for
chimarrao and terere; however, the extractions were performed in a
beaker and followed by simple filtration. Six extractions were
performed, and aliquots were collected to determine total phenols.
After the extractions, aliquots obtained under each experimental
condition were used for determi of total phenolic compound

Phytochemical Analysis. Total Phenolic Content. The phenolic
compounds were evaluated according to Meinhart et al.”® using Folin
reagent. Each 1 mL aliquot was diluted to 50 mL. An external
calibration curve with pyrogallic acid (Vetec) at concentrations
between 4.0 and 100.0 pg/mL was used (r* = 0.9998 for chimarrio
and 7 = 0.9999 for terere).

Caffeoylquinic Acids Identification. UPLC-MS Analysis. The
sample was analyzed by LC-MS in an ultra-performance liquid
chromatograph (UPLC) equipped with a binary pump, column oven,
and sample delivery system (Waters Co.). The separation was carried
out with a C-18 column (HSS-T3, Waters, 100 mm X 2.1 mm, 1.7
pum). Detection was provided by high-resolution mass spectrometry
(HR-MS) performed in an LTQ-Orbitrap XL instrument (Thermo
Scientific), with an electrospray ionization interface (ESI) at
atmospheric pressure ionization (API) in the positive and negative
ionization modes.

Reagents and Procedure. Sample was passed through 0.22 ym
nylon filters with an injection volume of 5 L. The mobile phase was
composed of (A) ultrapure water (type 1) and (B) acetonitrile (J.T.
Baker), both with 0.1% of formic acid (Tedia) (v/v). The gradient
used was 0% (initial) to 20% in S min, then to 70% (13 min) and 0%
(13.5 min), flow rate of 400 yL/min, and column temperature of 60
°C. For sample desolvation, nitrogen at a flow rate of 40 arbitrary units
(au) in the sheath gas, and 10 au in the auxiliary gas were used, along
with source temperature of 350 °C. The energies for negative
ionization: spray at 3.5 kV, tube lens at —200 V, and capillary at —40
V. The mass resolution was set at 15000 fwhm (at m/z 400) in LC-
MS mode. External calibration is regularly performed, covering m/z
100—2000, and the acquisition occurred in total ion current (TIC). In
the negative ionization, the compounds were fragmented by high-
energy collision dissociation (HCD) using helium and energy at S5 eV.

Caffeoylquinic Acids and Caffeine Quantification. HPLC
Analysis. The analysis of the compounds was performed by using a
Varian (PRO STAR model 210) high performance liquid chromato-
graph coupled with diode array detector (HPLC-DAD), a Varian
interphase module (Star 800), and an injector (model 410). The
chromatographic separation was obtained using a C-18 reversed-phase
column (Phenomenex LUNA, 250.0 mm X 4.6 mm X 5.0 um) with 20
ML injection.

Reagents and Procedure. The samples were filtered in 0.45 ym
nylon filters. The elution system consisted of (A) acidified water
purified by the Milli-Q system (Millipore Milford, MA) with 0.3%
acetic acid and (B) methanol (J.T. Baker). The solvents were run at a
flow rate of 1.0 mL/min using the gradient 15—20% B for 20 min, 20—
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40% B for 25 min, 40—85% B at 50 min, and 85—15% B for 10 min.
The column was maintained at 25 °C. Detection was monitored at 265
nm for caffeine and 325 nm for the CQAs (3-CQA, 5-CQA, and 4-
CQA) and diCQAs (34-diCQA, 3,5-diCQA, and 4,5-diCQA). All
samples were run in duplicate and the peaks compared with caffeine (y
= 803500x + 920; * = 0.9996; range from 10.0 to 100.0 g/mL) and
chlorogenic acid (y = 495900x — 1460; r* = 0.9992; range from 10.0 to
100.0 ug/mL) standards (Sigma Chemical Co., USA). The detection
limit was determined by injecting (n = S) solutions of each standard
solution of known concentration (0.01—-0.10 wg/mL) and the
decreasing the concentrations of the samples until detection of a
peak with a signal/noise ratio of 3. The corresponding concentration
was considered the minimal detectable concentration. The quantifi-
cation limit was determined by performing the same methodology and,
thus, the quantification limit was defined as the chromatographic peak
having a signal/noise ratio of 10. The LOD and LOQ_values were
0.023 pg/mL and 0.076 pug/mL for CGA and 0.018 yg/mL and 0.059
pg/mL for caffeine.

Calibration curve was obtained with the mentioned standards after
dilution in the mobile phase and submitted to chromatographic
separation. The contents of the caffeoyl derivatives were expressed in
CGA absorbance (mg/100 mL) for CQAs and corrected for diCQAs
using the peak correlation factor (1.458).”” The data were expressed as
mean of each extraction (3 batches X 3 replicates).

B RESULTS AND DISCUSSION

MTB Consumption Profile. Maté traditional beverage
(MTB) is obtained from I. paraguariensis leaves, and its use is
strongly linked to rural customs of South America countries.
The origin of the maté consumption refers to pre-Columbian
populations (Guaranis), and the basis of the maté myth of
origin invariably refers to a “gift of the gods to assuage the grief
and fatigue and the bitter hours of old age”. Only a few studies
have evaluated the consumption habits and the impact on
phytochemical intake by MTB consumers. Previous reports
have estimated the daily consumption of maté leaves as 19.5 g/
person/day in Uruguay and 14 g/person/day in Argentina.”’
The amounts of methylxanthines and phenolic compounds
extracted from the MTB were also calculated on the basis of
traditional consumption simulation.”® However, none of these
studies investigated the profile of phenolic compounds ingested
by MTB consumers. Therefore, our first objective was to
evaluate the profile of phenolic compounds provided by the
maté consumption, to quantify the intake of polyphenolic
compounds and assess the factors that may influence the level
of intake in these consumers.

A significant sampling (n = 455) of MTB consumers was
interviewed (Table 1), and it was observed that chimarrio
consumers were predominantly women (62.9%), aged 30 years
or more (73.1%), earning less than the equivalent of US
$1069.00 per month (87.5%), with a middle level of schooling
(55.2%). This profile was quite similar for terere consumers.
Indeed, these latter were predominantly women (68.6%),
between 1S and 30 years (81.1%), earning less than the
equivalent of US$1069.00 per month (90.0%), with a middle
level of schooling (78.7%). Although consumption originates in
the rural environment, the urbanization of these regions has led
to adaptations to traditional consumption. We have shown that
chimarrao (hot water) is a popular consumer product for
people over 30 years old, while terere (cold water) is a product
consumed by younger people (15—30 years old) with a
difference in levels of schooling (55.2 and 78.7%, respectively).
This pattern of consumption is representative of the western
region of Parand state (southern Brazil) and may also be
indicative of the consumption patterns in other countries. It
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Table 1. Socioeconomic Profile of MTB Consumers (n =
455) in Toledo, PR, Brazil, 2015

chimarrao
(n = 286) terere (n = 169)
variables n % n %
gender
female 180 62.9 116 68.6
male 106 37.1 53 314
age
15-30 years 77 269 137 81.1
>30 years 209 73.1 32 189
schooling
primary school 71 24.8 19 112
secondary school 158 §5.2 133 787
graduate 57 200 17 10.1
monthly personal income (b.m.w.)*
1-4 250 87.5 152 90.0
>4 36 12.5 17 10.0
people per consumption group 3112 36+ 15

“Brazilian minimum wage was equal to US$267.88/month at the time
the baseline study was conducted.

was possible to observe that in both cases the consumption of
chimarrdo and terere is a collective habit, wherein chimarrao is
consumed on average by 3.1 + 1.2 people and terere by 3.6 +
1.5 people/group (Table 1).

Estimation of MTB Daily Intake. In this work, we
determined the average intake of each beverage consumed from
results of the survey carried out on consumers. The diversity of
consumption habits demonstrated in ours and other studies™
may involve variations in the recipient size (cuia, guampa),
number of rounds, and social habits related to the
consumption. Table 2 shows the traditional consumption
habits used to evaluate the amount of MTB consumed. It was
possible to observe that most of the interviewees consume
chimarrdo in a medium-sized container (85 g/120 mL), daily,
one to two times a day, and they execute about 7.8 + 4.2
successive extractions. The ferere is consumed preferably in a
medium-sized containers (50 g/100 mL), one to two times a
day, two to four times a week, performing 7.7 + 3.9 extractions.
To estimate chimarrdo consumption we multiplied volume
(120 mL) X average times/day (1.5) X [average times per
week/weekdays] (7/7 = 1.0) X minimum or maximum times
per rounds (3.6 or 12). In the same way, to estimate ferere
consumption we multiplied volume (100 mL) X average times/
day (1.5) X [average times per week/weekdays] (3/7 = 0.43) X
minimum or maximum times per rounds (3.8 or 11.6). The
evaluation of the habits of consumers allows estimating a daily
consumption from 648 to 2160 mL for chimarrao and 244.3 to
745.7 mL for terere.

Caffeoylquinic Acids Identification. Maté is an impor-
tant source of methylxanthines and phenolic compounds, the
main compounds extracted in traditional consumption being
caffeine and CGA.” In order to identify compounds of the
caffeoylquinic family, a sample of the extracts obtained in
traditional consumption was analyzed by UPLC-MS. The
secondary metabolites were observed, namely those from the
series of isomeric monocaffeoylquinic and dicaffeoylquinic
acids. The monocaffeoylquinic acids compounds were
fragmented, producing three deprotonated ions at m/z
353.087 [M — H]~ with fragment ions at m/z 135.044,
173.045, 179.034, and 191.056. Monocaffeoylquinic acids were
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Table 2. Habits Profile of Maté Traditional Beverages Consumers (% = Percentage of Consumers Interviewed)

consumption extractions
traditional amount of maté/water per serving times per day times per week times/round average volume of beverage per day”
beverage (%) (%) (F%) n (mL)
chimarrao <85 g/120 mL one/two everyday 78 + 42 648.0
(923) (80.5) (619)
>85 g/120 mL three/four two to four 2160.0
(7.7) (19.5) (259)
terere <50 g/100 mL one/two everyday 7.7 39 2443
(97.7) (94.7) (19.5)
>50 g/100 mL three/four two to four 745.7
(23) (5.4) (80.5)
“Estimated from calculation: volume X average daily consumption X average weekly cc ption X mini / extractions.

identified as 3-O-caffeoylquinic acid (3-CQA), 5-O-caffeoyl-
quinic acid (S-CQA), and 4-O-caffeoylquinic acid (4-CQA).
The series of dicaffeoylquinic acids were observed at m/z
515119 [M — HJ", confirmed by fragment ions at m/z
135.044, 173.045, 179.034, 191.056, and 353.087. Dicaffeoyl-
quinic acids were identified as 3,4-di-O-caffeoylquinic acid (3,4-
diCQA), 3,5-di-O-caffeoylquinic acid (3,5-diCQA), and 4,5-di-
O-caffeoylquinic acid (4,5-diCQA). These fragments appeared
at different ratios, being characteristic for each isomer, as
described in previous work.'® The identification of the mono-
and dicaffeoylquinic isomers was also confirmed by the UV
absorption spectra of the samples analyzed in HPLC-DAD
(unpublished data) and literature data. The UV spectra showed
a maximum at 328—330 nm and a shoulder at 266—272 nm,
typical of CQAs. CQAs and diCQAs were reported as major
phenolic compounds in different beverages obtained from yerba
maté.”"*’~*! The elution sequence of the mono- (3-acyl, $-acyl,
and 4-acyl) and diCQA (3,4-di, 3,5-di, and 4,5-diCQA) was the
same in the CQAs identification (UPLC) and quantification
experiments (HPLC). The presence of glycosylated flavonoids
as well as other hgydroxy cinnamoylquinic acids was reported in
other studies,””*" but the quantification of these compounds
was not addressed in the present work.

Caffeoylquinic Acids and Caffeine Quantification. The
diversity of the consumption habits of MTB is a factor that
makes it difficult to quantify the phytochemicals consumed.
The consumption is carried out with successive extractions
from the same raw material (matrix), and different factors can
influence this process. Caffeine and mono- and dicaffeoylquinic
isomers were quantified by HPLC-DAD (Figure 1). The
content of theobromine was evaluated (data not shown), and
the concentrations found were very small. The presence of
impurities with the same absorption spectrum in some analyzed
peaks of the chromatogram, as well as the use of peak
correlation factors for quantification of dicaffeoylquinic acids,
may be reasons to overestimate the values obtained, but to our
point of view they do not compromise the general estimates of
the daily intake of the analyzed compounds. The quantities
obtained from successive extractions were added (Table 3),
where the three first extractions, the sum of eight extractions
(38), and the sum of 30 extractions (}'30) were observed.
The Y8 was selected because it was the average of rounds
observed in the interviews (Table 2).

Extraction curves of caffeine (Figure 2A) and phenolic
compounds (Figure 2B) were performed using a simulation of
the traditional technique. The extraction curves obtained
presented a pattern similar to that of other studies.”*** The

extraction curves of chimarrao presented higher phytochemical
contents in the first extraction; later it decreased and remained
with small variations until the 30th extraction. Terere show an
increase in the phytochemical content in the second and third
extractions, then it declines abruptly between the seventh and
eighth extractions, which coincide with the average number of
extractions evaluated by the consumption habits (Table 2) and
decays gradually until the 30th extraction. The amount of the
30 extractions (3;30) performed in the simulation of chimarrdo
yielded 6.3 mg of caffeine and 673.6 mg of total phenolic
compounds and for ferere yielded 68.3 mg of caffeine and
1184.9 mg of total phenolic compounds (Table 3). The main
phenolic compounds present in the extractions were also
quantified. The monocaffeoylquinic (3-CQA, 4-CQA and §-
CQA) and dicaffeoylquinic (3,4-diCQA, 3,5-diCQA and 4,5-
diCQA) acids identified in the extracts as described above were
quantified in HPLC-DAD and expressed as CGA and the
results presented in Table 3. The Y (mono-CQAs) constitute
about 38.4% for chimarrio and 55.3% for terere, and the Y (di-
CQAs) represents about 61.6 and 44.7% of the total phenolic
compounds extracted, respectively. The Y (mono and di-
CQAs) represented 87% of total phenolic in terere and only
25% in chimarrao. We observe that particularities of the
chimarrao extractive process, that will be discussed, have a high
influence in the extractive capacity. These results demonstrated
that terere presents a higher extractive capacity than the
chimarrdo for both caffeine (Figure 2A) and phenolic
compounds (Figure 2B). A small difference in the profile of
phenolic compounds extracted was also observed, with a higher
concentration of diCQAs in chimarrago and a higher
concentration of CQAs in ferere.

The amount of the first eight extractions (}.8) for chimarrdo
yielded 1.9 mg of caffeine and 245.2 mg of total phenolic
compounds, respectively 30.5 and 36.4% of the total extractions
(3230). The first eight extractions of ferere obtained 48.7 mg of
caffeine and 859.2 mg of total phenolic compounds,
respectively 71.3 and 72.5% of total (Table 3). The profile of
phenolic compounds extracted in the first eight extractions
(328) was similar to the one presented previously, with a higher
concentration of diCQAs in chimarrdo and higher concen-
tration of monoCQAs in terere.

Factors Influencing the Extracted Content of Phenolic
Compounds. Maté is a rich source of phenolic compounds,
and different factors can modulate the qualitative and
quantitative content of the extracted compounds.* Simulations
of MTB preparation were performed to evaluate the influence
of some factors involved, including temperature, contact time
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Figure 1. Representative HPLC-DAD chromatogram of L. paraguariensis extracts (MTB), signal at 325 and 265 nm. Chromatographic conditions are
specified in Materials and Methods. The indicated compounds are (1) 3-O-caffeoylquinic acid (3-CQA), (2) $-O-caffeoylquinic acid (5-CQA), (3)
4-O-caffeoylquinic acid (4-CQA), (4) 3,4-di-O-caffeoylquinic acid (3,4-diCQA), (§) 3,5-di-O-caffeoylquinic acid (3,5-diCQA), (6) 4,5-di-O-

caffeoylquinic acid (4,5-diCQA), and (7) caffeine.

maté/water, granulometry, and stem/leaf ratio in the extraction
rate of total phenolic compounds. The results show the sum of
six extractions (})6) in a similar way to the quantity defined in
the habits of consumption. The conditions of 75 °C
(temperature), 30 s (time), 60 mesh (granulometry), and 30/
70 (stem/leaf ratio) for chimarrdo, and S °C (temperature), 30
s (time), 30 mesh (granulometry), and 60/40 (stem/leaf ratio)
for terere were used as the standard extraction. The coefficient
of correlation with the content of phenolic compounds was
elevated for temperature and granulometry in both beverages
(Table 4), while the time was of lowest correlation.

The granulometry, within a range of 10—60 mesh, was the
factor of greatest impact on the extraction capacity of phenolic

compounds for both beverages, chimarrao (6.8—44.6 mg/100
mL) and ferere (4.0-214 mg/100 mL) when using the
procedure of traditional consumption. The temperature was the
other factor with the greatest influence on the extraction
capacity of total phenolic compounds, chimarrdo (32.7—54.0
mg/100 mL) and ferere (8.0—22.6 mg/100 mL) for a range of
5—100 °C. The extraction time and the stem/leaf ratio had less
influence.

Daily Intake of Phenolic Compounds from MTBs.
Chimarrao and terere are MTBs used as stimulants due to the
presence of methylxanthines;34 furthermore, maté is a source of
CQAs and diCQAs which are the major constituents of the
phenolic fraction. Other groups that comprise the phenolic
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Table 3. Amount of Caffeine and Phenolic Comp ds
Extracted from Maté Traditional Beverages

extraction (mg/100 mL)

beverage compound 1 2 3 >8 30
chimarrdo  caffeine 12 02 0.1 19 6.3
Y (mono- 12.1 32 0.8 20.6 65.6
CQAs)
Y (di-CQAs) 188 39 05 295 105.3
Z(mono- 309 7.1 13 502 1709
and di-
CQAs)

total phenolic ~ 82.2 425 27.3 2452 673.6

terere caffeine 28 92 74 48.7 68.3
Z(mono- 369 110.6 63.2 457.7 5754
CQAs)
Z(di-CQAS) 20.7 60.2 67.3 351.0 460.2
¥ (mono- 57.5 170.8 130.5 808.7 1,029.1
and di-
CQas)

total phenolic  92.9 1814 156.1 8592 1,184.9

fraction are dimeric caffeic acids, feruloylquinic acids, p-
coumaroylquinic acids, and flavonoids.”*** The main phenolic
compounds are mono- (3-CQA, S-CQA, and 4-CQA) and
dicaffeoylquinic acids (3,4-di-CQA, 3,5-di-CQA, and 4,5-
diCQA).*" The daily intake of phenolic compounds was
calculated from the quantification of the compounds in the
beverages and applying the data on the MTB consumption.
The contents extracted from phenolic compounds were
considered by other authors,”® but our objective was to present
an estimation of the daily intake of phenolic compounds from
MTBs and to determine how these intakes can be influenced by
factors related to the preparation of the beverages. The
estimated intake of phenolic compounds for chimarrao
consumers was 512.5—1708.5 mg/day, of which 38.8% refers
to monoCQAs and 61.2% to diCQAs, and that for terere
consumers was 583.0—1779.7 mg/day, of which 55.3% refers to
monoCQAs and 44.7% to di-CQAs. These results were
obtained from the multiplication of the average volume per
day (Table 2) by the total phenolic content (}'8) (Table 3),
and dividing by the number of people per consumption group,
considering the collective habit for each beverage (3.1 people/
group for chimarrdo and 3.6 for terere).

The concentrations of caffeine and phenolic compounds in
chimarrio beverage were lower than those in ferere, and also
lower than the results presented in previous studies.”® For the
preparation of chimarrdo, it was observed that the product is
not completely moistened with the extraction water. The small
particle size of the product forms a barrier that hinders the
passage of water and reduces the extraction capacity.
Conversely, the terere had larger particle size, and these were
completely immersed in water, providing greater contact and
consequently greater extractive capacity. The lower contents of
total phenolics, CQAs, and diCQAs in chimarrao (Table 3) may
be a result of this effect.

Although the terere presents greater capacity of phenolic
compounds extraction, the daily intake did not present any
significant  difference considering consumption habits. The
average volume consumed per day of chimarrao is superior to
that of ferere, because of the frequency of consumption. From
this study it was possible to quantify the daily intake of phenolic
compounds by consumers of MTBs, besides identifying which
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Figure 2. (A) Caffeine content and (B) phenolic contents: total
phenolic (@), Y (mono- and dicaffeoylquinic acids) (4),
Y (dicaffeoylquinic acids) (M), and Y (monocaffeoylquinic acids)

(A) in the aqueous extracts of chimarrao and terere.

Table 4. Correlation Coefficient of Factors That Influence
Total Phenolic Content (3'6) of MTB

temperature time granulometry  stem/leaf ratio
chimarrao 0.996 0.037 0.950 0911
terere 0.974 —0.161 0.952 0.829

compounds are predominant. Our results demonstrate that
MTBs are important sources of CGAs, highlighting a small
difference in the profile of mono- and dicaffeoylquinic acids
between the two beverages.

Other stimulant beverages also contain phenolic compounds.
For comparison purposes, the amount of the monoCQAs, di-
CQAs, and caffeine presents in different coffees varies from
135.1 to 187.2 mg/100 mL, 8.3 to 11 mg/100 mL, and 48.2 to
§7.7 mg/100 mL, respectively."’ Considering that the extracted
amount (}30) of the compounds chimarrio can provide 65.6,
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105.3, and 6.3 mg/100 mL, and terere 575.4, 460.2, and 68.3
mg/100 mL, significant difference is observed in the phyto-
chemical content between the beverages. From the values
obtained from the extractions, and considering the con-
sumption habits, it is possible to infer that the MTBs can
provide a higher content of phenolic compounds, with greater
importance of the CGAs and specifically higher contribution of
diCQAs. Terere beverage presents a higher extraction capacity
than chimarrao for both phenolic compounds and methyl-
xanthines. As expected, the first extractions are more
concentrated than the final ones. It has also been noted that
chimarriio has a higher concentration of diCQAs and ferere has
more monoCQAs.

An aspect to be considered is that the experimental approach
used here is not conclusive as to the amount of compounds
made available to consumers. Intervention studies are indicated
to evaluate the bioavailability and bioactivity of the components
after drinking beverages. Further research is needed to verify
the bioavailability of mono- and dicaffeoylquinic compounds
from the raw material used in MTB. The bioavailability has
recently been evaluated in animals,*® but human studies are still
necessary to strengthen existing knowledge on the efficiency of
these compounds from maté consumption in the maintenance
of health, especially in the prevention of CVD. However, after
our evaluation, we have a closer estimate of the daily intake of
CGAs available to the MTB consumers.

The beneficial biological effects of CGAs have already been
reported, and it is therefore relevant to investigate whether the
extracted amount of these compounds in MTB contributes to a
cardiovascular protective activity in the concentrations normally
consumed. Our objective was to evaluate the daily intakes of
phenolic compounds; however, it is known that only small
amounts of these compounds are absorbed.’” It is also
necessary to evaluate the participation of the metabolic
processes and the gut flora in the transformation of these
compounds before reaching the tissues. The presence of
considerable amounts of diCQAs makes the MTBs as single
sources, unlike other beverages where CGAs predominate.
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interface; HCD, high-energy collision dissociation; HPLC-
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diode array detection; HR-MS, high-resolution mass spectrom-
etry; LC-MS, liquid chromatography—mass spectrometry;
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extractions in laboratory simulation; )8, sum of the first eight
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5.2 Artigo 2: Maté Extract (llex paraguariensis A. St.-Hill.) contributes to the
improvement of glycemic metabolism: a randomized crossover study in

healthy to moderate cardiovascular risk volunteers.
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Abstract

Background: Maté (llex paraguariensis A. St.-Hil.) could be of interest in the prevention
of cardiometabolic diseases thanks to its richness in bioactive compounds, however clinical
evidence are still requested. Objective: This clinical trial aims to assess the effect of the
maté extract consumption, providing similar phytochemical intakes that in traditional
beverages, on parameters related to cardiometabolic diseases. Designe: Thirty-four male
volunteers aged 45-65 years and with at most one criterion of metabolic syndrome, were
recruited for a randomized, double-blind, placebo-controled and crossover trial. Volunteers
were assigned to consume for 4-weeks a daily dose of encapsulated maté dry extract,
providing about 580 mg of chlorogenic acids (CGAs), 75 mg caffeine and 8 mg
theobromine, or placebo, with washout between experimental periods. Anthropometric and
hemodynamic parameters (waist circumference, weight, body mass index, pulse, blood
pressure) and biochemical variables (blood lipid profile, glucose) were measured in
overnight-fasted before and after each intervention period. The post prandial glycemic
response was assessed at the end of each period after a 75g glucose load. Results: We
failed to find significant differences in the parameters assessed between the intakes of
placebo and mate extract. The glycemic response to the glucose load was also similar
between the two treatments. However, we observed a statistically significance (P < 0.05)
between the fasting glucose levels when compared before (4.99 £ 0.09 mmol/L) and after
(4.42 £ 0.09 mmol/L) the consumption of maté extract. The same comparison also revealed
a trend in a decrease of the values for AUC-glucose, insulin, HOMA-IR, after chronic
intake of maté, whereas the plasma HDL-c concentrations tended to increase.
Conclusions: Although this trial did not reveal significant differences between treatment

groups (maté versus placebo), it has suggested a potential interest in maté extract
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consumption to improve glycemic control. However this aspect would deserve further
investigations, especially on the angle of the long term impact of maté mono- and di-

chlorogenic acids consumption.

Keywords: clinical trial, cardiometabolic disease, maté extract, chlorogenic acids, fasted

glucose, llex paraguariensis.
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Introduction

Plant based diets are known as the most protective for our health, especially by
reducing the incidence of cardiometabolic diseases (1, 2). A growing body of
epidemiological evidence accounts for the contribution of polyphenols, a category of
bioactive compounds which are specifically found and abundant in plant foods, in these
protective effect (3, 4). Current evidence suggests that polyphenol intake has the potential
to alleviate metabolic syndrome components by decreasing body weight, blood pressure,
blood glucose and by improving lipid metabolism (5). Dietary polyphenols include a
variety of flavonoids and non flavonoid compounds, mainly phenolic acids. This last
category of polyphenols is commonly found in high amount in foods largely consumed
worldwide, such as coffee, tea and fruits, and hence phenolic acids constitute the major
contributors of the daily polyphenol intake (4). However, their health potential has been
less investigated than that of flavonoids, at the exception of CGAs, abundant in coffee, as
recently reviewed (6). These compounds have been shown in animal and human studies to
positively affect glucose and lipid metabolism (7, 8) reduce inflammatory cytokines
production (9), improve vascular function (8, 10) and induce blood pressure lowering

effects (11, 12).

Maté (llex paraguariensis A. St.-Hil.) constitutes another food source especially rich in
CGAs, less investigated than coffee but which is being increasingly considered for its
potential as functional food (13). Animal studies using mate extract have reported
hypocholesterolemic effect (14, 15), reduction in atherosclerosis progression (16),
improvement in blood lipid profile (17), glucose homeostasis (18) and in other parameters

related to metabolic syndrome (15) and inflammation (19). These preclinical findings are
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strengthened by some clinical trials which have shown that the intake of mate tea or
extracts reduced the percentage of body fat in overweight subjects (20), the biomarkers of
oxidative stress in dyslipidemic subjects (21, 22) and improvement of the glycemic control
and lipid profile of T2DM subjects (23). These benefits were primarily attributed to maté
phenolic compounds, including the mono-caffeoyl (3-caffeoylquinic, 4-caffeoylquinic and
5-caffeoylquinic acid) and di-caffeoyl derivatives (3,5-dicaffeoylquinic, 4,5-

dicaffeoylquinic and 3,4-dicaffeoylquinic acid) (24, 25).

In the present study, we aimed at assessing the chronic effect of a maté extract
consumption on a range of anthropometric, hemodynamic and biochemical parameters
related to cardiometabolic risk, through a double blind, randomized, crossover study
conducted in volunteers at normal to moderate cardiovascular risk. The enrolled subjects
have to consume for 4 weeks capsules containing standardized maté extract, providing
amounts of phenolic compounds easily achievable through consumption of the mate

traditional beverages as previously reported (25).

1. Subjects and Methods
Subjects

Thirty-four healthy male volunteers, aged 45-65 years, were recruited for the study. All
subjects had at most one criterion for metabolic syndrome, and agreed to reduce
consumption of beverages naturally rich in polyphenols (maté, tea, coffee, wine, cocoa,
soy milk, and fruit juices). Exclusion criteria included: chronic use of medications,
antioxidants or vitamin supplements; smoking or chronic alcoholism; chronic diseases such

as diabetes, hypercholesterolemia, severe hypertension, mental illness and renal or hepatic
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disease. The study was approved by the Human Ethics Committee (CEPEH) of the
Paranaense  University (CAAE: 22531313.5.0000.0109) and registered at
ClinicalTrials.gov (UNP-ILCV-1518). All volunteer signed a Consent Form, thirty-five

completed the study, and at the end thirty-four were assessed according to Figure 1.
Product

The extract was prepared by infusing the maté leaves and drying in spray-dryer. To the
extract was added 10% maltodextrin and then encapsulated. Each capsule contained 250
mg of the dried extract. Volunteers were required to consume 3 x 3 caps / day, that is,
2,250 mg of mate extract / day, for 28 days. The calculation of the daily amount consumed
by each volunteer was based on the minimum amount chimarrdo consumed daily,

according to Gebara et al. (2017). The placebo capsules were prepared only with starch.
HPLC analysis

The amount of the chlorogenic acids and methylxanthines in the extract was performed
by high performance liquid chromatography coupled to a diode detector (HPLC-DAD -
Varian - PRO STAR Mod. 210). The column used was reverse phase C-18 (Phenomenex
LUNA, 250.0 x 4.6 mm x 5.0 um) for chromatographic separation. Acidified water
purified by the Milli-Q system (Millipore Milford, MA) with 0.3% acetic acid (A) and
methanol (B) (J.T. Baker), gradient 15- 20% B for 20 min, 20-40% B for 25 min, 40-85%
B at 50 min, and 85-15% B for 10 min, flow rate of 1.0 mL/min, was used as an elution
system. The column was kept at 25 °C. Detection was monitored at 265 nm for

methylxanthines and 325 nm for chlorogenic acids.

Study design
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The main objective of the study was to evaluate the chronic effect of maté extract
consumption on some anthropometrics and clinical markers associated with
cardiometabolic risk. For this, a controlled, randomized, crossover study was conducted
with 4 weeks of dietary intervention trial with two treatments: maté extract (EIP) or
placebo (PLB). Two weeks of wash-out interval were taken between treatments. The order
of administration of the product was performed by simple randomization by an
independent person outside the clinical study, responsible for the capsules manipulation.
The person in charge of the blood sampling, measurements and analysis was blinded to the
allocation of treatments. The total study duration per volunteer was 12 weeks, including
the stage of inclusion (2 weeks), two experimental periods of 4 weeks each and a wash-out

period (2 weeks).

After their inclusion, the volunteers made 4 visits to the clinical research unit on the
first (V1 and V3) and last (V2 and V4) days of each experimental period. Anthropometric,
blood pressure measurements and blood sample collection were performed at each visit.
During the study, participants were requested to avoid consumption of foods and beverages
rich in polyphenols, such as coffee, chimarrao, terere, fruits, wine and teas. Before the
beginning of each treatment period, the volunteers received the capsules of maté or
placebo, and they were instructed to consume three capsules every eight hours (3 x 3
caps/day). The capsules consumption was monitored to verify adherence. A daily record
was delivered to volunteers at the beginning of the period which they were to complete
daily and bring back at the end of the trial periods (V2, V4). Adherence to the intervention
was assessed by counting the non-consumed study products (capsules) and examination of

the daily records.
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The overnight-fasted subjects (n=34) arrived at the clinical research unit approximately
at 7:00 am, and after 10 minutes of rest systolic (SBP) and diastolic blood pressure (DBP),
pulse (PUL) were measured and then waist circumference (WCI) and body weight (BWE).
Afterwards, a blood sample was collected to evaluate biochemical characteristics: the
fasting glucose (GLU), total cholesterol (TC), hdl-cholesterol (HDL-c), Idl-cholesterol
(LDL-c) and triglycerides (TGY). Insulin dosage (INS) (n=11) was performed after the
observed glucose results. Finally, volunteers received a light meal before leaving the

clinical center.

At V2 and V4, an oral glucose tolerance test (OGTT) was also performed. A standard
dose (75 g of dextrose diluted in water) was ingested orally and glucose blood levels were

checked at the time 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 and 3.0 hours after the intake.
Anthropometric and blood measurements

Measurements were performed in the morning after an overnight fast in a quiet
temperature-controlled room (22-25°C). The subjects laid quietly for several minutes
before SBP and DBP were measured on the right upper arm with a validated and
automated sphygmomanometer device (G-Tech, MA100) and PUL was monitored
manually at the same time. The subjects rested for 5-10 min in a seated position before
each SBP and DBP assessments. Three consecutive measurements were recorded at 5-min
intervals. The average of the three consecutive SBP and DBP readings and the last PUL
measured was considered for statistical analysis. BWE was measured on a calibrated
digital scale, used throughout the study period, and the WCI was measured with a metric
tape. During the study period, the same trained operator who was blinded to the allocation

of treatments performed each of these measurements.
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Processing and analysis of biological samples

For the collection of hemogram, total and fractions cholesterol, glucose/insulin, tubes
with anticoagulant-EDTA, separator gel and fluoride-EDTA were used respectively. The
plasma samples were immediately isolated, processed, and stored at - 80°C until analysis.
Plasma glucose concentrations, triglycerides, total and fractions cholesterol and the
hemogram were measured according to standardized laboratory procedures. The insulin

dosage was performed by chemiluminescence (Roche) in samples of eleven individuals.

The results of the OGTT test were analyzed by applying trapezoidal rule for the Area
Under the Curve Calculation (AUC) Regnault et al (26). HOMA-IR was calculated from
fasting plasma glucose and insulin values by using HOMA calculator software developed

by the Oxford University (https://www.dtu.ox.ac.uk/homacalculator).

Statistical analyses
Sample Calculation

The appropriated sample size (n=36) was statistically determined to obtain a power of
80% with an alpha of 0.05. Forty-three candidates were interviewed. Of these, 6 did not
meet the inclusion criteria, 2 gave up continuing the study and 1 was excluded at the end of

the analyzes, resulting 34 volunteers.

The variables are presented as means + SEMs. Statistical analyses were made by using
SAS statistical software (version 9.0; SAS Institute Inc, Cary, NC). The data at the end of
treatment was analyzed by covariance, with baseline measurement as the covariate, using
mixed models. In this model, the effects of subjects were included as the random effect,
and treatment (maté or placebo), period (first or second period), and interaction between

treatment and period were treated as the fixed effects. The PROC MIXED (SAS Institute)
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procedure was used to analyze the fixed effects of dietary treatment on all the measured
variables. The effects of subjects were included as random effects to explain the
correlations between observations made on the same individual. A significant main effect
of treatment is observed when the P value of the F test for the main effect was < 0.05.
When analysis of covariance showed a statistically different main effect, least-squares-
means comparisons (adjusted for multiple comparisons by the Tukey-Kramer method)
were carried out to identify differences between pairs of treatment means. Statistical
significance was set at P < 0.05. The PROC MIXED procedure was used to analyze

carryover effects from one diet period to the next.

No carryover effect (order of treatment, interaction between period, and treatment) was
observed for any of the outcomes measured. The baseline values are shown in Table 1.
Data quality control (prior to covariance analysis in software SAS) was managed using
individual value plots and I-charts in software Minitab, version 17. This was developed in

order to check for any outliers in the data set in different periods of sampling.

2. Results
Baseline characteristics of subjects and compliance

The baseline characteristics of the study population are summarized in Table 1. The
subjects were male, classified as normal to overweight, normoglycemic and lipidemia
ranged from normal to hyperlipidemic for total cholesterol and triglycerides. All
participants presented regular values for hematological, renal and hepatic parameters and
were overall healthy. The majority of the population can be classified as normotensive to

prehypertensive. The Framingham risk score (FRS), calculated from data including age,
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sex, total cholesterol, HDL-c, smoking, diabetes, and systolic blood pressure, is an
indicator of the risk to develop cardiovascular disease in the next 10 years. The FRS of the
studied population corresponds to moderate risk. Based on the examination of the daily
record filled by volunteers with the number of capsules consumed and the number of

capsules they brought back, the compliance of volunteers has been estimated at 96,7%.
Phytochemicals intake daily

This was conducted using the encapsulated maté extract (EIP) and the amount of
extract was estimated to provide the similar intake of phytochemicals in the maté
traditional beverages consumption (chimarrdo and terere) (25). The content in
phytochemicals, including CGAs, caffeine and theobromine, per capsule was analyzed
(Figure 2) and quantified (Table 2) by HPLC. Among the CQAs quantified, di-
caffeoylquinics are predominating with about 54% of the CGAs present in maté extracts

and 46% were mono-caffeoylquinic acids.
Anthropometric and biochemical parameters

All the biochemical and anthropometric parameters were evaluated in the fasted
state at the initial and final visit, with a 4-week interval. The intervention with the
consumption of EIP did not result in statistically significant changes in the anthropometric
data (BP, PUL, WC, BWE and BMI) and in the TC, LDL-c, HDL-c and TGY values

according to Table 3.

The HDL-c plasma concentration was not statistically significant when comparing
the intake of maté and placebo (Table 3). However, when we evaluated the HDL values
before and after the consumption of the EIP capsules, we noticed a slight increase in the

concentration of this parameter (TO = 1.34 + 0.04 mmol/L, T28 = 1.41 £ 0.04 mmol/L).
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We also stratified the subjects in relation to BMI to better explore this result and we
noticed that the overweight/obese group (n = 22) presented an increase of HDL-c by 10%,
before and after the consumption of maté extract (TO = 1.32 + 0.04 mmol/L, T28 = 1.41 £+

0.04 mmol/L) (Table not shown).
Glucose metabolism

No statistically significant difference was observed in the average fasting glucose
between the EIP and PLB treatments (Table 3). However, it draws attention to the fact that
the average of fasting glucose before and after the treatment was significantly different (P
< 0.05) The variance test revealed significant effect of EIP (P < 0.0002) regarding fasting

glucose (Figure 3).

The insulin dosage and HOMA-IR did not undergo significant changes after
intervention of EIP and PLB, as presented in Figure 4. Although there is no statistically
significant difference in glucose, insulin and HOMA-IR, the results are always lower for
maté. Insulin values before and after EIP also showed no significant difference. However,
the overweight/obese group experienced a greater reduction of insulin values and HOMA-

IR after maté consumption (Table not shown).

In the OGTT test, we evaluated the area under the curve (AUC) obtained after
consumption of 75 g of dextrose (Figure 5). We also checked the glucose content after
0.5, 1, 1.5, 2 and 3 hours after the dextrose administration. We did not notice a statistically
significant difference between the treatments with EIP and PLB, but the glucose

concentrations are lowest at all analyzed time (Table 4).

3. Discussion
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Improvement of glycemic metabolism: The main finding from this trial is that four
weeks consumption of maté extract with known content of phenolic compounds (CQAS),
cause significant decrease in fasting blood glucose before and after the intervention in
normal to overweight and hyperlipidemic volunteers. The study also demonstrated that
other glycemic (INS, HOMA-IR and OGT) and lipidemic (HDL-c) parameters, not

significantly, improved with the maté extract consumption.

The reduction of fasting glucose was observed in another human trial performed with
maté, using other ingestion forms. The consumption of about 1.0 liter of roasted maté for
60 days containing approximately 1.7 g of total phenols, being the chlorogenic acid in
higher concentration (221.8 mg), reduced fasting glucose in T2DM individuals (23). After
the intervention time, the fasting glucose decreased 17% when compared with the baseline
levels. However, clinical trials with daily dose of approximately 850 mg CGAs during 6
weeks (27) investigated the effect of maté extract on glucose metabolism but the changes

were not significantly.

The consumption of other beverages rich in CQAs, such as coffee, was also able to
influence glycemic metabolism. In a randomized controlled trial (28), allocated to a 16-
week intervention with consumption of 5 cups of caffeinated or decaffeinated instant
coffee per day, the caffeinated coffee group showed decrease in the 2-hour concentration.
The amount of total phenol was not calculated in this research. Van Dijk et al. (7)
investigated the acute effect on postprandial glucose and insulin concentrations and
showed in this randomized crossover trial, that the fasting glucose decreased significantly
when the subjects consumed 12 g of decaffeinated coffee containing 1 g of chlorogenic

acid.
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Phytochemicals intake: The ingestion of phenolic compounds and methylxanthines by
volunteers from the encapsulated mate extract was close to the traditional consumption
of chimarrdo. In a previous study (25) we estimated that chimarrédo drinkers consume
about 512.5—1,708.5 mg/day of phenolic compounds, and in the current clinical study the
volunteers consumed about 580 mg/day, being that among the CGAs quantified, the di-
caffeoylquinic acids are predominating (Table 2). Traditional mate beverages are an
important source of phenolic compounds, mainly derivatives of chlorogenic acids, whose
properties on lipid and glycemic metabolism have already been reported in others studies

(23, 29).

Possible mechanisms: As can be seen in Figure 4, there was no difference in insulin
concentration between treatments, this suggests that glucose reduction does not involve
insulin stimulation. Some mechanisms may explain the reduction of glucose without
altering the insulin concentration, for examples, the reduction of glucose uptake in the
small intestine via inhibition of glucose-6-phosphate translocase and reduction of the
glucose-transport-induced sodium gradient are dominant mechanisms of glucose reduction
(30, 31). There is strong evidence that chlorogenic acid increases the production of incretin
hormone, glucagon-like peptide-1 (GLP-1), possibly due to reduction glucose uptake.
GLP-1 acts on beta cells through cAMP-dependent mechanisms to promote the synthesis
and activity of the IDX-1 transcription factor in beta-cells (32, 33); another explanation is
that CGAs potentiates the effect of insulin by promoting activity similar to metformin (34,

35).

Improvement in lipid metabolism was registered with dyslipidemic individuals on

statin therapy. The consumption of mate infusion increased significantly HDL-c by 6.2%
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after 40 days (29). In another randomized, double-blind trial (27), HDL-c levels tends to
increase in mate group after consumption of mate capsules for 12 weeks. The amount of
CGAs was not showed. A probable mechanism involves the chlorogenic acids that protect
Paraoxonase-1 (PON-1) in human HDL-c from inactivation caused by oxidative processes
(36). PON-1 is an antioxidant enzyme carried by HDL and protects atheroma plaque

formation (37).

The intervention failed to cause significant changes in most biochemical variables.
However, the results obtained in HDL-c and glycemic metabolism (GLU, INS, HOMA-IR
and OGTT) values drew attention due to the trend of improvement in these parameters. It
is likely that the amount of maté polyphenols ingested by volunteers and the consumption
time of intervention (28 days) was not sufficient to change significantly the mentioned

parameters.

Somehow, the evaluation of the results and the information available in the
scientific literature shows the potential health benefits of mate on metabolism. The specie
has a nutraceutical potential, and the maté consumption should be stimulated in habitual
non-consumer populations or even be used as a dietary supplement in order to prevent
disorders related to the metabolic syndrome. In conclusion, we demonstrated that the maté
consumption was positive to improve glycemic parameters and that it encourages studies

with maté as a nutritional source of dicaffeoylquinic phenolic compounds.
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Table 1. Baseline characteristics of the study population at screening (n = 34).

Mean + SEM Range

Age,y 50.26 = 0.78 45-63
BWE, kg 816+21 57.6 -106.4
BMI, kg/m? 27.3+0.6 20.0-335
PUL, b.p.m 69.35+2.72 40 - 136
SBP, mm Hg 122 £2.16 98 — 160
DBP, mm Hg 80 + 2.05 60 - 116
WCI, cm 94 +1.64 75-113
Triglycerides, mmol/L 1.63+£0.16 0.66 — 4.55
Total cholesterol, mmol/L 558 £0.17 3.72-8.04
HDL cholesterol, mmol/L 1.37+£0.06 0.96 —2.28
LDL cholesterol, mmol/L 341+0.15 1.75-551
GLU, mmol/L 523+0.1 4.06 —6.42
Creatinine, umol/L 84.45 + 3.3 24.75-115.80
Urea, mg/dL 34.18+1.35 18.50 — 54.30
Alanine Transaminase, U/L 24.11+£1.36 8.30 — 45.00
Aspartate. Transaminase, U/L 22.02+£1.33 11.10-54.00
Framingham risk score, % 11.09£1.0 3.30-25.30
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Table 2. Phenolic compounds of the maté extract consumed in the study.

Amount / Caps Daily Intake

Compounds % (w/w)
(mg) (mg)

3-O-caffeoyl quinic acid 4.91 12.28 110.49
5-O-caffeoyl quinic acid 3.19 7.98 71.82
4-O-caffeoylquinic acid 3.87 9.67 87.07
>'-Mono-O-caffeoylquinic acids 11.97 2993 269.38
3,4-Dicaffeoylquinic acid 297 7.44 66.93
3,5-Dicaffeoylquinic acid 4.40 10.99 98.95
4,5-Dicaffeoylquinic acid 6.49 16.23 146.14
> -Di-O-caffeoylquinic acids 13.87 34.67 312.01
>-Mono and Di-O-caffeoylquinic

cids 25.84 64.60 581.39
Caffeine 3.32 8.32 74.87

Theobromine 0.35 0.88 7.93




Table 3. Effects of the intervention on antropometric and biochemical measures! (n = 34).
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Least-squares means = SEMs

Parameters EIP PLB EIP - PLB P adj
SBP, mm Hg 119.57 +1.38 121.08 +1.38 -1.51 +1.54 0.76
DBP, mm Hg 76.05 +1.99 77.52 £1.99 -1.46 +1.70 0.82
PUL, bpm 66.73 + 1.33 67.32 +1.33 -0.58 + 1.56 0.98
WCI, cm 93.72+0.63 93.51+0.63 0.21+0.51 0.97
BWE, kg 81.76 £ 0.34 81.96 £ 0.34 -0.20 £ 0.24 0.85
BMI, kg/m? 27.17+0.11 27.24+0.11 -0.066 + 0.082 0.85
TC, mmol/L 4.97+0.14 4.94+0.14 0.032+0.18 0.99
HDL-c, mmol/L 1.41+0.04 1.34+1.34 0.065 + 0.046 0.49
LDL-c, mmol/L 2.94+0.13 2.89+0.13 0.057 +0.17 0.99
TGY, mmol/L 1.51+0.13 1.63+0.13 -0.12+0.16 0.89
GLU, mmol/L 4.42 +0.09 459 +0.09 -0.36 +0.37 0.99

LEIP, llex paraguariensis extract; PLB, placebo. Statistical analyses were performed on least-

squares means.
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Table 4. Distribution of glucose metabolism and OGTT after consuming capsules containing

EIP and PBL (n=34).

Least-squares means + SEMs

Glucose, mmol/L

Time (h) EIP PLB EIP-PLB P adj
0 4.37+0.28 4.72+0.28 -0.36 +0.37 0.99
0.5h 7.57+0.28 7.92 +0.28 -0.36 +0.37 0.99
1h 6.95+ 0.28 7.11+0.28 -0.16 + 0.37 1.00
1.5h 5.76 + 0.28 5.93+0.28 -0.18 + 0.37 1.00
2h 4.81+0.28 5,57+ 0.28 -0.75 + 0.37 0.67
3h 3.87+0.28 3.88+0.28 -0.01+0.37 1.00

AUC, mg/L x min 19.57 +0.76 20.71+£0.76 -1.14 £ 0.98 0.25

Insulin, pUI/mL 7.61+1.85 8.98 + 1.85 -1.38£2.00 0.90

HOMA-IR 0.95 +0.23 1.22+0.23 -0.27+0.24 0.68

1 Mixed models are adjusted for baseline value. EIP, llex paraguariensis extract; PLB,
placebo (PROC MIXED; SAS Institute).
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Figure 1. Diagram of flow of participants during the study. EIP = llex paraguariensis

extract; PLB = placebo.
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Figure 2. Representative HPLC-DAD chromatogram of I. paraguariensis extracts (EIP),
signal at 265 and 325 nm. The indicated compounds are (1) theobromine, (2) 3-O-
caffeoylquinic acid (3-CQA), (3) 5-O-caffeoylquinic acid (5-CQA), (4) 4-O-caffeoylquinic
acid (4-CQA), (5) caffeine, (6) 3,4-di-O-caffeoylquinic acid (3,4-diCQA), (7) 3,5-di-O-
caffeoylquinic acid (3,5-diCQA), and (8) 4,5-di-O-caffeoylquinic acid (4,5-diCQA).
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Figure 3. Signifficant effect (P<0.0002) of EIP (llex paraguariensis extract) intervention on
fasting glycemic means + SEMs with Tukey adjustment. (n=34) (GraphPad Prism 6); TO =
initial value; T28 = value after 28 days of treatment with EIP. Means between TO and T28

were statistically different based on Tukey test comparisons (P < 0,05).
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Figure 4. Distribution of glycemic markers after consuming capsules containing EIP and
placebo PBL (Fasting glucose, N = 34; Insulin an HOMA-IR, N = 11). Values are medians *
SEMs. EIP = llex paraguariensis extract; PLB = placebo (Minitab 17, Statistical Software).
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Figure 5. Difference of GLU concentration between treatments in the OGTT test. EIP = Ilex

paraguariensis extract; PLB = placebo (GraphPad Prism 6, Statistical Software).
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6 CONCLUSOES

Podemos concluir com os resultados obtidos até 0 momento que:

I — O consumo de capsulas de erva-mate contendo compostos fendlicos em
concentracdo préxima ao consumo tradicional de bebidas tipicas proporciona

beneficios sobre 0 metabolismo glicémico;

I1 - O consumo de bebidas tipicas como tereré e chimarrao apresentam alta capacidade

de extracdo dos compostos fendlicos e cafeina;

Il — Apesar do tereré extrair mais compostos fendlicos do que o chimarrdo, a
frequéncia de consumo do chimarrdo é superior e 0 nimero de individuos que
compartilham a ingestdo do chimarrdo é inferior ao tereré. Por esse motivo a
quantidade de compostos extraidos € compensada no chimarrdo; A granulometria do
chimarrdo dificulta a passagem da dgua para a cuia e reduz a sua capacidade extrativa;

IV — O chimarrdo extrai mais compostos di-cafeoilquinicos e o tereré extrai mais

mono-cafeoilquinicos;

V — O consumo de erva-mate reduz significativamente a glicemia plasmatica em
voluntarios sadios; Além disso, hd& uma tendéncia de melhora do metabolismo
glicémico com o consumo de erva-mate, pois houve discreta reducdo da resisténcia a
insulina e HOMA-IR;

VIl — No metabolismo lipidico, notou-se um leve aumento dos niveis de HDL-c

especialmente nos individuos sobrepeso;

VIIl — Podemos assumir que um aumento da dose de erva-mate e ao longo do
consumo tradicional poderia aumentar a quantidade de CQAs absorvidos e auxiliar na
prevencdo de complicacdes da sindrome metabolica, como a diabetes melittus tipo 2 e

as dislipidemias.
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7 ANEXOS

7.1 Parecer da aprovagdo do Comité de Etica
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.): aplicagdo em produtos promotores da saude.
Avaliagdo sobre a salde cardiovascular.
Pesquisador: Euclides Lara Cardozo Junior
Area Tematica:
Versédo: 4
CAAE: 22531313.5.0000.0109
Instituicao Proponente: ASSOCIACAO PARANAENSE DE ENSINO E CULTURA

Patrocinador Principal: ASSOCIACAO PARANAENSE DE ENSINO E CULTURA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 629.290
Data da Relatoria: 24/04/2014

Apresentacéo do Projeto:

Trata-se de uma emenda do projeto inicial, que trata do estudo da Erva-Mate (llex paraguariensis ST. Hil.)
com sua aplicagao em produtos promotores da saude, realizando procedimento de avaliagdo envolvendo a
salde cardiovascular.

A emenda esta propondo o acréscimo de outros pesquisadores bem como a alteragao de protocolo (de
coleta de urina e da analise metabolémica das amostras de urina).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar o consumo da erva-mate (llex paraguariensis) e verificar efeitos benéficos sobre a saude
cardiovascular no consumo de produtos com teor padronizado de compostos fenélicos.

Objetivo Secundario:

- Quantificar o aporte de compostos fenélicos em consumidores de erva-mate na regido de Toledo.

- Verificar o efeito do consumo de erva-mate em biomarcadores relacionados a saude cardiovascular em
humanos.

- Avaliar a atividade antilipidémica e anti-inflamatéria da erva-mate em individuos submetidos a stress pos-
prandial. = Descrever possiveis alteragdes na expressao de genes de células

¢ Praga Masc: de Moraes, 8482
Bairro: Umuarama CEP: 87.502-210
UF: PR Municipio: UMUARAMA
Telefone: 4436-2128 Fax: 4436-2128 E-mail: cepeh@unipar.br
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sanguineas circulantes que possam estar relacionadas a protegao vascular.
- Determinar a biodisponibilidade do perfil de compostos fenélicos apds o consumo de erva-mate através de
analise metaboldmica.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Conforme relata o projeto, quanto aos -

Riscos:

O produto a ser testado (extrato de erva-mate) € amplamente consumido como alimento e sua possivel
toxidade foi verificada em animais onde ndo demonstrou nenhum potencial efeito toxico. Os individuos
participantes da pesquisa ndo serao expostos a nenhum risco além dos intrinsecos a utilizacdo de técnicas
de coleta de amostras amplamente aceitos na pratica médica. Seréo solicitadas andlises laboratoriais que
fazem parte da rotina terapéutica para pacientes do sistema publico de satde. Serao realizadas coletas
sanguineas durante o desenvolvimento do estudo e teste de tolerancia a glicose. Os participantes irdo
consumir uma carga de glicose para simular stress po6s prandial. Os participantes terdo acompanhamento
médico e avaliagao periédica de suas fungdes vitais.

Beneficios:

Os participantes da pesquisa terdo acesso as informagoes produzidas relacionadas a satde cardiovascular.
Quanto aos resultados da pesquisa,novas estratégias de prevencao de doencgas cardiovasculares tendo
como foco o consumo de produtos tradicionalmente consumidos na regido pode trazer beneficios para toda
a sociedade, com a valorizagédo dos habitos de consumo tradicionais.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa se apresenta de forma conclusiva e pode ser executada, uma vez que os pesquisadores
contemplaram todos os requisitos éticos para a sua realizagdo, uma vez que, o estudo de metabolémica
permitira conhecer a dinamica dos compostos da erva mate

absorvidos e excretados pela urina e permitira tragar inferéncias sobre os possiveis

mecanismos relacionados a sua atividade.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
DECLARAGAO DE PERMISSAO DE UTILIZAGAO DE DADOS ;, Este documento se apresenta de forma
satisfatéria com a autorizagao pelo responsavel do local (Instituicdo) onde a pesquisa sera
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realizada.

Recomendacées:

Salientamos que os procedimentos devem assegurar a confidencialidade, a privacidade, a protecdo da
imagem e a ndo estigmatizagdo, garantindo a nao utilizagéo das informagdes em prejuizo das pessoas e/ou
comunidade, inclusive em termos de autoestima, de prestigio econémico e/ou financeiro.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgodes:

Prezados pesquisadores, vosso projeto foi aprovado sem restricoes.

De acordo com o Conselho Nacional de Salde, Resolugédo 466/2012:

O termo de consentimento livre esclarecido deve ser elaborado em duas vias, sendo uma retida pelo sujeito
da pesquisa, ou por seu representante legal, e uma arquivada pelo pesquisador.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

UMUARAMA, 29 de Abril de 2014

Assinador por:
Nelton Anderson Bespalez Corréa

(Coordenador)
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