UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE:
CARDIOLOGIA E CIENCIAS CARDIOVASCULARES

EFEITOS DO CHII\/IARRAO (llex paraguariensis) NA
ABSORCAO DE FLAVONOIDES, NA CONCENTRACAO
DOS LIPIDIOS E SOBRE A CIRCULACAO

ZAIRA TRONCO SALERNO

Porto Alegre

marco de 2007



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE:
CARDIOLOGIA E CIENCIAS CARDIOVASCULARES

EFEITOS DO CHIMARRAO (llex paraguariensis) NA
ABSORCAO DE FLAVONOIDES, NA CONCENTRACAO
DOS LIPIDIOS E SOBRE A CIRCULACAO

Dissertacdo apresentada por Zaira Tronco Salerno
para obtencdo do GRAU DE MESTRE em Ciéncias
da Saude: Cardiologia e Ciéncias Cardiovasculares

Orientador: Prof. Dr. Waldomiro Carlos Manfroi
Co-orientadores:

Valquiria Link Bassani
José Claudio Moreira

Porto Alegre

marco, 2007



FICHA CATALOGRAFICA

Dissertacao apresentada ao Curso de Pds-Graduagao em Ciéncias da Saude:
Cardiologia e Ciéncias Cardiovasculares da Universidade Federal do Rio Grande

do Sul e aprovada em pela Comissdo Examinadora constituida por:

Profé. Dr2. Renata Cristina Ramos

Profe. Dr2. Carise Polanski

Prof? Dr? Helga Winge

Salerno, Zaira T

EFEITOS DO CHIMARRAO (llex paraguariensis St. Hil) NA ABSORGAO DE FLAVONOIDES, NA
CONCENTRAGAO DOS LIPIDIOS E SOBRE A CIRCULAGCAO

/Zaira T Salerno — Porto Alegre: UFRGS, 2007. — 110 p.

Dissertacdo (mestrado). UFRGS. Faculdade de Medicina. Programa de Pés-

Graduagao em Ciéncias da Saude: Cardiologia e Ciéncias Cardiovasculares




AGRADECIMENTOS

Ao meu namorado, marido, amigo, incentivador e grande amor... Ricardo —
sempre buscando palavras e maneiras de tornar minhas tarefas mais suaves.

Aos meus filhos...

Thiago, pelo exemplo de enfrentar uma dor fisica e transforma-la em crescimento
pessoal.

Guilherme, que com sua insuperavel inteligéncia participou intensamente de meu
crescimento pessoal.

A0S meus pais...

Obrigada pela educagao, amor e incentivo para buscar objetivos ousados; pelos
ensinamentos em relagcdo ao respeito para com a vida e para com 0s outros
assim como pelo incentivo para trilhar o caminho do bem e for¢a para alcangar os
objetivos propostos.

A0S meus soqros...
Por geraram e criaram uma das pessoas mais importantes da minha vida.

As minhas _amigas...

Sirlei, que sempre acolheu minhas palavras nos momentos de felicidade e aflicao.
Marilene Sgarbi, por ser esta pessoa maravilhosa e amiga que sempre me
apoiou.

Analu, que sempre esteve disponivel em varias horas para a pesquisa.

Aos orientadores...

Prof. Dr. Waldomiro Carlos Manfroi, acreditou, confiou, incentivou e participou
intensamente no meu desenvolvimento profissional.

Prof? Valquiria Bassani, pela sua leveza e carinho em atender as demandas da
pesquisa.

Prof. José Claudio Moreira, pela colaboracao do seu laboratério.

Ao Programa de P6s-Graduacédo, professores e colegas...

Obrigada a Dr® Nadine Clausell, por dedicar sua vida ao desenvolvimento da
pesquisa, e um especial agradecimento as colegas e amigas Némora Cabistani e
Carine Callegaro, que muito me apoiaram e incentivaram para a conclusao deste
estudo.

Laboratério do Centro de pesquisa de Patologia Clinica no HCPA
Obrigada pelo apoio da Proff Carmen Pilla e seus colaboradores no
desenvolvimento e realizagdo do método da pesquisa.




Ao Servico de Nutricdo e Dietética do Hospital de Clinicas...

Pelo atendimento carinhoso e permisséo para a realizacdo deste estudo em suas
instalacoes.

A Unidade e Métodos N&o-Invasivos do Hospital de Clinicas _de Porto

Alegre...
Sempre mantiveram e acolheram com bom-humor todos os participantes.

Ao Sindimate...
Parabéns por estarem confiando na ciéncia.

A Cassi...
Obrigada por viabilzar as trocas de horarios que muito colaboraram na conclusao
desse estudo

Aos médicos, nutricionistas, residentes e funcionarios de Ambulatério de
Cardiopatia Isguémica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre...

O apoio do Dr. Ricardo Stein, Dr® Carise Polanski e Nut Magda Cammer em
permiti-me convidar e orientar os pacientes sobre os objetivos do estudo o
tornando possivel a realizagao da pesquisa.

Aos participantes deste estudo...
A vocés dedico esta minha pesquisa. Que todos estejam com saude.

Ao GPPG...
A todos desejo felicidades, pois merecem o meu respeito e meu carinho, pelas
tantas vezes que me oportunizaram ter estado buscando orientagio.



Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Figura 1:

Figura 2:

LISTA DE TABELAS E FIGURAS

Caracteristicas basais dos participantes do estudo ....................

Resultados das variaveis laboratoriais, antropométrica e de
ingestao energética antes e apds o periodo do “washout” .........

Variaveis laboratoriais, antropométrica e de ingestao energética
antes e apos 5 dias de intervengao utilizando chimarréo
preparado com llex paraguariensis St Hil .............cccoevviviicieennn.

Resultado da analise do flavondide quercetina no plasma,
antes e apos a intervencdo com chimarrao (llex paraguariensis
St Hil)

Efeitos do uso de chimarrdo na pressdo arterial sistdlica,
pressao arterial diastdlica e frequéncia cardiaca. PAS =
pressao arterial sistolica, PAD = pressao arterial diastolica, FC
= freqUéncia cardiaca .............oouveieiiiiiiiice e,

44

45

45



DAC
LDL
HDL
TG
CT
FR
AHA
IMC
IAM
HAS
HCPA
SND
UFRGS
TBARS
Bpm
ECG
PA
nmol
pumol
CLAE
PAS
PAD
FC

LISTA DE ABREVIATURAS

= doenca arterial coronaria

= lipoproteina de baixa densidade

= lipoproteina de alta densidade

= Trigliceridios

= Colesterol Total

= Fator de risco

= American Heart Association

= indice de massa corporea

= Infarto Agudo do Miocardio

= hipertensao arterial sistémica

= Hospital de Clinicas de Porto Alegre

= Servico de Nutricdo e Dietética

= Universidade Federal do Rio Grande do Sul
= Substancia reativa de acido tiobarbiturico
= batimentos por minuto

= Eletrocardiograma

= Presséo arterial

= nanomol

= micromol

= sistema analitico para cromatografia liquida
= pressao arterial sistélica

= pressao arterial diastélica

= frequiéncia cardiaca

= llex paraguariensis Saint Hilaire



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..o 9
2 REVISAO DA LITERATURA ..ot 10
3 OBUIETIVOS ..t e e e e e e aaaaaeaeas 18
4 REFERENCIAS ..ottt 19
5 ARTIGO EM PORTUGUES .......cooovitieiiicieeeeeeee e 24
RESUMO ...ttt e e e e e e e e e e 25
1N 210510 07:Y 2R 26
MATERIAIS E METODOS ..o 28
RESULTADOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e renneees 42
DISCUSSAOD ...ttt ene e 49
(070N (01 WU T 0] =1 TR 54
REFERENCIAS ...ttt saean e 55
6 ARTIGO EM INGLES ..ot 60
= 1S 3 ¥ X RSP 61
INTRODUGCTION ..ottt e e e e e e e e e e e e s s s 62
METHODS ...t e e e e e e e ereeeaaaeaaeeeeas 64
RESULTS L.ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e aannnes 78
DISCUSSION ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e reneeeees 85
CONCLUSIONS ...ttt 90
REFERENCES ... ..ot e e e e e 91
T ANEXOS .ottt e e e e e aaaaaaaaaaaaaaaaan 96
7.1 Termo de Consentimento Informado ...........cccceeeeeiiiiiiiiiiiiiie, 97
7.2  Protocolo de INVEStIGAGAO0 ..........ueeiiiiiiiiiiiiiieiie e 99
7.3 Questionarios de habitos alimentares .............ccccceeviieiiiiiiiiiiiiieee, 103
7.4 FIuxograma 07 ... 106
7;5 Lista de alimentos que n&o devem ser ingeridos durante os dias da
(0120 U1 T= 107

7.6 Protocolo para o preparo do chimarrao com llex paraguariensis St Hil 108
7.7 Protocolo para a verificagdo da pressao arterial ..............cccoeveiieiiiinnnee. 109



1. INTRODUCAO

A Doenga Arterial Coronaria (DAC) é responsavel por 50% de todas as
causas de mortes cardiacas. Trabalhos cientificos, realizados sistematicamente,
tém demonstrado haver uma possivel relacdo de protecao para DAC no consumo
de frutas, vegetais e chas. Estudos epidemioldgicos sugerem que os flavondides
presentes na dieta podem estar envolvidos na prevencdo da aterosclerose por
inibirem a oxidagdo das LDL, diminuindo sua aterogenicidade e,

consequentemente, o risco de DAC.

Nas investigagdes fitoquimicas de llex paraguariensis St.Hil encontram-se
muitas classes de constituintes quimicos, como “purine alkaloids” (cafeina),
aminoacidos, polifendis (acidos clorogénicos) e flavondides (quercetina, rutina e
campferol). Polifendis e flavondides tém sido implicados no papel de protegcéo na
acao dos extratos contra muitas doencgas. As partes aéreas dessas plantas sao
largamente usadas para o preparo de uma bebida tipica, semelhante a um tipo de
cha, o chimarrao (infusdo ou decocg¢éo), muito apreciada por seu peculiar sabor,
pelas propriedades estimulantes e por seu conteudo de cafeina, teobromina e

flavondides.

O habito de beber mate, que tem séculos de costume, € mantido em larga
escala na Argentina, no Paraguai, no Uruguai e no Brasil. Schinella sugere que a
ingestdao do mate pode ser um caminho muito efetivo e econémico para fornecer
uma quantidade importante de compostos que ativam o sistema de defesa
antioxidante do organismo. Também, reporta a necessidade de novos estudos

para examinar a atividade biolégica dos extratos de llex paraguariensis.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A Doenga Arterial Coronaria (DAC) € multifatorial e sua prevencao passa
pela identificagdo e controle, ndo sé das dislipidemias, mas do conjunto dos
fatores de risco.”***° A morbidade e a mortalidade, associadas, embora ocorram
com maior freqiéncia em pessoas acima de 65 anos de idade, a tornam um
grande problema de satde publica, com custos elevados.? Os niveis epidémicos
de DAC tiveram inicio em torno de 1920, quando ficou constatado que essa
tornara-se a principal causa de morte nos Estados Unidos; o indice elevou-se até
a metade dos anos 60, quando comecaram a declinar as taxas de mortalidade.®
Nos Estados Unidos, a doencga arterial coronariana (DAC) causa 500 mil mortes e
12 bilhdes de dias de internagdes hospitalares por ano, sendo que 25% de todos
os eventos cardiovasculares graves, como isquemia coronariana e infarto do
miocardio, levam & morte no primeiro evento.® No Brasil, a situacdo ndo é
diferente: dos 1.024.073 ébitos ocorridos no ano de 2004, 285.543 (27,88%)
foram por doencas do aparelho circulatério, tendo a Hipertensdo Arterial como
seu principal fator de risco.” Dados mais consistentes sobre a doenca surgiram a
partir do Estudo de Framingham, prospectivo e nao-invasivo, iniciado em 1949,
sob a coordenacado do Dr. William Castelli, que envolveu adultos entre 30 e 62
anos de idade que moravam na cidade industrial de Framingham,
Massachusetts.” Em seis anos de acompanhamento, os pesquisadores
reconheceram a influéncia da hipertensdo arterial e da hipercolesterolemia no
desenvolvimento da DAC, bem como a ligagao destes fatores e da obesidade na

progressdo da aterosclerose cardiaca.*
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A incidéncia prematura da doencga é mais frequente em homens na idade

de 35 a 44 anos em relagao a mulher na mesma idade; para as mulheres, o risco
maior vem apés a menopausa.'®® Inimeros estudos sistematicos de intervencao
sobre os fatores de risco (prevencgédo primaria e secundaria) tém demonstrado
significativa reducéo de eventos isquémicos do coragao, redugao de intervengdes
invasivas, melhoria da qualidade de vida e maior sobrevivéncia.”®'"'> Um dos
fatores de risco modificaveis € a obesidade, sendo avaliada pelo indice de massa
corpdrea (IMC) igual ou maior a 30kg/m?.2">'*" Dados epidemioldgicos iniciais
apontavam a obesidade como importante fator de risco para DAC." Analises
recentes do Framingham Heart Study sugeriram que a obesidade é, na verdade,
um fator de risco primario, que atua independente de outros fatores. Em um
estudo prospectivo, que avaliou mais de 1 milhao de adultos americanos, homens
e mulheres, brancos e negros, durante 14 anos, demonstrou aumento da
mortalidade para DAC, com aumento de IMC."® Mulheres com o IMC mais alto
demonstraram associacdo no aumento dos niveis de trigliceridios de 0,68 para
0,74 mmol/L (61 para 65mg/dL) e diminuigdo nos niveis de HDL de 0,23 para 0,13

mmol/L (9 para 5 mg/dL) em todos os grupos estudados."’

Estudos clinicos e observacionais demonstraram que a reducdo nos
niveis de colesterol, especificamente LDL-c, atua na prevencdo da DAC.>'®" O
estudo dos sete paises, que avaliou homens de 40 a 59 anos, acompanhados por
15 anos, demonstrou que o consumo de acidos graxos saturados apresentava
forte correlagdo com niveis plasmaticos de colesterol. O maior consumo de
gordura saturada apresentou maiores niveis colesterol e de mortalidade para

DAC."
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Diversas doencgas crbnicas sao exacerbadas por desequilibrio ou
perturbagdes no metabolismo dos acidos graxos. Os acidos graxos sao
compostos formados por cadeias de atomos de carbono ligados ao hidrogénio,
presentes em gorduras e Oleos. Podem ser classificados de acordo com o
tamanho da cadeia (curta, média, longa) ou com o tipo de ligacdo da cadeia
hidrocarbonada (saturadas, monoinsaturadas e poliinsaturadas). A gordura
saturada, em funcdo da sua estrutura retilinea, permite maior entrada de
colesterol nas particulas de LDL. Dieta rica em acidos graxos saturados, em geral,
sao lipogénicas e o efeito varia, dependendo da quantidade de ingestdo de acidos
graxos.? A ingestao de gordura saturada ¢ a principal causa alimentar de elevagéo
do colesterol do plasma. Os acidos graxos monoinsaturados identificados pelo
w-9 (acido oléico e palmitoléico) € o precursor de todos os acidos graxos
insaturados e é representativo por diminuir a colesterolemia sem, no entanto,
diminuir o HDL-c e provocar oxidagao lipidica. Os acidos graxos poliinsaturados
representados pelo w-6 (acido linoléico e araquiddnico) e w-3 (acido linolénico,
eicosapentaendico-EPA e docosahexaendico-DHA). O acido linoléico é essencial
e € o precursor dos demais acidos graxos poliinsaturados da série 6mega-6,
reduzindo o colesterol total e o LDL-c plasmaticos, por varios mecanismos, sendo
0s principais: menor producdo e maior remocao de LDL e alteracdo da estrutura
da LDL, de forma a diminuir o conteudo de colesterol da particula. Os acidos
graxos 6mega-3 diminuem a trigliceridemia plasmatica por reduzirem a secregao
hepatica de VLDL? A ingestdo dietética de 4&cidos graxos, distribuida
adequadamente, é preventiva nas alteragdes que envolvem os disturbios das

lipoproteinas.??
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A aterogénese geralmente envolve uma sequéncia de reagdes que

podem levar varios anos para manifestar-se clinicamente.?® Ela pode ser iniciada
por uma injuria ou lesdo do endotélio, induzida possivelmente via perodoxidagao
dos lipidios.?" Esta bem estabelecido que radicais oxidados estdo envolvidos em
patologias cardiovasculares. Algumas substancias antioxidantes presentes nos
tecidos humanos e providas pela dieta, principalmente vindas das plantas,
poderiam proteger o corpo do dano dos radicais oxidados. Em alguns paises, a
alta ingestao de gordura saturada esta relacionada com um aumento para DAC;
entretanto, a Franga apresenta baixa mortalidade para DAC e alta ingestdo de
gordura animal. O Paradoxo Francés foi investigado pelo alto consumo de vinho
tinto relacionado com alcool (20-30g/dia), que poderia reduzir o risco para DAC
em até 40%.%>%* Outro estudo relacionando a inibicdo da LDL com uso de vinho
tinto mostrou que os compostos fendlicos do vinho tinto tinham propriedades
antioxidantes, inibindo a oxidacdo da LDL em humanos.?* Varios estudos tém sido
realizados investigando a dieta cardioprotetora®?®?’, inclusive buscando
diferentes marcadores bioquimicos de flavondides.?®?° Nesse sentido, ha varios
trabalhos que caracterizam as propriedades antioxidantes dos polifendis,
flavondides e catequinas. Trabalhos cientificos, realizados sistematicamente, tém
demonstrado haver uma possivel relacdo de protecao para DAC no consumo de
frutas e vegetais . Em um estudo de coorte, onde se acompanhou profissionais da
area de saude americana, 84.251 mulheres entre 34 a 59 anos foram
acompanhadas por 14 anos. E 42.180 homens entre 40 a 75 anos, que foram
acompanhados, concluiu-se que a ingestao de vegetais de folhas verdes e frutas

citricas com grandes concentragdes de vitamina C possuem efeitos de protegéo

na DAC.* Estudo epidemioldgico realizado com a participacéo de 9.608 adultos
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(25-74anos), livres de DAC e acompanhados durante 19 anos, também
demonstrou uma menor incidéncia de eventos de DAC em pacientes que
consumiam regularmente frutas e verduras.’’ O The Lyon Diet Heart Study
acompanhou por 46 meses o efeito cardioprotetor da dieta Mediterranea com a
progressao da DAC, em pacientes de alto risco. Este estudo demonstrou que,
aléem das frutas e verduras, outros componentes da dieta, como frutas
oleaginosas e azeite de oliva, também demonstraram fator protetor para pacientes
com DAC.?. Um estudo posterior, que além de frutas e vegetais associou a
relacdo da ingestdo de graos integrais e de graos refinados para identificar
eventos isquémicos cardiacos e cerebrais em uma populagao de 15.792 pessoas
(45-64 anos), acompanhadas durante 14 anos, demonstrou o efeito protetor de
vegetais, frutas e graos para eventos isquémicos cardiacos, mas nao para
eventos cerebrovasculares.® Outro estudo posterior realizado na Finlandia,
incluindo 2.641 homens (42-62 anos), acompanhados durante 12,8 anos, avaliou
mortalidade por qualquer causa e comprovou que o uso sistematico de frutas e
verduras pode prolongar a longevidade dos homens.*® Outro estudo duplo-cego
para dieta, incluindo frutas e verduras, padrao versus placebo, demonstrou que o
grupo da intervengao aumentou a atividade antioxidante natural.®* Posteriormente,
foi avaliado, entre 1974 e 2002, a relagdo da ingestdo de frutas, vegetais e
administragcado oral de antioxidantes sobre a mortalidade por DAC e todas as
formas de Cancer (CA) em uma comunidade populacional no Condado de
Washington. Fica demonstrando que na maior ingestdao de frutas e verduras
prevalecia uma menor incidéncia de DAC e CA, e que a ingestdo de vitamina C e

E e os betacarotenos n&o tinham mostrado efeitos protetores.>®



15

Os flavonoides, caracterizados pelo nucleo flavan, representam um dos

grupos fendlicos mais importantes e diversificados entre os elementos do reino
vegetal e sdo uma classe secundaria de plantas com propriedades antioxidantes
e quelantes.®*® Na dieta humana, eles se encontram mais nas frutas, vegetais,
vinhos, chas e cacau, sob a forma R-glicosiidios ou agliconas.*®®" Seus efeitos
protetores se baseam na capacidade de inibir a peroxidacao lipidica, quelante e
atividade rodox de metais, e atenuam outros processos envolvendo espécies de
oxigénio reativo.*” Mais de 4.000 tipos de flavondides tém sido identificados no
reino vegetal. Um numero extenso de estudos envolve os flavondis (rutina,
quercetina, campferol, mirecitina, apinegina). Sua absor¢ado ainda necessita ser
mais investigada.*®*®’. A quercetina representa o maior flavonol da subclasse dos
flavondides, com a forma aglicona (livre), e absorve mais rapido; parece ocorrer
por transporte passivo ou por carreadores. Na circulacdo sido encontradas
quantidades muito baixas de quercetina. Alguns estudos sugerem que se
encontra como glucoronidios e sulfatados. Investiga-se se a absorg¢ao ocorre apos
acao enzimatica de glucoronidase e sulfatase. Os compostos da quercetina séo
excretados pela bile e urina na forma de conjugados e sulfatados. Alguns estudos
demonstram que glicosidios da quercetina (rutina) poderiam ser absorvidos
intactos. Outros sugerem que, por serem altamente lipofilicos, devem ser
metabolizados antes, para liberar a aglicona. Ha estudos que abordam as
dificuldades da absorcao intestinal de flavondides devido a sua instabilidade em
pH alcalino, mas outros referem que sao quimicamente estaveis em pH 6,8 e
1,2.% A quercetina representa o maior flavonol da subclasse dos flavonoides. Os
compostos da quercetina sdo excretados pela bile e urina na forma de conjugados

e sulfatados. O flavondide rutina é de forma glicosilada (com 2 glicidios: glicose e
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ramanose). Sua absor¢do € mais lenta e pode ser hidrolisada por enzimas
presentes na microflora intestinal (intestino delgado e cdlon). A quercetina,
quando originada da hidrélise da rutina, € absorvida mais rapidamente que a
forma aglicona.>® Estudos epidemiolégicos sugerem que os flavondides presentes
na dieta podem estar envolvidos na prevencédo da aterosclerose por inibirem a
oxidagado da LDL, diminuindo sua aterogenicidade e, consequentemente, o risco
de DAC. A mortalidade por DAC esta inversamente associada com a ingestao de
flavondis e flavonas, conforme o Zutphen Elderly Study.*® O Seven Countries
Study, entre outros, investigou a influéncia da ingestao de flavondides através de

frutas, verduras, chas e vinhos como fator protetor para DAC 44243444546

O habito da ingestao de chas tem séculos de costumes, e a historia refere
que os indios guaranis de Guaira (Parana) eram mais fortes do que os guaranis
de qualquer outra regido, também mais alegres, doceis e acolhedores. Entre seus
habitos, havia o uso de uma bebida feita com folhas fragmentadas, tomadas em
um pequeno porongo, por meio de um canudo de taquara, tendo na base um
trancado de fibras, para impedir que particulas de folhas fossem ingeridas. Os
guaranis chamavam-na de caa-i (agua de erva saborosa) e diziam que seu uso
fora transmitido por Tupa. Os conquistadores provaram a bebida e realmente a
acharam saborosa e alguns poucos goles dava uma sensagao de bem-estar ao
organismo.*” No século passado, o naturalista francés Auguste de Saint-Hilaire,
em viagem pela América, esteve varias vezes no Brasil*®, e classificou
botanicamente a erva-mate, dentro do género ilex e com designativo
paraguariensis.*® Ainda hoje, o chimarrdo (bebida & base de erva-mate) é habito
fortemente arraigado ndo apenas no sul do Brasil (Estados do Parana, Santa

Catarina e Rio Grande do Sul), mas também em parte da Bolivia e do Paraguai e
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em todo o Uruguai e a Argentina.*9°0:515253%4 E nogssivel que o mate possa conter
uma importante carga de antioxidantes para o corpo. A presenga de rutina,
quercetina e campferol, ambos livres e como glicosidios, em algumas espécies de
llex, incluindo a llex paraguariensis, pode também ser em parte responsavel pela
acdo antioxidante do mate.>’ Comparando outras variedades do género llex, a
I. paraguariensis exibiu a maior atividade antioxidante. A preparagao comercial
em analise mostrou similar atividade antioxidante também na extragéo
nao-comercial da amostra dos extratos da planta de |. paraguariensis. Esses
achados indicam que a industrializacdo do material da planta, incluindo o

aquecimento, nao afeta atividade antioxidante da mesma.*®

Em um estudo utilizando extrato de llex paraguariensis St.Hil (IP), foi
investigado a oxidabilidade da LDL do plasma de trés sujeitos saudaveis, antes e
apos a ingestdo do extrato. Concluiram que o extrato de IP era capaz de inibir a
oxidagao lipoprotéica de baixa densidade cobre-induzida in vivo no plasma
humano. Tal efeito foi atribuido aos polifendis e flavondides presentes no extrato.
Embora ndo se possa definir exatamente a quantidade absorvida destes
antioxidante importantes, evidéncias indicam que quantidades de substancias dos
componentes sao absorvidas e alcangam niveis no plasma suficientemente altos
para inibir a oxidagao lipoprotéica.>® Outro estudo posterior examinou os efeitos
do extrato de IP nas alteragdes pds-isquémicas de 20 min de isquemia global e 30
min de reperfusdo. Foram isolados coragdes de ratos tratados com extrato de IP
10 min antes da isquemia e também nos primeiros 10 min de reperfusdo. O
extrato de IP demonstrou resultados significativos na atenuagdo na disfungao
miocardica provocada por isquemia e reperfusdo.>® Contudo, pouco é conhecido

sobre propriedades antioxidantes e/ou varredura de radicais livres dos extratos de
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IP. Dentre as substancias usadas através dos séculos, pesquisas tém tentado
relacionar a llex paraguariensis St. Hil como protetora para a saude. Nos ultimos
estudos, ficou demonstrado que, embora nao existam maleficios ou beneficios em
relacdo a DAC e pelo fato de terem sido encontrados flavondides na analise da
composi¢cao quimica do produto, resta-nos saber se os flavondides séao
incorporados no organismo, através da corrente sanguinea, apds sua ingestdao em

forma de chimarrao, e se este tem algum efeito sobre a Dindamica Cardiovascular.

3. OBJETIVOS

Objetivo geral:

— Avaliar os efeitos da ingestdo de chimarrdo, sobre a concentragao
sanguinea de flavondides, de lipidios, da pressao arterial sistémica, da

circulacdo em pacientes com doenca arterial coronaria.

Objetivos especificos:

— Avaliar a concentragdo sanguinea de flavondides apods ingestdo de
chimarrao.

— Avaliar a concentragao dos lipidios apds ingestao de chimarrao.

— Acompanhar as variagdes da pressao arterial e frequéncia cardiaca

apos ingestao de chimarrao.
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RESUMO

Introducdo: O chimarrao (mate) € um preparado com folhas secas de llex
paraguariensis St. Hil (IP); é habito milenar do sul do Brasil, Bolivia, Paraguai,
Uruguai e Argentina. Os extratos da IP possuem compostos polifendis,
flavondides, saponinas, metilxantinas. Estudos sugerem que os flavondides
presentes na dieta podem estar envolvidos na preveng¢ao da aterosclerose, por
inibirem a oxidag&o das LDL.

Objetivo: Avaliar os efeitos da ingestdo de chimarrdo sobre a concentragao
plasmatica de flavondides, sobre os lipidios e sobre a circulagao.

Material e Métodos: Ensaio clinico experimental ndo-randomizado, realizado com
19 pacientes entre 50 a 80 anos, de ambos os sexos, acompanhados no
Ambulatério de Cardiopatia Isquémica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O
periodo de washout durou 4 dias, seguidos de mais 5 dias de intervengdo com
chimarréo. A dieta oferecida foi restrita de alimentos com flavondides. A coleta de
dados foi realizada entre 2003 a 2004. Foram avaliados concentragdo sanguinea
de flavondides, perfil lipidico, substancia reativa de acido tiobarbiturico (TBARS)
ingestdo alimentar, indice de Massa Corporal (IMC), pressdo arterial sistdlica
(PAS), pressao arterial diastélica (PAD), frequéncia cardiaca (FC) e historia
familiar de doenca cardiovascular. As variaveis foram analisadas utilizando-se o
teste t de Student, Exato de Fischer e ANOVA

Resultados: Apods 4 dias de washout, foi detectado aumento significativo do
colesterol LDL-c (chimarrdo: 26,7+30mg/dL e controle: 8,2+19mg/dL) e da relagéo
CT/HDL (chimarrao: 0,4+0,8 e controle: 0,51+0,36), semelhante em ambos os
grupos. Os efeitos do uso do chimarrdo apresentaram uma diminuigdo
significativa da relagdo CT/HDL (chimarréo: 0,2+0,2 e controle: 0,3+0,5, P=0,016)
e para TG (chimarrdo: 34136 mg/dL e controle: 29126 mg/dL, P= 0,001),
semelhante em ambos os grupos. Apos o uso do chimarrao, os valores de TBARS
apresentaram diferenca significativa (P=0,001) para o tempo. Em ambos os
grupos, foram detectadas diferengas significativas em relagdo a uma diminuig&o
para IMC (P=0,001) e para Ingestdo de Energia (P=0,001).

Conclusao: Apdés 12h do uso de chimarrdo, ndo foram detectados dados
significativos na concentragao de flavondides na corrente sanglinea. Ocorreram
alteragdes na presséo arterial sistémica e na frequéncia cardiaca
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INTRODUCAO

O chimarrao (mate) é um habito arraigado, ndo apenas no sul do Brasil
(Estados do Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul), mas também em parte
da Bolivia e do Paraguai e em todo o Uruguai e a Argentina." E um preparado
com erva-mate (llex paraguariensis St. Hil), geralmente sorvido quente, que
consiste em folhas e ramos finos, secos e triturados, passados em peneira
grossa, de cor verde.? Na América do Sul, aproximadamente 30% da populagéo

bebe mais de 1 litro/dia dessa bebida.*

A histéria refere que os indios guaranis de Guaira (Parana) eram mais
fortes, alegres, doceis e acolhedores do que os guaranis de qualquer outra regiao.
Entre seus habitos, havia o uso de uma bebida feita com folhas fragmentadas,
tomadas em um pequeno porongo, por meio de um canudo de taquara, chamada
de caa-i (dgua de erva saborosa).> Em 1823, Auguste de Saint-Hilaire classificou,
botanicamente, a erva-mate, dentro do género llex e com designativo
paraguariensis pertencente a familia das aquifolidceas.? As espécies do género
da ordem llex (Aquifoliaceae) sao arvores médias a grandes, distribuidas nas

regides tropicais e subtropicais.*>®

Essas espécies sao conhecidas por ter gosto amargo, serem
provavelmente hepatoprotetivas, coloréticas, hipocolesterolémicas, antioxidantes,
anti-reumaticas, diuréticas, glicogenoliticas e com propriedades lipoliticas."**® Os

extratos da llex paraguariensis (IP) possuem acidos fendlicos (acido

4,5,6,7

clorogénico)**®’, flavondides®, saponinas®, metilxantinas®. Estudos com os

fitoquimicos da IP demonstraram acéo antioxidante sobre a oxidagdo da LDL."°
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Os flavondides rutina, luteolina, quercetina e campeferol foram detectados em

preparo de IP.°

Mais de 4.000 tipos de flavondides tém sido identificados no reino

vegetal."

Um numero extenso de estudos envolve os flavondis (rutina, quercetina,
campeferol, mirecitina, apinegina), caracterizados pelo nucleo flavan, que
representam um dos grupos fendlicos com propriedades antioxidantes e
quelantes.” Na dieta humana, eles sdo mais encontrados nas frutas, vegetais,
vinhos, chas e cacau, sob a forma R-glicosideos ou agliconas.''? Seus efeitos
protetores comegam a partir da habilidade de inibir a peroxidagao lipidica,
quelante e atividade redox de metais, e atenuam outros processos envolvendo
espécies de oxigénio reativo.”® Os mecanismos locais de absorgido e
biodisponibilidade tém avancado nas investigagcbes em busca de novos
marcadores bioquimicos, mas ainda requerem mais estudos.”™'*"® Estudos
sugerem que os flavondides presentes na dieta podem estar envolvidos na
prevencao da aterosclerose, por inibirem a oxidacdo das LDL, diminuindo sua
aterogenicidade e, consequentemente, o risco de Doenga Arterial Coronaria
(DAC).">1817.1819 o Zutphen Elderly Study demonstrou que a mortalidade por
DAC estaria inversamente associada & ingestdo de flavonodis e flavonas.?® O

Seven Countries Study, entre outros, investigou a influéncia da ingestdo de

flavondides através de frutas, verduras, chas e vinhos como fator protetor para

DAC.6’21 ,22,23,24,25,26

Contudo, ainda se conhece pouco sobre as propriedades antioxidantes
(sequestrante de radicais livres) dos extratos de llex paraguariensis St Hil. Dentre

os produtos de origem vegetal usados através dos séculos, pesquisas tém
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buscado caracterizar a IP como protetora da saude. Em relagado aos beneficios da

IP sobre a DAC, ndo encontramos estudos pertinentes.

Em relacdo aos lipidios, estudos que utilizaram extrato de llex
paraguariensis St. Hil (IP), em animais e no homem, mostram a sua eficiéncia em
inibir a oxidagao lipoprotéica de baixa densidade cobre-induzida in vivo no plasma
humano.*®"'° Essa acéo tem sido relacionada & possivel influéncia dos polifendis

e flavondides presentes no extrato.'*?’

Portanto, ndo existem trabalhos que relacionam os efeitos da ingestao de
chimarrao sobre o sistema cardiocirculatorio e sobre a concentracdo dos lipidios
plasmaticos em pacientes portadores da cardiopatia isquémica. Sabe-se, através
da literatura, que a ingestdo aguda de liquidos determina a elevagao da presséao

arterial sistémica e a reducéo da freqiiéncia cardiaca.?2930:31:32.33

Face ao pouco conhecimento existente em relacdo aos efeitos do
chimarrao em portadores de DAC e como na literatura ndao foram encontrados
trabalhos que tivessem avaliado as concentragdes sanglineas de flavondides no
homem apds as sessdes de ingestao de chimarrdao, bem como os efeitos sobre o
sistema circulatério e nas concentragcbes dos lipidios, realizamos o presente

trabalho.

MATERIAIS E METODOS

Selecdo da amostra
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Trata-se de ensaio clinico experimental nao-randomizado, do qual
participaram 19 pacientes (10 no grupo de ingestdo de chimarrdo e 09 no grupo
controle) com Cardiopatia Isquémica, acompanhados no Ambulatério de
Cardiopatia Isquémica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Foram incluidos,
no estudo, pacientes com idades entre 50 a 80 anos, de ambos 0s sexos, com
diagndstico de doenca arterial coronaria sintomatica, e excluidos pacientes
portadores de doenca valvular, miocardiopatia primaria, infarto do miocardio
recente (<3 meses), cirurgia de qualquer natureza (recente), acidente vascular
cerebral (recente), angioplastia (recente), uso de estatinas e uso vitaminas A, E,

C.

Todos os individuos participaram por livre vontade e assinaram o Termo
de Consentimento Informado. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa (CEP) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em fevereiro/2003.

Os 123 pacientes da amostra foram selecionados através dos 365
prontuarios de pacientes acompanhados no ambulatério, entre 2003 e 2004,
conforme o fluxograma 01, segundo The Consort.>* Os convites foram feitos por
telefone ou pessoalmente, quando o paciente vinha ao servico para consulta de
rotina; o mesmo participava de uma entrevista com o pesquisador e respondia
aos protocolos relacionados aos aspectos psicossociais, habitos de vida, histéria
de doencas, medicagdes, habitos de chimarrio e alimentar.®® Apds, o entrevistado
recebia a orientagcdo sobre data, hora, local do estudo, manutencéo do tratamento
medicamentoso prescrito e informagdes sobre alimentos que nao fariam parte da
sua alimentacdo durante o estudo. A lista de alimentos que informava sobre a

restricio e permissao de ingestdo alimentar foi elaborada seguindo analise
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realizada para detectar o conteudo de flavondides nos alimentos identificados por

Crozier et al., Hergot et al. e USDA Database for Flavonoid.*®>7%%%

Foram entrevistados 38 pacientes, sendo 20 selecionados para o grupo
controle e apenas 9 concluiram o estudo. Dos 11 pacientes alocados para o
estudo, 2 nao foram incluidos na analise devido a problemas de saude, um por
crise de gota e outro por alteracbes isquémicas no ECG. Ambos foram
encaminhados a Emergéncia do HCPA. Os outros 9 pacientes desistiram do
estudo devido a problemas familiares, dificuldades de equacionar o horario de
trabalho com a pesquisa, necessidade de viagem e problemas de saude. No
grupo chimarrdo, dos 18 pacientes entrevistados, um total de 10 individuos foi
analisado. Um dos pacientes apresentou reagdes gastrintestinais no segundo dia
do estudo, sendo entdo encaminhado a Emergéncia do HCPA, e 7 pacientes, que
também foram entrevistados, desistiram devido a dificuldades com deslocamento,

problemas de saude e questdes familiares (Fluxograma 1).



Fluxograma 1: Pacientes da pesquisa

PACIENTES
ELEGIVEIS (N =
123)

A 4
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INSCRITOS

I

Pacientes alocados
para chimarrao
(N=11)

Pacientes excluidos (N = 83)
Recusa de participar apos
entrevista
(N =18)

MOTIVOS: problemas familiares
e de salde, desisténcia,
dificuldades com horério, viagem.

DISTRIBUICAO

A 4

Pacientes acompanhados
perdidos (N =01)

Motivo: problemas de
saude (intercorréncias
gastrointestinais)

Pacientes alocados
para controle
(N=11)

ACOMPANHAMENTO

\ 4

Pacientes analisados (N =
10)

|

Pacientes acompanhados
perdidos (N =01)

Ingestdo de agua
interrompida
(N=01)
Motivo: problemas de
saude(IAM)

ANALISE

A 4

Pacientes analisados (N =
09)
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Delineamento da intervencéo

Dieta

Com a intengcdo de homogeneizar os grupos, para medidas bioquimicas e
ingestdao alimentar de flavondides, utilizamos um periodo washout, que foi
elaborado conforme os estudos de Franco et al., Young et al.,, Krogholm e
Hollman.>**%%142 0§ periodo de washout em nosso estudo durou 4 dias e os
pacientes receberam dieta com restricdo de alimentos ricos em flavondides. No
quinto dia, iniciou-se as 7h30min o periodo de intervencao, que se estendeu até o

décimo dia as 8h, conforme o Fluxograma 2.

As refeigbes servidas durante o periodo de estudo (desjejum, almogo e
jantar) foram elaboradas no Servigo de Nutricdo e Dietética (SND) do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA). A partir dessas preparagdes, o nutricionista
pesquisador selecionou as que poderiam ser oferecidas durante o estudo, que
eram compostas basicamente de pao branco, carne de boi ou carne de frango,
arroz branco, feijao, leite, massa sem molho, creme vegetal, agucar e aipim;
foram excluidos os alimentos listados nas orientacdes iniciais.***"*%% Durante as
refeicdes, os pacientes eram acompanhados pelo pesquisador, que orientava o
tamanho das por¢des e completava o registro alimentar. Nos 2°, 3°, 4°, 6°, 7°, 8°
e 9° dias, o SND forneceu a porgéo do desjejum para os participantes levarem
aos seus domicilios. Nos 1°, 5° e 10° dias, receberam o desjejum nas
dependéncias do SND do HCPA, apés a coleta de sangue e dos dados
antropomeétricos. Durante o estudo, as orientacdes dietéticas para evitar alimentos

contendo antioxidantes e flavondides eram reforcadas sistematicamente. A
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ingestao dietética foi calculada utilizando o Programa de Apoio a Nutricao®,
Versado 1,5 — Departamento de Informatica em Saude — SPDM — Unifesp/EPM,

2002, CD-ROM, Universidade Federal de S3o Paulo.*®

Chimarrdo e controle

A ingestdo do chimarrdo ou agua aconteceu no quinto dia do estudo, em
uma sala do Servigo de Cardiologia do HCPA, devidamente climatizada. Os 21
participantes foram distribuidos em 8 pequenos grupos, mantendo uma média de
3 participantes/grupo, independente da intervengao (chimarrdo/agua). As bebidas
foram preparadas pelo pesquisador. O chimarrdo foi preparado com 95 g de
folhnas secas e moidas de |. paraguariensis, 100mL de agua a 35°C/5min para
intumecer a erva-mate e, para a infusdo, 500 mL de agua/65°C/porgéao, sendo
oferecidas 3 porgbes/dia. A bebida utilizada para o grupo controle foi agua,
coletada no mesmo local do grupo chimarrdo. Os pacientes do grupo controle
ingeriram agua a temperatura de 35°C e acompanharam o mesmo protocolo de
horarios e monitorizagdo de dados utilizados para o grupo do chimarrdo. Para
conferir a temperatura da agua do grupo chimarrdo e do grupo controle, foi
utilizado termdémetro L.C.D Digital Multi-Stem®. Cada por¢ado de chimarrao foi
fracionada em 11, servidas com um tempo médio de 20min. A selecdo e
quantificacdo das folhas secas e moidas de |. paraguariensis St. Hil foi conduzida
pelo laboratério de Farmacotécnica da Faculdade de Farmacia da UFRGS. A
pesquisadora recebeu do laboratério embalagens individuais contendo 95g de
folhas secas e moidas. Cada participante do grupo chimarrao utilizou, durante o

estudo, 15 embalagens, perfazendo um total de 1.450g folhas secas e moidas de
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I. paraguariensis St. Hil, para o periodo de 5 dias. A forma de preparo e a
temperatura da agua também foram orientadas pelo laboratério. Os equipamentos
utilizados para administracdo do chimarrdo foram compostos por cuia de material
atéxico, bomba de inox, com a colocagdo de um filtro em sua borda inferior, e
garrafa térmica. O material do chimarrdo foi de uso individual e devidamente
identificado. Os participantes selecionados para o grupo controle receberam o
mesmo tratamento que os participantes do grupo do chimarrao, sendo utilizados

1.500mL/agua/dia (Fluxograma 2).

Coletas de dados

A coleta de sangue para dados bioquimicos ocorreu em condi¢cées de
jejum e em trés momentos: no primeiro, no quinto € no décimo dia do estudo,
tendo sido realizada na Unidade de Coleta do Servigo de Patologia Clinica (SPC)
do HCPA e de forma cega. As dosagens foram realizadas no Laboratério de
Bioquimica do mesmo servigo, da seguinte forma: Colesterol Total (Kit colesterol
Sera-Pak Bayer®)*, fracdes Colesterol HDL (Kit HDL-c Immuno FS*Diasys® fuid
stable®)*, Colesterol LDL (calculo Friedwald)*®, Triglicerideos (Kit triglicerideos
Sera-Pak Bayer®)*’. Para as demais dosagens, substancia reativa de acido
tiobarbiturico (TBARS) e flavondide, o plasma foi congelado a -80°C e, apds,
transportado para os laboratérios que realizaram as dosagens. A analise de
TBARS* foi realizada no Departamento de Bioquimica do Instituto de Ciéncias

4250 o Laboratério do

Basicas da Saude da UFRGS e a dosagem de Flavondide
Centro de Pesquisa da Unidade de Pesquisa Biomédica do Servigo de Patologia

Clinica do HCPA.
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Consentimento informado
Protocolo de investigagdo

Instrumento para investigar habitos alimentares
Orientac&o sobre alimentos com flavonéides
5. Informagé&o sobre o local, dia, horarios de coletas e

refeicdes

GRUPO CONTROLE
N=09

Dia 1: HCPA
7h 30min - Coleta de sangue e dados antropométricos
7h 50min — Desjejum
11h 30min - Almogo
19h 30min - Jantar

\ 4

Dia2,3e4:
Desjejum no domicilio
11h - HCPA - Aimogo
19h 30min — HCPA - Jantar

v

Inicio da Intervengdo

Dia 5: HCPA
7h 30min - Coleta de sangue e dados antropométricos
7h 50min até 19h 30min cronograma igual ao 6° dia.

v

Dia6,7,8 e 9: HCPA
7h 50min — Desjejum
10h 25min - Verificagdo da pressao arterial sistémica
10h 30min — Ingestao de 500ml de &gua
10h 50min - Verificacdo da presséo arterial sistémica
11h - Aimogo
17h 15min - Eletrocardiograma
17h 20min - Verificagdo da pressao arterial sistémica
17h 30min - Ingestao de 1000ml de &gua
18h - Verificacdo da presséo arterial sistémica
18h 30min - Verificagdo da pressao arterial sistémica
19h - Verificacdo da presséo arterial sistémica
19h 05min - Eletrocardiograma

19h 30min - Jantar

Dia 10: HCPA
7h 30min - Coleta de sangue e dados antropométricos
7h 50min — Desjejum
8h — Encerramento do estudo

GRUPO CHIMARRAO
N=10

A 4

WASHOUT :

A 4

Dia 1: HCPA
7h 30min - Coleta de sangue e dados antropométricos
7h 50min — Desjejum
11h 30min - Aimogo
19h 30min - Jantar

A 4

Dia2,3e4:
Desjejum no domicilio
11h - HCPA - Almogo
19h 30min — HCPA - Jantar

v

Inicio da Intervengdo

Dia 5: HCPA
7h 30min - Coleta de sangue e dados antropométricos
7h 50min até 19h 30min cronograma igual ao 6° dia.

v

Dia 6,78 € 9: HCPA
7h 50min — Desjejum
10h 25min — Verificagdo da presséo arterial sistémica
10h 30min - Ingest&o de 500ml de chimarréo
10h 50min - Verificacdo da presséo arterial sistémica
11h - Almogo
17h 15min - Eletrocardiograma
17h 20min - Verificagdo da pressao arterial sistémica
17h 30min - Ingestéo de 1000ml de chimarréo
18h - Verificacéo da press&o arterial sistémica
18h 30min - Verificagdo da presséo arterial sistémica
19h - Verificagéo da pressdo arterial sistémica
19h 05min - Eletrocardiograma
19h 30min - Jantar

A 4

Dia 10: HCPA
7h 30min - Coleta de sangue e dados antropométricos
7h 50min — Desjejum
8h — Encerramento do estudo
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O IMC (peso/altura?)®*2°3% o verificado na Unidade de Coleta do SPC

do HCPA nos primeiro, quinto e décimo dias do estudo, utilizando uma balanca da
marca Filizola®, com capacidade de 150 kg e intervalo de 100 g. Para essa
coleta, foi solicitado aos participantes a retirada dos sapatos e que ficassem com

0 minimo de roupas.

A verificagdo da pressao arterial acompanhou o protocolo da Sociedade
Brasileira de Hipertensao Arterial; a primeira medida ocorreu no quinto dia, antes
da ingestdo de chimarrdao e/ou agua, apos 30 e 60 minutos do término das

intervengoes.”®

O tragado eletrocardiografico (ECG) foi realizado no Laboratério de
Métodos Nao-invasivos do HCPA, pelo Servico de Cardiologia, antes da
intervencgao, e apos 60 minutos do término de cada intervencao, por um periodo
de 5 dias, sendo mensuradas as seguintes variaveis: ritmo cardiaco, frequéncia
cardiaca, sobrecarga das cavidades, presenca de arritmias cardiacas, presenca
de IAM (antigo ou recente), isquemia miocardica (presenga, agravamento,
melhora e manutencéo) e bloqueio de ramos. Um participante que apresentou
bloqueio de ramo foi encaminhado ao cardiologista, no ambulatério de Cardiologia

do HCPA, e retirado da pesquisa.

Flavondides no plasma

A medida de flavondides no plasma foi realizada no Laboratério de
pesquisa de Patologia Clinica do HCPA. Quercetina, B-glucuronidase e sulfatase

foram obtidos da Sigma (STO Lois), MO, USA®, acido acético da Merck®, acido
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fosférico 98% PA da Quimex, Acetonitrila grau CLAE da OmniSol (afiliada da
Merck, Da, Germany). Foi usada agua tipo |l obtida por osmose reversa com
sistema Mili-Q. A dosagem ocorreu de acordo com Manach® e foi utilizado um
sistema analitico para cromatografia liquida (CLAE) Shimadzu® com um
controlador SCL-10 A, bomba injetora LC-10 AD, detector UV-VIS SPD 10 A e um
Chromatopac C-R6A. A coluna analitica foi de fase reversa da Supelco BDS
Hypersil® C8, 15 X 4,6 mm X 5 um, e guarda coluna UBondak® C18. A fase
maovel consistiu de mistura de 73% de acido fosférico 0,5% e 27% de acetonitrila
bombeada, num fluxo de 1,2 mL/min; a leitura do pico do flavondide feita em
detector UV em 370 nm; a coluna permaneceu na temperatura ambiente e o

laboratério era climatizado a 20°C.*>%°

Uma solugao estoque de quercetina foi preparada (5mg/mL) em metanol.
A solugcdo padrao de trabalho foi obtida diluindo a solugdo estoque até a
concentracéo final de 0,100, 0,625, 1,25 e 5,0 nmol/L, para realizar uma curva de
calibracdo. As solugdes de trabalho foram adicionadas a uma amostra de soro,

sem flavonodides, verificada previamente por CLAE.

As amostras de sangue foram coletadas em tubos heparinizados por
puncdo braquial, em jejum. As amostras de plasma foram separadas por
centrifugacdo e armazenados a -80°C até a data da realizagdo da dosagem. No
dia da dosagem, 0,5 mL de plasma foi tratado com 0,1 ml de acido acético 0,58
mol/L, para evitar a instabilidade dos flavondides em pH maior que 7,4 e
incubadas com p-glucuronidase (5 x 10° unidades/L) e sulfatase (2,5 x 10°
unidades/L) a 37°C, por 60 minutos. Apds, foram adicionados, nas amostras, 4,0

mL de acetona para precipitacao de proteinas e extragao do flavonoide. A mistura
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foi homogeneizada em vortex por 30 segundos e depois centrifugada. O
sobrenadante contendo o flavonéide foi separado e evaporado em uma centrifuga
evaporadora a vacuo, (Labcomco®), por 30 minutos ou até a secura, e o residuo
foi dissolvido com 0,5 mL da fase movel. A solugdo obtida foi injetada,
diretamente, no equipamento de CLAE, com um loop de 20 ul. Nessas condigdes,
foi identificado um pico de quercetina com tempo médio de retencdo de 4,5

minutos.

TBARS no plasma

Em um primeiro conjunto de experimentos, as substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) presentes na amostra (0,5 mL de plasma ou 0,5 ml
de salina e 30% de heméacias) foram determinadas. Resumidamente, 0,5 ml de
amostra foi adicionada a uma mistura da reagao contendo 2.0 mL de 1% de acido
fosférico (pH 2.0) e 1.0 mL de solugéo aquosa de 0.6% de TBA, seguido de 30
minutos de aquecimento a 95°C. Apds resfriar cada uma das incubagoes, o
cromoégeno foi extraido com n-butanol e lido espectrofotometricamente a 532 nm.
Um coeficiente de extincdo molar de 154.000 foi usado para calcular os niveis de

TBARS. 4849

Flavondides da infusado de llex paraguariensis

O material vegetal, composto de folhas e talos de llex paraguariensis

(MPI), foi fornecido pela ervateira Fino Mate® (Mato Leitdo — RS), sendo
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posteriormente identificado e uma exsicata depositada no Herbario da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICN 133726). Apds a coleta, o
material foi seco em estufa de ar circulante em temperatura de 45+2°C até um
teor de perda por dessecacgéao entre 10 a 12%, sendo, posteriormente, submetido
a moagem em moinho de facas (Retsch SK1®), cromatdgrafo liquido Shimadzu®
(LC-10 AD) equipado com controlador de gradiente (FCV-10 AL), injetor
automatico (SIL-10 A) e detector de UV/VIS (SPD-a0 A) controlado por software
(CLASS LC-10). Como fase estacionaria, empregou-se uma coluna Shim-pack®
CLC-ODS (M) RP-18 (5 mm, 250 mm x 4 mm), protegida por pré-coluna, com
fase estacionaria Lichrosorb RP-18. Para avaliar a pureza e identidade dos picos,
foi empregado, adicionalmente, um detector de arraste de diodo Waters Millenium

(Milford®, MA, USA).

Metanol (grau CLAE, Merck®, Darmstadt, Alemanha), acido acético
glacial (P.A) e &gua ultrapura Milli-Q (Milipore®, Bredford, USA) foram
empregados como fase movel. Como padrées externos, acido clorogénico

(Sigma®) e rutina (Sigma®).

Preparo da solucao extrativa de llex paraguariensis (SEI)

Para obtencédo da SEI, 31,6g de MPI seca e moida foram colocadas em
copo de Becker e entumecidas com 35,0 ml de agua destilada aquecida a 65°C.
Apods o entumecimento, a MPI foi extraida por infusdo, com onze porcdes de 15,0
ml, simulando o ensaio do grupo chimarrdo. O infuso obtido foi, primeiramente,

prensado e filtrado com auxilio de prensa hidraulica manual e, posteriormente,
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submetido a nova filtragdo sobre papel de filtro, a pressado reduzida, sendo o
volume reconstituido para 200,0 ml. Foi entdo realizada analise quantitativa do
teor de polifendis da solugédo extrativa de llex paraguariensis por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Para quantificacao do teor de polifendis na SEl,
foi empregada a metodologia analitica descrita por Silva, empregando como

substancias de referéncia acido clorogénico e rutina.>®

Curva padréo

Para obtengao das curvas padrao de acido clorogénico (ACLO) e rutina
(RUT), foram preparadas solugdes metandlicas 50% (V/V) nas concentra¢des de
2,0,4,0,6,0, 8,0 e 10,0 mg/mL. As solugdes foram filtradas em filtro de membrana
de polivinilideno de 0,45 um de didmetro de poro. Os resultados foram expressos
pela area média dos picos, obtidos em trés injecdes. Esse procedimento foi

repetido por trés dias consecutivos.

Preparo da amostra

Uma aliquota de 5,0 mL da SEIl foi diluida a 50,0 mL com agua,
consistindo na solugdo-mée (SM). Dessa SM, uma aliquota de 5,0 mL foi levada a
25,0 mL com metanol: agua (50:50 v/v). A partir dessa solugao, aliquotas de 2,0
mL foram diluidas em balées de 10,0 mL com metanol: agua (50:50 v/v). Os
resultados foram expressos pela area média dos picos obtidos em trés injegdes.

Esse procedimento foi repetido por trés dias consecutivos.
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Condic¢Oes cromatogréficas

A metodologia analitica empregou um sistema gradiente linear de
separacgao constituido de: (A) acido acético 2% (V/V); (B) metanol: agua 85 %
(m/m). O regime de elui¢ao utilizado foi de 31% de B durante 10 minutos, 31-56%
de B por 10 minutos, 56% de B por 8 minutos, 56-77% de B por 12 minutos, 77-
56% de B por 5 minutos e 56-31% de B por 5 minutos. O volume de inje¢ao da
amostra foi de 20 pl/mL, o fluxo de 0,7 mL/min e a detecgdo 340 nm, com

sensibilidade de 0,05 AUFS.

Substancias Solucéo extrativa
Concentracao (mg/ml) CV%

acido clorogénico 1,39 0,39

rutina 0,44 0,37

CV % = Coeficiente de variagao

Andlise estatistica

As caracteristicas basais dos individuos estudados estao expressas como
média, desvio padrao, frequéncia absoluta. Para a analise basal de idade, PAS,
PAD e FC, utilizou-se o teste t Student; as demais variaveis foram analisadas
utilizando-se o teste Exato de Fisher. Caracteristicas basais para valores
laboratoriais, antropométricos e de ingestdo de energia foram comparadas por
teste t Student, apresentadas como basal. Para comparacédo entre as variaveis

laboratoriais, antropométricas, ingestao de energia e pressdes arteriais ao longo
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do tempo, foi utilizado ANOVA para medidas repetidas. Foram considerados

significativos valores de P < 0.05.

RESULTADOS

Caracteristicas basais

As caracteristicas basais dos participantes do estudo, listadas na tabela 1,
nao diferiram quanto a idade, sexo, habito de fumar, indice de massa corporal,
grau de instrucao, histéria familiar para DAC, uso de medicagbes, pratica de
atividade fisica e etilismo. Também nao houve diferengas na frequéncia cardiaca

€ nos niveis de pressao arterial sistélica e diastdlica.



Tabela 1: Caracteristicas basais dos participantes do estudo
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Variaveis Chimarréao Controle
n=10 n=9 b

Idade (anos) 63,9+7,1 64,22+6,5 0,91
Homens (n) 5 4 0,35
Presséo Arterial

PAS (mmHg) 119,31£17,6 135,6+21 0,08

PAD (mmHgQ) 71,214 75,912 0,45

FC (bat/min) 6319 6816 0,19
Tabagista 2 3 0,62
IMC (kg/m?) 27+3 28+3 0,55
Grau instrugéo 0,30

ensino fundamental 9 6

ensino medio 1 3
Historia familiar para DAC

Angina 6 4 0,99

DM 1 4 0,10

IAM 5 6 0,99

Morte Subita 1 2 0,99

HAS 4 6 0,63
Medicacoes

IECA 8 6 0,62

Antagonista de Calcio 1 2 0,58

Nitrato 2 3 0,62

Betabloqueador 9 7 0,58

Diutético 4 6 0,37

Anticoagulante 7 6 1

Hipolipimeante 7 7 1

Digitalico 1 2 0,58
Atividade fisica (n) 7 2 0,30

Idade, sexo, valores basais de PAS (presséao arterial sistolica), PAD (pressao arterial diastélica), FC (frequéncia cardiaca),
IMC (indice de massa corporal), DAC (Doenga Arterial Coronaria), DM (Diabetes Mellitus), IAM (Infarto Agudo do
Miocardio), HAS (hipertensao arterial sistémica), Medicagéo IECA (Inibidores da Enzima de Convers&o). Valores expressos
como média, desvio padrao e freqliéncia absoluta. Para andlise de idade, PAS, PAD e FC utilizou-se o teste t Student e as

demais variaveis foram analisadas utilizando-se o teste Exato de Fisher.

Efeitos da retirada dos alimentos que contém flavondides washout

Na tabela 2, encontram-se os efeitos da dieta com a retirada dos

alimentos que contém flavondides sob valores laboratoriais, antropométricos e

energeéticos.
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O washout promoveu um aumento significativo do colesterol LDL
(chimarrdo: 26,7+30mg/dL e controle: 8,2+19mg/dL) e da relagcdo CT/HDL
(chimarrao: 0,4+0,8 e controle: 0,511£0,36) semelhante em ambos os grupos. No
entanto, CT, HDL e Triglicerideos (TG) nao sofreram nenhuma alteragéo

significativa no periodo.

Os niveis de TBARS néo foram alterados em relacdo ao tempo, durante o
periodo de washout, porém apresentaram diferengas entre os grupos P=0,001 (no
grupo chimarrao de 0,11 nmol/mg proteina para 0,09 nmol/mg proteina e no grupo
controle de 0,15 nmol/mg proteina para 0,13 nmol/mg proteina). O resultado para
flavondides (quercetina), no periodo de washout, apresentou um aumento
significativo no tempo P=0,05 (chimarrdo: 0,32+0,54 nmol/L e controle: 0,21+0,34
nmol/L). Ja o IMC e ingestao energética ndo apresentaram nenhuma alteragao

significativa no periodo de acompanhamento.

Tabela 2: Resultados das variaveis laboratoriais, antropométrica e de ingestéao
energética antes e apos o periodo do washout

Chimarrdo (n=10) Cartrale (0 =19)
Variaveis Pré Pos Pré Pos Tempo (P Grupo (P interacdo (P

Lipopmbeinas

Colesterol Total 2056 60 218472 202470 20564 gz Qs Qi

HE'L i i) o= = 13 sy pc] jei=Foe] a0 aas Us)

LLr L (i 1122527 128459 12557 133453 i a8r iz

Relagﬁn CTHIDL 458+ 52412 4 86+1 5 55416 (06 arm o &

Ti% (e cpfal) 2181111 17357 17 3BT 168516 iz a4 0
THARS (e obfi gpmodeda) 0,1120047 0,09640,02 0, 1560 04 0,12540,03 a0 o0 X
Flavondides/quercitina  0,28+0,22 P D.s04055 047011 ° 0,140,534 us) a3 Q8
(e o)
I e :J 2T 5133 273433 28 431 28,2432,07 [ o34 sy
hgestio alimentar feall 1964230 18824575 17784182 15451254 g e gz

CT (Colesterol Total), HDL (Lipoproteina de alta densidade), LDL (Lipoproteina de baixa densidade) Relagdo CT/HDL
(Relagéo Colesterol Total/Lipoproteina de alta densidade), TG (Triglicerideos), TBARS (Substancias Reativas de Acido
Tiobarbitdrico), IMC (indice de Massa Corporal).

Andlises realizadas com n diferenciados ' Flavondides: grupo chimarrdo n=7 ; grupo controle n=6.

Valores expressos como média e desvio padrdo. Caracteristicas basais analisadas por teste t Student *P <0,05. Anova
para medidas repetidas para determinar o efeito do washout sobre valores laboratoriais, antropométricos e de energia.
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Efeitos do uso do chimarréao

As caracteristicas basais dos participantes do estudo, listadas na tabela 3,
nao diferiram quanto ao colesterol total, HDL, LDL, relacdo colesterol total/HDL,
TG, flavondide quercetina, IMC e ingestdo alimentar. Os efeitos das variaveis
laboratoriais, antropométricas e de ingestao energética, apds o uso do chimarrao,
encontram-se na tabela 3. O uso do chimarrdo promoveu uma diminuicdo
significativa da relagdo CT/HDL (chimarrao: 0,2+0,2 e controle: 0,3+0,5, P=0,016)
e para TG (chimarrdo: 34136 mg/dL e controle: 29126 mg/dL, P= 0,001),
semelhante em ambos os grupos. Em relagdo ao CT, HDL e LDL, ndo ocorreu
nenhuma alteragcédo significativa durante a intervencédo. A figura 1 apresenta o
flavondéide quercetina (chimarrao: 0,17+£0,78 nmol/L, controle: 0,17+0,25 nmol/L),

onde nao ocorreram diferengas significativas no periodo do estudo.

No grupo chimarrdo, os valores de TBARS foram menores que no grupo
controle. O grupo chimarrao passou de 0,0966 nmol/mg proteina para 0,0954
nmol/mg proteina e o grupo controle passou de 0,1351 nmol/mg proteina para
0,1622 nmol/mg proteina. Apdés o uso do chimarrdo, os valores de TBARS
apresentaram diferenca significativa (P=0,001) para o grupo, mas para a interagéo
entre os dois grupos ndo ocorreu significancia, ou seja, o chimarrao nao fez o
TBARS alterar. Nas variaveis que analisaram peso corporal e ingestdo de
energia, os grupos apresentaram diferengas significativas em relagdo a uma
diminuicdo de IMC para o tempo (chimarrdo: 0,320,3 kg/m? e controle: 0,1+0,2
kg/m? (P=0,001)), ocorrendo também a alteracdo da ingestdo energética em
relacdo ao tempo do estudo (chimarrdo: 259+239 kcal e controle: 270+£227 kcal

(P<0,001)).
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Tabela 3: Variaveis laboratoriais, antropomeétrica e de ingestao energética antes e
apos 5 dias de intervencdo utilizando chimarrdo preparado com llex

Chimarran (n=10)

Controle (n=19)

Tempo (P)  Gripo (P} Interagdo (P)

Variaveis Baszal Pos Baszal Pos
Lipoomibeinas
CT g e 21mT2 PO24TE 205G 104454 aor Qrr (2l
HDL g g 41413 A+ 15 3540 3040 gsg Qa 1.5
LD L gar gl ) 130459 13345 133453 1zE442 20 082 gos
Relagio CTHDL 52412 506413 5515 52413 e g7 g7
TG (argeild) 17357 120145 16651 5 1BEL51 B =dl o7 1 074
THARS (i obfigproding) 00964002 *  002540,02 0435003 01624003 g =000 Q8
Flawondidetquer citina 0504055 ° 0424047 041024 © 021012 aze 0z aur
{hir o)
IMC e =) 7R S ITERZ 28,2431 281431 007 01 0z
Ingestio alimentar gzl 18524376 1 53311 18484254 15782218 =0 0f gz Q#a

CT (Colesterol Total), HDL (Lipoproteina de alta densidade), LDL (Lipoproteina de baixa densidade) Relagdo CT/HDL
(Relagdo Colesterol Total/Lipoproteina de alta densidade), TG (Triglicerideos), TBARS (Substancias Reativas de Acido
Tiobarbitarico), IMC (indice de Massa Corporal).
Analises realizadas com n diferenciados; ' Flavonoides: chimarrdo n=7 ; Flavonoides: controle n=6.

Valores expressos como média e desvio padrdo. Caracteristicas basais analisadas por teste t Student *P <0,05. Anova
para medidas repetidas para determinar o efeito do uso do chimarrao sobre valores laboratoriais, antropométricos e de

energia.
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Figura 1: Resultado da analise do Flavondide quercetina no plasma, antes e apods
a intervencédo com chimarrao (llex paraguariensis St. Hil)

Os efeitos do uso do chimarrdo na pressao arterial sistémica e na

freqUéncia cardiaca encontram-se na figura 2. As pressdes arteriais sistolica e

diastdlica elevaram-se,

apés 30 minutos do

término da ingestdo, de
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123+12/69+13 mmHg para 125+19/75t10 mmHg no grupo chimarrédo e de
137+22/76+12 mmHg para 142+20/82+15 mmHg no grupo controle. Aos 60
minutos do término da ingestédo, a pressao arterial sistdlica manteve-se elevada
em relagado ao basal, porém sem significancia (ANOVA: Grupo = 0,09, Tempo =
0,08, Interacdo = 0,67) e a pressao arterial diastdlica demonstrou aumento

significativo (ANOVA: Tempo < 0,001, Grupo = 0,25, Interagéo = 0,90).

A pressao arterial basal nos individuos do grupo chimarrao foi de
135,6+21/75,9+12 mmHg e no grupo controle de 119,3+17,6/71,2+14 mmHg. Os
efeitos presséricos maximos da ingestdo de chimarrdo foram significativos e
semelhantes entre os grupos (chimarrdo e controle), ocorrendo aos 30 minutos
apos a ingestdo. A pressao arterial sistdlica apresentou aumento maximo de
3,912, 7 mmHg (de 123+12 mmHg para 126+15 mmHg) no grupo chimarréo e de
914 mmHg (de 137+22 mmHg para 146+19) no grupo controle. A presséao arterial
diastdlica aumentou 62 mmHg (de 69+13 mmHg para 7510 mmHg) no grupo
chimarrdo e 53 mmHg (de 7612 mmHg para 81+13 mmHg) no grupo controle.
Aos 60 minutos apds o término da ingestao, a pressao arterial sistolica manteve-
se elevada em relagao ao basal, porém sem significancia (ANOVA: Grupo = 0,09,
Tempo = 0,08, Interagdo = 0,67) e a diastélica demonstrou aumento significativo
(ANOVA: Grupo = 0,001, Tempo = 0,25, Interagdo = 0,97), analisada nos dois
grupos (figura 2). Os valores basais das pressdes sistdlica e diastdlica séo

expressos como médias no periodo do estudo.

As pressdes arteriais sistélica e diastélica elevaram-se, apés 30 minutos
do término da ingestdo, de 123+12/69+13 mmHg para 125+19 mmHg no grupo

chimarrao e 137+£22/76£12 mmHg para 142+20/82+15 mmHg no grupo controle.
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A frequéncia cardiaca basal no grupo chimarrao foi de 63x10 bpm e no

grupo controle, de 68+6 bpm. A figura 2 mostra que nao houve interagao entre os
grupos no comportamento da frequéncia cardiaca apos 60 minutos da ingestéao

aguda do chimarrdo (grupo chimarrdo = 61+8 bpm; grupo controle = 64+8 bpm,

ANOVA: Tempo = 0,30, Interagao 0,34). Porém, ocorreu uma redugao
significativa na frequéncia cardiaca analisada apdés 60 minutos da intervencéo,
tanto no grupo chimarrdo (61+8 bpm) como no grupo controle (648 bpm,

ANOVA: Grupo = 0,03) (figura 2).
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Figura 2: Efeitos do uso de chimarrdo na pressdo arterial sistolica, pressao
arterial diastolica e frequéncia cardiaca. PAS = pressao arterial
sistolica, PAD = pressao arterial diastélica, FC = frequéncia cardiaca
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DISCUSSAO

O chimarrdo é uma bebida de uso milenar, habito cultural da América do
Sul. No Brasil, seu uso é mais frequente nos estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Parana. A matéria-prima de preparo € a erva-mate llex paraguariensis
St. Hil (IP), que possui, em sua composi¢cao quimica, polifendis e flavondides. Em
nossa investigagdo, avaliamos os niveis de flavondides ingeridos através do
chimarrdo e como foi a absorgéo desses na corrente sanguinea. Diversos estudos

informam que os flavondides contidos nas frutas e vegetais sdo eliminados na
urina, conforme demonstraram Krogholm et all*® e Young et all*’. Young®
investigou a presenga dos flavondides no plasma apds a ingestdo de frutas e
vegetais, em voluntarios saudaveis, mas nao encontrou a referida substancia.
Krogholm®® investigou, em estudantes voluntarios, a presenca de flavondides na
excrecao urinaria apos ingestao de frutas e verduras, procedendo, para tanto, um
modelo de retirada de alimentos que continham flavondides. O estudo foi
realizado em dois momentos diferentes, com run-in-days de 3 dias para cada
intervengao, seguidos, respectivamente, da ingestdo de 300 g, no primeiro
periodo, e 600 g de frutas e verduras, no segundo periodo; o pesquisador
encontrou uma forte correlagao linear entre a média de excrecao de flavonodides e
as doses de frutas e vegetais, com a presenca de flavondides na urina de 24
horas e maior concentragcdo no grupo que ingeriu 600 g de frutas e vegetais.
Estudos anteriores usaram doses maiores de flavondides em relacdo ao estudo
de Krogholm.*® Young*' também investigou a presenca de flavondides na
excrecao urinaria e no plasma, obtida apés o uso de suco de macéa e groselha

negra por 7 dias, com a concentragao de 4,8, 6,4 e 9,6 mg de quercetina/dia, mas

nao detectou mudangas nas dosagens de quercetina do plasma. O’Reilly, em sua
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investigacdo, comparando a concentragdo de flavondides no plasma, apoés
ingestao de dieta enriquecida com flavondides do cha preto e de cebolas de uma
dieta com baixo teor de flavondides, também nao encontrou concentracoes

significativas ao final de duas intervencdes de 14 dias.”’

Em relagédo a presenga de flavondides na corrente sanguinea ou urinaria
providos da erva mate, apds sessdes de chimarrdo, ndao encontramos estudos na
literatura médica feitos por trabalhos especificos. Para identificarmos se os
flavondides existentes na erva-mate IP e ingeridos sob forma de chimarrdao seriam
absorvidos para a corrente sanguinea, como ocorre nas frutas e vegetais,
tomamos o cuidado, depois de selecionados os pacientes, propor dieta igual para
todos e a suspensdo prévia, por 4 dias (washout) e mais 5 dias durante a
intervencgao, do uso de frutas, verduras, sucos, chas e chimarrdo. A participagao
fiel ao estudo por parte dos pacientes foi comprovada pela analise das
concentracbes dos flavonodides, lipidios, oxidacdo e IMC antes e apds as
intervengdes. Quanto a absorgdo de flavondides para a corrente sanguinea,
constatamos que n&o ocorreram alteragdes significativas antes e apds a
intervencao nos dois grupos (controle e chimarrdo). A quantidade de erva mate
no liquido utilizado foi a que habitualmente as pessoas usam durante uma manha
ou uma tarde nas sessdes de chimarrao. Nosso estudo ndo permite respostas se
as concentragdes sanguineas de flavondides dos individuos que fazem uso
prolongado de chimarrdo tém comportamento distinto do que encontramos, visto
que nossa intervencao foi em um periodo de tempo limitado. Ao comparamos as
concentracdes de quercetina em situagao basal e apds 5 dias de intervencéo,
houve uma tendéncia de queda e nao de aumento da concentracédo de flavondide

na corrente sanguinea, como supomos nos objetivos do estudo. Em situagao
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basal e apos a intervencdo, notamos que houve essa tendéncia a queda, que
pode ser interpretada pelo efeito da dieta com a retirada dos alimentos ricos em
flavondides e do proprio chimarrdo, durante os 4 dias de washout. Os resultados
obtidos nos permitem afirmar que o uso agudo de chimarrdo na quantidade

proposta ndo aumenta a concentracado de quercetina na corrente sanguinea.

Para identificar se o uso do chimarrdo interfere nas concentragdes dos
lipidios e na oxidagcédo, dosamos a concentracdo sanguinea dos mesmos no basal
€ apos 12 horas do término da ultima tomada de chimarrdo mantivemos o mesmo
padrao dietético utilizado durante toda intervencdo. Como se observa dos
resultados, os dois grupos (controle e chimarrao) diminuiram as concentragdes
dos lipidios. O colesterol total apresentou uma tendéncia a significancia e os TG
apresentam um resultado significativo com P<0,001 para o tempo, nos dois
grupos investigados. Gugliucci e Stahl®® avaliaram o efeito de extratos aquosos e
alcodlicos na iniciagdo e propagacao da oxidacao de LDL induzida por Cu*? e
peroxido in vitro, demonstrando que o extrato alcodlico e o0 aquoso inibem a
etapa inicial da oxidacao de LDL, sendo que o extrato aquoso mostrou-se mais
eficiente como antioxidante. Gugliucci'® estudou o efeito da ingestdo da infusdo
de IP em LDL in vivo, coletou amostra de sangue, em jejum, de 3 voluntarios
saudaveis, ofereceu 500 mL de extrato aquoso de IP, nao especificou
concentragdo da substancia e apds 1 hora fez outra coleta de sangue, obtendo
diferencas significativas (P<0.001) tanto em TBARS como inibi¢do da oxidagao de
LDL. Schinella®, utilizando extrato aquoso de IP com a proporcdo folha/agua
(5g/100 mg), identificou a inibicdo da peroxidagdo lipidica enzimatica e
nao-enzimatica em sistemas bioldgicos, possivelmente no inicio do processo em

sequestrar radicais livres, e demonstrou propriedades de redugao de radicais
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livres. Filip* avaliou, por meio do método de TBARS, a atividade antioxidante do
extrato aquoso da IP e de outras plantas do género llex, utilizando lipossomas
obtidos da gema de ovo e submetidos a oxidagdo. Comparado com outras
variedades de llex, a IP apresentou alta atividade antioxidante. Sugeriu, apos
equivaléncia com o vinho tinto e com cha preto ou verde, uma quantidade de 70g
de erva preparada como chimarrdo, com 400mL de agua/dia/pessoa. Em nosso
trabalho, oferecemos chimarrdo aos selecionados, perfazendo uma quantidade
erva IP de 285g/dia/pessoa + 1.500 mL/agua fracionada em porgdes, € néo
obtivemos diferengas significativas na atividade antioxidante em relagdo ao grupo
controle, que foram avaliadas por substancia reativa de acido tiobarbiturico
(TBARS). Mosimann et all” acompanhou, por 8 semanas, 32 ratos, divididos em 4
grupos; administrou extrato aquoso de IP na propor¢ao de 50mg/mL (folhas secas
moidas/agua) para 2 grupos (controle mate e Hipercolesterolémico mate), que
recebiam 400 mL/dia (agua ou extrato aquoso IP) e 100g de dieta. Apds 2 meses,
avaliou TBARS, aterosclerose na aorta, colesterol sérico, TG, HDL-c. Os
resultados mostraram que o extrato aquoso de IP poderia inibir a progressao da
aterosclerose em ratos que utilizam dieta com colesterol; entretanto, nao

apresentaram diferenca no colesterol sérico, TBARS e enzimas antioxidantes.

Ao avaliarmos nossos resultados em relacédo ao perfil lipidico e oxidacao,
constatamos que a dosagem sanguinea realizada 12 h apdés o término do
chimarrdo reduz a ingestao calérica (P<0,001), identificada nos dois grupos, que
possivelmente influenciou também na diferenca do IMC P=0,001. Outra
possibilidade seria a presenca de volume maior de liquidos durante o periodo do
estudo ou mesmo a monotonia alimentar em relagdo a cores e diminuigao de

variedades de nutrientes. Se essas tendéncias forem devido aos mecanismos que
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atuam sobre a reducdo da ingestdo alimentar, novos estudos deverdo ser

realizados para comprovar sua veracidade.

Em relacdo aos efeitos cardiocirculatérios induzidos pela quantidade de
liquido utilizado nas sessbes de chimarrdo com IP por pacientes portadores de
cardiopatia isquémica, ndo encontramos referéncias na literatura. Sabe-se, pelos
estudos de Callegaro®, que a ingestdo aguda de agua (500mL), em pacientes
jovens com hipertensdo leve em posi¢cao supina, aumenta significativamente a
pressao arterial sistémica (PAS) e diminui a freqiéncia cardiaca (FC). Em nosso
estudo, demonstramos que apds a ingestdo de chimarrao com IP foi verificada a
PAS e a pressao arterial diastélica (PAD) aos 30 e 60 minutos do término da
sessdo, ocorrendo uma elevagao significativa da PAS e da PAD, tanto no grupo
chimarrao como no grupo controle, sendo que a PAD demonstrou uma
tendéncia a elevar-se e a PAS a manter-se no mesmo nivel. O aumento da
pressao arterial sistémica deve ser atribuido pela ingestdo de liquidos por uma
resposta de acdo arterial, vasoconstritora, como foi demonstrado em estudos

anterioreSZB,29,30,31 ,32,33

, tanto em pessoas normais como em portadoras de
alteragao autonémica do simpatico por idade ou doenga. Hodgson investigou se 0
cha verde ou preto poderia atenuar os efeitos presséricos ou mesmo diminuir
durante o consumo regular; esse estudo também verificou a PAS e PAD em 30 e
60 minutos apds ingestdo; os resultados mostraram alteragcdes significativas
somente para a verificagdo aos 30min, confirmando as alteracbes pressoricas
ap6s 30 min da ingestdo aguda de liquido.** Quanto ao comportamento da
freqUéncia cardiaca, nosso estudo demonstrou uma redugdo da mesma, como ja
fora observado em estudos anteriores, que também utilizaram a ingestdo de

| Iqu idos 28,29,30,31
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Os eletrocardiogramas realizados durante o estudo, em situacao basal e

apos 60 minutos do término de cada intervengao, perfazendo um periodo de 5
dias, com analise da FC, mostraram presenca de arritmias, alteragcdes da
conducéo do atrio ventricular e intraventricular, sobrecargas de cavidades atriais e
reventriculares, presenca de infarto do miocardio e alteragcbes da repolarizagao
ventricular. As analises dos tragados eletrocardiograficos, obtidas nas condicbes
basal e poés-intervengdo, ndo mostraram alteragdes significativas para o uso do
chimarrdo ou agua no periodo de acompanhamento, a ndo ser a redugao da

frequéncia cardiaca.

CONCLUSAO

Com base na metodologia adotada e pelos resultados obtidos, podemos

concluir que:

— os flavonoides existentes na folha da erva-mate ndo sao encontrados
em niveis detectados por CLAE na corrente sanglinea 12 h apds

ingestdo de chimarréo;

— apos a ingestdo aguda de 1,5 L/dia de chimarrdo ou de 1,5 L/dia de
agua, ha reducado significativa no perfil dos lipidios da corrente
sanguinea, determinados provavelmente pela reducdo de ingestdo de

alimentos;
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— 0 uso de chimarrdo em pequenos grupos ou quantidades equivalentes
de agua sem folhas de erva-mate determina um aumento significativo

da pressao arterial sistémica.

- em relacdo ao comportamento da circulagdo, constatamos que nos dois
grupos, depois da ingestdo de 1,5 I/dia de liquidos, com ou sem a
presenca da infusdo de llex paraguariensis St. Hil, houve um aumento
significativo da presséao arterial sistélica e diastdlica e reduziu a frequéncia

cardiaca.

- constatamos, ainda, que ocorreu uma significativa redugcdo nas
concentracdes de lipoproteinas de baixa densidade e lipoproteinas de alta
densidade e triglicerideos. Como o comportamento foi semelhante nos

dois grupos, ndo pode ser atribuida a alteragao pelo chimarrao.
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ABSTRACT

Introduction: Chimarrdao (mate) is a tea prepared from dry greens of llex
paraguariensis St. Hil (IP); drinking chimarr&o is an old habit in southern Brazil,
Bolivia, Paraguay, Uruguay and Argentina. The IP extracts contain polyphenol
compounds, flavonoids, saponins and methylxanthines. Studies suggest that the
flavonoids present in the diet may be related to the atherosclerosis prevention, by
inhibiting the LDL oxidation.

Objective: Evaluate the chimarrao intake effects on the plasmatic concentration of
flavonoids, lipids and the circulation.

Material and Methods: A non-randomized experimental clinical essay, performed
with 19 patients between 50 and 80 years old, male and female, supervised at the
Ischemic Cardiopathy Clinic of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre. The
washout period lasted 4 days, followed by 5 days with chimarrdo intervention. The
offered diet included only foods containing flavonoids. The data collection was
performed between 2003 and 2004, and the following aspects were evaluated:
flavonoid concentration in blood, lipid profile, thiobarbituric acid reactive substance
(TBARS), food intake, Body Mass Index (BMI), systolic blood pressure (SBP),
diastolic blood pressure (DBP), heart rate (HR) and family history of heart disease.
The variables were analyzed using the Student’s t-test, Fisher's Exact Test and
the analysis of variance (ANOVA).

Results: After a 4-day washout procedure, a significant increase in both LDL-c
cholesterol (chimarrdo: 26.7+30mg/dL and control: 8.2+19mg/dL) and TC/HDL
ratio (chimarrdo: 0.4+0.8 and control: 0.51+0.36) was detected, similar in both
groups. The effects of using chimarrdo presented a significant reduction in both
TC/HDL ratio (chimarrdo: 0.2+0.2 and control: 0.3x0.5, P=0.016) and TG
(chimarrdo: 34136 mg/dL and control: 29+26 mg/dL, P= 0.001), similar in both
groups. After using chimarrdo, the TBARS values presented a significant
difference (P=0.001), considering the application period. Both groups showed
significant differences concerning a reduction in BMI (P=0.001) and Energy Intake
(P=0.001).

Conclusion: After the utilization of chimarrdo for 12 hours, no significant data
were detected regarding the flavonoid concentration in blood. Alterations were
observed in the systemic blood pressure and heart rate.
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INTRODUCTION

Chimarrdao (mate) is a deep-rooted habit, not only in southern Brazil
(Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul States), but also in part of Bolivia
and Paraguay, as well as in all Uruguay and Argentina®. It is a tea prepared from
erva mate (llex paraguariensis St. Hil), usually drunk while hot. It is made of thin,
dry and ground leaves and twigs, screened through a thick sieve, and has green
color®. In South America, around 30% of the population drink over 1 liter/day of this

beverage”.

This history says that the Guarani native people living in Guaira (Parana)
were stronger, more cheerful, sweet-tempered and welcoming than the other
Guarani people from any other region. Their habits included a beverage made of
ground leaves, drunk from a small gourd using a bamboo straw, named caa-i
(water from tasty herb). In 1823, Auguste de Saint-Hilaire botanically classified
the erva mate as one llex type, with the paraguariensis, designation belonging to
the Aquifoliaceae family?. The species of the llex (Aquifoliaceae) type are medium-

to large-sized trees that grow in tropical and subtropical regions**®.

These species are known for its bitter taste, and for probably being
hepatoprotective, choleretic, hypercholesterolemic, antioxidant, antirheumatic,
diuretic, glycogenolytic and with lipolytic properties**®. The IP extracts contain

#587 flavonoids®, saponins® and

polyphenol compounds (chlorogenic acid)
methylxanthines®. Studies conducted with the IP phytochemicals show an
antioxidant action on the LDL oxidation” ™. The flavonoids: rutin, luteolin, quercitin

and kaempferol were detected in the IP°.
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Over 4,000 flavonoid types have been identified in the nature.
Innumerous studies involve the flavonols (rutin, quercitin, kaempferol, myricetin
and apigenin), characterized by the flavan nucleus, that represent one of the
phenolic groups with antioxidant and chelating properties'”. In human diet, they
are more frequently found in fruits, vegetables, wines, teas and cocoa, in the form
of B-glycosides or aglycones'"'2. Their protective effects start with the ability to
inhibit the lipid peroxidation, chelant and the rodox activity of metals, and attenuate
other processes that involve reactive oxygen species'. The local absorption and
bioavailability mechanisms have advanced in the investigations for new
biochemical markers, but further studies are still required™ ', Studies suggest
that the flavonoids present in the diet may be related to the atherosclerosis
prevention, by inhibiting the LDL oxidation, thus reducing its atherogenicity and
consequently, the risk of Coronary Artery Disease (CAD)'"'®118% The Zutphen
Elderly Study showed that the mortality caused by CAD would be inversely
associated with the flavonol and flavone intake?®. The Seven Countries Study,
among others, investigated the influence of flavonoid intake through fruits, greens,

teas and wines as a protective factor for CAD®2":22:23.24.25.26

However, there is insufficient information on the antioxidant properties
(free radical scavenger) of the llex paraguariensis St Hil extracts. Among the
substances used through the centuries, researches have tried to characterize the
IP as a health protector. We have not found any pertinent study related to the IP

benefits involving CAD.

Concerning the lipids, studies that used the llex paraguariensis St. Hil (IP)
extract in both animals and humans show its efficiency in inhibiting the copper-

induced LDL oxidation in vivo in human plasma*®”°. This action has been
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associated with the possible influence of polyphenols and flavonoids present in the

extract'%?.

Thus, there are no studies about the chimarrdo intake effects on the
cardiocirculatory system and plasma lipid concentration in patients with ischemic
cardiopathy. The literature shows that the excessive intake of liquids provokes

higher systemic blood pressure and reduced heart rate?®2%30:31:32:33

This study was performed considering the unavailability of sufficient data
on the chimarrao effects on people suffering from CAD and because we had not
found in the literature studies that evaluated the flavonoid concentration in the
human blood after chimarrdo sessions, the effects on the circulatory system and

lipid concentrations.

MATERIALS AND METHODS

Sample selection

This is a non-randomized experimental clinical essay, performed with 19
patients (9 in the chimarrdo group and 10 in the control group) with Ischemic
Cardiopathy, supervised at the Ischemic Cardiopathy Clinic of the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. The study involved patients between 50 and 80 years
old, male and female, with symptomatic coronary artery disease. Patients in the
following situations were excluded from the study: with valvular disease, primary

myocardiopathy, recent myocardial infarction (<3 months), patients that have had
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a surgery of any nature (recent), cerebral vascular accident (recent), angioplasty

(recent), patients that use statins and vitamins A, E, C.

All individuals participated in the study of their own free will and signed the
Informed Consent Term. The study was approved by the Research Ethics
Committee (CEP — Comité de Etica em Pesquisa) of the Hospital de Clinicas de

Porto Alegre, in February 2003.

The 123 patients were selected from 365 patient records that were
supervised at the clinic between 2003 and 2004, as illustrated in Flow Diagram 1,
according to The Consort®*. They were invited to participate in the study by phone
or personally, when the patient came to work for a routine visit. The patient was
interviewed by the researcher and answered the protocols related to the
psychosocial aspects, lifestyle, disease history, medications, chimarrdao and food
intake habits®®. After that, the interviewee received instructions on the date, time,
place, maintenance of the prescribed medicament treatment and information about
foods that would not be part of his/her diet during the study period. The list of
foods that informed about the food intake restrictions and permissions was
elaborated according an analysis performed to detect the content of flavonoids in
foods identified by Crozier et al.,, Hergot et al. and USDA Database for

Flavonoid3¢:37:38:39

In total, 38 patients were interviewed. From this group, 20 patients were
selected for the control group, but only 9 of them remained until the end of the
study. Considering the 11 patients that were excluded along the study period, 2 of
them were not included in the analysis due to health problems — one with gout

crisis and one with ischemic alterations on the ECG — and were taken to the HCPA
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first-aid clinic. The other 9 patients gave up the study due to family problems,
difficulties in adjusting the work time to the study, trips and health problems. In the
chimarrao group, 18 patients were interviewed, and 10 of them were selected for
analysis. One of the patients was excluded from the study due to gastrointestinal
reactions on the second day of the study, and was taken to the HCPA first-aid
clinic. The other 7 remaining patients gave up the study because of traveling

difficulties, health and family problems (Flowchart 1).



Flowchart 1: Patients of the study

SELECTED
PATIENTS
(N = 123)

A 4
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REGISTERED
PARTICIPANTS

Patients allocated to the

Excluded patients (N = 83)
Refused to participate after the
interview (N = 18)
REASONS: family and health
problems, discontinuation,
difficulty in adjusting work time,

trips.

chimarrao group DISTRIBUTION
(N = 11)

Patients under supervision

Patients allocated to the
control group
(N=11)

that quit the study (N = 01) SUPERVISION

Reason: health problem
(gastrointestinal reactions)

l

|

Patients under supervision
that quit the study (N = 01)

Interrupted water intake
(N =01)
Reason: health problems
(AMI - Acute Myocardial
Infarction)

l

Analyzed patients ANALYSIS
(N =10)

Analyzed patients
(N=09)
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Intervention outline

Diet

In order to homogenize the groups, for biochemical measures and
flavonoid intake in foods, we applied a washout period, which was elaborated
according to studies of Franco et al., Young et al., Krogholm and Hollman?*4°41:42,
The washout period in our study lasted 4 days and the patients’ diet restricted

foods rich in flavonoids. On the fifth day, the intervention period started at 7:30 am,

and ended on the tenth day, at 8 am, as illustrated in Flowchart 2.

The meals offered during the study period (breakfast, lunch and dinner)
were elaborated at the Servigo de Nutricdo e Dietética (SND) of the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Based on these preparations, the research
nutritionist selected those that could be offered during the study, basically
composed of white bread, bovine meat or chicken, white rice, pasta without sauce,
vegetal halvarine, sugar and cassava; the foods listed in the initial instructions
were excluded®**"**3%° During the meals, the patients were supervised by the
researcher, who gave directions on the food quantities and filled out the meal
records. On the 2", 3 4™ 6" 7" 8" and 9™ days, the SND provided breakfast
for the participants to eat at home. On the 1%, 5™ and 10™ days, they received
breakfast at the SND of the HCPA, after the blood sample collection and
anthropometric data recording. During the study, the diet-related instructions to
avoid foods with antioxidants and flavonoids were systematically emphasized. The

diet food intake was calculated using the Programa de Apoio a Nutricao®, Version
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1,5 — Departamento de Informatica em Saude (SPDM) — Unifesp/EPM, 2002, CD,

Universidade Federal de Sao Paulo®.

Chimarrdo and control

The chimarrao or water intake happened on the fifth day of the study, in a
room of the Cardiology Clinic of the HCPA, which was properly acclimatized. The
21 participants were divided into 8 small groups, keeping the average of 3
participants/group, regardless of the chimarrdo/water intervention. The beverages
were prepared by the researcher. The chimarrao was prepared with 95g of dry and
ground leaves of I. paraguariensis St. Hil, 100mL of water at 35°C/5minutes (to
treat the chimarrdo) and for the infusion: 500mL of water/65°C/portion, being
offered 3 portions/day. The beverage used in the control group was water,
collected at the same site as the chimarrao group. The control group patients
drank water at 35°C and followed the same schedule protocol and data monitoring
used in the chimarrao group. An L.C.D Digital Multi-Stem® thermometer was used
to check the water temperature of both chimarrdo and control groups. Each
chimarrdo portion was divided into 11, served at an average time of 20 minutes.
The selection and quantification of dry and ground leaves of I. paraguariensis St.
Hil was performed by the research laboratory of the Pharmacy School of the
UFRGS. The researcher received individual bags from the laboratory containing
95g of dry and ground leaves. Each chimarrdao group participant used 15 bags
during the study, totaling an amount of 1,450g dry and ground leaves of I.
paraguariensis St. Hil, for the period of 5 days. The laboratory also provided

instructions on the preparation method and water temperature. The equipment
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used in the chimarrao intervention procedure consisted of the gourd made of non-
toxic material, stainless steel straw, with the utilization of a filter at its submerged
end, and a thermal bottle. The chimarrdo material was used individually and
properly identified. The control group participants received the same treatment as
that for the chimarrao group, with the utilization of 1,500mL/water/day (Flowchart

2).

Data collections

The blood sample for biochemical data was collected before breakfast and
at three moments: on the first, fifth and tenth days of the study, and the collection
was performed at the Unidade de Coleta do Servigo de Patologia Clinica (SPC) of
the HCPA and followed the blind sample method. The measurements were
performed at the Biochemical Laboratory of the SPC, as follows: Total Cholesterol
(Sera-Pak Bayer® Cholesterol Kit)**, HDL Cholesterol fractions (HDL-c Immuno
FS*Diasys® fluid stable® Kit)*°, LDL Cholesterol (Friedwald formula)®,
Triglycerides (Sera-Pak Bayer® triglyceride Kit) *’. For the other measurements:
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and flavonoid, the plasma was
frozen at -80°C and tem taken to proper laboratories that performed the

48,49

measurements. The TBARS analysis was performed at the Biochemical

Department of the Basic Health Sciences of the UFRGS and the flavonoid

t42,50

measuremen was performed at the Research Center Laboratory at the

Biomedical Research Unit in the Clinical Pathology Service of the HCPA.
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Flowchart 2 Invitation at the Clinic
v
Interview
v
1. Informed consent
2. Investigation protocol
3. Instrument to investigate the dietary habits
4. Instructions on foods with flavonoids
5. Information regarding the collection place, day, times and
meals
CONTROL GROUP CHIMARRAO GROUP
N =09 N=10
A 4 A\ 4
WASHOUT > WASHOUT >
A 4 A 4

1st Day: at HCPA
7:30 am - Blood collection and anthropometric data
7:50 am - Breakfast
11:30 am - Lunch
7:30 pm - Dinner

\ 4

2nd, 3rd and 4th Days:
Breakfast at the patient's home
11 am - Lunch at HCPA
7:30 pm - Dinner at HCPA

v

Intervention Start

5t Day: at HCPA
7:30 am - Blood collection and anthropometric data

7:50 am to 7:30 pm - same as 6t Day

v

6th, 7th, 8th and 9th Days: at HCPA
7:50 am — Breakfast
10:25 am - Systemic arterial pressure verification
10:30 am -500m| water intake
10:50 am - Systemic arterial pressure verification
11 am - Lunch
5:15 pm - Electrocardiogram
5:20 pm - Systemic arterial pressure verification
5:30 pm — 1000ml water intake
6 pm - Systemic arterial pressure verification
6:30 pm - Systemic arterial pressure verification
7 pm - Systemic arterial pressure verification
7:05 pm - Electrocardiogram

7:30 pm - Dinner

10t Day: at HCPA
7:30 am - Blood collection and anthropometric data
7:50 am - Breakfast
8 am - End of study period

1st Day: at HCPA
7:30 am - Blood collection and anthropometric data
7:50 am — Breakfast
11:30 am - Lunch
7:30 pm - Dinner

A 4

2nd, 3rd and 4t Days:
Breakfast at the patient's home
11 am - Lunch at HCPA
7:30 pm — Dinner at HCPA

v

Intervention Start

5t Day: at HCPA
7:30 am - Blood collection and anthropometric data

7:50 am to 7:30 pm - same as 6% Day

v

6th, 7th, 8th and 9th Days: at HCPA
7:50 am — Breakfast
10:25 am - Systemic arterial pressure verification
10:30 am -500ml chimarrdo intake
10:50 am - Systemic arterial pressure verification
11 am - Lunch
5:15 pm - Electrocardiogram
5:20 pm - Systemic arterial pressure verification
5:30 pm — 1000ml chimarrdo intake
6 pm - Systemic arterial pressure verification
6:30 pm - Systemic arterial pressure verification
7 pm - Systemic arterial pressure verification
7:05 pm - Electrocardiogram
7:30 pm - Dinner

A 4

Dia 10: HCPA
7:30 am - Blood collection and anthropometric data
7:50 am — Breakfast
8 am — End of study period
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The BMI (weight/height?)°'°2°3%* was verified at the Collection Unit of the

SPC at the HCPA on the first, fifty and tenth days of the study, using a Filizola®
scale, with 150 kg capacity and 100g increments. For this data collection, the
participants were required to take off their shoes and to keep as fewer clothing

items as possible.

The arterial pressure verification followed the protocol of the Sociedade
Brasileira de Hipertensao Arterial; the first measurement was performed on the
fifth day, before the chimarrdo and/or water intervention, and then 30 and 60

minutes after the end of the interventions®.

The electrocardiogram (ECG) tracing was performed by the Laboratory of
Non-Invasive Methods of the HCPA, by the Cardiology Clinic, before the
intervention, and 60 minutes after the end of each intervention, for the period of 5
days. The following variables were measured: heart rhythmic, heart frequency,
overload of the cavities, presence of heart arrhythmia, presence of AMI (old or
recent), myocardial ischemia (presence, aggravation, improvement and
maintenance) and branch block. One participant that presented branch block was
taken to the cardiologist, at the Cardiology Clinic of the HCPA, and excluded from

the study.

Flavonoids in plasma

Quercitin, pB-glucuronidase and sulfatase were obtained through Sigma
(STO Lois), MO, USA®, acetic acid of Merck®, phosphoric acid 98% PA of

Quimex, CLAE grade Acetonitrile of OmniSol (affiliate of Merck, Da, Germany).
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Type-Il water was used, which was obtained through reverse osmosis with Mili-Q
system. The measurements were performed according to Manach® and an
analytical system was wused for Shimadzu® high performance liquid
chromatography (CLAE), with an SCL-10 A controller, LC-10 AD injection pump,
UV-VIS SPD 10 A detector and a Chromatopac C-R6A. The analytical reversed
phase column employed was of Supelco BDS Hypersil® C8, 15 X 4.6 mm X 5u,
and UBondak® C18 guard column. The motile phase consisted in the mixture of
73% of 0.5% phosphoric acid and 27% of pumped acetonitrile, in a flow of 1.2
mL/min; the flavonoid peak reading was performed in an UV detector at 370 nm;
the column remained at ambient temperature and the laboratory was acclimatized

at 20°Cc*2°9,

A quercitin solution for storage was prepared (5mg/mL) in methanol. The
standard operation solution was obtained by diluting the solution for storage to the
final concentration of 0.100, 0.625, 1.25 and 5.0 nmol/L, in order to perform a
calibration curve. The operation solutions were added to a serum sample, with no

flavonoids, which had its CLAE previously verified.

The blood samples were collected through heparinized tubes through
brachial puncture, before breakfast. The plasmas were separated through
centrifugation and stored at -80°C until the measurement date. On the
measurement day, 0.5mL of plasma was treated with 0.1 ml of 0.58 mol/L acetic
acid, in order to avoid the instability of flavonoids in pH higher than 7.4 and
incubated with B-glucuronidase (5 x 10° units/L) and sulfatase (2,5 x 10° units/L) at
37°C, for 60 minutes. After that, 4.0 mL of acetone were added to the samples, for

the precipitation of enzymes and flavonoid extraction. The mixture was
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homogenized with vortex for 30 seconds and then centrifuged. The superficial part
containing the flavonoid was separated and evaporated in a vacuum centrifuge
(Labcomco®) for 30 minutes or until drying, and the residue was dissolved in 0.5
mL of the motile phase. The resulting solution was injected directly into the CLAE
equipment, with a 20 ul loop. Under these conditions, a quercitin peak was

identified, with mean retention time of 4.5 minutes.

TBARS in plasma

In the first group of experiments, the thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) in the sample (0.5 mL of plasma or 0.5 ml of saline and 30%
de red blood cells) were determined. In short, 0.5 ml of the sample was added to a
reaction mixture containing 2.0 mL of 1% phosphoric acid (pH 2.0) and 1.0 mL
aqueous solution of 0.6% TBA, followed by 30-minute heating period at 95°C.
After cooling each incubation, the chromogen was extracted with n-butyl alcohol
and analyzed spectrophotometrically at 532 nm. A molar extinction coefficient of

154,000 was used to calculate the levels of TBARS*®4°,

Flavonoids of the llex paraguariensis infusion

The vegetal material, composed of dry and ground leaves of llex
paraguariensis (MPI), was supplied by Fino Mate® (Mato Leitdo — RS) erva mate
company, and subsequently identified through a dry herb specimen analyzed by

the Herb Center at the Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICN 133726).
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After the collection, the material, which was dried in a circulating air oven at
45+2°C to a loss level through dissection between 10 and 12%, being
subsequently submitted to the grinding process using a knife grinder (Retsch
SK1®), Shimadzu® (LC-10 AD) liquid chromatograph equipped with a gradient
controller (FCV-10 AL), automatic injector (SIL-10 A) and detector of UV/VIS
(SPD-a0 A) and software controlled (CLASS LC-10). During the stationary phase,
a Shim-pack® CLC-ODS (M) RP-18 (5 mm, 250 mm x 4 mm) column was applied,
protected by a pre-column, with Lichrosorb RP-18 stationary phase. A Waters
Millenium diode array detector was also used to evaluate the peak purity and

identity (Milford®, MA, USA).

Methanol (CLAE grade, Merck®, Darmstadt, Germany), glacial acetic acid
(P.A) and Milli-Q ultrapure water (Milipore®, Bredford, USA) were used as motile
phase. Chlorogenic acid (Sigma®) and rutin (Sigma®) were used as external

standards.

Preparation of the llex paraguariensis extraction solution (SEI)

In order to obtain the SEI, 31.6g of dry and ground MPI were placed in a
Becker container and dilated with 35.0 ml of distilled water heated at 65°C. After
that, the MPI was extracted through infusion, with eleven 15.0 ml portions. The
resulting infused liquid was first pressed and filtered with a manual hydraulic
press, and then submitted to another filtration on a filtering paper, at reduced
pressure, with the volume being reconstituted to 200.0 ml. The quantitative

analysis of the polyphenol content in the llex paraguariensis extraction solution
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was performed through high performance liquid chromatography (CLAE). The
analytical method described by Silva was used to quantify the polyphenol content

in the SEI, using the chlorogenic acid and rutin as reference substances®.

Standard curve

Methanolic solutions were prepared in order to obtain the standard curves
of chlorogenic acid (ACLO) and rutin (RUT), which were 50% (V/V) in
concentrations of 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 and 10.0 mg/mL. The solutions were filtered
using a polyvinylidene membrane filter of 0.45 um pore diameter. The results were
based on the mean area of the peaks obtained in three injections. This procedure

was repeated on three consecutive days.

Sample preparation

A 5.0 mL fraction of the SE| was diluted to 50.0 mL with water, which was
considered the mother solution (SM), from which a 5.0 mL fraction was diluted to
25.0 mL with methanol:water (50:50 v/v). From such solution, 2.0 mL portions
were diluted in 10.0 mL bags with methanol:water (50:50 v/v). The results were
based on the mean area of the peaks obtained in three injections. This procedure

was repeated on three consecutive days.
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Chromatographic conditions

The analytical methodology used a linear gradient separation system. The
system will use a linear gradient composed of: (A) acetic acid 2% (V/V); (B)
methanol:water 85 % (m/m). The eluition system was as follows: 31% of B for 10
minutes, 31-56% of B for 10 minutes, 56% of B for 8 minutes, 56-77% of B for 12
minutes, 77-56% of B for 5 minutes and 56-31% of B for 5 minutes. The sample
injection volume was 20 pl/mL, with 0,7 mL/min flow and 340 nm detection, as well

as with 0.05 AUFS sensitivity.

Substances Extraction Solutionrativa
Concentration (mg/ml) CV%

chlorogenic acid 1.39 0.39

rutin 0.44 0.37

CV % = Variance coefficient

Statistical analysis

The basic characteristics of the studied individuals are expressed as
mean, standard deviation, absolute frequency. The Student’s t-test was used in
the basic analysis of age, PAS, PAD and FC; and the other variables were
analyzed through Fisher's Exact Test. The basic characteristics of laboratorial,
anthropometric and energy intake values were compared using the Student’s t-
test, considered as basic variables. The comparison of laboratorial,

anthropometric, energy intake and artery pressure variables along the time used
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ANOVA method, for repeated measurements. Values of P < 0.05 were considered

as significant.

RESULTS

Basic characteristics

The basic characteristics of the patients that participated in the study,
listed in Table 1, did not differ in the aspects of age, sex, smoking habit, body
mass index, instruction level, family history of CAD, medication use, physical
activity practice and alcoholism. There was also no differences in the heart rate

and levels of systolic and diastolic blood pressure.



Table 1: Basic characteristics of the participants in the study
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Variables Chimarréo Control
n=10 n=9 b

Age (years) 63.917.1 64.22+6.5 0.91
Men (n) 5 4 0.35
Blood Pressure

SBP (mmHg) 119.3£17.6 135.6+21 0.08

DBP (mmHg) 71.2+14 75.9+12 0.45

HR (beat/min) 6319 6816 0.19
Smoker 2 3 0.62
BMI (kg/m?) 27+3 28+3 0.55
Instruction level 0.30

fundamental level 9 6

intermediate level 1 3
CAD family history

Angina 6 4 0.99

DM 1 4 0.10

AMI 5 6 0.99

Sudden Death 1 2 0.99

SAH 4 6 0.63
Medications

ACE 8 6 0.62

Calcium Antagonist 1 2 0.58

Nitrate 2 3 0.62

Beta Blocker 9 7 0.58

Diuretic 4 6 0.37

Anticoagulant 7 6 1

Hypolipidemic 7 7 1

Digitalis 1 2 0.58
Physical activity (n) 7 2 0.30

Age, sex, basic values of SBP (systolic blood pressure), DBP (diastolic bloos pressure), HF (heart frequency), BMI (body
mass index), CAD (Coronary Artery Disease), DM (Diabetes Mellitus), AMI (Acute Myocardial Infarction), SAH (systemic
arterial hypertension), Medication: ACEI (Angiotensin-Converting Enzyme Inhibitors). Values expressed as mean, standard
deviation and absolute frequency. For age analysis, PAS, PAD and FC, the Student’s t-test was used. The remaining
variables were analyzed using Fisher’s Exact Test.

Washout effects

Table 2 shows the effects of the diet without foods containing flavonoids,

in laboratorial, anthropometrical and energy values.

The washout period promoted a significant increase in the LDL cholesterol

(chimarrao: 26.7+£30mg/dL and control: 8.2+19mg/dL) and in TC/HDL (chimarrao:
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0.41£0.8 and control: 0.51+0.36), which was similar in both groups. However, CT,

HDL and TG did not present any significant alteration during the washout period.

The TBARS levels did not present alterations in time, during the washout
period, but showed differences between the groups P=0.001 (in the chimarrao
group: from 0.11 nmol/mg protein to 0.09 nmol/mg protein and in the control
group: from 0.15 nmol/mg protein to 0.13 nmol/mg protein). Concerning the
flavonoids (quercitin) during the washout period, there was a significant increase in
time P=0.05 (chimarrdo: 0.32£0.54 nmol/L and control: 0.21+0.34 nmol/L). On the
other hand, the BMI and the energy intake did not show any significant alteration

during the period the patients were supervised.

Table 2: Results of laboratorial, anthropometric and energy intake variables before
and after the washout period

Chimarrdo (n=10) Cartrale (n=9)
Variaveis Fré P ds Pré Pas Temaa () Grupa (P Interacda (F)

Lipoamdeinas

Colesteral Total 205,56 60 219472 Z0ZETO 205454 0= LEs gz

HOL g gridd) 16,7 PRk 47+13 540 g0 by g

LD L v it 1124527 120450 12557 133153 a0 a8 02

Relagio CTHDL 42+1 52412 4.06k15 5,5+1,5 0 00a iy a8

TG i gl 212111 173457 17287 166516 0z a4 (il
TEARS fun obigprodeina) 0,120,047 00064002 01562004 0,135+0,03 a0 0o an
Flavondidesfquercitina  0,22+0,22 ¥ 0,550 55 0A7H1A1 © 0,44 40,34 o o0 o &
e ol )
IMC g :J 27 5133 273433 28,431 28243207 [ 03 LTy
hgestdo alimertar feal]  1954+2307 1.882+376 1.775¢182 1.545+254 [ 0z [ec)

TC (Total Cholesterol), HDL (High Density Lipoprotein), LDL (Low Density Lipoprotein) TT/HDL Ratio (Total Cholesterol/
High Density Lipoprotein Ratio), TG (Triglycerides), TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substance), BMI (Body Mass
Index). 7

Analyses performed with differentiated n ' Flavonoids: chimarrao group n=7; control group n=6.

Values expressed as mean and standard deviation. Basic characteristics analyzed through the Student’s t-test *P <0.05.
ANOVA method used for repeated measurements to determine the washout effect on the laboratorial, anthropometric and
energy intake values.
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Effects of the chimarrdo intervention

The basic characteristics of the studied participants, listed in Table 3, did
not differ regarding the total cholesterol, HDL, LDL, total cholesterol/HDL ratio, TG,
flavonoid quercitin, BMI and food intake. Table 3 also shows the effects of
laboratorial, anthropometric and energy intake variables after the chimarrao
intervention. The chimarrdo intervention promoted a significant reduction in the
TC/HDL ratio (chimarrdo: 0.2+0.2 and control: 0.3x0.5, P=0.016) and in TG
(chimarrao: 34+36 mg/dL and control: 29+26 mg/dL, P= 0.001), which was similar
in both groups. The values of CT, HDL and LDL did not present any significant
alteration during the intervention. Figure 1 shows flavonoid quercitin (chimarréo:
0.17£0.78 nmol/L, control: 0.17£0.25 nmol/L), which did not show significant

differences during the study period.

The chimarrdo group presented lower TBARS values than those
presented by the control group. The chimarrao group altered from 0.0966 nmol/mg
protein to 0.0954 nmol/mg protein and the control group altered from 0.1351
nmol/mg protein to 0.1622 nmol/mg protein. After the chimarrao intervention, the
TBARS values presented a significant difference (P=0.001) in the whole group, but
insignificant if comparing both groups, i.e., the chimarrdo intervention did not
provoke alterations to the TBARS. The variables that analyzed the body weight
and the energy intake of the two groups presented significant differences
concerning a BMI reduction to the time (chimarrdo: 0.3+0.3 kg/m? and control:
0.1£0.2 kg/m? (P=0.001)), as well as energy intake alterations in relation to the

study time (chimarrao: 2594239 kcal and control: 270+£227 kcal (P<0.001)).
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Table 3: Results of laboratorial, anthropometric and energy intake variables before
and 5 days after the intervention with chimarrdo prepared from llex
paraguariensis St. Hil

Chimarran (n=10) Control  (n=19) Time (P) Group (P) Interaction (P)
Variables Before After Before After

Lipoproteins

TC  w gridi) 21HTE 202473 205G 104454 aor arr gan

HOL i i) 41413 A+ 15 3540 3040 aa9 Qa 1.5

LD L (v i) 130450 123+50 13353 128432 aze (s gos

TC/HDL ratio 5212 5,0541,3 55515 6241,3 qor g gra

Tia (o i) 173457 120498 166451 6 1EE£51 6 =007 Qda ars

TBARS (o okl gprotein ] DOOEH,02 * 00954002 0435003 01624003 0z =0 Ol 0ia

Flavonoids/quercitin 0504055 ° 0424047 04034 © 0214012 429 =il q9i

T DM )
BMI e ) 27 33 2732 282431 281434 .00 Q3 iz
Food intake froall 18924376 1 E30£311 15481264  1.579£213 =0 ot grs géd

TC (Total Cholesterol), HDL (High Density Lipoprotein), LDL (Low Density Lipoprotein) TT/HDL Ratio (Total Cholesterol/
High Density Lipoprotein Ratio), TG (Triglycerides), TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substance), BMI (Body Mass
Index). 7

Analyses performed with differentiated n ' Flavonoids: chimarrao group n=7; control group n=6.

Values expressed as mean and standard deviation. Basic characteristics analyzed through the Student’s t-test *P <0.05.
ANOVA method used for repeated measurements to determine the washout effect on the laboratorial, anthropometric and
energy intake values.

Period

Obpefore
E after

2,0

FLAVO2
5
1

0,51

I I
Control Chimarrao
Group

0,0

Figure 1: Result of Flavonoid quercitin analysis in the plasma, before and after the
chimarrao (llex paraguariensis St. Hil) intervention

The chimarrao intervention effects on the systemic blood pressure and the

heart frequency are shown in Figure 2. The systolic and diastolic blood pressures
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were higher, 30 minutes after the intake, from 123%£12/69+13 mmHg to
125+19/75+10 mmHg in the chimarrdo group and from 137+22/76£12 mmHg to
142+20/82+15 mmHg in the control group. The systolic blood pressure, 60
minutes after the intake, remained higher than the basic value, but insignificant
(ANOVA: Group = 0.09, Time = 0.08, Interaction = 0.67) and the diastolic blood
pressure showed a significant increase (ANOVA: Time < 0.001, Group = 0.25,

Interaction = 0.90).

The basic blood pressure of the patients in the chimarrdo group was
135.6+£21/75.9+12 mmHg and in the control group 119.3+17.6/71.2+t14 mmHg.
The maximum pressure effects of the chimarrao intake were significant and similar
in both groups (chimarrao and control), which occurred 30 minutes after the intake.
The systolic blood pressure presented 3.9+2.7 mmHg maximum increase (from
123+12 mmHg to 126215 mmHg) in the chimarrdo group and 9+4 mmHg (from
137+22 mmHg to 146+19) in the control group. The diastolic blood pressure
increased 62 mmHg (from 69+13 mmHg to 7510 mmHg) in the chimarrao group
and 53 mmHg (from 76£12 mmHg to 8113 mmHg) in the control group. The
systolic blood pressure, 60 minutes after the intake, remained higher in relation to
the basic value, but insignificant (ANOVA: Group = 0.09, Time = 0.08, Interaction =
0.67) and the diastolic blood pressure presented a significant increase(ANOVA:
Group = 0.001, Time = 0.25, Interaction = 0.97), which were analyzed in both
groups (Figure 2). The basic values for the systolic and diastolic blood pressures

are considered as mean in the study period.

The systolic and diastolic blood pressures presented higher values 30

minutes after the intake, from 123+12/69+13 mmHg to 12519 mmHg in the
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chimarrao group and 137+22/76£12 mmHg to 142+20/82+15 mmHg in the control

group.

The basic heart rate in the chimarrdao group was 63+10 bpm and in the
control group 68+6 bpm. Figure 2 shows that there was no interaction between the
groups regarding the heart rate behavior 60 minutes after the acute chimarréao
intake (chimarrdo group = 61+8 bpm; control group = 6418 bpm, ANOVA: Time =
0.30, Interaction = 0.34). However, the heart frequency showed a significant
reduction, which was analyzed 60 minutes after the intervention, both in the
chimarrao group (618 bpm) and in the control group (64+8 bpm, ANOVA: Group

= 0.03) (Figure 2).
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Figure 2: Effects of the chimarrdo intervention on the systolic blood pressure
(SBP), diastolic blood pressure (DBP) and heart frequency (HF)
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DISCUSSION

The chimarrdo is a very old beverage, a cultural habit in the South
America. In Brazil, it is more frequent in Rio Grande do Sul, Santa Catarina and
Parana states. The material for its preparation is erva-mate llex paraguariensis St.
Hil (IP), which contains polyphenols and flavonoids. In our study, we evaluated the
levels of flavonoid intake through the chimarrdo and how such flavonoids were
absorbed by the blood circulation. Several studies inform that the flavonoids in
fruits and vegetables are eliminated with the urine, as already demonstrated by
Krogholm® and Young*'. Young*' investigated the presence of flavonoids in the
plasma of healthy volunteers after the fruit and vegetable intake, but did not find
the referred substance. Krogholm® investigated, in voluntary students, the
presence of flavonoids in the urinary excretion after the intake of fruits and greens,
by removing foods containing flavonoids from the diet. The study was performed at
two different moments, with 3 consecutive days to each intervention, respectively
followed by the 300g intake in the first period and the 600g intake of fruits and
greens in the second period; the researcher found a strong linear correlation
between the mean flavonoid excretion and the doses of fruits and vegetables, with
the presence of flavonoids in the 24-hour period urine and higher concentration in
the group that ingested 600g of fruits and vegetables. Previous studies used
higher dosing of flavonoids if compared to the study conducted by Krogholm.*°
Young*' also investigated the presence of flavonoids in the urinary excretion and
in the plasma after the intake of apple and black currant juice for 7 days, with the
concentration of 4,8, 6,4 and 9,6 mg of quercitin/day, but did not detect alterations
to the quercitin dosing in the plasma. O’Reilly, in his study that compared the

flavonoid concentration in the plasma after the intake of a diet rich in black tea and
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onion flavonoids and a diet of low content of flavonoids, did not find any significant

concentrations either, at the end of two interventions for 14 days®’.

Regarding the presence of flavonoids from IP erva mate in the blood
circulation or urinary excretion, after the chimarrao sessions, we did not find any
study in the medical literature performed by specific researches. In order to identify
whether the flavonoids in the IP erva-mate and ingested in the chimarrdo would be
absorbed by the blood circulation, as it happens with the fruits and vegetables, we
were careful in proposing an equal diet to every previously selected participant,
and the previous interruption, for 4 days (washout) plus 5 days during the
intervention of fruit, greens, juices, teas and chimarrdo intake. The loyal
participation in the study by the patients was attested in the analysis of the
flavonoid and lipids concentrations, oxidation and BMI before and after the
interventions. Regarding the flavonoid absorption in the blood circulation, we found
that there are no significant alterations before and after the intake (for both the
control and chimarrdo groups). The IP erva quantity in the utilized liquid is the
same as that the people habitually drink in the morning or at the end at chimarrao
session. Our study does not allow answers as the concentrations of flavonoids in
the blood of individuals that use chimarrdo present a different behavior from what
we have described, since our intervention was performed within a very short time.
When comparing the flavonoids concentrations on basic situations to a 5-day
intervention, it is possible to note a tendency of reduction, and not increase in the
blood concentration in blood circulation, as we have supposed in the objective of
the study. Under basic situations and then after the intervention, we can see that
there was a trend to reduction, which can associated with the diet effect, the

removal of foods rich in flavonoids and the chimarrao itself, during the 4-day
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washout. The results obtained allow us to state that the acute use of chimarrao in
the proposed quantity does not increase the flavonoid concentration in the blood

circulation.

In order to identify whether the use of chimarrao interferes or not in the
lipid concentrations and oxidation, we have measured the blood concentration of
lipids in the beginning of the study and then 12 hours after the end of the last
chimarrao intake, keeping the same diet standard during all the intervention. As
the results show, both groups (control and chimarrdo) reduced the lipid
concentrations. The total cholesterol presented a tendency to the relevance and
the TG presented a significant result, with P<0.001 to the time, in both investigated
groups. Gugliucci and Stahl®® evaluated the effect of aqueous extracts and
alcoholism in the start and propagation of LDL oxidation induced by Cu*? and in-
vitro peroxide. This evaluation showed that the alcoholic and aqueous extracts
inhibit the initial phase of the LDL oxidation, being the aqueous extract more
efficient as an antioxidant. Gugliucci'® studied the effect of the IP infusion intake in
in-vivo LDL, collected blood samples of 3 healthy volunteers before breakfast,
offered 500 mL of IP aqueous extract, did not specify the substance concentration
and performed a new blood collection one hour later, obtaining significant
differences (P<0.001) both in TBARS and the LDL oxidation inhibition. Schinella®,
using IP aqueous extract with the leaf/water proportion (5g/100mg), identified the
enzymatic and non-enzymatic lipid peroxidation inhibition in biological systems,
possibly at the beginning of the process that eliminates the free radicals, and
showed free radical scavenger properties. Filip* evaluated, through the TBARS
method, the antioxidant activity of the aqueous extract from the IP and other llex-

type plants, using liposomes obtained from the yolk of an egg and submitted to
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oxidation. Compared to other llex species, the IP presented high antioxidant
activity. It suggested, after the equivalence to the red wine and black or green tea,
the amount of 70g of the IP prepared as chimarrdo, with 400mL of
water/day/person. In our study, we offered chimarrao to the selected participants,
providing an IP amount of 285g/day/person + 1,500 mL/water divided into portions,
and did not obtain significant differences in the antioxidant activity in relation to the
control group, which were evaluated through the TBARS method. Mosimann’
supervised, for 8 weeks, 32 rats, divided into 4 groups; he gave IP aqueous
extract in the proportion of 50mg/mL (dry and ground leaves/water) to 2 groups
(mate control group and mate Hypercholesterolemic group) that received 400
mL/day (water or IP aqueous extract) and 100g of diet. Two months later, he
evaluated the TBARS, aorta atherosclerosis, serum cholesterol, TG and HDL-c.
The results showed that the IP aqueous extract could inhibit the evolution of
atherosclerosis in rats that ingested diet with cholesterol; however, they did not

present any difference in the serum cholesterol, TBARS and antioxidant enzymes.

When evaluating our results in relation to the lipid profile and oxidation, we
confirm that the blood measurement performed 12h after the chimarrao
intervention end reduces the caloric intake (P<0.001), identified in the two groups,
which possibly influenced the BMI difference of IMC (P=0.001). Another possibility
would be the presence of a greater volume of liquids during the study period or the
dietary monotony regarding colors and the reduction of nutrient varieties. If these
tendencies result from the mechanisms that act on the food intake reduction, new

studies should be performed to attest its veracity.

Concerning the cardiocirculatory effects induced by the quantity of liquid

used in the IP chimarrdo sessions on patients with ischemic cardiopathy, we have
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not found references in the literature. We know that, according to the studies
performed by Callegaro®, the acute water intake (500mL) in young patients with
light supine hypertension, increases the systemic blood pressure (SBP)
significantly and reduces the heart rate (HR). In our study, we attested that, after
the IP chimarrédo intake, the SBP and the DBP were verified 30 and 60 minutes
after the session end, and showed a significant increase of the SBP and DBP,
both in the chimarrdo and control groups, with DBP presenting a higher tendency
to increase and the SBP presenting a tendency to remain at the same level. The
increased SBP might be associated with the liquid intake through an artery action
response,  vasoconstrictor, as already demonstrated in previous

stud ieSZB,29,30,31 132,33

, both in normal persons and individuals with autonomic
alteration to the sympathetic nerve, due to age or disease problems. Hodgson
investigated whether the green or black tea could attenuate the pressure effects or
even reduce them during the regular intake. This study also verified the SBP and
the DBP 30 and 60 minutes after the intake; the results showed significant
alterations only in the 30min verification, which confirmed the pressure alterations
30 minutes after the acute liquid intake®. Concerning the heart frequency
behavior, our study demonstrated a reduction in the heart frequency, as already

observed in previous studies, which also used the liquid intake.?8:2930:31

The electrocardiograms performed during the study, originally and then 60
minutes after the end of each intervention, totaling a 5-day period, with heart
frequency analysis, showed the presence of arrhythmias, alterations to the
ventricular and intraventricular atrium conduction, overloads of atrium and re-
ventricular cavities, presence of myocardial infarction and alterations to the

ventricular repolarization. The analyses of the electrocardiogram tracing,
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performed before and after the intervention, did not show significant alterations
regarding the use of chimarrdo or water during the supervision period, except for

the reduction in the heart frequency.

CONCLUSION

Based on the adopted methodology and the obtained results, we can

conclude that:

— the flavonoids in the erva-mate leaf are not found in the blood

circulation 12 hours after the chimarrao intake;

— after the acute intake of 1.5 L/day of liquids, there is a significant
reduction in the lipid profile in the blood circulation, probably determined

by the reduced food intake;

— the use of chimarrdo in small groups or equivalent quantities of water
without erva-mate leaves determines a significant increase in the

systemic blood pressure.

Concerning the circulation behavior, we verified that the two groups, after
the 1.5l/day liquid intake, with or without the llex paraguariensis St. Hil infusion,
presented a significant increase in the systolic and diastolic blood pressures and

reduced the heart rate.
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We also verified that a significant reduction occurred in the concentrations

of glucose, low-density lipoprotein and triglycerides. As the behavior was similar in

both groups, the alteration through chimarrdo cannot be evidenced.
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7.1 Termo de consentimento informado
Aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Estamos realizando um estudo com pessoas que participam do
ambulatorio de Cardiopatia Isquémica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Este estudo, tem como objetivo, avaliar a concentracao de flavondides e
oxidagdo do sangue através da ingestdo da infusdo de llex paraguariensis
(chimarr&o) em pacientes com presenga de Doencga Isquémica do Coragao.

Para analise de estudo serao realizados os seguintes procedimentos com
o participante:

Coleta de 14 ml de sangue venoso, para verificagcdo da presenca de:
colesterol total e fragdes, glicemia de jejum, trigliceridios, flavondides e
radicais livres, no primeiro, no quinto e no ultimo dia da pesquisa;

Anotar, em formulario padronizado, os alimentos que ingeriu por 3 dias
antes do inicio da pesquisa;

Fazer 3 refeicbes (café da manha, almogo e janta) por um periodo de
10 dias consecutivos, no refeitério do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre;

Anotar, em um formulario padronizado, todos os alimentos que ingerir
fora do refeitério do Hospital de Clinicas de Porto Alegre;

N&o comer os alimentos que possuem componentes que podem alterar
os resultados dos exames. Conforme lista de orientacao;

Participar de uma entrevista inicial para o pesquisador conhecer os
habitos alimentares;

Participar de entrevista, feita pelo(a) pesquisador(a), para analisar o
consumo diario de alimentos;

Preenchimento de questionario para dados de identificacdo do
participante;

Tomar chimarrdo ou agua, no Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
com a quantidade definida pelo pesquisador, por 5 dias consecutivos;
com materiais de uso individual, fornecido pelo pesquisador;

Verificar a pressao arterial sistémica antes do inicio, apdés 30 min e ao
término da ingestdo do chimarrao

Realizar 1 (um) eletrocardiograma antes € 1 (um) apds 60 min apds o
término da ingestao do chimarréo;

Caso o senhor apresente constipagdo sera administrado um laxante
sob orientagcdo do médico do ambulatério.



98

Salientamos, que o procedimento ndo causara nenhum dano a saude e o
tratamento efetuado nédo sera diferente se o(a) senhor(a) n&do concordar em
participar do estudo, e que mesmo apds ter assinado o termo podera desistir do
estudo a qualquer momento.

O pesquisador responsavel por este estudo € o Dr. Waldomiro Carlos
Manfroi (fones: 3328-8328 e 99820786) e a Nutr. Zaira Tronco Salerno (fones:
33337263 e 99632936) € a executora deste projeto.

Se o(a) senhor(a) tiver alguma duvida antes de decidir quanto a sua
participacédo no estudo, sinta-se a vontade em perguntar.

Declaro, diante das informagdes acima expostas, que estou de pleno
acordo em participar da pesquisa.

Paciente: Porto Alegre / /
Pesquisador responsavel: Pesquisador:
Dr. Waldomiro Carlos Manfroi Nut? Zaira Tronco Salerno

( fones: 3328-8328 e 99820786) (fones: 33337263 e 99632936)
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7.2 Protocolo de Investigagéao

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CARDIOLOGIA E CIENCIAS CARDIOVASCULARES
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
SERVICO DE CARDIOLOGIA DO HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

EFEITOS DO HAB~ITO DO CHIMARRAO (llex paraguariensis St.
Hil) NA ABSORCAO DE FLAVONOIDES, NA CONCENTRACAO
DOS LIPIDIOS E SOBRE A CIRCULACAO

PROTOCOLO DE INVESTIGACAO

Pesquisador:
Zaira Tronco Salerno

Orientador:
Prof. Dr. Waldomiro Carlos Manfroi

Colaboradores:
Prof. Dr. José Claudio da Fonseca Morena
Prof? Dr? Valquiria Linck Bassani

Local de realizacao:
Ambulatério de Cardiopatia Isquémica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre
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PROTOCOLO DE INVESTIGACAO |

ITENS INVESTIGADOS

N° do prontuario: N°:

Data da investigacao: / / N°

NOME: D.INV:

Médico responsavel: I

Endereco:

CEP: Telefone:

Celular: e-mail:

Cidade:
1) DNASC

1) DN: / / I/

2) Sexo (1)F ( 2)M 2) Sexo: ()

3) Cidade: (1) Capital ( 2 ) Interior |3)Cidade: ( )

4) Localizagédo: ( 1 )zonarural ( 2 )zona urbana 4) Localizagao
()

5) Estado civil: (1) solteiro (2)casado (3 )outros (9) 5) Estado civil
()

6) Altura (cm) () 6) altura ()
7)peso ()

7)Peso  (Kg) ()

9) Grau de instrugéo: 9) GRINSTRU

(1) analfabeto (2) primario incompleto (5 ) primario completo ()

(3) secundario incompleto (6) secundario completo
(4) superior incompleto  (7) superior completo

10) Historia familiar 10)

(1) angina (1)sim (2)ndo (9)naosabe |HFAMILIAR

informar ANGINA ( )

(2 ) Diabetes (1)sim (2)ndo (9)ndosabe (DM ( )

informar IAM ()

( 3) Infarto do Miocardio (1)sim (2)ndao (9)nao sabe MS ()

informar HAS ( )

(4 ) Morte Subita (1)sim (2)ndo (9)nao sabe

informar

(5) HAS (1)sim (2)ndao (9)nao sabe

informar

11) TABAGISMO/FUMO: 11) TABAG

(1) sim Ha quanto tempo? N° cigarros ao dia? TABFUMO

(2) nao ()

(3) as vezes Quando? TEMPFUMO

(4) ex-fumante Ha quanto tempo? ()

(5) medicacgao antitabagismo (80) sim (81) nédo CIGDIA ( )
FQUANDO ( )
EXFUMO ( )

MEDTAB ( )
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12) COLESTEROL (coleta pelo prontuario) 12) COLEST

Data do exame: / / DATAEX

Colesterol total: mg/dL |

HDL colesterol: mg/dL CTOTAL ( )

LDL colesterol: mg/dL HDL( )
LDL( )

13) ATIVIDADE 13) ATIV.( )

() Vida sedentaria

() Vida nao sedentaria

() Desportista

14) ATIVIDADE FISICA: 14) ATIV.

(1) sim FISICA ( )

(2) ndo TATFIS1( )

(3) as vezes NXSEM1( )

Tipo de atividade fisica TATFIS2 ()

(4) caminhada NXSEM2 ( )

(5) corrida TATFIS3 ()

(6) natacao NXSEM3 ( )

(7) hidroginastica TATFIS4 ()

(8) futebol NXSEM4 ( )

(9)

(10)

N° vezes na semana?

15) DIABETES (coleta pelo proNtuario) 15)DM ()

(1) Tipo 1 TDM ( )

(2) Tipo 2 D. EXAME

(3) sem diabetes ]

Data do exame: / / GLICEMIA

Glicemia de jejum: mg/dL

16) MENOPAUSA 16)

(1) SIM MENOPAU ( )

(2) NAO Més ( )

(3) NSABE Ano( )

més ano

17) ETILISMO 17) Etilismo

(1) social ( )

(2) intenso

(3) NAO

18) ATIVIDADE PROFISSIONAL 18)

(1) Executivo ATIVPROF1

(2) Profissional Liberal ()

(3) Professor ATIVPROF2

(4) Comerciario ()

(5) operario ATIVPROF3

(6) Funcionario Publico
(7) Motorista

(8) Outras

(9) Aposentado

(10) dona-de-casa

(11) estudante

()
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19) HORARIO DO TRABALHO 19) HORTRAB
manha (hora) 8h —12h (88) n&o trabalha MANHA
tarde (hora) 14h —-18h (88) nao trabalha TARDE
noite (hora) 19h - 22 h (88) nao trabalha NOITE
20) VITAMINAS 20)VITAM ()
(1) SIM TIPO
(2) NAO VIT.A
TIPO VIT.E
vitamina A — (1) sim (2) ndo (8) ndo se aplica VIT.C
vitamina C — (1) sim (2) ndo (8) n&o se aplica
vitamina E — (1) sim (2) ndo (8) ndo se aplica
21) MINERAIS (1) SIM (2) NAO 21) MINER ( )
ferro — (1) sim (2) ndo (8) nao se aplica TIPO
zinco — (1) sim (2) ndo (8) n&o se aplica Fe
selénio—- (1) sim (2) ndo (8) nao se aplica Zn
magnésio — (1) sim (2) ndo (8) ndo se aplica Mg
Se

22) MEDICAMENTOS EM USO 22) MEDIC.
(1) digitalicos (1) digit
(2) procainamida (2) procain
(3) outros antanginosos (3) outantang
(4) fenotiazinas (4) fenoti
(5) diuréticos (5) diuréticos
(6) betabloqueadores (6) betabloq
(7) antihipertensivo (7) antihiper
(8) antilipémicos (8) antilipémi
(9) quinidina (9) quinidi
(10) nitratos (10) nitrat
(11) anovulatérios (11) anovula
(12) anoréticos (12) anoréticos
(13) antitabagismo (13) antitabag
(14 ) insulina (14) insulina
23) HABITO CHIMARRAO 23) CHIMA
(1) sim TEMPCHIVA (
(2) nao NOCHIMA ( () )
(3) as vezes FQUANDO ( )
(4) Ha quanto tempo? CACUCAR ( )
(5) N° de chimarrao ao dia e horario? SACUCAR ( )
(6) usa erva com agucar — (1) sim (2) ndo (8) n&o se aplica OUTRA ()
(7) usa erva sem acgucar — (1) sim (2) ndo (8) nao se aplica
(8) outra erva (1) sim (2) ndo (8) nao se aplica
OBSERVACOES:

Dr. Waldomiro Carlos Manfroi Nut® Zaira Tronco Salerno

Orientador Pesquisadora

DATA: / /




103

7.3 Questionario de habitos alimentares

Nome: Pront.:

Peso: Altura: IMC: Data: / /

O objetivo principal deste questionario € avaliar o seu habito alimentar.
Por isto contamos com a sua colaboracdo nos passando as informagdes mais
precisas possivel.

—

Quais refeicdes que o(a) sr(a) faz por dia e em que horarios?

2. Tem habito de comer fora de hora? Qual(is) alimento(s)?

3. O(a) sr(a) come verduras e legumes? Quais? Dé sua
preferéncia e qual a freqliéncia de uso.

4. Quais as verduras e legumes que o(a) sr(a) nao tolera?

5. O(a) sr(a) come frutas? Quais as frutas de sua preferéncia?

6. Com qual a frequéncia costuma comer frutas?

7. Quais as frutas que o(a) sr(a) nao tolera?



10.

11.

12.

13.

14.

15.
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O(a) sr(a) tem habito de comer carne? Quantas vezes na
semana costuma comer? Qual o tipo de carne mais
usada?

Que tipo de carne o(a) sr(a) nao tolera?

O(a) sr(a) tem habito de comer massas? Quantas vezes na
semana costuma comer? Qual o tipo de massa mais usada?

O(a) sr(a) tem habito de comer péaes/bolos/tortas?
Quantas vezes na semana costuma comer? Quais os
tipos de paes/bolos/tortas mais usados?

Que tipo de mistura o(a) sr(a) costuma passar no pao?

Qual o tipo de gordura que o(a) sr(a) tem habito de usar para cozinhar?

O(a) sr(a) tem habito de comer frituras? Quantas vezes na
semana costuma comer? Qual o tipo de fritura mais
usada?

O(a) sr(a) tem habito de comer maionese? Quantas vezes na

semana costuma comer?



16.

17.

18.

19.

105

O(a) sr(a) tem habito de tomar sucos de frutas? Quantas
vezes na semana costuma tomar? Qual o tipo de suco
mais usado?

O(a) sr(a) tem habito de tomar cha/cafée? Quantas vezes no
dia costuma tomar ? Qual o tipo mais usado?

O(a) sr(a) tem habito de ingerir alguma bebida durante a refeicdo?
Qual? Em que quantidade?

O(a) sr(a) tem habito de comer queijo/iogurte/leite?
Quantas vezes na semana costuma comer? Qual o tipo
mais usado?
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7.4 Fluxograma 01

Convite
v

Entrevista

v

Consentimento informado

Protocolo de investigacdo

Investigar habitos alimentares

Orientac&o dos alimentos com flavondides

5. Orientac&o sobre o local, dia, horarios de coletas e
refeices

GRUPO CONTROLE
N =09

A 4

WASHOUT :

A 4

Dia 1: HCPA
7h 30min - Coleta de sangue e dados antropométricos
7h 50min — Desjejum
11h 30min - Aimogo
19h 30min - Jantar

A 4

Dia2,3e4:
Desjejum no domicilio
11h - HCPA - Aimogo
19h 30min — HCPA - Jantar

v

Inicio da Intervengdo

Dia 5: HCPA
7h 30min - Coleta de sangue e dados antropométricos
7h 50min até 19h 30min cronograma igual ao 6° dia.

v

Dia 6,7,8 e 9: HCPA
7h 50min — Desjejum
10h 25min - Verificagdo da presséo arterial sistémica
10h 30min - Ingestéao de 500ml de agua
10h 50min - Verificagdo da pressdo arterial sistémica
11h - Almogo
17h 15min - Eletrocardiograma
17h 20min - Verificagdo da presséo arterial sistémica
17h 30min - Ingestao de 1000ml de 4gua
18h - Verificagdo da presséo arterial sistémica
18h 30min - Verificagdo da presséo arterial sistémica
19h - Verificacéo da press&o arterial sistémica
19h 05min - Eletrocardiograma

19h 30min - Jantar

Dia 10: HCPA
7h 30min - Coleta de sangue e dados antropométricos
7h 50min — Desjejum
8h — Encerramento do estudo

GRUPO CHIMARRAO
N=10

Dia 1: HCPA
7h 30min - Coleta de sangue e dados antropométricos
7h 50min — Desjejum
11h 30min - Almogo
19h 30min - Jantar

A 4

Dia2,3e4:
Desjejum no domicilio
11h - HCPA - Aimogo
19h 30min — HCPA - Jantar

v

Inicio da Intervengdo

Dia 5: HCPA
7h 30min - Coleta de sangue e dados antropométricos
7h 50min até 19h 30min cronograma igual ao 6° dia.

v

Dia 6,7,8 e 9: HCPA
7h 50min — Desjejum
10h 25min - Verificacdo da pressdo arterial sistémica
10h 30min - Ingestéao de 500ml de chimarrao
10h 50min - Verificacdo da pressdo arterial sistémica
11h - Aimogo
17h 15min - Eletrocardiograma
17h 20min - Verificagdo da pressao arterial sistémica
17h 30min - Ingestéo de 1000ml de chimarréo
18h - Verificagdo da pressdo arterial sistémica
18h 30min - Verificagdo da pressdo arterial sistémica
19h - Verificacdo da presséo arterial sistémica
19h 05min - Eletrocardiograma
19h 30min - Jantar

A 4

Dia 10: HCPA
7h 30min - Coleta de sangue e dados antropométricos
7h 50min — Desjejum
8h — Encerramento do estudo
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7.5 Lista de alimentos que ndo devem ser ingeridos durante a pesquisa

Grupo Vegetal A

Abobrinha d’agua, acelga, agrido, aipo, alface, alho, beringela, brocolis, cebola,
chicéria, couve chinesa, aspargo, palmito, broto de bambu, cogumelo, couve-flor,
espinafre, mostarda, pepino, rabanete, radite, rucula, repolho, tomate.

Grupo Vegetal B
Abdbora menina, abébora madura, moranga, beterraba, cenoura, chuchu, ervilha
verde, quiabo, vagem, nabo.

Grupo dos Cereais (arroz, massa, batata ...)
Arroz integral

Sagu de uva e de laranja

Farinha aveia flocos

Farinha de trigo integral

Farinha Lactea

Neston

Grupo do péao
Pao integral, bolacha integral

Grupo da fruta e sucos das frutas

Abacaxi, ameixa fresca, ameixa seca, amora, banana, bergamota

caju, caqui, cereja

Figo

Goiaba

Laranja,l, lim&o, laranja

Maca, mamao, manga, maracuja, melancia, meldao, morango, nectarina
Péra, péssego

Uva, kiwi

Grupo das bebidas

Sucos de frutas e de vegetais
Vinhos

Chas em geral

Café

Achocolatados (Nescau ou similar)

Grupo de doces
Chocolates

Barra de cereais

Doces com frutas
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7.6 Protocolo para o preparo do chimarrdo com llex paraguariensis St. Hil

1. Aquecer 500ml de agua a uma temperatura de 65°C, conferir a temperatura

com auxilio do termdmetro.

2. Armazenar a agua em uma térmica com capacidade de 750 ml, conferir a

temperatura e fechar hermeticamente.
3. Colocar na cuia 95¢g de folhas secas e moidas de llex paraguariensis St.Hil.

4. Montar o chimarrdo com auxilio de uma placa de forma redonda de material

plastico.
5. Adicionar 100ml de agua com temperatura de 35°C para cevar a chimarréo.
6. Aguardar 5 minutos para cevar o mate.
7. Adicionar a bomba, com o filtro na borda inferior, a cuia.

8. Servir e tomar o chimarrao.
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7.7 Protocolo para a verificagdo da presséo arterial

Procedimentos de medida da presséo arterial

1. Explicar o procedimento ao paciente, orientar que nao fale e deixar que
descanse por 5 a 10 minutos em ambiente calmo, com temperatura

agradavel. Promover relaxamento, para atenuar o efeito do avental branco;

2. Certificar-se de que o paciente ndo esta com a bexiga cheia, ndo praticou
exercicios fisicos ha 60-90 minutos; n&o ingeriu bebidas alcodlicas, café,
alimentos, ou fumou até 30 minutos antes, e ndo esta com as pernas

cruzadas;

3. Utilizar manguito de tamanho adequado ao brago do paciente, cerca de 2 a 3
cm acima da fossa antecubital, centralizando a bolsa de borracha sobre a
artéria braquial. A largura da bolsa de borracha deve corresponder a 40% da

circunferéncia do brago e seu comprimento, envolver pelo menos 80%;

4. Manter o braco do paciente na altura do coracio, livre de roupas, com a

palma da mao voltada para cima e cotovelo ligeiramente fletido;

5. Posicionar os olhos no mesmo nivel da coluna de mercurio ou mostrador do

mandmetro anerdide;

6. Palpar o pulso radial e inflar o manguito até seu desaparecimento, para a
estimativa do nivel da pressao sistdlica, desinflar rapidamente e aguardar um

minuto antes de inflar novamente;



10.

11.

12.
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Posicionar a campanula do estetoscopio suavemente sobre a artéria braquial,

na fossa antecubital, evitando compressao excessiva;

Inflar rapidamente, de 10 em 10 mmHg, até ultrapassar, de 20 a 30 mmHg, o
nivel estimado da pressao sistdlica. Proceder a deflacdo, com velocidade
constante inicial de 2 a 4 mmHg por segundo. Apds identificagdo do som que
determina a pressao sistdlica, aumentar a velocidade para 5 a 6 mmHg para

evitar congestao venosa e desconforto para o paciente;

Determinar a pressao sistélica no momento do aparecimento do primeiro
som, seguido de batidas regulares que se intensificam com o aumento da
velocidade de deflagdo. Determinar a pressao diastdlica no desaparecimento
do som. Auscultar cerca de 20 a 30 mmHg abaixo do ultimo som para
confirmar seu desaparecimento e depois proceder a deflacdo rapida e
completa. Quando os batimentos persistirem até o nivel zero, determinar a
pressao diastdlica no abafamento dos sons, anotar valores da

sistolica/diastolica/zero;

Registrar os valores das pressdes sistélicas e diastdlicas, complementando
com a posigao do paciente, o tamanho do manguito e o brago em que foi feita
a medida. Nao arredondar os valores de pressao arterial para digitos

terminados em zero ou cinco;

Esperar 1 a 2 minutos antes de realizar novas medidas;

O paciente deve ser informado sobre os valores obtidos da pressao arterial e

a possivel necessidade de acompanhamento.



