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RESUMO

A erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) é uma espécie nativa da América do Sul, muito
utilizada no preparo de bebidas estimulantes. As folhas e ramos utilizados no preparo destas
bebidas ndo sdo consumidos na sua forma in natura ou bruta, ao contrério, eles passam por
uma série de processamentos industriais como o sapeco, secagem, moagem e envelhecimento.
As condi¢des de processamento podem modificar as caracteristicas sensoriais assim como
podem influenciar diretamente a quantidade final de substincias bioativas presentes na erva-
mate. As principais classes de compostos bioativos encontrados na erva-mate sdo as
metilxantinas, os polifendis e as saponinas. Essas substincias sdo responsaveis por uma série
de efeitos benéficos, como a atividade antioxidante, hipocolesterolemiante, anti-obesidade,
anti-inflamatoria e cardioprotetora. Porém, ndo foram encontrados na literatura, estudos que
correlacionem a atividade da erva-mate sobre o metabolismo de proteinas. Assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar o metabolismo de aminoécidos e de lipidios em ratos tratados com
extrato aquoso de erva-mate comercial e bruta. Foram utilizados 30 ratos Wistar machos
divididos em trés grupos: grupo controle (CTR): animais tratados com ra¢do padrao e agua ad
libitum, grupo da erva-mate comercial (COM) e grupo da erva-mate bruta (BRU): animais
tratados com racdo padrdo e extrato de erva-mate comercial ou bruta ad libitum,
respectivamente. Além da captagdo do acido aminoisobutirico (AIB-'*C), da oxidagdo de L-
alanina-'*C e da sintese de proteinas a partir de Leucina-'*C, também foram avaliados o peso
corporal, os niveis séricos de insulina, glicose, colesterol total, triglicerideos, ureia, proteinas
totais e os indices das gorduras retroperitoneal e epididimal e a respectiva atividade lipolitica
desses tecidos. O tratamento com o extrato de erva-mate comercial aumentou
significativamente a captagdo de AIB-'*C no figado. Ambos os tratamentos com extrato
aquoso de erva-mate comercial e bruta reduziram drasticamente a sintese de proteinas no
figado e o peso das gorduras retroperitoneais e aumentaram os niveis de lipdlise do tecido
adiposo epididimal. Apenas o grupo COM reduziu significativamente o ganho de peso dos
animais enquanto que apenas o grupo BRU reduziu os niveis séricos de triglicerideos. Ambos
os extratos COM ou BRU ndo modificaram o metabolismo de proteinas no musculo soleo.
Este trabalho demonstrou pela primeira vez que a erva-mate ¢ capaz de interferir no
metabolismo hepatico de aminodcidos e no metabolismo de lipideos, sem interferir no
metabolismo de proteinas do musculo esquelético. Além disso, foi observado que alguns
efeitos estdo diretamente relacionados a proporc¢ao entre os compostos bioativos presentes nos

extratos, visto que os extratos de erva-mate comercial e bruta diferiram em varios resultados.



ABSTRACT

Yerba mate (Ilex paraguariensis A.St.-Hil.) is a native specie from South America, widely
used in the preparation of stimulant drinks. The leaves and branches used in these drinks are
not consumed in the natural or gross form, rather, they undergo a series of industrial processes
such as singeing, drying, milling and aging. The processing conditions can modify the sensory
characteristics and can directly influence the final amount of bioactive substances present in
yerba mate. The major classes of bioactive compounds found in yerba mate are
methylxanthines, polyphenols and saponins. These substances are responsible for a number of
beneficial effects such as antioxidant activity, cholesterol lowering activity, anti-obesity, anti-
inflammatory and cardioprotective effects. However, weren’t found in the literature, studies
that correlate the activity of yerba mate on proteins metabolism. The aim of this study was to
evaluate the amino acids and lipids metabolism on rats treated with aqueous extract of
commercial or gross yerba mate. We used 30 male Wistar rats divided into three groups:
control water group (CW): animals treated with standard chow and water ad libitum,
commercial mate group (CM) and gross mate group (GM): animals treated with standard
chow and aqueous extract of commercial or gross yerba mate ad libitum, respectively. Beyond
the uptake of aminoisobutiric acid (AIB-'*C), the oxidation of L-alanine-'*C and protein
synthesis from Leucine-'*C, were also evaluated body weight, seric levels of insulin, glucose,
total cholesterol, triglycerides, urea, total protein and fat contents of retroperitoneal and
epididymal and the lipolytic activity of these tissues. The treatment with the commercial
yerba mate extract significantly increased uptake of AIB-'"*C in the liver. Both treatments with
aqueous extract of commercial and gross yerba mate drastically reduced protein synthesis in
the liver and retroperitoneal fat weight and increased levels of epididymal adipose tissue
lipolysis. Only the CM group significantly reduced the weight gain of the animals while only
the GM group reduced levels of seric triglycerides. Both extracts CM or GM did not change
the protein metabolism in the soleus muscle. This study first demonstrated that yerba mate is
able to interfere with the hepatic metabolism of amino acid and lipid metabolism, without
interfering with protein metabolism in skeletal muscle. Moreover, it was observed that some
effects are directly related to the ratio of bioactive compounds present in the extracts, whereas

extracts of commercial yerba mate and gross yerba mate differed in several outcomes.
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1 INTRODUCAO

1.1 Erva-mate (Ilex paraguariensis)

1.1.1 Aspectos botanicos

A erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) também conhecida como mate ou
congonha, ¢ uma espécie arbdorea nativa da América do Sul da familia Aquifoliaceae. A
familia Aquifoliaceae compreende aproximadamente 660 espécies, sendo a maioria delas
pertencentes ao género Ilex. Ocorrem no Brasil cerca de 60 espécies de Ilex (Agostini e
Chesini, 2001).

A arvore apresenta uma copa densa e muito ramificada podendo chegar até 15 metros
de altura, porém, quando podada, ndo passa de 7 metros e em sistemas agricolas com
adensamento e podas, a altura ndo ultrapassa 2 metros. O caule possui cor acinzentada,
geralmente com 20 a 25 centimetros de diametro, podendo alcancar 50 centimetros
(Mazuchowski, 1989). As folhas sdo de coloracdo verde escura, de 6 a 20 centimetros de
comprimento, simples, oblongas, alternas, curto-pecioladas, com margens crenadas ou
serradas (Figura 1). As flores sdo pequenas, brancas, unissexuais, em fasciculos axilares,
ocorrendo normalmente na mesma inflorescéncia flores masculinas e femininas. Produz frutos
avermelhados, globosos, de polpa carnosa com 5 a 8 sementes (Lorenzi, 2008). Floresce de
outubro a novembro e da frutos de margo a junho. Pode ocorrer em regides montanhosas e
suporta temperaturas de até seis graus negativos (resiste inclusive em regides onde
comumente ocorrem tempestades de neve). A planta necessita de um regime com ndo menos

de 1200 mm de chuva anual e temperatura entre 21°C - 22°C (Heck e De Mejia, 2007).

Franz Eugen Kohler,
Kohler's Medizinal-Pflanzen

Tlex paraguariensis A. St.-Hil.
Figura 1 — Ilustragdo botanica das folhas, flores e frutos da erva-mate (Ilex paraguariensis).



1.1.2 Distribui¢do geogrdfica

O género Ilex possui distribuicao natural em zonas tropicais, subtropicais e temperadas
da América do Sul, exceto, em regides desérticas. A Ilex paraguariensis esta distribuida em
uma 4rea de aproximadamente 540.000 km® (latitude de 21° até 30°S e longitudes de
48°30’até 56°10°W) em altitudes que variam entre 500 a 1500 metros sobre o nivel do mar,
compreendendo territorios do Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai (Mazuchowski, 1989,
Heck e De Mejia, 2007). Sua area de dispersdo no Brasil é de 450.000 km® abrangendo o
centro-sul e sudoeste do Parana, quase todo o estado de Santa Catarina, centro-norte do Rio
Grande do Sul, sul do Mato Grosso do Sul e manchas em Sao Paulo, Rio de Janeiro ¢ Minas
Gerais (Valduga, 2003). Na Argentina abrange a Provincia de Missiones, parte da Provincia
de Corrientes e pequena parte da Provincia de Tucuma e no Paraguai a area entre os rios
Parana e Paraguai. No Brasil, sua distribui¢do representa cerca de 5% do territério nacional e

na América do Sul corresponde a 3% da area (Mazuchowski, 1989).

1.1.3 Origem, uso e importdncia socioeconomica da erva-mate

O consumo de bebidas a base de erva-mate tem origem a centenas de anos. As folhas
eram utilizadas pelos antigos aborigenes da América do Sul e também pelos Incas, Guaranis e
Quichuas. O nome “mate” tem origem da palavra quéchua “mati” que significa cuia, um
vasilhame feito do porongo (fruto da Lagenaria siceraria), que juntamente com a bomba
(canudo de metal com um pequeno filtro achatado em uma das pontas) ¢ utilizada até os dias
de hoje para fazer a infusdo, bebida conhecida pelo nome de “chimarrdao” (Reitz ef al., 1988).
Os jesuitas espanhodis conheceram o habito do “mate” ao entrar em contato com os indios
Guarani e espalharam o uso da erva-mate entre os “ndo-indigenas”, efetuando a sua
industrializacdo, comercializagdo e desenvolvendo técnicas de germinacdo de sementes
(Mazuchowski, 1989).

As folhas e ramos da erva-mate sdo utilizadas no preparo de quatro diferentes tipos de
bebidas: o chimarrdo ou mate, consumidos no sul do Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai; o
tereré, consumido principalmente no Paraguai e no centro-oeste do Brasil; o mate soluvel,
muito popular no sudeste do Brasil, principalmente em S3o Paulo e Rio de Janeiro; e o cha
mate, consumido no sul e sudeste do Brasil e Argentina (Bastos et al., 2007, Morais et al.,

2009, Bracesco et al., 2011).



O tradicional chimarrdo consumido no sul do Brasil ¢ preparado com uma grande
quantidade de erva-mate previamente umedecida e compactada em um dos lados da cuia,
servido com agua quente e bebido através da bomba (que atua como um filtro para as
pequenas particulas de erva-mate). O tereré, bebida original do Paraguai, ¢ preparado com
erva-mate (na mesma disposicdo do chimarrdo), porém, ao invés de uma cuia, o tereré ¢
servido em uma guampa (chifre bovino) com agua gelada ou em outras variagdes com suco de
limdo, laranja ou leite. Tanto o mate soltivel como o cha mate sdo obtidos a partir da “torra”
da erva-mate, porém, o mate soltivel ¢ consumido na forma de bebidas refrescantes, como um
cha gelado, podendo ser também flavorizado e o cha mate ¢ preparado como qualquer outro
cha de ervas em sachés e normalmente ¢ consumido quente.

Além do uso para a preparagdo das bebidas anteriormente citadas, na ultima década,
houve um aumento expressivo do uso da erva-mate como ingrediente de outros produtos nao
tradicionais, tais como cervejas, balas e cremes. Até o ano de 2006 foram registradas cerca de
30 patentes internacionais de produtos feitos com Illex paraguariesis, dentre eles pode-se
encontrar: cosméticos com efeitos emagrecedores, suplementos termogénicos/redutores de
peso, bebidas energéticas, suplementos para redugcdo de glicose e colesterol, bebida para
pratica esportiva, cosméticos de cabelo, entre outros (Bastos et al., 2007, Bracesco et al.,
2011).

Nos paises sul-americanos, o chimarrdo ou tereré sdao consumidos por milhdes de
pessoas em propor¢des de quase um litro ou mais por dia e constituem as principais
alternativas ao café¢ e ao cha (Mosimann et al., 2006). O ato de beber chimarrdo ¢ um
processo continuo e normalmente acompanha atividades diarias, de tal forma, que 1 litro pode
ser bebido em cerca de 1 hora. O consumo de erva-mate tem uma importante conotacdo social
e o ato de oferecer e compartilhar cuias em uma roda de chimarrdo ¢ comparavel com as
cerimoOnias do cha em algumas culturas orientais (Bracesco et al., 2011).

A Argentina ¢ o maior produtor de erva-mate do mundo, possuindo cerca de 203.000
hectares de area colhida, o que representa uma producdo de mais ou menos 273.000 toneladas
de erva-mate por ano. O Brasil ¢ o segundo maior produtor, com 71.000 hectares de area
colhida e producdo de 230.000 toneladas de erva-mate com valor estimado em 119 milhdes de
reais por ano (FAOSTAT, 2011, IBGE, 2010). O Uruguai possui o maior valor per capta de
consumo: 6-8kg de erva-mate/pessoa/ano, enquanto que a Argentina estd em segundo lugar
com Skg/pessoa/ano. Apenas quatro estados do Brasil possuem o hédbito de beber chimarrao
ou tereré¢ (Rio Grande do Sul, Parand, Santa Catarina e Mato Grosso do Sul) e portanto, o seu

consumo per capta ¢ reduzido em comparacao a outros paises (Bracesco et al., 2011).



1.1.4 Processamento da erva-mate

As folhas e os ramos da erva-mate normalmente ndo s3o consumidos e
comercializados na sua forma bruta ou in natura, ao contrario, eles passam por diversas
etapas de processamento resultando no produto final que ¢ a erva-mate destinada a fabricagao
de chimarrdo, ou simplesmente designada de “erva-mate comercial”. A industria ervateira é o
setor que processa a matéria-prima alimenticia da erva-mate e modifica as condigdes de
processamento, modificando o sabor e o aroma, de acordo com o tipo de produto que se
deseja produzir (Heck e De Mejia, 2007). O beneficiamento da erva-mate para chimarrdo
normalmente consiste em: colheita, sapeco, secagem, trituracdo, armazenagem, moagem,
mistura, empacotamento e distribuicao (Schifel, 1997 apud Valduga, 2003).

O sapeco mecanico consiste em um processo realizado logo apds a colheita, onde as
folhas e alguns ramos da erva-mate sdo colocados em contato direto com as chamas da
queima de lenha de uma fornalha. A erva-mate disposta sobre um transportador de correia ¢
conduzida até o sapecador, onde desloca-se em queda livre por cerca de um metro de altura,
em escoamento cruzado com as labaredas da fornalha, o que ocorre em cerca de 2 segundos.
Apos esta etapa ela é escoada juntamente com os gases de combustdo através de um grande
cilindro de ferro. As folhas e ramos de erva-mate sdo elevadas até determinada altura e depois
escoam em cascata devido ao movimento giratorio e a presenca de aletas dispostas na parede
interna desse cilindro, avangando gradativamente pela acdo da forga de arraste dos gases da
combustdo e pela inclinagdo das aletas (Valduga, 2003). A temperatura varia de 250 °C a
500°C, e a erva-mate pode permanecer nessas temperaturas pelo intervalo de dez segundos a
um minuto (Agostini e Chesini, 2001). Esta etapa é crucial, pois a acdo prolongada das
chamas pode queimar as folhas e a falta de calor das labaredas pode causar o seu
enegrecimento por oxidagdo, comprometendo assim, o sabor, o aroma, o aspecto e a qualidade
do produto. Quando bem executado, o sapeco resulta em folhas de coloragao uniforme, verde-
amareladas tendendo a verde-oliva e desprendem aroma agradavel (Souza, 1937 apud
Valduga, 2003). A finalidade desta operacdo ¢ de abrir os vasos da folha e estomatos através
de uma intensa sudacdo, provocando reducdo da umidade para impedir a fermentacdo e
inativando enzimas que poderiam ocasionar o escurecimento das folhas (peroxidases e
polifenoloxidases) (Agostini e Chesini, 2001).

Na etapa de secagem ou torrefacdo o calor ¢ indireto, usa-se a secagem por convec¢ao
em um secador rotativo (parecido com o cilindro rotativo da etapa do sapeco), existindo,

também, aletas internas para o direcionamento do escoamento da folhas, axialmente ao eixo
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do secador. A secagem ¢ feita com gases oriundos da combustdo de lenha em uma fornalha.
Neste processo a umidade das folhas passa de aproximadamente 11% para 4,5%. Esta
operagdo pode necessitar de até 4 horas para estar completa, dependendo das condigdes
operacionais ¢ do secador (Maccari e Santos, 2000). Além do secador rotativo, podem ser
encontrados em algumas ervateiras do Brasil, os secadores de correia perfurada ou secadores
de esteira. Quando o processo de secagem ¢ realizado no secador rotativo, a trituragdo ocorre
logo apds o sapeco e antes da etapa de secagem. Quando o processo de secagem ¢ realizado
no secador de esteira, a trituragdo ocorre apos a etapa de secagem (Valduga, 2003).

A erva-mate ¢ triturada em trituradores automatizados e passa a denominar-se
cancheada, constituindo-se no subproduto para as industrias de beneficiamento, utilizada
especialmente para a preparagao do cha mate e erva para chimarrao.

A erva-mate cancheada ¢ “estacionada” ou armazenada em sacos ou barris por um
periodo de tempo, para que se acentuem as suas propriedades. O tempo de envelhecimento ou
armazenamento depende se o produto ¢ destinado ao mercado interno ou do tipo exportagao.
Para o mercado interno, o periodo de armazenagem varia de 3 a 15 dias, enquanto que, para o
produto destinado ao mercado externo, o periodo de armazenagem ¢ de no minimo 3 meses a
1 ano (para que o produto adquira coloracdo amarela e sabor caracteristico). ApoOs esse
periodo a erva-mate ¢ entdo peneirada, misturada nas propor¢des adequadas de folhas, goma e
palitos, de acordo com o produto desejado e com a legislacdo vigente. Na erva-mate para
chimarrdo, efetua-se a moagem do material para reduzir a granulometria, utilizando-se um
moinho de soque. Conforme o tipo de produto também sdo feitas misturas ou adicionados
ingredientes para a geracdo de produtos diferenciados. Dependendo da granulometria, da
propor¢do entre folhas, goma e ramos e dos produtos adicionados, a erva-mate pode ser
classificada como: erva-mate tradicional para chimarrdo (padrdo nacional-1 — PN-1), pura
folha, moida grossa, erva-mate para tereré, composto de erva-mate (com adicdo de outros
chés), erva-mate com adi¢@o de agucar, entre outras (Valduga, 2003). Por fim, o produto final
¢ empacotado em sacos de papel, plastico ou laminado com rotulagem impressa (conforme
legislagdo) e esta pronto para ser distribuido e comercializado.

Sabe-se que as condi¢des de processamento, tais como tempo e temperatura utilizados
nas etapas de sapeco e secagem, assim como outros parametros como o solo, época do ano,
clima e variabilidade genética variam entre os fabricantes e tém influéncia direta sobre a
qualidade, caracteristicas sensoriais e quantidade de substincias bioativas do produto final
(Heck e De Mejia, 2007; Bastos et al., 2007; Resende et al., 2000). Nas etapas de sapeco,

secagem ou torrefacdo ocorrem reagdes de pirdlise, ocasionadas pelas altas temperaturas,
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resultando em uma mudanca significativa da composi¢ao quimica das folhas. Isto pode ser
observado durante o sapeco das folhas de erva-mate, onde ocorre uma reducao do contetido de
glicose e frutose, com consequente aumento no teor de sacarose, devido a desidratagdo e
condensagao dos monossacarideos (Paredes, 2000).

De fato, Esmelindro et al. (2002) demostraram que as etapas de processamento
industrial como o sapeco e a secagem das folhas de erva-mate em diferentes linhas de
processamento,  diminuiram significativamente os niveis de cafeina e proteina em
comparagdo com folhas de erva-mate que so6 foram secas por 5 minutos em um micro-ondas.

Outro estudo de Cardozo et al. (2007) analisou a variacdo da concentragdo de
metilxantinas (cafeina e teobromina) e compostos fendlicos (acido clorogénico e acidos
caféicos) em folhas de 16 progénies de erva-mate correlacionando-as com a procedéncia e
local de cultivo. Foram encontradas diferengas significativas nos teores de metilxantinas totais
e nos teores de cafeina e teobromina entre as progénies, e, a localidade de cultivo e
procedéncia influenciaram significativamente nestes pardmetros. Também houve diferencas
significativas entre as quantidades de polifendis totais, dcido clorogénico e 4cido caféico entre
as progénies quando relacionados com a localidade de cultivo.

Em um recente estudo publicado pelo nosso laboratorio (Silva et al., 2011) foi
verificado que o extrato aquoso de erva-mate bruta ou in natura apresentou quantidades
significativamente maiores de saponinas totais, metilxantinas totais, cafeina, teobromina e
acucares totais quando comparado ao extrato aquoso de erva-mate comercial, demonstrando a
influéncia da temperatura nos estagios de processamento da erva-mate sobre a quantidade de

compostos bioativos no produto final.

1.1.5 Composi¢cao quimica e propriedades farmacologicas da erva-mate

A erva-mate ¢ rica em uma variedade de substancias bioativas que tém demonstrado
importantes atividades biologicas benéficas a satide. Estas substincias podem ser divididas
em trés grandes grupos. O grupo das metilxantinas - onde os principais representantes sao a
teofilina, a teobromina e a cafeina - sendo a cafeina a que estd presente em maiores
quantidades seguida pela teobromina; o grupo dos polifendis, tendo como principais
representantes os acidos dicafeiolquinicos e o acido clorogénico, além de outros flavonoides
como a rutina, a quercitina e o canferol; e o grupo das saponinas, onde os principais
representantes sdo a matesaponina-1, matesaponina-3, chikusetsusaponina, entre outras

saponinas triterpénicas.
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Figura 2 — Principais compostos isolados da Ilex paraguariensis. Metilxantinas: (I) teobromina e (II) cafeina.
Polifendis: (III) acido neoclorogénico; (IV) acido clorogénico; (V) acido criptoclorogénico e (VI) rutina (R1: B-
D-rutinosideo). Saponinas: (VIla) matesaponina-1 (R2: B-D-glucopiranosil-(1—3)-a-L-arabinopiranosil; R3: -
D-glucopiranosil) and (VIIb) matesaponina-3 (R2: B-D-glucopiranosil-(1—3)-a-L-arabinopiranosil; R3: B-D-
glucopiranosil-(1—6)-p-D-glucopiranosil). Fonte: Silva et al., 2011.

Além dos inumeros fitoquimicos, também apresenta amplo perfil nutricional contendo
aminoacidos, fibras insoluveis, vitamina A, vitaminas do complexo B (B; ¢ B»), C ¢ E, ferro,
fosforo, cromo, calcio, potdssio, magnésio, zinco, niquel, cobre, manganés, sddio e aluminio
(Bastos et al., 2007, Heck e De Mejia, 2007, Vieira et al., 2008).

Algumas propriedades farmacoldgicas da erva-mate ja eram conhecidas pelos indios
sul-americanos e sdo utilizadas até hoje na medicina popular. E utilizada como estimulante,
por eliminar a fadiga e estimular a atividade fisica e mental, no tratamento de artrite,
reumatismo, e outras doengas inflamatorias, dores de cabeca, obesidade, por aumentar a
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frequéncia cardiaca e melhorar a circulagdo sanguinea, para tratar doengas renais e reduzir a
pressdo arterial, como inibidora de apetite, como digestiva, por acelerar o peristaltismo
favorecendo a evacuagdo e como diurética (Fagundes, 1980, Mosimann et al., 2006).

Muitas das propriedades da erva-mate citadas acima se devem a grande quantidade de
metilxantinas que ela contém. Metilxantinas sd3o uma classe de alcaloides de purinas. Os
alcaloides sdo compostos orgénicos ciclicos que possuem ao menos um atomo de nitrogénio
no seu anel carbonico, essa estrutura indica que os alcaloides sdo derivados de aminoacidos
ou de purinas. A cafeina e seu precursor teobromina sdo produzidas por mais de 60 espécies
subtropicais, incluindo o café¢ (Coffea arabica), o chéa verde (Camellia sinensis), a erva-mate
(Illex paraguariensis), o guarana (Paullinia cupana), a cola (Cola nitida) e o cacau
(Theobroma cacao)(Ashihara, 1996).

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) uma das metilxantinas encontrada em maior
concentracdo na erva-mate, ¢ uma das substancias derivadas de plantas com que o publico em
geral ¢ mais familiarizado e seu consumo normalmente estd associado a efeitos adversos a
saude. Os efeitos colaterais a curto prazo incluem: ansiedade, insonia, hiperglicemia,
tremores, nauseas, dores estomacais, aumento da pressdo arterial, suor frio e taquicardia. Por
outro lado, a cafeina também apresenta diversos efeitos benéficos ou desejaveis. Ela age no
sistema nervoso central estimulando principalmente areas corticais aumentando a vigilancia e
atividade mental, dando a sensacdo de maior concentracdo ou foco, aumenta a atividade do
sistema simpatico e por consequéncia os niveis de noradrenalina e adrenalina circulantes,
possui efeitos sist€émicos acelerando o metabolismo e o consumo de oxigénio pelos tecidos,
estimula a termogénese e aumenta a oxidagao de lipideos (Bastos et al., 2007).

Pang et al. (2008) avaliaram o efeito do tratamento com extrato de llex paraguariensis
adicionado a dieta hiperlipidica de ratos obesos. O extrato foi preparado através de uma
extracdo alcoolica (15%) de 500 kg de erva-mate. O solvente foi filtrado e evaporado ¢ a
pasta restante foi seca por pulverizagdo e adicionada na ragao hiperlipidica em uma proporg¢ao
de 0,24%. A suplementagdo da dieta hiperlipidica com o extrato de erva-mate reduziu
significativamente o peso corporal, o peso das gorduras viscerais, o tamanho dos adipdcitos,
os lipideos hepaticos e sanguineos, a glicemia e os niveis de leptina e insulina em comparagao
ao grupo que consumia somente a dieta hiperlipidica. Além disso, o extrato reverteu a
regulagdo para baixo induzida pela dieta hiperlipidica nos genes envolvidos na adipogénese
ou termogénese do tecido adiposo epididimal, como o receptor y2 ativado por proliferadores

de peroxissomos (PPARY2), a proteina ligadora do acido graxo do adipécito (aP2), a proteina



Ic ligadora do elemento regulado por esterois (SREBP-1), a 4cido graxo sintase (FAS), a
HMG-CoA redutase (HMGR) e as proteinas desacopladoras (UCP-2 e UCP-3). Este estudo
confirmou a habilidade da cafeina em estimular a termogénese, a oxidacdo de gorduras e a
lipdlise e demostrou que a llex paraguariensis pode exercer um efeito protetor contra
obesidade induzida por dietas hiperlipidicas em ratos.

Polifendis sdao uma classe de compostos que contém ao menos um anel benzénico
vinculado a um ou mais grupos de hidroxila (Heck e De Mejia, 2007). Muito do sabor, odor e
coloracdo de diversos vegetais sdo gerados pela presenca de compostos fendlicos. Estdo
amplamente distribuidos na natureza, encontrando-se presentes em frutos, folhas, sementes,
flores e cascas. Os niveis de polifenois encontrados nos extratos de erva-mate sdo superiores
aos encontrados no cha verde (Cammelia sinensis) e semelhantes aos do vinho tinto (Bracesco
etal.,2011).

Os 4cidos clorogénicos e acidos cafeiolquinicos sdo potentes antioxidantes atuando
como doadores de hidrogénio ou de elétrons para os radicais livres e como quelantes de ions
de metais de transicao (Bastos, 2007). De fato a atividade antioxidante da erva-mate foi
confirmada por Gugliucci (1995) quando ele observou que a oxidag¢do das lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) in vitro era inibida pelo extrato de llex paraguariensis. No ano
seguinte, 1996, Gugliucci testou o efeito antioxidante in vivo, em plasma de seres humanos.
Ele coletou o plasma de individuos em jejum uma hora antes e uma hora apds o consumo de
500mL de extrato aquoso de erva-mate e verificou que a auto-oxidac¢do induzida por cobre
nas LDLs dos individuos ap6s o uso agudo do extrato de erva-mate estava diminuida.

Apoés estes estudos pioneiros na area, diversos outros foram realizados incluindo
diferentes protocolos, dietas e modelos animais. Menini et al. (2007) demonstraram que a
ingestdo aguda do extrato aquoso de erva-mate inibiu a oxidagdo das lipoproteinas de alta
densidade (HDL) induzida por radicais peroxil e preservou as apolipoproteinas A-1 e a
atividade enzimatica da paraoxonase-1' (PON-1). Matsumoto et al. (2009) investigaram os
efeitos a curto e longo prazo do cha mate em mulheres saudéaveis. Este estudo demonstrou que
o consumo agudo de cha mate por uma semana promoveu uma reducao na oxidagao lipidica e
aumentou a capacidade antioxidante no plasma assim como aumentou a expressao génica das
enzimas antioxidantes como a catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e a glutationa

peroxidase (GPx). Boaventura et al. (2012) avaliaram o efeito a longo prazo (90 dias) da

1 . . . .
Paraoxonase-1 (PON1) € uma enzima antioxidante carregada pela HDL, que tem um efeito protetor contra a
formacdo de placas de ateroma.



ingestdo do chd mate com ou sem intervengdo dietética em marcadores de estresse oxidativo
em individuos dislipidémicos. Na intervencdo dietética os pacientes eram aconselhados a
consumir maiores quantidades de frutas, legumes e vegetais. O estudo demonstrou que o
grupo que recebeu apenas intervencdo dietética e o grupo que consumiu chd mate +
intervenc¢do dietética aumentaram o consumo de vitamina C. Além disso, todos os grupos (cha
mate; interven¢do dietética; e cha mate + intervencao dietética) apresentaram um aumento na
capacidade antioxidante do plasma e dos niveis de glutationa reduzida (GSH), porém, nao
houve diferenga significativa nos valores de hidroperdxidos lipidicos (LOOH), carbonilas ou
paraoxonase-1.

As saponinas sdo compostos amargos, soluveis em agua, formadores de espuma,
encontrados em diversos tipos de plantas e acredita-se ser um dos fatores responsaveis pelo
sabor amargo da erva-mate (Heck e De Mejia, 2007). Sua estrutura possui uma parte da
molécula com caracteristica hidrofilica ou solavel (glicose) e outra parte lipofilica ou
lipossoluvel (triterpeno), o que confere a propriedade de reducdo da tensdo superficial da dgua
atuando como surfactante e também como detergente e emulsificante. O comportamento
anfifilico das saponinas e a capacidade de formar complexos com proteinas, esteroides e
fosfolipidios de membranas determinam um nimero variado de propriedades biologicas para
essas substancias. Dentre essas vale destacar a capacidade hemolitica (desorganizando as
membranas de células sanguineas), a de formar complexos com esteroides, razao pela qual
frequentemente apresenta ag¢do antifungica e hipocolesterolemiante, a capacidade de inibir a
lipase pancreatica e a capacidade de interferir no metabolismo do colesterol pela inibigdo da
difusdo passiva do &cido coélico, resultando na inibicdo da absor¢do intestinal de 4cidos
biliares e, consequentemente, de colesterol (Ferreira, 1997; Schenkel et al., 2000, Hann et al.,
2002).

Han et al. (2002) examinaram os efeitos das saponinas isoladas da Platycodi radix
sobre os depositos de gordura em camundongos induzidos a obesidade com dieta rica em
gordura. A dieta rica em gordura suplementada com saponinas preveniu o aumento de peso, o
aumento de tecido adiposo e a esteatose hepatica em relagdo ao grupo de camundongos que
recebeu apenas a dieta hiperlipidica. Nesse mesmo estudo foi verificado que ratos que
receberam administracdo oral de uma emulsao de 6leo de milho com saponinas apresentaram
uma reducdo dos triglicerideos plasmaticos (logo apds a administracdo da emulsdo) em
comparagdo aos ratos que receberam apenas a emulsdo de 6leo de milho isolada. Este grupo
de pesquisa ja havia demonstrado que as saponinas sdo capazes de inibir a lipase pancreatica

in vitro, portanto, os possiveis efeitos antiobesidade observados nos camundongos e a redugao
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dos triglicerideos plasmaticos observada nos ratos que consumiram a emulsdo lipidica seja
decorrente da inibi¢do da absorc¢ao intestinal das gorduras pela inibi¢do da lipase pancreatica.

Mosimann et al. (2006) analisaram o efeito do tratamento com extrato aquoso de erva-
mate durante o periodo de 2 meses sobre coelhos alimentados com dieta rica em colesterol. O
consumo do extrato de erva-mate ndo alterou o perfil lipidico (colesterol total, triglicerideos e
HDL-colesterol), o colesterol hepatico e nem os niveis de espécies reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) na aorta, no figado ou no soro, assim como nao modificou a atividade
de enzimas antioxidantes no figado e na aorta desses animais. Porém, a area de lesdo
aterosclerotica foi significativamente menor no grupo que recebeu dieta rica em colesterol +
extrato de erva-mate (35,4%) do que no grupo que recebeu apenas dieta rica em colesterol
(60,1%). Em adi¢do, o colesterol aortico do grupo com dieta rica em colesterol + extrato
aquoso de erva-mate foi quase a metade (36,8ug/mg de proteina) em relagdo ao grupo que
recebeu apenas dieta rica em colesterol (73,98ug/mg de proteina). Estes efeitos podem estar
novamente correlacionados aos efeitos hipocolesterolémicos das saponinas presentes na erva-
mate.

Recentemente foi realizado um estudo com humanos dislipidémicos ou
hipercolesterolémicos que faziam uso cronico de estatinas. Neste estudo foi verificado que o
tratamento com o extrato aquoso de erva-mate ou chd mate (20 ou 50mg/mL) por 40 dias
reduziu os niveis de LDL-colesterol tanto nos individuos do grupo controle (que nao
apresentavam dislipidemias e nem estavam fazendo uso de estatinas) quanto nos individuos
com colesterol elevado/individuos com dislipidemias que faziam uso continuo de estatinas.
Além disso o tratamento com o extrato ou cha mate aumentou significativamente o HDL-
colesterol (6,2%) apos 40 dias nos individuos hipercolesterolémicos (Morais et al., 2009). O
possivel mecanismo para a reducdo do LDL-colesterol seria pela inibi¢do da absorcao do
colesterol no intestino ou até mesmo pela inibicdo da sintese de colesterol no figado

ocasionada pela presenga de saponinas e dos outros compostos no extrato de erva-mate.

1.2 Aminoacidos

A estrutura geral de um aminoacido envolve um grupamento amina (-NH,), um
grupamento carboxila (-COOH) e um hidrogénio ligados a um carbono a. Além destes, o
carbono o também encontra-se ligado a uma cadeia lateral, também conhecida como

grupamento radical ou grupo R. O grupo R ¢ que determina a identidade de um aminoacido
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especifico (Campbell, 2000). Grande parte dos aminodcidos ndo possuem grupos ionizaveis
adicionais na cadeia lateral ou grupamento R, e, ao pH fisiologico, sdo "neutros". Os
aminoacidos que possuem na sua cadeia lateral um grupo recebedor de protons sdo definidos
como aminoacidos "cationicos" ou "basicos" e aqueles que t€ém um ou mais grupos carboxila
extras sdo chamados aminodcidos "anionicos" ou "4cidos". Em solu¢des aquosas com pH
neutro os aminodcidos sdo ions dipolares, ou seja, possuem o grupo a-amino protonado e o
grupo a-carboxila dissociado. Esta caracteristica faz com que as moléculas sejam insoluveis
em lipideos e, portanto, incapazes de difundirem-se através das bicamadas lipidicas (Kilberg e
Haussinger, 1992).

Os aminoécidos desempenham um papel fundamental em diversos processos
bioldgicos. Além de serem os precursores da sintese de proteinas, os aminoacidos sdo
utilizados como combustiveis energéticos, como transportadores/doadores de atomos de
carbono e de nitrogénio, como neurotransmissores, como componentes de sistemas de
tamponamento e também como osmolitos organicos. O transporte dessas moléculas através
das membranas celulares é essencial para a geragdo e manutencdo do reservatorio (pool)
intracelular de aminoécidos que ¢ utilizado nos processos de sintese de proteinas, transporte
para organelas e metabolismo citoplasmatico (Kilberg e Hiussinger, 1992).

O termo “transporte” abrange os eventos necessarios para a transferéncia mediada de
um soluto através da membrana em ambas as dire¢des: influxo (do meio extracelular para o
meio intracelular) e o efluxo (do meio intracelular para o meio extracelular).
Operacionalmente o transporte mediado consiste em um processo de trés etapas: a ligacdo do
soluto ao receptor em um dos lados da membrana; a translocagdo através da membrana; e
finalmente, a liberacdo do soluto no outro lado da membrana. O termo captacdo refere-se

apenas ao influxo de moléculas (Kilberg e Haussinger, 1992).

1.2.1 Transporte de Aminodcidos

A transferéncia de solutos hidrofilicos (como os aminoacidos) através da bicamada
lipidica da membrana requer estruturas mediadoras adequadas que sdo denominadas
carreadores ou transportadores. Estas estruturas sdo caracterizadas por possuirem sitios de
ligacdo ou sitios receptores que reconhecem o substrato e entdo a passagem do mesmo através
da membrana pode ser permitida ou impelida em uma ou outra dire¢do como resultado desse
reconhecimento. As propriedades de reconhecimento definem a reatividade de um

transportador a substratos especificos e um conjunto de transportadores dotados com as
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mesmas propriedades de reconhecimento forma um sistema de transporte. Diversos sistemas
medeiam o transporte de aminodcidos através das membranas. Diferentes membranas
possuem conjuntos distintos de transportadores (Kilberg e Haussinger, 1992).

Existem ao menos sete sistemas de transporte de aminoacidos conhecidos em
mamiferos (com excecdo dos transportadores especificos de enterdcitos e blastdcitos). Os
sistemas A e ASC sdo sistemas dependentes de Na' e fazem transporte de aminoécidos
neutros. O sistema A transporta aminodcidos com cadeias laterais ndo ramificadas,
preferencialmente glicina, alanina, metionina, glutamina e iminoacidos como a prolina.
Metilaminas como a sarcosina e betaina sdo substratos desse sistema, para as quais, o acido a-
metil-aminoisobutirico (MeAIB) foi desenvolvido como um modelo andlogo nao
metabolizavel para identificagcdo de transporte via sistema A (Kilberg e Haussinger, 1992). O
influxo de Na" para a célula é acoplado ao influxo dos aminoacidos, por transporte ativo
secundario, movido pela diferenca de gradiente de potencial eletroquimico para o Na’
ocasionado e mantido pela bomba de Na'/K'-ATPase. O outro sistema de transporte
dependente de Na' ¢ o sistema ASC que transporta aminoacidos com cadeias laterais lineares
de diferentes comprimentos como a alanina, glutamina, treonina, serina e cisteina. O sistema
L também ¢ responsavel pelo transporte de aminodcidos neutros, porém, este sistema ¢é
independente de Na'. Transporta aminoacidos com cadeias laterais lineares ou ramificadas de
diferentes comprimentos e estruturas aromdticas como fenilalanina, leucina, isoleucina,
glutamina, cisteina, metionina e o analogo acido aminoisobutirico (AIB). Glutamina,
asparagina e histidina sdo transportadas pelo sistema N. O sistema X ag € 0 sistema X'¢ sdo
responsaveis pelo transporte de aminoacidos anionicos. Porém, o sistema X ag ¢ dependente
de Na" e transporta 4cido aspértico e acido glutdmico. O sistema X' é independente de Na' e
transporta glutamato e cistina (um aminoacido tripolar). Por fim, o sistema y' (independente
de Na") transporta aminoacidos catidnicos como a lisina e arginina (Kilberg e Haussinger,
1992).

Os é4cidos aminoisobutirico (AIB) e o-metil-aminoisobutirico (MeAIB) ligados a
elementos radioativos como '*C e *H, sdo amplamente utilizados em preparagdes bioldgicas
para quantificacdo da captagdo de aminoacidos. Esses aminodcidos ndo sdo passiveis de
metabolizacdo celular, portanto, acumulam-se na célula de uma maneira semelhante aos
aminoacidos naturais (Debons e Pittmann, 1962). O andlogo MeAIB ¢ utilizado em estudos
para a identificacdo de captagdo de aminodcidos via sistema A e ASC, enquanto que o

andlogo AIB pode ser utilizado para identificacdo de captacdo de aminodcidos tanto pelo
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sistema A e ASC (transporte ativo dependente de s6dio) quanto pelo sistema L (difusdo
facilitada).

Em organismos multicelulares, incluindo mamiferos, a atividade e capacidade dos
sistemas de transporte de aminoacidos sdo modulados ou afetados por uma série de sinais de
controle e mecanismos reguladores ativos em diferentes niveis de organizacdao. A regulagdo
dos sistemas de transporte de aminoacidos consiste em mecanismos de controle em nivel
celular, como regulagdes adaptativas, em nivel de populacdes de células, com modulagdes
ocasionadas por prolifera¢do celular e densidade, ou em nivel de organismo, com modulag¢des
por sinais quimicos como hormdnios ou neurotransmissores que podem afetar diferentes

tecidos e orgaos (Kilberg e Hiussinger, 1992).

1.2.2 Oxidacgdo de Aminoacidos

Embora nao existam reservas de aminoacidos em mamiferos, em situacdes de estresse
como septicemia ou jejum prolongado, o tecido muscular pode fornecer aminoacidos através
da degradacdo de suas proteinas. Os aminodcidos resultantes da degradacdo de proteinas,
dependendo da situacdo fisiologica, podem ser: 1) reutilizados para sintese de novas
proteinas; 2) precursores de glicose através da gliconeogénese (aminoacidos glicogénicos); 3)
precursores de acidos graxos ou corpos cetonicos (aminodcidos cetogénicos); 4) oxidados a
CO,, ATP e agua (Kettelhut et al., 1988).

Quando degradados, os esqueletos carbonados dos aminoacidos sdo separados dos
seus grupos aminas. O nitrogénio aminico ¢ transferido para o a-Cetoglutarato (Ciclo de
Krebs) para produzir glutamato, enquanto que a quebra do esqueleto carbonado dos
aminoacidos segue duas rota gerais e a diferenca entre elas depende do produto final obtido.
Quando a oxidagdo resultar em piruvato e oxaloacetato, este aminoacido ¢ considerado um
aminodcido glicogénico, pois o piruvato pode ser transformado em oxaloacetato (através da
piruvato carboxilase) e o oxaloacetato ¢ o ponto de partida para a produgdo de glicose na via
da gliconeogénese. Um aminoécido cetogénico ¢ aquele que ¢ degradado para produzir acetil-
CoA ou acetoacetil-CoA, levando a formacdo de corpos cetonicos. A maioria dos
aminodcidos sdo glicogénicos, enquanto o restante se divide em glicogénicos e cetogénicos,
com excecdo do aminodcido leucina que ¢ apenas cetogénico (tabela 1). O esqueleto
carbonado dos aminoacidos também podem dar origem a intermediarios metabdlicos como a-
Cetoglutarato, succinil-CoA e fumarato que entram diretamente no ciclo do acido citrico. O

oxaloacetato ¢ um intermediario chave na degradacdo dos esqueletos carbonados dos
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aminoacidos por causa do seu papel duplo, tanto no ciclo do 4cido citrico como na
gliconeogénese. Os aminoacidos degradados a aceti-CoA e acetoacetil-CoA sao utilizados no
ciclo do 4cido citrico, mas os mamiferos ndo podem sintetizar glicose a partir de acetil-CoA.
Esse fato ¢ a base da distingdo entre aminoéacidos glicogénicos e cetogénicos (Campbell,

2000).

Tabela 1 — Aminodacidos glicogénicos e cetogénicos

Glicogénicos Cetogénicos Glicogénico e Cetogénico
Aspartato Asparagina Isoleucina
Alanina Glicina Serina Lisina
Treonina Cisteina Glutamato Leucina Fenilalanina
Glutamina Arginina Prolina Triptofano
Histidina Valina Metionina Tirosina

Fonte: Mary K. Campbell, Bioquimica 3* edi¢do, 2000.

1.2.3 Sintese de Proteinas

A sintese de proteinas ¢ necessaria para a renovacao das células e tecidos, produgdo de
neurotransmissores, hormonios, anticorpos, enzimas, estruturas celulares, nos processos de
cicatrizacdo, hiperplasia, hipertrofia, entre outros. A biossintese de proteinas requer a
presenca de todos os aminoécidos constituintes. Se um dos 20 aminoacidos estiver ausente ou
em concentragdes limitantes, a biossintese de proteinas serd inibida. Alguns organismos como
a Escherichia coli, podem sintetizar todos os aminoacidos de que necessitam. Outras espécies
incluindo o homem, podem sintetizar apenas alguns desses aminoacidos, mas ndo todos e,
nem em quantidades suficientes para as suas necessidades, especialmente se estiverem em
fase de desenvolvimento. Os aminoécidos que ndo podemos sintetizar sdo conhecidos como
aminodcidos essenciais, pois ¢ necessario obté-los através de fontes alimentares. Cerca da
metade dos aminodcidos ndo sdo sintetizados pelo nosso organismo: arginina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina. A arginina e
histidina sd3o essenciais apenas durante a infincia, pois passamos a sintetiza-los nas outras
fases da vida. Os aminoacidos ndo sdo armazenados (a ndo ser nas proteinas) e, assim, as
fontes alimentares de aminoacidos essenciais sdo requeridas em intervalos regulares de tempo

(Campbell, 2000).
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A sintese de proteinas ¢ principalmente estimulada pela insulina, que ¢ um hormoénio
anabdlico liberado pelas células B do pancreas. A insulina estimula a captagdo de aminoécidos
assim como o0s processos de sintese proteica (como transcricdo de genes, formagdo dos
polissomas, velocidade de traducdo dos mRNA e a sintese dos fatores de iniciacdo e
elonga¢do) em diversos tecidos (Nelson e Cox, 2005).

Como vimos acima a captacdo ou transporte de aminoacidos e a sintese de proteinas
podem ser estimulados ou inibidos através de substincias quimicas, assim como o0s
hormoénios. Sabe-se que a cafeina presente na erva-mate estimula o sistema simpdtico,
aumentando os niveis de adrenalina e noradrenalina na corrente sanguinea (Bastos et al.,
2007). As catecolaminas parecem exercer um papel importante na regulacdo do transporte de
aminoacidos. Pariza et al. (1977) demonstraram que o tratamento de culturas de hepatdcitos
com adrenalina aumentou os niveis de AMPc e estimulou o transporte ou captacdo de AIB
dependente de Na'. Também ja foi demonstrado que a suplementagio com extrato de erva-
mate pode modificar os niveis plasmaticos do hormonio insulina, o qual ¢ um potente
estimulador da captacdo de aminoacidos e da sintese de proteinas (Pang et al., 2008).

Além disso, outros estudos demonstram que o bloqueio da liberagdo de noradrenalina
de nervos periféricos por 24 ou 48 horas aumenta em 20% a taxa de protedlise em musculos
soleos incubados. O aumento agudo da proteodlise apds o bloqueio adrenérgico sugere a
existéncia de um tonus adrenérgico inibitéorio em musculos esqueléticos oxidativos que
restringe a protedlise (Navegantes ef al., 1999). Em concordancia com essa sugestdo foi
encontrado que a adicdo de adrenalina e noradrenalina in vitro, reduzem a taxa de degradagao
proteica em aproximadamente 15 a 20% nos musculos séleo e extensor longo dos dedos em
ratos normais (Navegantes et al., 2000).

Em um recente estudo publicado pelo nosso laboratorio (Silva et al., 2011) foi
verificado que o extrato aquoso de erva-mate bruta reduziu a gordura abdominal e epididimal
de ratos que receberam dieta padrdo sem, no entanto, alterar o ganho de peso desses animais.
Outros estudos também encontraram uma reducdo significativa da gordura abdominal ou
epididimal, sem qualquer alteragdo no ganho de peso, tanto em ratos saudaveis tratados com
extrato aquoso de erva-mate e dieta padrdo, como em ratos que consumiram dieta padrdo e
fragdes isoladas dos frutos e folhas da erva-mate (Pedroso et al., 2010, Resende et al., 2012).

Alguns efeitos produzidos pela erva-mate ainda ndo estdo completamente
esclarecidos, particularmente em relagdo aos mecanismos fisioldogicos que desencadeiam a
redu¢do de gorduras sem reduzir o ganho de peso corporal. O mecanismo pelo qual a cafeina

interfere no metabolismo dos lipideos j& estd bem definido e caracterizado. (Dunkan et al.,
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2007). Contudo, ndo foram encontrados na literatura estudos que avaliassem os efeitos da
erva-mate sobre o metabolismo de aminoacidos ou sobre a sintese de proteinas.

A hipotese deste trabalho ¢ que a cafeina e outros compostos presentes no extrato
aquoso de erva-mate podem influenciar o metabolismo de aminoacidos (captacdo e oxidagao)
e a sintese de proteinas no figado e no musculo desses animais. E como os efeitos bioldgicos
dependem diretamente da quantidade de substincias bioativas (metilxatinas, saponinas e
polifendis) encontradas na erva-mate, a outra hipdtese ¢ que a erva-mate bruta (sem
processamento industrial) pode apresentar resultados diferentes quando comparada a erva-

mate comercial.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o metabolismo de aminodcidos e de proteinas no musculo e figado e o

metabolismo lipidico de ratos tratados com extrato aquoso de erva-mate comercial e bruta.

2.1 Objetivos especificos

* Avaliar a captagio de 4cido amino-isobutirico (*C-AIB) no musculo séleo e figado;

» Avaliar a formagio de '*CO, pela oxida¢io de L-alanina-'*C no musculo soleo e
figado;

 Determinar a sintese de proteinas a partir de Leucina-'*C no masculo soleo e figado;

* Avaliar a concentragdo sérica do hormonio insulina;

* Determinar os niveis séricos de glicose, colesterol total, proteinas totais, ureia e
triglicerideos.

* Auvaliar o ganho de peso dos animais durante o periodo experimental.

* Determinar os parametros morfométricos: musculo sdleo, coracdo, figado, gordura
epididimal, gordura retroperitoneal e gordura marrom.

* Avaliar a atividade lipolitica das gorduras retroperitoneal e epididimal.

* Determinar qualitativa e quantitativamente os compostos bioativos (polifenois,
metilxantinas e saponinas) presentes no extrato aquoso de erva-mate comercial e no

extrato aquoso de erva-mate bruta.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 30 ratos machos (Rattus norvegicus) variedade Wistar com 2 meses
de idade, ~230+40g, advindos do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de
Laboratério (CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Todos os
animais foram mantidos durante o periodo experimental na Unidade de Experimentacdo
Animal (UEA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), nas condi¢des habituais do
biotério com ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura de 22 + 2°C. Os ratos foram alocados
em caixas plasticas conforme os grupos, em numero minimo de trés e nimero maximo de
quatro animais por caixa. A identificacdo dos animais foi feita através de pequenas marcas

feitas com caneta/pincel atdmico 1100-P (marca PILOT®) na base do rabo desses animais.

Os procedimentos executados obedeceram ao Guia para o Cuidado e Uso de Animais
de Laboratério desenvolvido pelo Instituto de Recursos de Animais de Laboratorio (NIH,
2010) e esta de acordo com a lei N.° 11.794/2008 da Constituicao Federal que estabelece os
procedimentos para o uso cientifico de animais. Este trabalho foi aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) sob o
numero 1104-48.

3.2 Erva-mate

Para a preparag@o dos extratos foram utilizados dois tipos de erva-mate:

Erva-mate bruta: Foram selecionados 6 kg de folhas e ramos de erva-mate in natura em uma
proporcao de 70:30 (w/w), respectivamente. Este material foi sapecado e apos, triturado em
um moinho de corte (SK1 Retsch, Alemanha) com uma peneira de aco de 2mm. As folhas e
ramos para a producdo da erva-mate bruta foram gentilmente doados pela empresa Bardo

Comércio Industria de Erva-mate, Bardo de Cotegipe, RS, Brasil.
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Erva-mate comercial: Foi comprado em um comércio local (Porto Alegre, RS) cerca de 6 kg
de erva-mate Bardo de Cotegipe® (marca comercial do Rio Grande do Sul) padrao nacional-1
(PN-1) contendo 70% folhas, 30% outras partes do ramo, registrada no Ministério da Satude e
IBAMA. Foram compradas embalagens individuais de 1 kg cada, todas do mesmo lote de

fabricagao.

3.2.1 Preparagdo do extrato aquoso de erva-mate bruta e comercial

As infusdes eram preparadas da seguinte forma: aquecia-se 1 litro de agua da torneira
com um aquecedor elétrico em um Becker até¢ 80°C (simulando a temperatura do chimarrio) e
entdo eram adicionadas 70g de erva-mate comercial. Essa solu¢do era misturada rapidamente
com um bastdo de vidro para dissolver toda a erva-mate e apds 15 minutos era filtrada com
um coador de pano e deixava-se esfriar. Este mesmo processo era repetido também com a
erva-mate bruta. Apds o resfriamento estes extratos eram colocados nos bebedouros e
oferecidos imediatamente aos animais. A preparacdo desses extratos era realizada diariamente
sempre ao final da tarde (entre 17h e 18h) devido ao habito noturno desses animais, para que
o extrato fosse fornecido no momento do despertar e consumido logo apos ser preparado,

minimizando assim as perdas de compostos fenolicos volateis.

3.3 Compostos bioativos da erva-mate

As analises foram realizadas utilizando-se o equipamento de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) Shimadzu Class LC-10® (Kyoto, Japao), provido de um sistema
controlador FCV-10 AL, um sistema de bomba LC-10AD, um injetor automatico (20 lacete
ulL) SIL-10A, e um detector ultravioleta visivel SPD 10-A 90. Os dados foram processados
pelo software LC-10 CLASS. Uma coluna de fase reversa (Phenomenex ® RP-18, 250 x 3,9
mm id, 4 mm) foi utilizada. Os resultados foram expressos pela média de trés inje¢des. A
homogeneidade da preparagdo dos extratos foi controlada cuidadosamente ao longo do
processo nas andlises de cromatografia liquida das metilxantinas, dos polifenois e das

saponinas.
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3.3.1 Metilxantinas

Um sistema isocratico utilizando metanol:agua (40:60, v/v) foi aplicado, utilizando
uma taxa de fluxo de 1,1 mL/min e deteccao a 280 nm (Gnoatto et al., 2007). A cafeina ¢ a
teobromina foram identificadas por comparagdo com compostos padrdo e a concentragdo de
ambas nos extratos foi determinada pelas médias das curvas padrdo. As analises foram
realizadas em triplicata sendo os resultados expressos pela média = EPM das trés
determinagodes. O teor de metilxantinas totais foi expresso como a soma das concentragdes de

cafeina e teobromina.

3.3.2 Polifenois

Um sistema gradiente foi aplicado utilizando 4cido acético a 2% (v/v) (fase A) e
metanol:agua 85% (v/v) (fase B). As etapas de gradiente foram 31% B (10 min), 31-56% B
(10 min), 56% B (8 min), 56-77% B (12 min), 77-56% B (5 min) e¢ 56-31% de B (5 min). O
fluxo foi de 0,7 mL/min e a detec¢do com um comprimento de onda de 340 nm. A
identificagdo dos principais polifendis presentes no extratos por detec¢do MS e a validagdo do
método de CL-UV foi realizada de acordo com trabalho anterior (Silva et al., 2007). As
analises foram realizadas em triplicata sendo os resultados expressos pela média + EPM das
trés determinagdes. O conteudo total de polifendis foi calculado pelas médias das curvas
padrdo de 4cido clorogénico e rutina e expresso como a soma de sete picos principais

presentes no cromatograma.

3.3.3. Saponinas

Um sistema gradiente foi aplicado utilizando acido fosférico a 0,1% (v/v) (fase A) e
acetonitrilo (fase B). As etapas de gradiente foram 30-45% de B (40 min), 45% de B (5 min),
¢ 45-30% de B (20 min), taxa de fluxo de 0,9 mL/min e a detecgdo foi a 205 nm (Silva et al.,
2007). As matesaponinas 1 e 3 foram identificadas por comparagdo com os compostos padrao.
As andlises foram realizadas em triplicata sendo os resultados expressos pela média + EPM
das trés determinagdes. O teor de saponinas foi calculado pelas médias da curva padrao de
matesaponina-3 e expressa como a soma de sete picos principais presentes no cromatograma,

que mostraram espectros de UV caracteristico destes compostos (A max.: 205 nm).
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3.4 Tratamento e procedimentos experimentais

Todos os ratos consumiram ra¢do padrdo peletizada (Tabela 2) e dgua ad libitum até a
divisdo deles em trés grupos: grupo controle (CTR) (n = 10): grupo de animais tratados com
racdo padrao e agua ad libitum; grupo erva-mate comercial (COM) (n = 10): grupo de animais
tratados com racdo padrdo e extrato aquoso de erva-mate comercial PN-1 ad libitum (como
unica forma de hidratacdo) e grupo erva-mate bruta (BRU) (n = 10): grupo de animais
tratados com ra¢do padrio e extrato aquoso de erva-mate bruta ad libitum (como Unica forma
de hidratagdo). O peso dos animais foi aferido no inicio, no meio e no final do periodo
experimental (0, 30 e 60 dias) utilizando-se uma balanca semianalitica para pesagem de
animais. A partir desses dados, calculou-se a variagdo de peso dos animais durante o primeiro

e segundo més de tratamento (peso final menos o peso inicial).

Apb6s o periodo de nove semanas de tratamento os animais foram mortos por
decapitacdo para posteriores analises morfométricas, bioquimicas e metabdlicas do sangue e
tecidos. O sangue troncular foi coletado apds decapitagdo e depositado em tubos com gel
separador de soro e ativador de coagulo de 8mL (Vacuette™). Apods foi realizada a
centrifugacdo do sangue para obtencdo do soro (Centrifuga Digital MTDIII Plus) em 1510xg
por 10 minutos. O soro foi separado e congelado em triplicatas de eppendorfs de 1,5mL a -

20°C para andlises posteriores.

Tabela 2 — Composicao da ra¢ao padrao oferecida aos ratos (Nuvilab CR1 - Nuvital®).

Informacio Nutricional Porcentagem em 1000g
Umidade (méx.) 12,50%
Proteina Bruta (min.) 22,00%
Extrato Etéreo (min.) 4,00%
Matéria Fibrosa (max.) 8,00%
Matéria Mineral (max.) 10,00%
Célcio (max.) 1,40%
Fosforo (min.) 0,80%

Composi¢ao: Carbonato de calcio, farelo de milho, farelo de soja, farelo de
trigo, fosfato bicalcico, cloreto de sodio, premix mineral vitaminico e
aminoacidos.
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3.5 Parametros morfométricos

Apoés a decapitagdo foram excisados os musculos séleo, o coracdo, o figado, as
gorduras retroperitoneal, epididimal e gordura marrom. Esses orgdos e tecidos foram pesados
(balanga analitica) para a determinacdo da relagdo entre o peso do 6rgio/tecido e o peso do

animal (Pimentel ef al., 2012).

3.6 Procedimentos experimentais in vitro

3.6.1 Captacdo de dcido aminoisobutirico (AIB) [U-"*C]

Amostras de tecido hepatico (300 - 400mg) e muscular (s6leo; 100 — 150mg) foram
fatiadas e depositadas em tubos plasticos de SmL, previamente pesados, contendo ImL de
solugdo fisiologica (Krebs Ringer Bicarbonato)” e 0,15 uCi de 4cido aminoisobutirico (AIB-
[U'C]) (Du Pont 2,2 GBg/mmol, 60 mCi/mmol). Os tubos foram pesados novamente para a
determinagdo do peso dos tecidos. Os tubos foram aerados com carbogénio (O,:CO,, 95:5%
v/v) por 30 segundos, tampados e submetidos a incubagdo em banho metabdlico do tipo
Dubnoff sob agitacdo constante por 60 minutos a temperatura de 37°C.

Transcorrido esse periodo, as reagdes teciduais foram interrompidas por imersao no
gelo. As amostras de tecido foram removidas do meio de incubagdo, lavadas trés vezes em
solucdo fisioldgica gelada, com o objetivo de retirar o excesso de radioatividade do tecido,
secas em papel filtro e colocadas em tubos (pirex) com tampa rosca contendo ImL de dgua
destilada. Os tubos foram congelados a -20 °C e posteriormente fervidos por 25 minutos. Este
procedimento (congelamento — fervura) foi repetido por mais duas vezes consecutivas para
romper as células e promover a liberagio do conteado de AIB-'*C captado pelos tecidos.
Sendo este meio considerado o “meio interno” e, o meio de incubagdo o “meio externo”.

Amostras de 100pL do meio interno e do meio externo foram transferidas para

flaconetes contendo 2,5mL de liquido de cintilagdo [tolueno-triton X-100 (2:1); PPO (0,4%),

? Krebs Ringer Bicarbonato (KRB) — (118 mM NacCl, 4,8 mM KCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM KH,PO,, 1,2 mM
MgSO, e 24,8 mM NaHCOs; pH 7,4).
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POPOP (0,01%)]. A radioatividade foi medida em desintegracdes por minuto (DPM) com a
utilizagdo de um contador de radioatividade § LKB-Wallac.

Os resultados da captagdo de AIB-'*C foram expressos pela radioatividade contida no
meio interno (tecido — T) e no meio externo (meio de incubagdo - M) (T/M: dpm/mL meio

interno dividido por dpm/mL de meio externo), conforme descrito por Machado et al. (1991).

3.6.2 Formagdo de diéxido de carbono "*CO; a partir de L-alanina [U-"'C]

Amostras de tecido hepatico (300 - 400mg) e muscular (s6leo; 100 — 150mg) foram
fatiadas e depositadas em tubos de vidro, previamente pesados, contendo ImL de solugdo
fisiolégica Krebs Ringer Bicarbonato, 0,15 pCi de L-alanina[U-'*C] (L-alanina
uniformemente marcada) (Amersham International - 55 mCi/mmol) e 5 mM de alanina ndo
marcada, pH 7.,4.

Nas tampas de borracha foi acoplado um vidro em formato de “J” com um poco
contendo uma tira de papel Whatman 3MM, dobrada em forma de “W”, utilizada para a
captagdo do '*CO; resultante da oxidagdo da alanina uniformemente marcada. Os tubos foram
aerados com carbogénio (0,:CO,, 95:5% v/v) por 30 segundos, tampados e vedados com
parafilme. A incubagdo foi realizada em banho metabdlico tipo Dubnoff durante 60 minutos a
37°C com agitagdo constante.

Transcorrido esse periodo, a reagdo de oxidacdo foi interrompida injetando-se 0,25
mL de acido tricloroacético (TCA) 50% no meio de incubagdo ¢ 0,25mL de hidroxido de
sodio (NaOH) 2N no poco contendo a tira de papel 3MM. Ambas as aplicagdes foram
realizadas através das tampas de borracha utilizando-se uma seringa com agulha 25x7.

Os tubos permaneceram lacrados e imdveis por 12 horas, em temperatura ambiente,
para promover a fixagdo total do '*CO, nas tiras de papel. Apds este periodo as tiras de papel
3MM foram transferidas para flaconetes, devidamente identificados, contendo 2,5mL de
liquido de cintilagdo. A radioatividade foi estimada com a utilizacdo de um contador LKB-
Wallac calibrado com uma curva de corre¢do para desintegragdes por minuto (DPM). Os
resultados de formagio de '*CO, a partir de L-alanina-'*C foram expressos em nmoles de

4CO, por grama de tecido por hora de incubagio (Torres et al., 2001).
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3.6.3 Sintese de proteinas a partir de Leucina [U-"*C]

Amostras de tecido hepatico (200 - 500mg) e muscular (séleo; 50 — 150mg) foram
fatiadas e depositadas em tubos de incubacao, previamente pesados, contendo 1mL de solugdo
fisioloégica Krebs Ringer Bicarbonato (KRB) acrescida de 0,1mM (1%) de fluoreto de fenil
metil sulfonil (PMSF), 0,15uCi de leucina[U-'""C]  (Amersham International: 11,7
GBg/mmol, 315 mCi/mmol) e 5SmM de leucina ndo marcada, pH 7,4.

Os tubos foram aerados com carbogénio (02:CO2 - 95:5% - v/v) por 30 segundos,
tampados e incubados em banho metabdlico do tipo Dubnoff a 37°C sob agitagcdo constante
durante 180 minutos. Apo6s o periodo de incubacgio, as reagdes teciduais foram interrompidas
em banho de gelo. Os tecidos foram lavados trés vezes com solucdo fisiologica KRB (para
retirar o excesso de radioatividade), secos em papel filtro e transferidos para eppendorfs
contendo 500ul de 4gua destilada. As amostras foram entdo homogeneizadas com um
macerador de tecidos (Omni Mixer).

Para a quantificagdo total das proteinas-'*C sintetizadas, 200pl de cada uma das
amostras homogeneizadas foram pipetadas em quadrados de papel (2x2cm) 3MM Whatman.
Esses papéis foram secos em estufa a 50 °C por 10 minutos. Apds a secagem, 0s papéis
foram incubados com TCA 10% (em quantidade suficiente para cobrir os papéis) por 10
minutos, para que ocorresse a precipitagio das '*C-proteinas. A seguir, para a eliminagdo dos
lipideos, os papéis foram lavados sob agitacdo constante, duas vezes com alcool 95% por 10
minutos e uma vez com éter por 5 minutos. Quando secos, os papéis foram transferidos para
flaconetes contendo 2,5mL de liquido de cintilagdo e a radioatividade foi quantificada em
contador LKB-Wallac calibrado com uma curva de correcdo para DPM. Os resultados foram
expressos em pmoles de leucina-'*C incorporada em proteina-'*C por grama de tecido por

hora de incubacgao (Richardson et al., 1997).

3.6.4 Lipolise

Amostras de tecido adiposo epididimal (500 — 750mg) e tecido adiposo retroperitoneal
(400 — 650mg) foram fatiadas e depositadas em tubos de incubagdo, previamente pesados e
identificados, contendo 1mL de solucdo fisiolégica KRB acrescida de SmM de glicose fria e
1% de albumina bovina. Os tubos foram pesados novamente para a determinacao do peso dos
tecidos. Apos esta etapa, eram adicionados 20puL de solug@o de adrenalina em &cido ascorbico

(2,5 x 10™*M) para a lipolise estimulada.
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Os tubos foram aerados com carbogénio (02:CO2 - 95:5% - v/v) por 30 segundos,
tampados e incubados em banho metabdlico do tipo Dubnoff a 37°C sob agitagcdo constante
durante 60 minutos. Ap6s o periodo de incubagdo, as reagdes teciduais foram interrompidas
em banho de gelo. O meio de incubacdo das amostras foi retirado e transferido para
eppendorfs para a determinagdo do glicerol. Os resultados foram expressos em mmol de

glicerol por grama de tecido por tempo de incubacao (Chernick, 1969).

3.7 Analises bioquimicas

As concentracdes séricas de glicose, colesterol total, triglicerideos, proteinas totais e
urcia foram determinadas através de kits enzimaticos colorimétricos comerciais (Labtest
Diagnostica SA®). A leitura das amostras foi realizada em microplacas (96 pogos) em uma
leitora de Elisa espectrofotométrica (Biochrom Anthos® Zenyth 200rt) contra o branco do
reagente.

A insulina sérica foi determinada pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA) para insulina
rato/camundongo — Cat. #EZRMI-13K (Merck Millipore®) e analisada com o software
MasterPlex® ReaderFit. A leitura das microplaca de insulina foi realizada em leitora de Elisa

espectrofotométrica (Biochrom Anthos® Zenyth 200rt).

3.8 Analise estatistica

Para o célculo do nimero minimo de animais, foi utilizado o Computer Programs for
Epidemiologists (WINPEPI — versdo 9.1). Foi estabelecido um nivel de significancia de 0,05,
poder estatistico de 95%, desvio padrao assumido de 20,33 unidades, erro aceitavel de 6,43
unidades, perda esperada de 5%, chegando a um “n” amostral de 10 animais por grupo (3
grupos = 30 animais no total). Os valores do célculo foram obtidos em experimentos prévios e
na literatura (Resende et al., 2012, Silva et al., 2011, Pedroso et al., 2010).

Para determinar se os dados possuiam distribuicdo normal foi utilizado o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. Os dados paramétricos foram expressos como média e erro
padrdo da média (Média +EPM). Para a comparagao entre os dois extratos foi utilizado o test t
de Student. Para a comparagdo entre os grupos experimentais com dados paramétricos foi
utilizada a andlise de variancia (ANOVA) de uma via com pos teste de Student Newman

Keuls (SNK). Dados ndo paramétricos foram expressos como mediana e intervalos

interquartis (1Q25-1Q75). Para comparagdo entre os grupos experimentais com dados ndo
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paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com pos teste de Tukey. As diferengas
foram consideradas significativas quando a analise estatistica apresentou P < 0,05. As analises

foram realizadas com o programa SigmaStat 3.1 (Jandel Corporation).

3.9 Biosseguranca

Durante a execugdo do trabalho os pesquisadores envolvidos usaram equipamentos de
protecdo individual (EPIs) como luvas de procedimentos cirurgicos, tocas, pro-pés e aventais.
Além destes cuidados, a preparagdo de solucdes ocorreu dentro de capelas de exaustdo. O
descarte das carcacas ocorreu de acordo com as normas da Unidade de Experimentacdo
Animal (UEA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Residuos ndo toxicos foram descartados no sistema de esgoto comum. Os residuos
quimicos foram encaminhados para o Centro de Gestdo e Tratamento de Residuos Quimicos
da UFRGS e os residuos bioldgicos foram encaminhados ao Biotério do Instituto de Ciéncias
Bésicas da Satide da UFRGS para procedimento padrdo de eliminacao.

O manuseio de material radioativo ocorreu em local designado para este fim, nas
dependéncias do Laboratério de Metabolismo e Endocrinologia Comparada (LaMEC) com o
uso de equipamentos de prote¢do individual (EPIs) adequado. O material radioativo foi
descartado de acordo com a Norma CNEN- NE-6.05 de 1985, elaborada pela Comissao

Nacional de Energia Nuclear.

27



4 RESULTADOS

4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) — Analise dos compostos bioativos

dos extratos aquosos de erva-mate comercial e bruta

4.1.1 Anadlise qualitativa

Os cromatogramas de saponinas, polifendis e metilxantinas de ambos os extratos
aquosos (erva-mate comercial e bruta) apresentaram constituicdo quimica muito semelhante.
Na andlise das saponinas o perfil cromatografico evidenciou a presenca de sete diferentes
picos que apresentaram espectros de UV caracteristicos de saponinas. Foram detectadas as
seguintes saponinas: Matessaponina 1, Matessaponina 3 e Chikusetsusaponina (Figura 3). O
perfil cromatografico dos polifendis também evidenciou a presenca de sete diferentes picos,
dois deles sendo o acido clorogénico e a rutina e os cinco restantes derivados cafeiolquinicos,
enquanto que, o perfil cromatografico das metilxantinas evidenciou a presenca de dois picos:

a teobromina e a cafeina.

4.1.2 Anadlise quantitativa

Em termos quantitativos os extratos ndo apresentaram diferenca significativa no teor
de polifendis e metilxantinas totais. Os extratos diferiram apenas na quantidade de teobromina
(P=0,037) e saponinas totais (P=0,001) ambas presentes em maiores quantidades no extrato
aquoso de erva-mate bruta, sendo o teor de saponinas 1.7 vezes maior do que o encontrado no

extrato aquoso comercial (Tabela 3).

Tabela 3 — Teores totais de saponinas, metilxantinas (cafeina e teobromina) e polifendis
no extrato aquoso da erva-mate comercial e no extrato aquoso da erva-mate bruta.

Erva-mate comercial (ug/mL) Erva-mate bruta (ug/mL)
Saponinas totais 313,5+4,42 496,65 £4,73 *
Polifenois totais 5786,1 + 65,85 6353,6 +289,92
Metilxantinas totais 893,17 £ 5,77 920,15+ 17,84
Cafeina 743,26 + 7,31 754,74 +£ 13,22
Teobromina 1499 +£2,12 165,4 + 4,56 *

Os dados estdo expressos em média + erro padrdo da média (EPM). (*) Estatisticamente diferente do extrato
aquoso de erva-mate comercial (P < 0,05, teste t de Student). As analises foram realizadas em triplicata sendo
os resultados expressos pela média das trés determinagdes.
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Figura 3 — Cromatogramas das saponinas encontradas no extrato aquoso de erva-mate bruta (A) e no extrato

aquoso de erva-mate comercial (B). Saponinas: (1) matesaponina-3,

chikusetsusaponina, (2; 5; 6; 7) picos de saponinas ndo identificadas.

(3) matesaponina-1,

“
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4.2 Ganho de peso corporal

Os animais foram pesados no inicio do experimento (dia 0) e n3o houve diferenca
significativa entre as médias de peso dos grupos (CTR: 236,82 £12,97g, COM: 223,29 £8,52¢
e BRU: 234,5+15,78g). Os animais tratados com extrato aquoso de erva-mate bruta nao
apresentaram diferenga significativa no ganho de peso tanto no primeiro més (336,82
+15,44g) quanto no segundo més de tratamento (376,61 £17,23 g) em relagdo ao grupo
controle (347,49 +17,8g e 386,07 +20,02¢g). Nos animais tratados com extrato aquoso de erva-
mate comercial houve uma redugdo significativa do ganho de peso corporal no primeiro més
(299,62 + 8,75g; P=0,02) em relagdo ao grupo controle (347,49 +17,8g;) e esta reducdo se
manteve significativa no segundo més de tratamento (322,27 +12,27g) tanto em relagdo ao
grupo controle (386,07 £20,02g; P=0,02) como em relacdo ao grupo da erva-mate bruta
(376,61 +£17,23 g; P=0,03) (Figura 4).

—&— (CTR ---A---COM - -@ - BRU

480 A

440 A

400 A

360 A

320 1

Peso em gramas

280 1

240 1

200 T T \
0 30 dias 60 dias

Figura 4 — Variago de peso dos animais dos grupos controle (CTR), erva-mate comercial (COM) e erva-mate
bruta (BRU) durante os dias 0, 30 e 60 do periodo experimental. Os dados estdo representados como média +
EPM. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle (P < 0,05, ANOVA de uma via com pos-teste de SNK).
(#) Estatisticamente diferente do grupo da erva-mate bruta (P < 0,05, ANOVA de uma via com pods-teste de
SNK).
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4.3 Parametros morfométricos

Os indices morfométricos (mg de tecido/g de peso corporal) do musculo séleo, figado,
coracdo e tecido adiposo marrom ndo foram alterados pelo tratamento com os extratos de
erva-mate (comercial ou bruta), como pode ser observado na Tabela 4.

O indice de gordura epididimal ndo foi estatisticamente diferente entre os grupos da
erva-mate (comercial ou bruta) e o grupo controle. Porém, podemos observar uma
porcentagem menos expressiva de 17% e 18% na média do grupo da erva-mate comercial e na
média do grupo da erva-mate bruta, respectivamente, em relagdo a média do grupo controle
(Figura 5A).

Ambos os grupos tratados com o extrato aquoso de erva-mate comercial ou o extrato
aquoso de erva-mate bruta apresentaram uma reducdo estatisticamente significativa no indice
de gordura retroperitoneal em relacdo ao grupo controle (P=0,03 e P=0,01, respectivamente).
As médias dos indices de gordura retroperitoneal dos animais que receberam os extratos de
erva-mate (comercial ou bruta) foram cerca de 29% menor do que a média do indice de
gordura retroperitoneal do grupo controle (Figura 5B). Nao houve diferenga significativa no
indice de gordura retroperitoneal entre os grupos tratados com extratos de erva-mate

comercial e bruta.

Tabela 4 — indice morfométrico do masculo séleo, figado, coragdo e tecido adiposo marrom
dos grupos controle (CTR), erva-mate comercial (COM) e erva-mate bruta (BRU).

CTR [10] COM [10] BRU [10]
Musculo Soleo (mg/g de tecido) 0,88 £0,02 0,84 £ 0,03 0,81 + 0,02
Figado (mg/g de tecido) 32,90 + 0,68 32,15+ 0,54 33,72+ 0,90
Coragao (mg/g de tecido) 2,92 £0,06 2,79 £ 0,05 2,76 £ 0,06
Teado d‘g)diposo Marrom (mgfg 97 40,07 0,87 + 0,07 0,77 + 0,06

Os dados estdo expressos como média + EPM. O numero de animais esta representado entre colchetes. Nao ha
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (P > 0,05, ANOVA de uma via com pods-teste de SNK).
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Figura 5 — Indice de gordura epididimal (A) e indice de gordura retroperitoneal (B) dos grupos controle, erva-
mate comercial e erva-mate bruta ap6s 60 dias de tratamento. Os dados estdo expressos como média + EPM. O
nimero de animais esta representado entre colchetes. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle (P < 0,05,

ANOVA de uma via com pds-teste de SNK).
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4.4 Analises Bioquimicas

Os tratamentos com extrato aquoso de erva-mate comercial ou bruta ndo exerceram

efeitos significativos sob as concentragdes séricas de colesterol total, glicose, ureia ou

proteinas totais como pode ser observado na tabela 5.

Tabela 5 — Concentragdes séricas de colesterol total, glicose, ureia e proteinas totais
nos grupos controle (CTR), erva-mate comercial (COM) e erva-mate bruta (BRU).

CTR [10] COM [10] BRU [10]
Colesterol Total (mmol/L) 1,95+ 0,09 1,84 +0,11 2,17+0,10
Glicose (mmol/L) 5,87+0,10 6,05 +0,15 6,05 +0,23
Ureia (mmol/L) 9,69 + 0,24 9,48 +£ 0,31 10,02 + 0,42
Proteinas Totais (g/dL) 7,76 £0,12 7,70 + 0,09 7,66 +0,14

Os dados estdo expressos como média = EPM. O nimero de animais esta representado entre colchetes.
Nao ha diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos (P > 0,05, ANOVA de uma via com pos-

teste de SNK).

Conforme podemos observar na Figura 6 os animais tratados com extrato aquoso de

erva-mate bruta apresentaram niveis significativamente menores de triglicerideos séricos

(1,30 £ 0,06 mmol/L) tanto em relagdo aos animais do grupo controle (2,01 + 0,06 mmol/L;

P=0,01) quanto em relacdo aos animais tratados com extrato aquoso de erva-mate comercial

(2,12 £ 0,23 mmol/L; P=0,01).

Nao houve diferenca estatisticamente significativa nos niveis séricos de insulina entre

os grupos (CTR: 2,94 + 0,36; COM: 2,14 + 0,29; BRU: 2,10 £+ 0,29). Porém, observou-se uma

porcentagem menos expressiva de cerca de 16% na média do grupo da erva-mate comercial e

28% na média do grupo da erva-mate bruta em relagdo a média do grupo controle (Figura 7).
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Figura 6 — Niveis de triglicerideos séricos dos grupos controle, erva-mate comercial e erva-mate bruta. Os
dados estdo expressos como média + EPM. O numero de animais estd representado entre colchetes. (*)
Estatisticamente diferente do grupo controle (P < 0,05, ANOVA de uma via com pos-teste de SNK). (#)
Estatisticamente diferente do grupo erva-mate comercial (P < 0,05, ANOVA de uma via com pés-teste de SNK).
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Figura 7 — Niveis de insulina sérica dos grupos controle, erva-mate comercial e erva-mate bruta. Os dados
estdo expressos como média + EPM. O numero de animais esta representado entre colchetes. Ndo ha diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (P > 0,05, ANOVA de uma via com poés-teste de SNK).
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4.5 Experimentos in vitro

4.5.1 Captagao de AIB, sintese de proteinas e oxidagdo de L-alanina no musculo soleo

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre a captacdo de AIB [U-""C] no
musculo soleo dos grupos da erva-mate comercial (0,739 £ 0,05) e da erva-mate bruta (0,744

+ 0,05) em relagdo ao grupo controle (0,705 £ 0,04) como pode ser observado na figura 8.

O tratamento com extrato aquoso de erva-mate comercial ou bruta ndo exerceu efeito
significativo sobre os valores de sintese de proteinas a partir da leucina /U-"*C] no musculo
soleo desses animais (CTR: 4,80 + 0,43; COM: 5,31 + 0,36 ¢ BRU: 4,42 + 0,28 umoL/g de
tecido/h) (Figura 9).

Os tratamentos com extrato aquoso de erva-mate comercial ou com extrato aquoso de
erva-mate bruta também ndo exerceram efeitos significativos sobre a formagio de '*CO, a
partir da oxida¢do de L-alanina no musculo s6leo quando comparados ao grupo controle.
Entretanto, os animais tratados com extrato aquoso de erva-mate bruta apresentaram uma
formagdo significativamente menor na formagdo de '*CO, (P=0,006) no musculo séleo
quando comparados aos animais tratados com extrato aquoso de erva-mate comercial (Figura

10).
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Figura 8 — Captagdo de 4cido aminoisobutirico (4/B) [U-"*C] no musculo soleo dos animais dos grupos
controle, erva-mate comercial e erva-mate bruta. Os dados estdo expressos como média = EPM. O nimero de
animais esta representado entre colchetes. Nao ha diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (P >
0,05, ANOVA de uma via com poés-teste de SNK).
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Figura 9 — Sintese de proteinas a partir de leucina /U-"C] no miisculo séleo dos animais dos grupos controle,
erva-mate comercial e erva-mate bruta. Os dados estdo expressos como média £+ EPM. O numero de animais esta
representado entre colchetes. Ndo ha diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (P > 0,05, ANOVA
de uma via com pos-teste de SNK).
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Figura 10 — Oxidagdo de L-alanina [U-"*C] no musculo soleo dos animais dos grupos controle, erva-mate
comercial e erva-mate bruta. Os dados estdo expressos como média = EPM. O numero de animais esta
representado entre colchetes. (#) Estatisticamente diferente do grupo erva-mate comercial (P < 0,05, ANOVA de
uma via com pods-teste de SNK).
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4.5.2 Captagdo de AIB, sintese de proteinas e oxida¢do de L-alanina no figado

O tratamento com o extrato aquoso de erva-mate comercial aumentou
significativamente a captacdo de AIB no figado (P=0,02), um aumento em cerca de 30% em
relagdo a mediana do grupo controle. O tratamento com o extrato aquoso de erva-mate bruta
ndo foi capaz de aumentar significativamente a capta¢do de AIB no figado assim como o
tratamento com o extrato de erva-mate comercial o fez, porém, observou-se um aumento de
cerca de 15% na mediana do grupo da erva-mate bruta em relagdo a mediana do grupo

controle (Figura 11).

A sintese de proteinas no figado também foi alterada pelo tratamento com os extratos
de erva-mate. Houve uma redugdo significativa na sintese de proteinas no figado tanto nos
animais que receberam extrato aquoso comercial (P=0,001) quanto nos que receberam extrato
aquoso de erva-mate bruta (P=0,001). Nao houve diferenca significativa na sintese de

proteinas entre os grupos tratados com extratos de erva-mate (comercial e bruta) (Figura 12).

O tratamento com os extratos de erva-mate comercial ou bruta ndo exerceu efeito
significativo sobre a formacio de '*CO, (oxidagdo de L-alanina [U-'*C]) no figado desses

animais em relagao ao grupo controle (Figura 13).
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Figura 11 — Captagdo de 4cido aminoisobutirico (41B) [U-"*C] no figado dos animais dos grupos controle, erva-
mate comercial e erva-mate bruta. Os dados estdo expressos como mediana e intervalos interquartis (IQ25 e
1Q75). O ntimero de animais esta representado entre colchetes. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle
(P < 0,05, Kruskal-Wallis com pds teste de Tukey).
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Figura 12 — Sintese de proteinas a partir de leucina /U-"*C] no figado dos animais dos grupos controle, erva-
mate comercial e erva-mate bruta. Os dados estdo expressos como mediana e intervalos interquartis (IQ25 e
1Q75). O niimero de animais esta representado entre colchetes. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle
(P < 0,05, Kruskal-Wallis com pds teste de Tukey).
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Figura 13 — Oxidacdo de L-alanina [U-"*C] no figado dos animais dos grupos controle, erva-mate comercial e
erva-mate bruta. Os dados estdo expressos como média £+ EPM. O numero de animais esta representado entre
colchetes. Ndo ha diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (P > 0,05, ANOVA de uma via com
pos-teste de SNK).
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4.5.3 Lipolise Estimulada

O tratamento com os extratos de erva-mate (comercial ou bruta) modificou
significativamente a lipdlise estimulada da gordura epididimal. Como pode ser observado na
Figura 14A houve um aumento significativo dos niveis de glicerol no meio de incubagdo tanto
nos animais que consumiram extrato aquoso de erva-mate comercial (P=0,005) quanto nos
animais que consumiram extrato aquoso de erva-mate bruta (P=0,042) em relagdo ao grupo
controle. Nao houve diferenca significativa nos niveis de glicerol entre os grupos tratados

com extratos de erva-mate (comercial e bruta).

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias de glicerol da
lipolise estimulada da gordura retroperitoneal dos grupos tratados com extrato de erva-mate
comercial e com extrato de erva-mate bruta em relagdo ao grupo controle. Porém, pode-se
observar um pequeno aumento de 9,2% e de 7,3% na média de glicerol do grupo erva-mate
comercial e no grupo da erva-mate bruta, respectivamente, em relacdo a média de glicerol do

grupo controle (Figura 14B).
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Figura 14 — Lipolise estimulada da gordura epididimal (A) e da gordura retroperitoneal (B) dos animais dos
grupos controle, erva-mate comercial e erva-mate bruta. Os dados estdo expressos como média + EPM. O
nimero de animais esta representado entre colchetes. (*) Estatisticamente diferente do grupo controle (P < 0,05,
ANOVA de uma via com pds-teste de SNK).
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5 DISCUSSAO

Os efeitos benéficos atribuidos a erva-mate se devem basicamente a sua composi¢ao
quimica, que ¢ rica em diversas substancias bioativas como as metilxantinas, saponinas e
polifenois. Entretanto, dependendo do tipo de extracdo empregada, os extratos podem
apresentar quantidades totalmente diferentes de compostos, visto que algumas substancias
presentes na erva-mate apresentam maior solubilidade em solventes polares e outras em
solventes apolares e ou necessitam de altas temperaturas para serem extraidas. O numero de
trabalhos que avaliam os efeitos da erva-mate sobre o metabolismo de ratos, camundongos ou
humanos vem crescendo a cada ano, porém, ha muita divergéncia entre os estudos no tipo de
matéria-prima utilizada, tempo e temperaturas utilizados na extracdo e os tipos de solventes
da extragdo. Visto que ndo existe uma padronizagdo para a preparacao dos extratos entre os
estudos bioldgicos, torna-se essencial uma andlise qualitativa e quantitativa das substancias
bioativas presentes em cada extrato, para tornar possivel a comparagdo entre diferentes
trabalhos e viabilizar a correlagdo entre os efeitos metabolicos e os compostos presentes. Com
este proposito, foi realizada uma andlise cromatografica das metilxantinas, saponinas e
polifendis em ambos os extratos aquosos de erva-mate comercial e bruta.

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) verificamos que os niveis de
polifendis totais ndo diferiram entre os extratos de erva-mate comercial ou bruta, porém, o
extrato aquoso de erva-mate bruta apresentou maiores quantidades de teobromina e saponinas
totais do que o extrato aquoso de erva-mate comercial. Estes resultados foram, em parte,
semelhantes aos encontrados em um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, que
também demonstrou que ambos os extratos de erva-mate (comercial ou bruta) apresentaram
quantidades semelhantes de polifendis totais. E também que o extrato aquoso de erva-mate
bruta possuia maiores quantidades de metilxantinas totais, cafeina, teobromina e um teor
quatro vezes maior de saponinas do que o extrato aquoso de erva-mate comercial (Silva et al.,
2011). Os autores deste estudo sugerem que como a erva-mate bruta ndo passa por nenhum
tipo de processamento industrial, como o sapeco ou a secagem, ela acaba conservando
maiores quantidades de metilxantinas (cafeina e teobromina) e saponinas devido as
metilxantinas serem termo-sensiveis € as saponinas serem instdveis a elevacdes de
temperatura, podendo sofrer reagdes de hidrolise. Por fim, estas reagdes ocasionadas pelas
altas temperaturas, podem acarretar em modificacdes na composicdo da erva-mate e do

extrato aquoso.
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Os teores de metilxantinas totais e cafeina ndo diferiram entre os extratos de erva-mate
(comercial e bruta). Esse foi um resultado um tanto quanto controverso, pois diversos estudos
demonstram que a cafeina normalmente apresenta perdas durante as etapas de processamento,
sendo inclusive, utilizada como controle de qualidade no processamento de chas e café¢
(Schmalko e Alzamora, 2001, Esmelindro et al., 2002, Silva et al., 2011). Segundo Schmalko
e Alzamora (2001), esta reducdo nos teores de cafeina provavelmente se da pela difusdo desse
composto através do tecido da planta e sua consequente evaporagdo da superficie, ou seja,
quanto maior a temperatura, maior o coeficiente de difusdo e maior a pressdo de vapor.
Entretanto, o mesmos autores relatam que um aumento na atividade aquosa (Aw) poderia
reduzir a pressdo de vapor da cafeina devido a sua alta solubilidade em dgua e assim reduzir
as perdas deste composto. De fato, um estudo feito por Bastos et al. (2006) relacionou a
quantidade de substancias bioativas presentes nas infusdes de chimarrdo com as etapas de
processamento e o teor de umidade da erva-mate e demonstrou que o conteudo de cafeina e de
acidos cafeiolquinicos das infusdes aumentava com as etapas de processamento. Quanto
maior o processamento, menor o teor de umidade e maior a quantidade de so6lidos soluveis
presente nas folhas, demonstrando uma correlagdo linear entre a quantidade de soélidos
soluveis e substancias bioativas.

J& estd bem estabelecido na literatura que a quantidade de metilxantinas, polifendis e
saponinas pode variar em fun¢@o de diversos outros fatores, entre eles a época do ano, o local
de cultivo, a quantidade de nutrientes do solo, o clima, a variabilidade genética, além ¢ claro,
do tempo e temperatura utilizados nas etapas de processamento. (Resende et al., 2000,
Esmelindro et al., 2002, Cardozo, 2007). Portanto, mesmo utilizando-se o mesmo protocolo e
o mesmo tipo de matéria-prima, como no caso dos estudos feitos pelo nosso grupo de
pesquisa (Silva et al., 2011), dificilmente obteremos os mesmos resultados em termos de
composi¢ao quimica de um estudo para o outro, pois essas substancias bioativas podem variar
por outros fatores diferentes daqueles relacionados apenas ao processamento.

Na andlise qualitativa da CLAE ndo foi detectada a presenca de teofilina e ambos os
extratos de erva-mate (comercial ou bruta) ndo diferiram em termos de composi¢do quimica,
0 que estd de acordo com trabalhos anteriores (Schubert et al., 2006, Gnoatto et al., 2007,
Silva et al., 2011).

O tratamento com extrato aquoso de erva-mate comercial diminuiu significativamente
o ganho de peso tanto no primeiro més quanto no segundo més do periodo experimental em
relacdo ao grupo controle e no segundo més em relagdo ao grupo que recebia extrato aquoso

de erva-mate bruta. Muitos estudos demonstram que o tratamento com extrato de erva-mate
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ou cha mate reduz significativamente o ganho de peso corporal, sendo essa perda associada a
fatores como: desaceleragdo do esvaziamento gastrico, aumento da saciedade, reducdo da
ingesta alimentar e/ou redugdo da gordura corporal/visceral (Andersen e Fogh, 2001, Argari et
al., 2009, Hussein et al., 2011, Kang et al., 2012). Todavia, todos esses estudos refletem a
perda de peso em animais previamente obesos ou induzidos a obesidade com dietas ricas em
gordura. Além do que, com exce¢do do estudo de Andersen e Fogh (2001) que foi realizado
em humanos, todos os outros estudos utilizaram camundongos ou linhagens especificas de
camundongos para o desenvolvimento de obesidade ou sindrome metabodlica, o que difere
muito do nosso modelo e dificulta a comparagdo entre os resultados.

Em adig¢do, ambos os tratamentos com extrato aquoso de erva-mate (comercial ou
bruta) reduziram significativamente o peso da gordura retroperitoneal (30%) em relagdo ao
grupo controle. Também houve uma redugao de 17% e 18% das médias de gordura epididimal
do grupo da erva-mate comercial e do grupo da erva-mate bruta, respectivamente, entretanto
essas diferengas ndo foram significativas. Estes dados sugerem que a perda de peso dos
animais tratados com o extrato de erva-mate comercial ndo seja apenas pela perda de gordura
corporal, tendo em vista que o grupo tratado com erva-mate bruta também apresentou o
mesmo percentual de reducdo de gordura sem apresentar redugdo de peso. Esse resultado estd
de acordo com um estudo anterior realizado pelo nosso grupo de pesquisa que utilizou o
mesmo modelo experimental e demonstrou que ambos os tratamentos com dieta padrdo e
extrato aquoso de erva-mate (comercial ou bruta) reduziram significativamente o peso das
gorduras retroperitoneal e epididimal, sem no entanto, alterar o ganho de peso ou a ingesta
alimentar de ratos Wistar (Silva et al., 2011). Especula-se que a perda de peso observada no
grupo da erva-mate comercial ou a ndo redu¢do de peso observada no grupo da erva-mate
bruta ndo estdo relacionadas a quantidade total de substincias bioativas em si, mas a
propor¢do entre elas, visto que mesmo apresentando maiores quantidades de saponinas e
teobromina, o extrato de erva-mate bruta ndo exerceu o mesmo efeito sobre o peso. Pedroso et
al. (2010) e Resende et al., (2012) também encontraram redugdo significativa da gordura
abdominal ou epididimal, sem qualquer alteragdo no ganho de peso ou no peso final, tanto em
ratos saudaveis tratados com extrato aquoso de erva-mate e dieta padrdo, como em ratos que
consumiram dieta padrao e fragdes isoladas de saponinas dos frutos e folhas da erva-mate.

Os tratamentos com erva-mate (comercial e bruta) aumentaram significativamente os
niveis de glicerol presentes na lipdlise da gordura epididimal. Um aumento nos niveis de
glicerol no meio de incubagdo indica que a atividade lipolitica do tecido estd aumentada.

Todavia, o aumento desta atividade ndo se refletiu no peso da gordura epididimal, que nao
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diferiu entre os grupos tratados com erva-mate comercial e bruta e o grupo controle. Em
contrapartida, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os niveis de glicerol
presentes na lipolise da gordura retroperitoneal, porém, os grupos tratados com os extratos de
erva-mate comercial ou bruta apresentaram reducdo significativa do peso da gordura
retroperitoneal em relagdo ao grupo controle. Estes resultados controversos indicam que
alguns tecidos parecem ser metabolicamente mais ativos e, portanto, mais sensiveis a
atividade lipolitica, como ¢ o caso do tecido adiposo retroperitoneal, que mesmo com um
aumento ndo significativo de 9,2% (grupo erva-mate comercial) e 7,3% (grupo da erva-mate
bruta) nas médias dos niveis de glicerol, reduziu significativamente (30%) o peso das
gorduras retroperitoneais. J4 o tecido adiposo epididimal, mesmo com um aumento
significativo de 48% (grupo da erva-mate comercial) e 31% (grupo da erva-mate bruta) das
médias dos niveis de glicerol liberados pela lipdlise, ndo foi capaz de reduzir
significativamente o peso das gorduras epididimais (observou-se uma redugdo de 17% e 18%
nas médias de peso da gordura dos animais tratados com erva-mate comercial e bruta,
respectivamente, em relagcdo ao grupo controle). O aumento da atividade lipolitica e a redugao
do peso das gorduras ja foram relatados em diversos outros estudos, tanto em ratos que
consumiram dieta padrdo (Resende et al., 2012, Silva et al., 2011, Pedroso et al., 2010)
quanto em camundongos e ratos tratados com dietas hiperlipidicas (Resende et al., 2013,
Kang et al., 2012, Argari et al., 2009, Pang et al., 2008). Na maior parte destes estudos os
autores correlacionam estes efeitos principalmente devido a presenga de metilxantinas. De
fato, os efeitos lipoliticos da cafeina e outros derivados do cha e café ja estdo bem definidos e
caracterizados. A lipolise ¢ estimulada pelo aumento dos niveis celulares de AMPc por meio
de dois mecanismos: o antagonismo dos receptores de adenosina Al e/ou através da inibi¢ao
da atividade da fosfodiesterase. Os receptores de adenosina predominam em adipodcitos
maduros e diferenciados, onde eles inibem a atividade da adenilil-ciclase, suprimindo dessa
forma a lipolise. O antagonismo de receptores Al-resulta em uma desinibi¢do da atividade da
adenilil-ciclase e consequente aumento da lipdlise. As metilxantinas também podem inibir a
atividade da fosfodiesterase, impedindo a quebra de AMPc, estimulando dessa forma a
lipolise em células de gordura (Dunkan et al., 2007).

Os indices morfométricos do figado, musculo sdleo, coracdo e tecido adiposo marrom
ndo foram modificados pelo consumo do extrato aquoso de erva-mate comercial ou bruta.
Esses resultados foram semelhantes aos encontrados por Pimentel et al. (2012) que avaliaram
o peso do figado e musculos gastrocnémios de ratos tratados com dieta padrdo e extrato

aquoso de erva-mate. Neste estudo ndo foram encontradas diferengas significativas nas
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médias de peso dos 6rgdos ou tecidos do grupo tratado em relacdo ao grupo controle (adgua).
Em contrapartida, foram encontrados outros estudos que demonstraram que o extrato de erva-
mate ocasionou redu¢do ou aumento significativo no peso do figado, indice do figado (peso
do figado/peso corporal) e peso do coragdo. Porém, foram estudos realizados em
camundongos com sindrome metabdlica (obesidade e diabetes) ou em camundongos
induzidos a obesidade por dietas hiperlipidicas e, normalmente, esses modelos experimentais
j& apresentam alteragdes morfologicas decorrentes da propria dieta ou doenga,
impossibilitando a comparacao desses dados (Hussein et al., 2011, Kang et al., 2012).

Os niveis séricos de colesterol total, glicose, ureia ou proteinas totais também ndo
foram modificados pelos tratamentos com ambos os extratos de erva-mate (comercial ou
bruta). Porém, o tratamento com extrato aquoso de erva-mate bruta reduziu significativamente
os niveis de triglicerideos, tanto em relagdo ao grupo controle, como em relagdo ao grupo da
erva-mate comercial. Esses resultados corroboram com os encontrados no estudo de Resende
et al. (2012) que avaliou os efeitos do extrato aquoso de erva-mate comercial e dos extratos
com fragdes dos frutos e fragdes de saponinas da erva-mate sobre o metabolismo de ratos com
dieta padrdo pelo periodo de 30 dias. Neste estudo foi observado que, em geral, os
tratamentos ndo modificaram os niveis séricos de colesterol total, creatinina, ureia e glicose
em relacdo ao grupo controle, com excecao do grupo que recebeu o extrato dos frutos da erva-
mate, o qual apresentou aumento significativo da glicose. Além disso, todos os extratos
reduziram significativamente os niveis de triglicerideos séricos. Os autores deste estudo
sugerem que a redu¢do dos triglicerideos séricos parece estar associada com o contetdo de
saponinas, visto que essa reducdo foi maior no grupo do extrato dos frutos e no grupo das
fragdes de saponinas, justamente os grupos que apresentavam maiores quantidades de
saponinas e também pela auséncia de outros compostos (metilxantinas e polifenois) no grupo
das fragdes de saponinas. O estudo de Han et al. (2002), ja citado na introdugdo, também
demonstrou que ratos que receberam uma administracdo oral de 6leo de milho com saponinas
apresentaram reducdo significativa dos niveis de triglicerideos plasmaticos 1, 2, 3 e 4 horas
apOs a gavagem em comparagdo aos ratos que receberam apenas a gavagem com Oleo de
milho e veiculo (solugdo fisiologica). Ademais, estudos realizados tanto em camundongos,
quanto em ratos, demonstraram que a administracdo de dietas hiperlipidicas suplementadas
com saponinas aumentaram significativamente a excrecdo de gorduras (triglicerideos) nas
fezes desses animais. (Han et al., 2002, Resende ef al., 2013). Isto poderia explicar a redugao

de triglicerideos séricos observada em nosso estudo, uma vez que ela ocorreu apenas nos
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animais do grupo tratado com extrato aquoso de erva-mate bruta, sendo que este apresentou
maiores quantidades de saponinas em relag@o ao extrato aquoso de erva-mate comercial.

Diversos estudos na literatura relataram aumento significativo sobre a glicemia pos
prandial e/ou sobre as concentragdes de insulina apds o consumo de café ou o consumo de
cafeina, tanto em individuos saudaveis, como em individuos diabéticos (Graham et al., 2001,
Lane et al., 2004, Krebs et al., 2012). A cafeina isolada parece exercer efeitos agudos maiores
nas concentracdes de glicose plasmatica e nos niveis de insulina quando comparada ao café,
visto que o Ultimo apresenta outras substancias além da cafeina, que tem agado hipoglicémica
direta, como ¢ o caso dos 4cidos clorogénicos, trigonelina e magnésio (Gavrielia et al., 2013).
Um estudo anterior realizado pelo nosso grupo de pesquisa ja havia demonstrado que o
consumo do extrato aquoso de erva-mate bruta era capaz de aumentar significativamente a
glicemia plasmatica em relagdo ao grupo controle e ao grupo que recebia extrato aquoso de
erva-mate comercial (Silva et al., 2011). Porém, esse resultado ndo foi observado no estudo
atual. O extrato aquoso de erva-mate contém grandes quantidades de cafeina, além de conter
também 4acidos clorogénicos, magnésio e uma variedade de compostos ja citados
anteriormente. Como esses outros compostos podem possuir efeito antagonista aos da cafeina,
isto ¢, reduzindo os niveis glicémicos, parece que o efeito sobre a glicemia depende das
proporcdes entre as substancias bioativas, o que explicaria a falta de efeito sobre os niveis
séricos de glicose neste estudo, visto que a quantidade de cafeina e metilxantinas totais nao
diferiu entre os extratos de erva-mate (comercial e bruta). Ademais, a insulina é um
importante hormonio liberado pelas células B do pancreas que estd diretamente envolvido com
o metabolismo anabdlico, produzindo aumento de captagdo de glicose, sintese de glicogénio,
aumento da capta¢do de aminoacidos e de sintese proteica, entre outros efeitos, em diversos
tecidos (Aires, 2008). Portanto, sabendo que a cafeina estimula o sistema simpatico,
aumentando os niveis de adrenalina e noradrenalina circulantes e que esses podem regular a
liberagdo de insulina e, essa por sua vez, a captacdo de aminoécidos e a sintese de proteinas,
tornou-se indispensavel a avaliacdo dos efeitos dos tratamentos com ambos os extratos de
erva-mate (comercial ou bruta) sobre os niveis séricos deste hormonio através de ensaios
imunoenzimaticos (ELISA).

Os extratos de erva-mate (comercial ou bruta) ndo alteraram significativamente os
niveis de insulina, porém, observou-se uma redugdo de cerca de 16% na média do grupo da
erva-mate comercial e de 28% na média do grupo da erva-mate bruta em relagdo a média do
grupo controle. Pimentel et al. (2012) também ndo observaram diferengas significativas nos

niveis séricos de insulina entre o grupo de ratos tratados com extrato de erva-mate (dieta
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padrdo) e o grupo controle (agua). Todavia, em um estudo realizado com ratos Sprague-
Dawley foi observado que a dieta hiperlipidica suplementada com um extrato liofilizado de
erva-mate reduziu significativamente os niveis plasmaticos de insulina (36%) em relagdo ao
grupo que recebeu apenas dieta hiperlipidica, sem o extrato de erva-mate (Pang et al., 2008).
Especula-se que esta reducao de insulina plasmatica encontrada tanto no estudo de Pang et al.
(2008) como no nosso estudo possa ser decorrente da estimulagdo da cafeina sobre o sistema
simpatico. Quando estimulado, o sistema simpatico pode inibir a secre¢do de insulina e
estimular a liberagdo de glucagon (Aires, 2008).

Este estudo avaliou pela primeira vez os efeitos do tratamento com extrato aquoso de
erva-mate (comercial ou bruta) sobre a captacdo e oxidagdo de aminoacidos e a sintese de
proteinas no figado e no musculo de ratos Wistar pelo periodo de 60 dias. A captacdo do
analogo acido aminoisobutirico (AIB) no musculo séleo ndo foi alterada por nenhum dos
tratamentos com extrato aquoso de erva-mate comercial ou bruta. O transporte de
aminodcidos do musculo esquelético participa na modulagdo do metabolismo de aminoéacido
interorgdos, entretanto, sdo conhecidos apenas alguns possiveis candidatos para a regulagao
desses transportadores no musculo. A regulacdo do fluxo individual de aminoacidos pode,
teoricamente, ocorrer via interagdes agudas entre os diferentes sistemas de transporte pela
concentracgdo relativa dos seus substratos ou pela magnitude de gradientes i6nicos ou ainda
por mudangas na expressdo génica dos transportadores. Em principio, hormonios, fatores de
crescimento, mediadores de citocinas, etc. poderiam modular qualquer um dos citados
anteriormente ou todos eles juntos (Kilberg e Hiussinger, 1992). Entre os principais
horménios estudados na modulagdo da captacdo de aminodcidos pelo musculo esquelético
estdo a insulina e o hormonio do crescimento. Como foi visto anteriormente, a insulina age
estimulando tanto a captacdo de glicose como a captagdo de aminoacidos e também a sintese
proteica. Porém, tanto o extrato aquoso de erva-mate comercial quanto o extrato aquoso de
erva-mate bruta ndo alteraram significativamente os niveis séricos de insulina e
consequentemente ndo ocasionaram estimulacdo adicional da captagdo de AIB ou da sintese
de proteinas no musculo soleo. Além disso, mesmo que a cafeina tenha exercido algum efeito
sobre o sistema simpatico, estimulando a liberagdo de adrenalina e noradrenalina, o estudo de
Warner et al. (1990) demonstrou que infusdes in vivo de hormonios catabolicos como
glucagon, adrenalina e cortisol ndo apresentaram nenhum efeito sobre a captacdo de AIB em
musculos soleos de ratos Sprague-Dawley.

Outros estudos demonstram ainda que a liberacdo tonica de noradrenalina pela

inervagdo simpatica nas fibras musculares esqueléticas juntamente com as catecolaminas
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(adrenalina e noradrenalina) secretadas pela glandula adrenal, poderiam proteger o musculo
esquelético da protedlise, podendo inclusive, exercer uma a¢do anabdlica neste musculo
(Navegantes et al., 1999, Navegantes et al., 2000). No entanto, os valores de sintese de
proteinas a partir de leucina [U-'*C] no musculo soleo ndo foram modificados pelos
tratamentos com os extratos de erva-mate. A oxidacio da L-alanina [U-"*C] no musculo séleo
também nao foi modificada significativamente por ambos os tratamentos com extrato aquoso
de erva-mate comercial ou bruta em relagdo ao grupo controle. Entretanto, foi observada
diferenga significativa entre o grupo da erva-mate comercial comparado ao grupo da erva-
mate bruta. A média de oxidagdo e formagio de '*CO, dos animais que receberam extrato
aquoso de erva-mate bruta foi significativamente menor do que a média dos animais que
receberam extrato aquoso de erva-mate comercial. De fato esta diferenca se deu pois ambos
os extratos parecem ter efeitos antagdnicos sobre a oxidacdo de L-alanina. No tratamento com
o extrato aquoso de erva-mate comercial observa-se um pequeno aumento da oxidacao,
porém, este aumento ndo foi grande o suficiente para diferir do grupo controle e no tratamento
com o extrato aquoso de erva-mate bruta observa-se uma pequena redugdo da oxidacdo que
também nado foi grande o suficiente para diferir do grupo controle. Novamente observamos
que os efeitos da erva-mate estdo relacionados as propor¢des entre 0s compostos presentes na
erva e ndo a quantidade total de compostos bioativos em si. Em uma ampla pesquisa realizada
nos principais indexadores bibliograficos ndo foram encontrados outros estudos que
avaliassem a correlacdo do café, chd verde ou erva-mate e a sintese de proteinas ou oxidagao
de L-alanina no musculo esquelético.

O tratamento com o extrato aquoso de erva-mate comercial aumentou
significativamente a captagdo de AIB no figado (30%) em relacdo ao grupo controle. O grupo
tratado com extrato aquoso de erva-mate bruta ndo apresentou aumento significativo da
captacdo de AIB no figado, porém, observou-se um aumento de cerca de 15% na mediana
deste grupo em relagcdo a mediana do grupo controle. A regulacdo dos sistemas de transporte
de aminoacidos no figado, principalmente o sistema de transporte A, ¢ mediada por diversos
hormonios, entre eles glucagon, insulina, glicocorticoides e catecolaminas. Em geral estes
hormonios alteram a velocidade maxima (Vnax) dos sistemas de transporte através de um
aumento no numero de transportadores ativos na membrana, seja através da ativagdo de
transportadores ja existentes na membrana ou através da sintese de novos transportadores
(Kilberg e Haussinger, 1992). Neste estudo, apenas a concentragdo sérica da insulina foi
avaliada, entretanto, sabemos que a erva-mate contém cafeina a qual pode aumentar a

concentragdo de catecolaminas (noradrenalina e adrenalina) circulantes. Um estudo
48



demonstrou que o tratamento de uma cultura de hepatocitos com adrenalina aumentou os
niveis de AMP ciclico (AMPc) e estimulou o transporte de AIB dependente de Na™ (Pariza et
al., 1977). Como a captagdo de AIB no figado ¢ uma técnica realizada in vitro e nestas
condi¢des ndo foram adicionados hormodnios (catecolaminas ou insulina), especula-se que o
aumento de catecolaminas circulantes in vivo decorrentes da presenca de cafeina nos extratos
induziu potencial aumento no niimero de transportadores ativos na membrana in vivo e que
estes persistiram capazes de alterar esta resposta in vitro.

A sintese de proteinas a partir de leucina [U-"*C] no figado foi drasticamente reduzida
(P = 0,001) por ambos os tratamentos com extrato aquoso de erva-mate comercial (27%) e
bruta (23%). Porém, ndo foi observada diferenga significativa nos niveis de oxidagdo e
produgio de '“CO, entre os grupos que receberam extrato de erva-mate (comercial ou bruta) e
o grupo controle. Estes resultados foram um tanto inesperados visto que um aumento na
captagdo de aminodcidos no figado, de uma forma geral, pode resultar em dois estados
metabolicos: o estado anabodlico ou pds-absortivo, quando hé abundancia de substratos e o
tecido capta mais glicose e aminoacidos e estimula a sintese de proteinas, glicogénio e acidos
graxos; ou o estado catabolico caracterizado por uma maior captagdo de aminoacidos e acidos
graxos para a produ¢do de energia (oxidagdo), gliconeogénese e glicogendlise (Aires, 2008).
Se a captacdo de aminodcidos esta aumentada e a sintese de proteinas estd reduzida, isto
poderia sugerir que o tecido se encontra em um estado mais catabdlico, porém, a oxidagdo de
aminoacidos permaneceu inalterada. Uma explicacdo plausivel ¢ que uma parte dos
aminoacidos captados possam estar sendo desviados para a via gliconeogénica. Além disso,
estes resultados poderiam confirmar o possivel efeito das catecolaminas sobre o péancreas:
reduzindo a liberacdo de insulina e aumentando os niveis de glucagon, consequentemente,
estimulando a captagdo de AIB, reduzindo a sintese de proteinas e possivelmente desviando
parte dos aminodcidos captados para a produ¢do de glicose (gliconeogénese) no figado. Na
ampla pesquisa realizada na literatura ndo foram encontrados outros trabalhos que
relacionassem o consumo de erva-mate e o metabolismo de aminoacidos e proteinas. Até o
presente momento apenas um estudo correlacionou o consumo de erva-mate com a oxidacao
da glicose no figado. Neste estudo foi observado que ambos os grupos tratados com extrato
aquoso das folhas da erva-mate, extrato etandlico dos frutos da erva-mate e com extrato de
fragdes de saponinas apresentaram reducio significativa da oxidagdo de glicose [U-'*C] no
figado (Resende et al., 2012). No entanto, ndo foram avaliados outros parametros como
captagio de glicose [U-'*C], glicogénese ou gliconeogénese nesse estudo para efetiva

avalia¢do do estado metabolico.
49



Por fim, nossos dados demonstraram que os tratamentos com erva-mate possuem um
amplo espectro de acdes sobre o metabolismo de ratos Wistar: tanto no metabolismo lipidico,
aumentando os niveis de lipdlise e reduzindo o indice de gorduras e triglicerideos séricos,
como ja vinha sendo demonstrando na literatura e, agora também sobre o metabolismo de
proteinas, principalmente sobre o metabolismo hepatico, estimulando a captagdo de
aminoacidos e reduzindo a sintese de proteinas, provavelmente desviando alguns desses
aminodcidos para outras vias. Portanto, sdo necessarios mais estudos para esclarecer se a
cafeina ou outras substancias presentes na erva-mate, realmente sdo capazes de elevar os
niveis de catecolaminas circulantes e se ndo existem outros hormonios ou vias metabolicas

que também possam estar sendo afetados pelo tratamento com o extrato de erva-mate.
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6 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou pela primeira vez que os tratamentos com o extrato aquoso de
erva-mate comercial e bruta sdo capazes de interferir no metabolismo hepatico de
aminoacidos e proteinas, sem no entanto, alterar o metabolismo de proteinas do musculo
esquelético em ratos Wistar, sendo estes resultados comprovados in vitro. Além disso, o
estudo confirmou a capacidade dos extratos de erva-mate (comercial e bruta) de interferir com
o metabolismo de lipidios, tanto in vivo através da reducgdo do peso da gordura retroperitoneal
e dos niveis séricos de triglicerideos, quanto in vitro, aumentando os niveis de glicerol na
lipolise estimulada da gordura epididimal.

Além disso, foi demonstrado que os efeitos dos tratamentos ndo tém um relagdo dose-
dependente, isto ¢, ndo significa dizer que um extrato que contenha mais compostos, como no
caso, o extrato aquoso de erva-mate bruta, possa exercer efeitos de maior magnitude do que o
extrato de erva-mate comercial. Alguns efeitos estdo diretamente relacionados a proporgao
entre os compostos bioativos presentes nos extratos, visto que os resultados diferiram em
diversos parametros e em algumas vezes foram até antagdnicos.

Mais estudos sdo necessarios para estabelecer se outras vias metabdlicas, fatores ou
hormoénios podem estar sendo influenciados pelo tratamento com a erva-mate e se esses
resultados se repetem em diferentes modelos animais ou em diferentes preparacdes de

extratos.

51



7 PERSPECTIVAS

Como no trabalho uma das hipoteses ¢ de que alguns dos efeitos da erva-mate estejam
sendo desencadeados por meio da ativagdo do sistema simpdtico e pelo consequente aumento
de catecolaminas circulantes (noradrenalina e adrenalina), seria importante que se realizasse
uma analise dos niveis desses hormoOnios tanto na corrente sanguinea como nos tecidos
hepaticos e muscular e também na glandula adrenal.

Além disso, seria importante avaliar a via gliconeogénica, através da quantificacdo
e/ou atividade das enzimas fosfoenolpiruvato-carboxiquinase (PEPCK) e piruvato carboxilase
(PC) para confirmar se os aminoacidos podem estar sendo desviados para esta rota
metabdlica.

Outra linha de investigagdo é a analise molecular de proteases dependentes de Ca®*
envolvidas na degradagdo proteica no musculo esquelético. Pode-se quantificar através de
Western Blot as calpainas subunidades I e II responsaveis pela protedlise, e as calpastatinas
que sdo inibidoras da atividade das calpainas e portanto inibidoras da degradag@o proteica nas

células.
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