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RESUMO

ALVAREZ-FLORES, Janice Lima. A utilizacdo do mate (llex paraguariensis St Hill),
um antioxidante natural, como estratégia para a promog¢éo da saude: um estudo da
hipercolesterolemia experimental induzida pela dieta. 2006. 104 p. Dissertacao
(Mestrado em Enfermagem) - Programa de Po6s-Graduagdo em Enfermagem,
Fundacao Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande.

Neste trabalho investigou-se a utilizagdo do mate (/lex paraguariensis St Hill) como
antioxidante natural, a partir de um modelo experimental de hipercolesterolemia
induzida pela dieta enriquecida em colesterol (2%). O chimarrdo, bebida tradicional
na Regido Sul do Brasil, é preparado a partir das partes aéreas do vegetal,
popularmente conhecida como erva-mate. Nesta planta encontramos uma série de
substancias de natureza quimica diferentes, incluindo os flavonéides, reconhecidos
como potentes antioxidantes. A hipercolesterolemia é um dos principais fatores
desencadeantes da doenca aterosclerética. Neste trabalho, investigou-se a
capacidade do extrato aquoso da llex paraguariensis em reduzir os niveis de
colesterol e triglicerideos aumentados pela dieta aterogénica e de evitar ou
minimizar os aumentos provocados pela mesma dieta. O extrato foi preparado a
partir do decocto (110 g/1L). O rendimento foi de 72% e a concentragao final entre
30 e 40 mg/mL. As andlises bioquimicas foram feitas a partir de coletas de sangue
da veia marginal da orelha dos animais, sendo dosados o colesterol, triglicerideos,
HDL, uréia, creatinina, glicose, transaminases e bilirrubinas. Foram controlados os
pesos corporais de todos os animais de experimentagdo. Os animais receberam 150
mL/dia do extrato oferecido em substituicdo a agua. Foram utilizados coelhos
machos da raga New Zealand, divididos em 4 grupos: os grupos controle e colesterol
receberam, respectivamente, dieta comercial e dieta aterogénica (2%, colesterol),
durante todo o periodo de experimentacdo. Todas as dietas foram oferecidas na
quantidade de 100 g/dia. Um grupo recebeu dieta aterogénica durante 4 semanas e
co-administrado o Eaglp durante mais 4 semanas e grupo que recebeu o Eaql/P
durante 4 semanas e a partir desta data foi implementado a dieta aterogénica. Ao
final dos tratamentos os animais foram sacrificados e as aortas retiradas e
analisadas imunohistoquimicamente quanto a presenca de infiltrado macrofagico e
presenca de alfa actina na camada intima. Os resultados obtidos mostram que a
dieta aterogénica aumenta os niveis plasmaticos de colesterol, triglicerideos e que o
tratamento com o Eaqlp reduziu significativamente ambos os niveis aumentados
(P<0.05). Além disso, o Eaqlp, quando administrado anteriormente ao regime
aterogénico, foi capaz de minimizar os aumentos tanto de colesterol quanto de
triglicerideos. Quanto aos outros parametros bioquimicos, os resultados demonstram
modificagcdes para os niveis de transaminases nos grupos que receberam dieta
aterogénica e llex. A analise imunohistoquimica revelou a presenca de infiltrado
macrofagico em todas as aortas dos coelhos, exceto nos animais controle. Por outro
lado, a utilizacdo dos anticorpos anti-actina revelou uma maior desorganizacao da
matriz dos vasos de coelhos submetidos a dieta aterogénica, resultado da
diferenciacéo celular e a preservagdo da mesma matriz nos animais tratados com o
extrato. Estes resultados ndo permitem determinar quais os principios ativos
responsaveis pelos efeitos farmacolégicos, mas podem atribuir aos compostos



flavonoides presentes no vegetal. Deverdo servir também para divulgar o consumo
da bebida chimarrdo como um antioxidante natural que contribui para a promog¢ao da
saude, principalmente do gadcho, e da qualidade de vida desta populagao.

Descritores: llex paraguariensis. Hipercolesterolemia. Aterosclerose. Antioxidante.
Promocéo da saude.



ABSTRACT

ALVAREZ-FLORES, Janice Lima. Effects of green tea (llex paraguariensis St Hill),
the natural antioxidant on strategie from health promotion: the experimental study in
hypercholesterolaemic rabbits. 2006. 104 p. Dissertacdo (Mestrado em Enfermagem)
- Programa de Po6s-Graduagdo em Enfermagem, Fundagéao Universidade Federal do
Rio Grande, Rio Grande.

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease where deposition of lipids in the
arteries leads to problems of blood circulation. Several epidemiologic studies suggest
that green tea intake, decrease cardiac mortality due to atherosclerosis. Mate or
Erva-mate (llex paraguariensis) is a tonic and stimulant beverage widely used in
South America. It is also traditionally used in gastrointestinal disorders as eupeptic
and choleretic agent. Experimental studies indicate that most beneficial effects of
drinking are attributable to flavonoids that are present in aqueous extract of llex
paraguariensis (Aqelp). The present work evaluates the action of aqueous extract of
llex paraguariensis (Aelp) on hiperlipidemia in rabbits. Blood serum levels of
cholesterol, cholesterol-HDL, triglycerides and urea, creatinina, AST, ALT, glucose,
and billirrubins have been analyzed. The llex paraguariensis extract was prepared as
by boiling (110 g) in distilled water (1liter) for 15 min. The daily water and mate
extract consumption was approximately 500 mg/kg by oral route. To induced
hypercholesterolemia New Zealand rabbits were fed for 4 weeks with commercial diet
supplemented with cholesterol (atherogenic diet, 2%). The control and the cholesterol
group received respectively, a standard laboratory stock chow diet and a atherogenic
diet (cholesterol 2%). One group received Aelp during 4 weeks before the
atherogenic diet for 4 weeks and another group after 4 weeks with atherogenic diet
co-administration of Aelp during the same period. The results demonstrate that
Agelp was effective in reducing serum cholesterol and triglycerides levels by high-fat
diet, after 4 weeks of atherogenic diet. Indeed, the treatment of Agelp reduced the
increase of serum cholesterol and triglycerides levels when was offer 4 weeks before
the atherogenic diet.

Descriptors: llex paraguariensis. Hypercholesterolemia. Atherosclerosis. Antioxidant.
Health promotion.



RESUMEN

ALVAREZ-FLORES, Janice Lima. El uso del mate (/llex paraguariensis St Hill), un
antioxidante natural, como estrategia para promocion de la salud: un estudio de la
hipercolesterolemia experimental inducida por la dieta. 2006. 104 p. Disertacion
(Maestria en Enfermeria) — Programa de Post-Grado en Enfemeria, Fundacao
Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande.

Se investigd en este trabajo el uso del mate (llex paraguariensis St Hill) como
antioxidante natural, partiendo de un modelo experimental de hipercolesterolemia
inducida por dieta enriquecida en colesterol (2%). El mate, bebida tradicional de la
Regién Sur del Brasil, se prepara partiendo de las partes aéreas del vegetal,
popularmente conocidas como hierba mate. Se encuentra en esta planta una serie
de sustancias de diferentes naturalezas quimicas, incluyendo los flavonoides,
reconocidos como poderosos antioxidantes. La hipercolestrolemia es uno de los
principales factores desencadenantes de la enfermedad aterosclerética. En este
trabajo, se investigb la capacidad del extracto acuoso de llex paraguariensis para
reducir los niveles de colesterol, y triglicéridos aumentados por la dieta aterogénica y
evitar o minimizar los aumentos provocados por la misma dieta. El extracto fue
preparado partiendo de la decoccion (110 g/L). El rendimiento fue de 72% vy la
concentracion final entre 30 y 40 mg/mL. Los analisis bioquimicos fueron practicados
en muestras de sangre obtenidas de la vena marginal de la oreja de los animales,
siendo dosificados el colesterol, triglicéridos, HDL, urea, creatinina, AST, ALT,
glucosa, transaminasas vy bilirrubinas. Fueron controlados los pesos corporales de
todos los animales de experimentacion. Los animales recibieron 150 mL/dia del
extracto. Fueron utilizados conejos machos de raza New Zealand, divididos en 4
grupos: los grupos control y colesterol recibieron, respectivamente, dieta comercial y
dieta aterogénica (2% colesterol), durante todo el periodo de experimentacién.
Todas las dietas fueron ofrecidas en la cantidad de 100 g/dia. Un grupo recibi6 dieta
aterogénica durante 4 semanas y co-administracion del Eaqglp durante 4 semanas
adicionales y partiendo de esta fecha se implementé la dieta aterogénica. Al final de
los tratamientos, los animales fueron sacrificados y las aortas retiradas y analizadas
inmunohistoquimicamente con respecto a la presencia de infilirado macrofagico y
presencia de alfa-actina en la capa intima. Los resultados obtenidos muestran que la
dieta aterogénica aumenta los niveles plasmaticos de colesterol, triglicéridos y que el
tratamiento con Eaqlp redujo significativamente los dos niveles aumentados
(P<.05). Ademés, el Eaqglp, cuando administrado previamente al régimen
aterogénico, fue capaz de minimizar los aumentos tanto de colesterol como de
triglicéridos. Con respecto a los otros parametros bioquimicos, los resultados
demuestran modificaciones en los niveles de transaminasas en los grupos que
recibieron dieta aterogénica e llex. El andlisis inmunohistoquimico revelé la
presencia de infiltrado macrofagico en las aortas de todos los conejos, excepto los
animales control. Ademas, el uso de anticuerpos anti-actina revelé6 una mayor
desorganizacion de la matriz de los vasos de conejos sometidos a dieta aterogénica,
resultado de la diferenciacion celular y la preservacion de la matriz de los vasos en
los animales tratados con el extracto. Estos resultados no permiten determinar
cudles los principios activos responsables por los efectos farmacologicos, pero



pueden ser atribuidos a los compuestos flavonoides presentes en el vegetal.
Deberan también servir para divulgar el consumo de mate como antioxidante natural
que contribuye para la promocién de la salud y la calidad de vida del habitante del
Sur del Brasil.

Descriptores: llex paraguariensis. Hipercolesterolemia. Aterosclerosis. Antioxidante.
Promocién de la salud.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

a.C. — antes de Cristo

ALT — alanina aminotransferase

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AST — aspartato aminotransferase

CAT — catalase

BD — bilirrubina direta

BT — bilirrubina total

°C — grau(s) Celsius

COBEA — Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal

CPRFB — Comissao Permanente da Farmacopéia Brasileira

DCV - doencgas cardiovasculares

dL — decilitro(s)

DNA — &cido desoxirribonucléico

EDRF - fator de relaxamento derivado do endotélio

EMATER - Associacao Riograndense de Empreendimentos de Assisténcia
Técnica e Extensdo Rural

FURG — Fundagao Universidade Federal do Rio Grande

g — grama(s)

Gceolest — grupo colesterol

Gcont — grupo controle

GCollp — grupo colesterol e llex paraguariensis a partir do 30° dia de
tratamento

GIpCol — grupo llex paraguariensis e colesterol a partir do 30° dia de
tratamento

H,O — agua

HDL - lipoproteina de alta densidade

HPLC — analise por cromatografia liquida de alta performance

LDL - lipoproteina de baixa densidade

Hg — micrograma(s)

mg — miligrama(s)

mL — mililitro(s)



n — ndmero

NO — 6xido nitrico

NOs — 6xido nitrico sintase

O, — oxigénio

OMS - Organiza¢do Mundial da Saude
PBS — Krebs ringer bicarbonato
PFA — paraformaldeido

RNA — &cido ribonucléico

SOD - superoxido dismutase
ST HILL - Saint Hillaire

SUS - Sistema Unico de Saude
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais como recurso terapéutico acessivel as
comunidades ja faz parte da histéria da humanidade, sendo uma pratica freqliente
do saber popular, para o qual o seu uso é uma eficaz alternativa na atencao primaria
a saude (DAVIM et al., 2003).

Com o passar dos tempos formou-se um corpo de lendas e de conhecimentos
populares a cerca das virtudes curativas das plantas. Os antigos curadores
observaram, nao apenas os efeitos do consumo de plantas sobre o homem como
também, sobre o comportamento animal. Os pastores sabem que um animal que
sofre de problemas digestivos ira modificar seu regime alimentar e preferir um pasto
a outro, principalmente escolhendo espécies ricas em tanino, conhecido como
antidiarréico (PELT, 1981).

O uso das plantas com finalidades terapéuticas faz parte do cotidiano da
populacdo de um modo geral. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), a pobreza e a falta de acesso a medicina moderna faz com que 65 a 80% da
populacdo mundial dos paises em desenvolvimento dependa das plantas para
assegurar cuidados primarios de saude (AKERELE, 1993).

O uso das plantas medicinais constitui uma alternativa como tratamento Unico
ou auxiliar, associado a métodos culturais e econdmicos. Assim, ha um resgate na
utilizagé@o da fitoterapia nos ultimos anos (ALVIM et al., 2002).

No Brasil, a utilizacdo de plantas no tratamento de varias doencas possuli,
fundamentalmente, influéncias das culturas indigena, africana e européia,
principalmente portuguesa. Essas influéncias foram fundamentais nas diferentes

areas da cultura, sob o aspecto material e espiritual, constituindo a base da medicina



popular que, ha algum tempo, vem sendo retomada pela medicina natural, dando-
Ihes carater cientifico e integrando-as num conjunto de principios que nao visam
apenas curar algumas doengas, mas permitir ao homem uma vida natural (MARTINS
et al., 2000).

Embora aconteca o uso tradicional de plantas medicinais com fins
terapéuticos, muitos destes nao estao validados, podendo representar riscos a quem
as usa.

Segundo o Conselho Nacional de Saude (BRASIL, 1996), somente 0 uso
popular e o tradicional ndo servem para validar as plantas medicinais como
medicamentos. A preconizagdo ou a autorizagdo oficial do seu uso deve estar
repousada em evidéncias experimentais que comprovem que O risco para quem
utiliza é superado pelo beneficio. O estudo fitoquimico das plantas medicinais, seus
efeitos bioldégicos e possiveis mecanismos € muito complexo e requer uma
seqléncia de técnicas metddicas que exigem do pesquisador experiéncia e
dedicacgao.

E fundamental universalizar o uso seguro e de qualidade das plantas
medicinais, integrando o saber cientifico e o popular, uma vez que nao se pode
negar que a utilizacdo das plantas medicinais faz parte da nossa cultura.

Além disso, percebe-se que o cuidado com a vida e a saude das pessoas €
um elemento que constitui o projeto de cada organizacao, dos Movimentos Sociais
Populares, das Pastorais Sociais, das Entidades da Sociedade Civil, as quais vem
desenvolvendo praticas populares de saude através do uso de plantas medicinais.
Ha as que priorizam o trabalho de promog¢ao da saude como servico a comunidade.
Outras, ainda, utilizam as plantas medicinais como elementos de resgate da cultura

popular, da auto-estima e do saber popular, tanto para a promog¢ao da saude, como



também para prevenir e/ou curar problemas de saude. Em todas as experiéncias ha
uma articulagéo entre o trabalho concreto com o uso de plantas com um trabalho
formativo construtor de uma nova consciéncia humana e ética, evidenciando o
resgate do saber popular em saude articulado com iniciativas na promocéao da saude
(DARON; CONY, 2002).

Neste sentido, abordar o uso das plantas medicinais no foco das doencas
cronico-degenerativas, aponta ndo apenas para a sua utilizagdo e conhecimento
popular, mas como estratégia para a promoc¢ao da saude.

A promocao da saude tem como referéncia o Relatorio Lalonde, publicado em
1974, que preconiza como eixo central de intervengdo um conjunto de agbes que
procuram intervir positivamente sobre comportamentos individuais n&o-saudaveis
(CARVALHO, 2004).

O entendimento de promocéao da saude tem sido ampliado, sobressaltando-se
o papel protagonista dos determinantes gerais sobre as condi¢gdes de saude, que
compreende, além das caracteristicas dos individuos, as condi¢des propiciadas pelo
ambiente em seus aspectos fisicos, sociais, econémicos e culturais (PEDROSA,
2004). Neste sentido, as agdes de promogao da saude incluem os individuos, suas
familias, as condicdes de trabalho, a alimentagéo e os estilos de vida, entre outros.

Conforme a Carta de Ottawa (OMS, 1986), o termo promog¢ao da saude esta
associado a um conjunto de valores: qualidade de vida, saude, solidariedade,
equidade, democracia, cidadania, desenvolvimento, participacdo, parceria, entre
outros, 0s quais estdo relacionados com estratégias combinadas: acées do Estado,
da comunidade, de individuos, do sistema de salde e de parcerias intersetoriais.
Além desses valores, acrescentemos a educagao para a saude.

Para Gazzineli et al., (2005), o principio de se educar para a saude parte do



pressuposto de que os varios problemas de saude sdo resultantes da precéria
situacao educacional da populagéo, necessitando, portanto, de medidas educativas.

Sabe-se que ha um trabalho educativo a ser feito, o qual extrapola o campo
da informacédo, ao integrar a consideracdo de valores, costumes, modelos e
simbolos sociais que levam a conduta e praticas especificas. Ao pensar em
intervencdo em educacdo em saude deve-se levar em conta o sujeito na sua
totalidade.

Segundo Buss (2000), a promoc¢ao da saude, como vem sendo entendida nos
ultimos anos, representa uma estratégia promissora para enfrentar os mdltiplos
problemas de saude que afetam as populagdes humanas e seus entornos. Partindo
de uma concepgdo ampla do processo saude-doenca e de seus determinantes,
propde a articulagdo de saberes técnicos e populares para seu enfrentamento e
solugéo.

Neste sentido, a promoc¢ao da saude, através da educagdo em saude, leva a
repensar estratégias do cuidado no processo saude-doenga, estabelecendo
transformagdes culturais e sociais relacionadas as doengas crénicas.

Podemos estimular a promo¢ao da saude e, portanto qualidade de vida por
meio de a¢bes que proporcionam estilos de vida saudavel: uma boa alimentagéo, o
engajamento em programas de atividade fisica, a ndo aderéncia a habitos nocivos
de vida, como por exemplo, o tabagismo e o alcoolismo, e saber lidar com as
situacdes de estresse. Sdo acdes que dependem exclusivamente da nossa vontade
e determinacao. Modificacées no estilo de vida sdo importantes, pois contribuem
com a reducado de fatores de risco, como 0 peso excessivo, tolerancia a glicose e o
perfil lipidico sanguineo inadequado.

Outros fatores os quais ndo dependem exclusivamente de nosso controle e



que podem prejudicar a qualidade de vida sdo os de natureza ambiental, como por
exemplo, a poluicdo ambiental, a possibilidade de manter o emprego, a satisfagéo
no trabalho, o desgaste enfrentado no transporte urbano e a violéncia das grandes
cidades.

A mudanca para habitos mais saudaveis tem reflexos na melhoria da
qualidade de vida e na prevencao da doenca e de suas complicagdes, como por
exemplo, as doengas cardiovasculares (DCV).

A aterosclerose humana € um processo cronico caracterizado por resposta
inflamatoéria e fibroproliferativa da parede arterial causada por agressdes da
superficie arterial (ROSS, 1993).

As primeiras publicacbes sobre a aterosclerose surgiram no século XIX,
quando foi observada a presenca de material gorduroso e a degeneracao da parede
arterial nas coronarias de individuos adulto e entdo demonstrado, a partir desta
época, que as placas ateromatosas estavam associadas com o excesso de gordura
e o colesterol sanguineo (ZEEK, 1930; HEALD, 1991).

Segundo o Programa de Educacdo Médica da Sociedade Brasileira de
Cardiologia (2002), o conceito mais atual caracteriza a aterosclerose como uma
condicao sistémica que envolve a presenga de alteragcbes da homeostasia e de
fendbmenos celulares, bioquimicos e inflamatérios associados a disfuncao endotelial.
Varios modelos tém sido implicados na sua patogénese, dentre os quais esta o
modelo lipidico, baseado na hipdtese de ser o colesterol plasmatico o principal
responsavel pelo desenvolvimento da doenca aterosclerética coronariana, cerebral
ou periférica (BRAUNSTEIN et al, 2001). Ross (1999), menciona a
hipercolesterolemia como sendo um dos principais fatores de risco para o

desenvolvimento de DCV. A aterosclerose é considerada a principal causa de morte



nos paises ocidentais, e consiste em processos multifatoriais patologicos na
formacao de ateroma, produzindo manifestagdes clinicas na fase média e/ou tardia.

A lipoproteina de baixa densidade (LDL) oxidada € a principal fracao lipidica
associada com a disfungcao endotelial - manifestacao inicial do processo aterogénico.
As células endoteliais liberam radicais livres de oxigénio reativos que podem oxidar a
LDL e dar inicio ao processo aterosclerético, provocando o primeiro passo, que € a
disfuncdo endotelial, e assim facilitar a adesdo e migracdo de mondcitos para o
interior da parede vascular e a transformacao em macroéfagos espumosos (IHARA et
al., 1996).

Evidéncias bioquimicas indicam que o aparecimento de algumas doencas
decorrentes do desgaste bioldgico (entendido como processo de envelhecimento), é
devido ao dano oxidativo (BLOCK; LANGSETH, 1994). Nas doencas
cardiovasculares, o desenvolvimento da aterosclerose é atribuido as modificaces
oxidativas das lipoproteinas (STEINBERG et al., 1989).

Recentemente, tem-se verificado que as substancias antioxidantes sao
capazes de reverter a disfungdo endotelial provocada pela hipercolesterolemia e
também reduzir o numero de eventos coronarios (RIMM et al., 1993; STEWART-LEE
et al.,, 1994; RIBEIRO-JORGE et al., 1996).

Os antioxidantes sao definidos como qualquer substancia que presente em
baixas concentracdes, quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a
oxidacao desse substrato de maneira eficaz (SIES; STAHL, 1995).

Os antioxidantes sdo substancias capazes de prevenir os efeitos deletérios da
oxidacgao, inibindo o inicio da lipoperoxidacao, sequestrando os radicais livres e/ou
quelando ions metalicos. Eles protegem contra o estresse oxidativo, definido como a

elevagao na formagao de espécies reativas de oxigénio (THEROND et al., 2000). As



propriedades benéficas dos antioxidantes podem ser atribuidas a sua capacidade de
sequestrar os radicais livres (DECKER, 1997). Esses compostos de consideravel
importancia na dieta podem inibir 0 processo de peroxidagéo lipidica (HARTMAN;
SHANKEL, 1990; HALLIWEL et al, 1995). Os alimentos contendo antioxidantes
ajudam a prevenir os danos causados pelos radicais livres.

A grande quantidade de radicais livres produzidos durante o processo
aterogénico faz com que os estudos sejam direcionados aos efeitos antioxidantes de
algumas substancias. Entre os antioxidantes que tém recebido maior atengéo, por
sua possivel acdo benéfica na glicemia e prevencdo da doenga ateroscleroética,
estéo as vitaminas, os carotendides e os flavondides.

Os flavondides sado antioxidantes polifendlicos, encontrados nos alimentos,
principalmente nas verduras e frutas, e também em bebidas, como os chas e vinhos.
Por possuirem largo espectro de atividades bioldgicas e farmacologicas, tém
recebido ampla atencéo dos pesquisadores desde a década de 90 (METODIEWA et
al., 1997).

O alto consumo de alimentos ricos em colesterol e gorduras, principalmente a
saturada, e o baixo consumo de alimentos fontes de substancias antioxidantes e
fibras, resultam em um teor sanguineo elevado de colesterol sérico e suas fragoes,
representando um dos principais fatores de risco para a DCV (MC NAMARA, 2000).

As Diretrizes de Dislipidemias e Prevencéo da Aterosclerose (2001) sugerem
a adocao de uma alimentacédo rica em frutas e vegetais diversificados a fim de
prevenir a doenga ateroscler6tica, contribuindo para a manutengéo da saude. A dieta
€ uma das melhores condutas quando se deseja fazer a prevencao das DCV e de
outras doengas como o cancer (LAMPE, 1999). Uma dieta equilibrada pode auxiliar

na diminuigéo do risco de formacgao de placas na parede arterial.



A llex paraguariensis (planta que pertence a familia Aquifoliaceae),
popularmente conhecida como erva mate, € nativa da América do Sul e muito
importante economicamente.

Das suas folhas é preparada uma infusdo, bebida tradicionalmente conhecida
como chimarrdo, cujo consumo é um habito muito antigo. Além do chimarréao,
também sao preparados o tereré, o mate soltvel e o cha mate. E também utilizada
em preparacoes farmacéuticas, tendo sido incorporada por varias farmacopéias. A
llex paraguariensis é recomendada em funcado de suas propriedades terapéuticas,
como estimulante, antiinflamatéria, anti-reumatica, ténica e diurética (GOSSMANN,
1989).

Ja foi relatado que o extrato aquoso de llex paraguariensis foi capaz de inibir
a oxidacdo da LDL no plasma humano, sugerindo que algum composto no extrato
poderia aumentar esta capacidade antioxidante (GUGLIUCCI; STAHL, 1995;
GUGLIUCCI, 1996).

A experiéncia pessoal como bolsista voluntaria durante a graduagédo em
Ciéncias Biologicas, no periodo de aproximadamente dois anos no Laboratério de
Produtos Naturais - Setor de Farmacologia - do Departamento de Ciéncias
Fisiol6gicas da Fundagédo Universidade Federal do Rio Grande (FURG) permitiu a
realizacao de pesquisas das propriedades farmacolégicas de produtos naturais de
origem marinha (Balistes capriscus) e vegetal (/lex paraguariensis). Estudos que
exploraram temas de relevancia e aliaram o conhecimento das bases fisiol6gicas a
experimentacao animal, visando resultados de interesse e aplicacao multidisciplinar,
de grande importancia para a saude da populagcao e passivel de ser compartilhado
com outros profissionais desta area, e que possa ser revertido para a pratica da

Enfermagem.



Ressalta-se aqui a importancia e a utilizagdo do conhecimento em Ciéncias
Bésicas, envolvendo as Ciéncias Biologicas e a Enfermagem, permitindo assim, a
acao conjunta de profissionais de diferentes areas, possibilitando a integracao de
especialistas frente a necessidade de contribuir para melhorar a situacao de saude
da populacéo.

Deve haver uma busca constante pela interdisciplinaridade e articulacao da
pesquisa, ensino e assisténcia, ja que a enfermagem nao pode mais se desenvolver
desarticulada das demais ciéncias. Se a enfermagem deseja promover mudangas na
pratica assistencial tera de valorizar trabalhos multidisciplinares, elaborando e
colaborando juntamente com profissionais de outras areas. A préatica da enfermagem
deve abranger a assisténcia, ensino, pesquisa tomados em sua amplitude (PRADO
et al. 2001; MENDES, 1991 apud ALVES et al., 2004).

Os habitos culturais e o interesse em investigar o potencial protetor dos
produtos naturais fazem surgir o tema desta dissertacdo, que se propde em
investigar a atividade preventiva e/ou curativa do vegetal llex paraguariensis,
popularmente conhecida como erva mate, sobre a hipercolesterolemia induzida, que
caracteriza o quadro clinico, que freqlientemente leva a doenga coronaria
aterosclerotica.

A realizac&o deste trabalho surge com o interesse nos efeitos antioxidantes
de compostos derivados de ervas e a acao protetora destes antioxidantes naturais
contra o dano oxidativo, além da necessidade de encontrar solugdes simples e
compativeis com os habitos nutricionais da populagdo e sua relacao direta com a
doenca coronaria aterosclerética (crdnico-degenerativa), onde a oxidacao da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) é indicada como um fator de formagédo da

aterosclerose.



Tal interesse provém do fato de que a erva-mate consumida pela populagéo,
rotineiramente sob a forma de chimarrdo, pode contribuir para uma série de efeitos
farmacologicos. Estudos realizados demonstraram que a llex paraguariensis possui
em sua composicao quimica, compostos flavondides com propriedades
antioxidantes (FILIP et al, 2001). A presenca destas substancias pode justificar,
cientificamente, sua eficacia na prevencao ou evolucdo da doenca aterosclerotica.

Assim, estudos mais detalhados sobre o tipo de compostos presentes e sua
capacidade hipocolesterolémica precisam ser realizados com maior profundidade.

Desta forma percebe-se a importancia da utilizagao dos recursos fitoterapicos,
bem como a sua utilizagdo no atendimento as necessidades de saude e de
sobrevivéncia no que se refere as enfermidades, utilizando como alternativa as
plantas medicinais.

Cabe entdo a questdo: o vegetal llex paraguariensis St Hill, consumido
popularmente na forma de chimarrdo, tem propriedades terapéuticas que combatem
a doenca hipercolesterolémica?

Na tentativa de responder a esta questao, a proposta de trabalho enfocara a
doenca aterosclerética experimental e a influéncia da utilizacdo da llex
paraguariensis no seu desenvolvimento, sob dois enfoques, curativo e/ou preventivo.

Como hipétese de trabalho, consideraremos as propriedades comprovadas
popularmente e através de recentes estudos cientificos a respeito da llex
paraguariensis como substancia antioxidante, atuando de maneira a impedir a
oxidacdo das LDL e também de desempenhar um papel de protecdo no que diz
respeito as doencas cronicas como a aterosclerose (GUGLIUCCI; STAHL, 1995;
GUGLIUCCI, 1996; SCHINELLA et al., 2000).

O presente projeto apresenta uma proposta de trabalho integrado de



pesquisa, de carater multidisciplinar, envolvendo a FURG e o grupo de
pesquisadores liderados pelo Dr. Jacques Bonnet, diretor e pesquisador da Unité
441 do Institut National de la Santé et Recherche Médicale, situado a Pessac,
Franga.

A proposta de trabalho ora apresentada permitira abordar o problema, criando
condicoes de interacdo entre instituicbes de pesquisa que investem em ciéncia e
tecnologia para contribuir para a solugéo de problemas, com o objetivo de favorecer
o desenvolvimento cientifico ajudando a promover a saude e melhorar a qualidade
de vida da populagéo.

Além disso, proporciona o desenvolvimento da ciéncia buscando o
conhecimento através da pesquisa basica e o conhecimento popular para dar o
suporte para a exploragdo de tecnologias de aplicacdo, com vistas a capacitar e

qualificar recursos humanos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONHECIMENTO E USO POPULAR DAS PLANTAS MEDICINAIS

O homem sempre experimentou e utilizou substancias vegetais, minerais e
animais para sua alimentacao, protecdo, vestuario e para combater enfermidades
(BEVILACQUA et al., 1985).

O conhecimento sobre plantas medicinais representa um dos Unicos recursos
terapéuticos de muitas comunidades e grupos étnicos. Caracterizado pela utilizagéo
dos recursos naturais como forma de tratamento e cura de doengas, é considerado
tdo antigo quanto a espécie humana (DI STASI, 1996).

Nogueira (1984) refere que o uso de plantas medicinais ndo € novidade, e
todos n6s usamos ou ja utilizamos em determinado momento algum tratamento
caseiro aprendido com a familia, e que a medicina popular sempre existiu,
principalmente entre as camadas das populacbes menos favorecidas
economicamente.

A arte fitoterapica de outrora, pode ser vista hoje, em teste, nos laboratérios
cientificos, os quais passaram a avaliar experimentalmente a veracidade destas
informagbes, tendo em vista a descoberta de novos medicamentos, com base
justamente nos conhecimentos que foram adquiridos durante milhares de anos e
repassados de geragcdo em geragcao por aqueles que sao os ancestrais da ciéncia
moderna (DI STASI, 1996). A partir da observacdao do conhecimento e uso popular
de produtos naturais, foram sendo desenvolvidos muitos medicamentos utilizados

pela medicina tradicional, entre eles os salicilatos e os digitalicos (BOTSARIS;



MACHADO, 1999).

Mesmo assim, ainda hoje, a medicina pouco usa a terapéutica com plantas
medicinais. Na concepcéo de Heibers (1982), a resisténcia de alguns setores da
comunidade médica e cientifica ao uso e aos efeitos das plantas medicinais cujo
principio ativo ja foi cientificamente isolado deve-se, de certa forma, ao privilégio do
saber académico-cientifico quanto a alopatia em detrimento da fitoterapia.

Dessa forma, o uso dessas praticas alternativas em saude até os dias atuais
tem continuado, entre outros motivos, pela dificuldade de acesso a assisténcia a
saude, causada pelo alto custo da medicina alopatica para a populacdo, a qual é
suprida parcialmente pelo uso das plantas medicinais, dando assim, respostas
terapéuticas satisfatorias quando bem utilizadas (DAVIM et al., 2003).

O mesmo autor ainda ressalta que a OMS reconhece a importancia da
fitoterapia, sendo ela sugerida como uma alternativa viavel e importante também as
populacdes dos paises em desenvolvimento, j& que seu custo é baixo.

As plantas medicinais, além de possuirem propriedades nutritivas tém
principios ativos que podem agir terapeuticamente no organismo se forem
administradas adequadamente. Segundo a Resolucao da Diretoria Colegiada n® 48
de 2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os fitoterapicos sdo
medicamentos preparados com plantas ou partes de plantas medicinais (raizes,
cascas, folhas, flores frutos ou sementes) que possuem propriedades
farmacologicas de cura, prevengao, diagnostico ou tratamento sintomatico de
doencas.

A necessidade exige e a ciéncia busca a unificacdo do progresso com aquilo
que a natureza oferece, respeitando a cultura do povo em torno do uso de produtos

medicinais para curar os males (ACCORSI, 2000).



Na América Latina, diversas espécies de plantas medicinais de uso local, tém
possibilidade de gerar um custo-beneficio bem menor para a populagdo capaz de
promover a saude para os mesmos. No Brasil existem diversidades e peculiaridades,
com concepgdes, opinides, valores, conhecimentos, praticas e técnicas
diferenciadas, que precisam ser incorporadas e respeitadas, influenciadas por
habitos, tradicoes e costumes (NOGUEIRA, 1983).

Por isso, as plantas medicinais precisam ter validadas a sua eficacia
terapéutica, tanto quanto a sua toxicologia ou seguranca de uso, dentre outros
aspectos. Precisam ser cientificamente aprovadas para serem utilizadas pela
populacao nas suas necessidades basicas de saude.

Eficacia, baixo risco de uso e qualidade sdo algumas das caracteristicas
desejaveis em uma planta medicinal. Porém deve-se ressaltar alguns pontos para se
formular um fitoterapico. Um deles é o trabalho multidisciplinar, uma vez que se faz
necessario uma selecado correta da espécie vegetal, o cultivo seja adequado, a
avaliacao dos teores dos principios ativos seja feita e para que a manipulacéo e a
aplicagéo da clinica médica ocorram (NAKAZAWA, 1999).

Para Calixto (2000), a maioria dos efeitos colaterais registrados para as
plantas medicinais sdo exirinsecos a preparacao do fitoterapico, podendo estar
relacionados a problemas de processamento: incorreta identificacdo das plantas;
falta de padronizagdo; contaminacdo; substituicdo; preparacdo e/ou dosagens
incorretas, entre outros.

Ainda nao se tem a garantia de qualidade, eficacia e seguranca para o uso de
plantas medicinais, por ser insuficiente as informagdes técnicas para a maioria delas.
A domesticacéo, a producgao, os estudos biotecnoldgicos e o0 melhoramento genético

das plantas podem oferecer vantagens, uma vez que torna possivel obter



uniformidade e material de qualidade que sao fundamentais para a eficacia e
seguranga (CALIXTO, 2000).

No Brasil, apesar da imensa flora, da valorizagdo dos aspectos culturais e do
uso importante de fitoterapicos, pouco havia sido feito para garantir a qualidade,
seguranca e eficacia destes produtos. O Ministério da Saude criou, em 1993, uma
comissdo para avaliar a situacdo da fitoterapia no pais, instituindo um Grupo
Consultor Técnico-Cientifico incumbido de estabelecer a normatizacdo e o controle
dos servigos, producdo, armazenamento e utilizacdo de substancias e produtos
naturais (Portaria Ministerial n® 546 de 21/05/93), seguida da Portaria n® 40
(10/01/94) a qual institui a subcomissao da Comissdo Permanente da Farmacopéia
Brasileira (CPRFB) para elaborar normas sobre fitoterapicos. Em 1995, a Portaria n®
06 (31/01/95), foi elaborada levando em conta todas as avaliagbes e sugestdes
apresentadas pelos grupos de trabalho e trouxe esclarecimentos sobre o conceito e
termos técnicos, orientagdes de producdo e controle, atendimento de critérios de
segurancga e eficacia, normas de qualidade para matéria prima e também para o

produto final (BRASIL, 1996).

Recentemente foi aprovada, através do decreto 5.813 de 22 de junho de
2006, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, no qual foi instituido
um Grupo de Trabalho para elaborar o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos. A Politica Nacional tem por objetivo garantir a populagao brasileira o
acesso seguro € o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o
uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da

industria nacional (BRASIL, 2006).

No Rio Grande do Sul, movimentos populares ha muito tempo reivindicavam

politicas publicas de carater intersetorial, articulada com o projeto de



desenvolvimento do Estado, para orientar e apoiar as agdes integradas e articuladas
no que diz respeito a plantas medicinais. Esta reivindicagdo foi explicitada em
diversos encontros e reunibes realizadas, em todo estado, nas Conferéncias
Estaduais da Saude, Meio Ambiente e da Mulher, nos Seminarios do Férum pela
Vida, coordenados pela Comissdao de Saude e Meio Ambiente da Assembléia
Legislativa do Estado (DARON; CONY, 2002).

Os mesmos autores ressaltam que o governo Democratico-Popular, ao
assumir seu mandato em 1999, fez um levantamento da realidade e demandas da
populacdo gaucha. Na area especifica das plantas medicinais foi construida uma
Constituicdo Interna a fim de elaborar a politica de fitoterapia no Sistema Unico de
Saude (SUS). Com o amadurecimento do processo, foi criada a Comissao
Intersecretarial de Plantas Medicinais, formada por Secretarias de Estado, 6rgaos
vinculados e a Associagcdo Riograndense de Empreendimentos de Assisténcia
Técnica e Extensado Rural (EMATER), as quais elaboraram a Politica Intersetorial de
Plantas Medicinais do Rio Grande do Sul aprovada unanimemente pelo Conselho
Estadual de Saude. Atendendo as reivindicagbes a Politica foi lancada em 17 de
julho de 2001, pelo entao governador do Estado do Rio Grande do Sul, Olivio Dutra.

Serviram de justificativas para que o governo do Estado definisse a Politica
Intersetorial de Plantas Medicinais do Rio Grande do Sul: as experiéncias populares
e comunitarias no uso de plantas, a biodiversidade, os recursos materiais e
humanos, a realidade econbmica e tecnolégica brasileira, o acumulo de
conhecimento e competéncia das universidades, 6rgdos de pesquisa € a industria
farmacéutica.

A Politica tem por objetivos resgatar, valorizar, ampliar e qualificar a utilizagao

de plantas medicinais como elemento estratégico de saude,



preservagao/conservacdo do ambiente, qualidade de vida e desenvolvimento
sustentavel no Rio Grande do Sul, através da implantagao da fitoterapia nos servigos
publicos de saude, estimulando e fazendo avangos nas pesquisas sobre as plantas
medicinais, priorizando as espécies nativas, qualificando a cadeia produtiva, criando
mecanismos e instrumentos de protecdo, resgate e valorizando a cultura tradicional
e popular sobre as plantas e incluindo as questdes relativas as plantas medicinais na
Politica de Educacao Ambiental do Rio Grande do Sul (Secretaria da Saude do Rio

Grande do Sul, 2001).

2.2 PROMOGAO DA SAUDE E EDUCAGAO EM SAUDE

A promocédo da saude vem sendo descrita como um novo e promissor
paradigma na saude. Seus principais constituintes sdo a énfase na integralidade do
cuidado e prevengdo, o compromisso com a qualidade de vida e a educagcdo em
saude.

A expressao promogao da saude foi usada pela primeira vez em 1972, por
Mac Lalonde, entdo Ministro da Saude do Canada, em um documento chamado
“Novas Perspectivas sobre a Saude dos Canadenses”. Este documento destacava a
influéncia dos fatores ambientais, comportamentais individuais e modos de vida na
ocorréncia de doencas e na morte. Como estratégia, a promocado da saude
combinaria melhorias ambientais, com mudancas de comportamento, reduzindo a
morbi-mortalidade prematura (MACDONALD; ROBIN, 1995).

Para Gutierrez et al. (1996), promogéao da saude é um processo, de ordem



institucional, governamental ou da cidadania, que visa propiciar a melhoria das
condi¢coes de bem-estar e acesso a bens e servigos sociais, a fim de contribuir para
o desenvolvimento de conhecimentos, atitudes e comportamentos aplicaveis ao
cuidado da saude e o desenvolvimento de estratégias que permitam a populagéao
maior controle sobre a sua saude e suas condi¢cées de vida, a niveis individual e
coletivo.

A OMS (1986), na Conferéncia em Otawa, definiu a promogao da salude como
sendo o processo através do qual individuos sao capacitados para ter maior controle
sobre a sua prépria saude e melhora-la, significando o reconhecimento da
importancia do poder e do controle para a produgao da saude.

Souza et al. (2004), sugerem que a compreensao do que é a prevengao da
saude, a educacgao para a saude e a promogao da saude pode facilitar a construgéo
de estratégias para efetivacdo da promocéo da saude. A prevencao baseia-se na
concepgao de risco ou probabilidade de se tornar doente; a educagcdo em saude
envolve o conhecimento relativo ao processo saude-doencga, visando a mudanga
comportamental e a adogéo de estilos de vida saudaveis - o individuo passa a ser o
responsavel pela sua saude; e a promog¢do da saude implica um processo mais
abrangente e continuo, que envolve a prevengado, a educagado e participagao de
diferentes setores da sociedade na elaboracao de estratégias que permitam efetivar
a educacao para a saude. Dessa forma, a promocao transcende o individual para
tornar-se coletiva.

Green e Kreuter (1991), entendem que educacdo em saude e promogao da
saude combinam experiéncias de aprendizagens, combinando apoios educacionais
e ambientais que visam atingir acoes e condi¢des de vida conducentes a saude. As

combinacdes referem-se a mescla dos multiplos determinantes da saude: fatores



genéticos, ambientes, servigos de saude e estilo de vida.

Os mesmos autores entendem que a expressao condigdes de vida permite
que a definicdo de promocdo da saude ultrapasse o limite daqueles fatores
estritamente comportamentais, observaveis em geral durante o relacionamento
interpessoal que ocorre no ambito do nivel local, para prender-se a uma teia de
interagdes muito mais complexa, constituida pela cultura, por normas e pelo
ambiente s6cio-econémico, cada um deles se associando com o significado histoérico
mais amplo do que se convencionou denominar estilo de vida.

Entre as décadas de 40 e 70, estudos epidemiologicos evidenciaram a
influéncia dos habitos e comportamentos na ocorréncia de doengas cronicas nao-
transmissiveis, que passaram a representar a principal causa de morte nos paises
desenvolvidos. A promog¢ao da saude foi entdo, associada a agéo de educadores de
saude que priorizaram a responsabilidade e motivagdo individual em mudancas de
atitudes, como o habito de fumar, o consumo de alcool, o sedentarismo e a dieta.
Sao mudangas nos padrées de comportamento onde é importante se observar o
sujeito em sua totalidade, envolvendo seus processos intelectuais, afetivos e
culturais para tornar possivel maior efetividade em termos de mudan¢a de conduta
(ARRUDA, 1985; MORIN, 1994; TURA, 1998; CHOR et al, 2000).

No processo de educacao em saude a informacéo é condicao absolutamente
necessaria, embora, nem sempre suficiente. As informacbées que devem ser
aprendidas sobre a doenca aterosclerética, assim como nas outras doencgas crénico-
degenerativas, dizem respeito a multiplos fatores de natureza pessoal e ambiental
relacionados a qualidade de vida.

Neste sentido, proporcionar saude significa além de evitar doengas, assegurar

meios e situagcées que ampliem a qualidade de vida, o que inclui o acesso a



informagdo através da educacdo. No campo da promogédo da saude ha uma
combinagdo de apoios educacionais e ambientais que visam a atingir acoes e

condi¢oes de vida que garantam a saude (CANDEIAS, 1997).

2.3 HIPERCOLESTEROLEMIA E ATEROSCLEROSE

As projecoes da OMS apontam que a morbidade e a mortalidade causadas
pela doencga cardiovascular, nos proximos anos, se constituirdo na primeira causa de
morte em todo o mundo. No Brasil, a doencga arterial coronariana e cerebrovascular
ja sé@o a primeira causa de morte e incapacidade, correspondendo a 32,1% de todas
as causas, e em outros paises, essas taxas vem aumentando, em especial no leste
europeu, sudoeste asiatico e na América do Sul (MAGALHAES et al., 2004). No Rio
Grande do Sul, essas taxas correspondem a 33,4%, e na cidade do Rio Grande, as
taxas correspondem a 35,7% de todas as causas (BRASIL, 2002).

O panorama nacional das DCV prevé uma verdadeira epidemia com
consequéncias para a saude publica, devido a tendéncia de elevagdo na sua
mortalidade nos paises em desenvolvimento, dentre os quais o Brasil € um dos
representantes (Diretrizes de Dislipidemias e Prevencao da Aterosclerose, 2001).

A descricao de uma placa de ateroma remonta do século XIX, em um relatério
dinamarqués, redigido em 1844 (BERTOLAMI, 2003). Até pouco tempo, a doenca
ateroscleroética era considerada uma doenca degenerativa, que progredia conforme
a idade e de lento progresso. Com o avango do conhecimento e das pesquisas,

estudando os componentes celulares, bioquimicos e inflamatérios do seu



desenvolvimento e progressao, tem sido demonstrado que a aterosclerose é um
processo dinamico, inflamatério e modificavel (IHARA et al., 2003).

A doencga tem inicio com depdsitos lineares de gordura na parede arterial, que
podem ser encontrados desde a adolescéncia ou eventualmente na infancia. Essas
lesbes progridem até a formacao de placas, as quais aparecem na idade adulta e
culminando posteriormente em oclusées trombdticas.

Gianini (2000) sugere que embora pontos de gorduras nas artérias possam
aparecer desde a infancia, as lesdes evolutivas da aterosclerose, observaveis
macroscopicamente, seriam: 1) estrias gordurosas, com lesdes planas, com elevado
teor de gorduras, observadas nas primeiras décadas de vida; 2) placas fibrosas ou
fibrolipidicas, elevadas na superficie da intima, diminuindo um pouco mais
intensamente a luz do vaso; e 3) lesbes complicadas, com hemorragia, ulceracao,
trombose e calcificagdo na placa fibrosa, podendo reduzir ou interromper a
circulagdo em diferentes 6rgaos.

Baseado na estrutura microscopica e na composi¢ao histoquimica das lesées,
Stary (1993, 1998), propde a classificagdo das lesdes em: tipo | (leséo inicial), sem
dano tecidual visivel; tipo Il (estria gordurosa), com lesdes macroscépicas, mas sem
dano tecidual identificavel e com dois subtipos — Il a, capaz de evoluir, e Il b,
resistente a progressdo e passiveis de regressao; tipo Il (pré-ateroma), com
evidéncias de dano tecidual; tipo IV (ateroma), com grandes danos na estrutura da
intima; tipo V (fibroateroma), com o desenvolvimento de colageno e de células
musculares lisas; tipo VI (lesbes complicadas), com a presenca de trombose e/ou
hematoma e/ou fissura; tipo VII (lesdo calcificada), com o predominio de caélcio e
acentuada deformidade estrutural; e tipo VIII (lesdo fibrética), composta

predominantemente de colageno, com lipides em quantidades minimas ou ausentes.



A aterosclerose ndo é um simples distarbio. A lesdo aterosclerética tem
diferentes formas, dependendo da anatomia do lugar, da idade, da genética, do
estado fisioldgico do individuo afetado e, presumidamente, dos fatores de risco que
cada individuo foi exposto (ROSS, 1994).

Os fatores de risco que influenciam o desenvolvimento da doenga arterial
podem ser a elevacado dos lipidios, o fumo e a hipertensao (SAAD, 2004). Nas
Diretrizes de Dislipidemias e Prevencao da Aterosclerose (2001), consta como
fatores de risco adicionais a baixa concentragéo de HDL (niveis abaixo de 40mg/dL),
o histérico familiar de aterosclerose precoce, o diabete mellitus e a idade (homens
com idade acima de 45 anos e mulheres acima de 55 anos). As Diretrizes
recomendam ainda modificagdes no estilo de vida. S&o varios fatores que isolados
ou em conjunto, estdo associados ao aumento do risco de formacdo da placa
aterosclerotica.

A causa mais provavel da aterosclerose é a incorporagdo de lipidios e
elementos sanglineos a parede vascular. Esta teoria lipidica ainda inclui a atragao,
o depdsito e a modificagdo das substancias lipidicas dentro da parede arterial
(SAAD, 2004).

Muller (1938) relacionou a doenca aterosclerdtica com os niveis sanglineos
de colesterol. Gofman et al. (1949), caracterizaram a relacao entre a doenca arterial
e a fracdo LDL. A lipoproteina de alta densidade (HDL), por sua vez, teria uma
relagdo inversa com a doenga.

A hipercolesterolemia e sua relacdo com a doenca aterosclerética tém sido
demonstradas em varios estudos, onde a oxidacao da LDL é indicada como um fator
de formagédo da placa de ateroma. A acumulacao destas lipoproteinas na parede

arterial (intima) constitui um evento fundamental na aterogénese (ROSS, 1995).



De fato, na atualidade, a hipercolesterolemia vem sendo reconhecida com um
importante fator de risco cardiovascular. A hipercolesterolemia, as LDL elevadas e
as HDL baixas tém sido objeto de varios estudos, estando ligadas ao
desenvolvimento da aterosclerose (GOTTO; POWNALL, 1999; BERTOLAMI, 2000;
TADDEI; FRANKEN, 2002).

Mais de 30% da populacao brasileira apresenta elevados niveis de colesterol
(BRASIL, 2002). A Sociedade Brasileira de Cardiologia através das Diretrizes de
Dislipidemias e Prevencao da Aterosclerose (2001), indica que niveis de colesterol
total acima de 240 mg/dL e para LDL superior a 160 mg/dL s&o suficientes para
estabelecer a hipercolesterolemia. Valores para HDL abaixo de 40 mg/dL,
anormalmente baixo, também se torna um fator de risco para o desenvolvimento da
doenga.

A hipercolesterolemia pode ser determinada geneticamente ou pela dieta. Um
defeito no gene do receptor de LDL ocasiona “déficit” na expressé@o ou fungéo dos
receptores de LDL e leva a diminuicdo do catabolismo da lipoproteina,
especialmente pelo figado. Segundo as Diretrizes de Dislipidemias e Prevengcédo da
Aterosclerose (2001), o maior numero de pessoas hipercolesterolémicas pertence ao
grupo de hipercolesterolemia poligénica, no qual ocorre uma complexa interagéo
entre varios fatores genéticos e ambientais que determinam a concentracao de LDL
no plasma. Esses fatores estdo ligados a responsividade a dieta, a regulacao da
sintese de colesterol e acidos biliares, ao metabolismo intravascular de lipoproteinas
ricas em apo B e a regulacao da atividade do receptor de LDL.

As Diretrizes ainda sugerem que quando a hipercolesterolemia é causada
pela dieta rica em gorduras, se faz necesséria uma terapia nutricional para a

prevencao e/ou tratamento hipocolesterolémico, sendo ainda importante a adeséo a



dieta e a mudanca de estilo de vida, utilizando técnicas adequadas de mudancga de
comportamento.

A oxidacdo da LDL parece associar-se com o aumento do risco da
aterosclerose. A hiperlipidemia e a hipercolesterolemia sado fatores patolégicos
suficientes para causar a disfuncdo endotelial — manifestacéo inicial do processo
aterogénico. A aterosclerose é uma doenca oriunda da disfuncao endotelial e de
processo inflamatério (BAHIA et al., 2004).

O endotélio vascular, por muitas décadas, foi considerado como uma camada
unicelular, desempenhando a fungdo de membrana semipermeavel entre o sangue e
o intersticio. Entretanto, sé recentemente, através da biologia molecular e celular é
que foi dada a importancia a essa fina camada celular do sistema circulatério
(IHARA, 1996), sendo considerada um 6rgdo dindmico e heterogéneo,
demonstrando diferentes fungdes bioldgicas: secretora, sintetizadora, metabdlica e
imunolodgica, além de regular a circulacdo de substancias nutrientes (CARAMORI;
ZAGO, 2000).

Fischman (1982), descreve como sendo as principais fungdes do endotélio, a
regulagdo do transporte transcapilar, a protecdo anticoagulante intravascular, a
inibicao proliferativa do musculo liso em vasos, a regulagdo da resposta imunoldgica,
o metabolismo dos autacoides e o controle do tdnus vascular.

O endotélio libera varias substancias com atividade pr6 e anticoagulante,
capazes de promover adesao celular e com agdes vasoativas (GROSS, 2000). Um
dos principais mediadores de vasoconstricdo secretado pelo endotélio é a
endotelina, e 0 mais potente vasodilatador é o éxido nitrico (NO) (AZEVEDO et al.,
2000), inicialmente descrito por Furchgott e Zawadzki, em 1980, como sendo o fator

de relaxamento derivado do endotélio (EDRF) (LACCHINI, 2004).



O NO é um gas extremamente reativo, sintetizado por enzimas da via 6xido
nitrico sintases (NOs). Da oxidagao da L-arginina tem-se a produg¢ao da L-citrulina e
NO (PALMER et al., 1988; PALACIOS et al., 1989).

O NO apresenta varias acgbes biolégicas, entre as principais sdo a
vasodilatacdo, a inibicio da adesdo e agregacado plaquetaria, a inibicdo da
quimiotaxia de leucécitos e a supressao da proliferacdo e migracdo de células da
musculatura lisa vascular por inibicdo de fatores de crescimento (VIARO et al.,
2000).

Caramori e Zago (2000), sugerem que o NO seja 0 maior mediador do ténus
vascular nas situagdes fisioldgicas, correlacionando seu excesso ou falta a estados
patoldgicos.

A hipercolesterolemia € um fator patogénico central de disfungcédo endotelial,
causada, em parte, por um defeito na produgdo de NO, através de mecanismos
ainda pobremente esclarecidos (VIARO et al., 2000).

As alteragdes da acdo do NO causadas por hipercolesterolemia, diabetes e
hipertensdo em estudos utilizando modelos animais, foram estabelecidas como
fatores de risco e estdo potencialmente relacionadas com a evolugao do processo
ateroscleroético (LACCHINI, 2004).

A aterosclerose é considerada como uma resposta a injaria, a qual é
representada pela perda do revestimento endotelial da parede vascular. Uma
reacdo, em especial, pela exposicdo do endotélio vascular a LDL oxidada (ROSS;
GLOMSET, 1976), a qual inibe o relaxamento vascular pela queda na sintese ou
rapida degradacéao do NO (VIARO et al., 2000).

Jorge (1997), sugere que as LDL plasmaticas adentram as células endoteliais

através de endocitose. Simionescu e Simionescu (1998), ao marcar particulas de



LDL com ouro radioativo, demonstraram invaginacdes na membrana da célula
endotelial, as quais se transformariam em vesiculas de endocitose, carreando LDL
nativa para o interior da célula endotelial.

Na ocorréncia de hipercolesterolemia, em primeira instancia aconteceria o
processo normal de endocitose das LDL através de receptores especificos. Em
segunda instancia, endocitose por receptores inespecificos. Ambos 0s casos
acarretariam em aumento da concentracdao de LDL nativa, induzindo maior consumo
de NO e aumentando a producéo de radicais livres (JORGE, 1997).

No espago subendotelial, a LDL em contato com os macréfagos, células
endoteliais e musculares lisas sofre oxidagdo de seus fosfolipides pela acado de
radicais livres de oxigénio (Oz) (DA LUZ, 1996), o que foi demonstrado in vitro
(STEINBRECHER et al., 1984).

A LDL nativa transformada em LDL oxidada exerce fungbes que levam a
formagcdo da placa ateromatosa: 1) atrai mondécitos em direcdo a intima do vaso,
através da producéao da proteina quimiotatica para mondcitos (monocyte chemotactic
protein 1 — MCP1) pelas células endoteliais injuriadas; 2) impede a mobilizagdo dos
macréfagos residentes da regido subendotelial para a circulagdo sangiinea; 3)
formacdo da célula espumosa — a LDL oxidada acumula-se em macréfagos,
transformando-se em células espumosas, que constituem as estrias gordurosas
visiveis como pequenas placas esbranquicadas na superficie arterial; 4) lesao direta
do endotélio, com a formagdo de areas de ulceragcdo e exposicao do tecido
conjuntivo subendotelial, ao qual aderem as plaquetas; 5) proliferacdo muscular lisa
estimulada pelas plaquetas, células espumosas e macrofagos que liberam fatores de
crescimento e outras citocinas (DA LUZ, 1996; AZEVEDO, 2000).

Esta claro que o processo oxidativo esta envolvido na patogénese da



aterosclerose, e que a aterosclerose é acompanhada por profundas alteragdes no
comportamento das células endoteliais e que mediadores liberados pelas células
endoteliais podem modular a aterogénese (BULT et al., 1999).

A aterosclerose € um processo que se desenvolve durante décadas e é
caracterizada pela formacao focal de placas ateromatosas na intima de artérias de
médio e de grande calibre. A acumulacdo da placa leva a reducdo gradual e
progressiva do lumen arterial e para o aparecimento de sintomas clinicos. A
composicao das placas ateromatosas foi identificada pela imunohistoquimica
(JONASSON et al., 1986): o centro ateromatoso necrético é constituido por 60% de
macrofagos, 30% de células musculares lisas e 10% de linfocitos (LAURENT et al.,
1996).

Fatores que impegcam a oxidacdo da LDL e que também modifiquem as
quantidades das lipoproteinas seja através de mudangas de habitos alimentares e
estilo de vida, constituem um meio de impedir a formagéo da placa aterosclerética

(WITZTUM, 1994; PERUGINI et al., 2000).

2.4 RADICAIS LIVRES E DEFESAS ANTIOXIDANTES

Os radicais livres sao definidos como sendo moléculas, organicas ou
inorganicas, ou atomos que contém um ou mais elétrons ndo pareados. Sao
altamente instaveis com meia-vida muito curta e quimicamente muito reativos. Essa
alta reatividade deve-se ao numero impar de elétrons ndo emparelhados em sua

ultima camada eletrénica (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).



Os radicais livres sdo formados em reac¢des de Oxido-reducdo, cedendo ou
recebendo elétrons.

As espécies reativas de oxigénio sdo constantemente formadas em nosso
organismo através de processos metabodlicos oxidativos. Muitas sdo usadas nas
funcbes bioldgicas, sendo de extrema utilidade, como por exemplo, na ativagdo do
sistema imunolégico, na desintoxicagdo de drogas, e na producdo de NO
(MONCADA; HIGGS, 2001). A formacao dos radicais livres in vivo pode ocorrer
através de fatores endoégenos — a respiracao aerdbica, e pela exposicao a fatores
exogenos — ozdnio, radiacdo gama e ultravioleta, medicamentos, dieta, fumo entre
outros (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

O O, utilizado no processo respiratorio € metabolizado pelo organismo, sendo
aproximadamente 85 a 90% utilizados pelas mitocondrias e 10 a 15% restantes
usados pelas enzimas oxidases e oxigenases, € em reagdes de oxidagao diretas.
Nas mitocondrias, cerca de 98% do O, — dos 85 a 90% acima citados — sé@o
reduzidos pela enzima citocromo oxidase, que remove um elétron de cada uma das
quatro moléculas reduzidas de citocromo C, oxidando-as, e adicionando os quatro
elétrons ao O, para formar agua (H20). Os 2 a 5% restantes sdo as espécies
reativas de O, reduzidos univalentemente (HALLIWEL; GUTERRIDGE, 1999).

As principais espécies reativas de O, sao os radicais superoxido, hidroxila e o
perdxido de hidrogénio.

A producdo de radicais livres pelo organismo representa um processo
fisiolégico. Entretanto em determinadas condicbes podem ser gerados em excesso
ou em lugares inapropriados tornando-se altamente toxicos e a sua toxicidade pode
ser agravada pela presencga de ions como os metais de transi¢ao ferro e cobre. Aust

e Miller (1991), sugerem que embora o cobre possa catalisar as reagbes de



oxidagdo, o ferro € o metal pesado mais abundante no organismo e esta
biologicamente mais capacitado na catalizagdo dessas reagdes.

Sies (1986), sugere que quando hd um desequilibrio entre os sistemas pro-
oxidantes e antioxidantes, de maneira que os primeiros sejam predominantes, pode-
se dizer que o organismo encontra-se sob estresse oxidativo.

A ocorréncia de um estresse oxidativo geralmente € acompanhada por um
aumento das defesas antioxidantes enzimaticas, porém uma grande producao de
radicais livres pode causar dano celular. Uma das principais lesdes causadas pelo
estresse oxidativo € a oxidacdo da camada lipidica da membrana celular
(lipoperoxidagéo). O dano oxidativo também tem sido relacionado com a etiologia de
varias doencas degenerativas como as cardiopatias, aterosclerose e problemas
pulmonares (AMES et al., 1993. WITZTUM, 1994; STAHL; SIES, 1997). A reacéo de
radicais livres com acidos nucléicos também pode gerar mudangas no DNA
acarretando em mutagénese e carcinogénese (ERENEL et al. 1993; POULSEN et
al., 1998).

O corpo é dotado de defesas antioxidantes para minimizar o dano causado
pelo excesso de radicais livres (HALLIWELL, 1994). Esse sistema de defesa esté
representado pelos antioxidantes enzimaticos e nao enziméaticos.

As enzimas antioxidantes intracelulares funcionam como a primeira linha de
defesa para neutralizar radicais livres. E constituida pelas enzimas superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidases, glutationa peroxidase/transferase e
glutationa redutase (VANNUCCHI; IGLESIAS et al.,, 1998), as quais atuam como
detoxificadoras do agente antes que ele cause a lesdo, principalmente pela inibicao
das reac¢des em cadeia com o ferro e o cobre.

Entretanto, as defesas enzimaticas contra os danos oxidativos ndo sao



completamente eficientes. Uma segunda linha de defesa € entdo formada pelos
antioxidantes ndo enzimaticos endégenos — melatonina, coenzima Q, 4cido urico — e
exogenos — beta-caroteno (pré-vitamina A), &cido ascorbico (vitamina C), alfa-
tocoferol (vitamina E) — obtidos através da dieta ou por suplementacdo (BLOCK;
LANGSETH, 1997).

As vitaminas antioxidantes, as enzimas ou outros captadores de radicais
livres atuam, principalmente, diminuindo a concentracdo ou neutralizando as
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, ou por inibirem a sua formacao ou por
facilitarem seu desaparecimento (TAMPO; YONAHA, 1990; HOGG et al, 1994;
WALKER, 1995).

A oxidacg&o nos sistemas bioldgicos pode ser evitada através de modificagdes
ambientais ou pelo uso de substancias antioxidantes.

A hipo6tese oxidativa da aterosclerose, onde ocorre a exagerada produgao de
radicais livres, faz com que as investigacdes se dirijam para o estudo dos efeitos de
substancias antioxidantes tanto em modelos animais quanto humanos. Nestas
condicoes, as defesas naturais antioxidantes estariam prejudicadas, o que permitiria
sugerir que tanto o dano oxidativo quanto a progressdo da doenga poderiam ser
retardados através da suplementagéo das defesas naturais (MAXWELL, 1995).

Os flavonoides tém recebido grande atencao por contribuirem contra o dano
oxidativo (OLSEWER, 1997). Estudos mostraram sua propriedade antioxidante e a
sua capacidade de capturarem radicais livres (MERFORT et al., 1996). Essa
capacidade foi verificada in vitro em meio aquoso e lipofilico, com o emprego de luz
ultravioleta, radiacées, sistema hipoxina-xantina oxidase ou ions metalicos para a
formacdo de radicais livres, e como substrato, lipidios contidos usualmente em

homogeneizados de tecidos, lipossomas, micelas ou sistemas lipidicos como a LDL



e tecidos animais (QUEIROZ et al., 1996).

Wiseman et al., (1997), descreveram um estudo comparativo de varias
substancias tidas como sendo capazes de inativar radicais livres formados por
substancias oxigeno-reativas. Os resultados mostraram que os flavondides tem
potencial antioxidante até quatro vezes superior ao da vitamina C e E e capacidade
semelhante a alguns carotendides (alfa e beta caroteno e licopeno), sabidamente
potentes antioxidantes.

Os flavondides sdo amplamente encontrados nos alimentos, principalmente
em frutas, chés, verduras, grdos, sementes castanhas, condimentos, em bebidas
como os chas, vinho tinto, e também na erva mate (llex paraguariensis), consumido
na forma de chimarrado, fazendo parte da alimentacao e habito diario do ser humano.

Os flavonoides contém um numero variavel de grupos hidroxila fendlicos, com
capacidade de atuar como agente antioxidante, com potencial terapéutico em
enfermidades, por exemplo, protetor de cardiopatias. Estas propriedades combatem
os radicais livres, atuando sobre espécies altamente reativas de oxigénio e
nitrogénio envolvidas com o inicio da peroxidagado lipidica (COOK; SAMMANS,
1996), assim como inibidores da producao de 6xido nitrico e da éxido nitrico sintase
(NOs) em macréfagos (MONCADA et al., 1991; GASTON, 1999).

Evidéncias epidemiologicas sugerem que os flavondides tém acgéo protetora
contra os problemas coronarios (HERTOG et al., 1993), uma vez que impedem a
oxidacao da LDL. Um estudo mostrou a baixa incidéncia de doengas coronarias nas
populagdes francesas que possuem uma dieta rica em gorduras de forma
semelhante a outras populagdes européias (mediterraneas), o qual chamou a
atencdo para o consumo de alcool nestas populagdes que é menor do que o dos

ingleses. Este fato conhecido como “Paradoxo Francés” esté relacionado a protecao



exercida pelo consumo de vinho tinto (SEIGNEUR et al, 1990; RENAUD; DE
LORGERIL, 1992), atribuido a presengca de flavondides com propriedades
antioxidantes e, que estes compostos agiriam inibindo a oxidagdo das LDL
(FRANKEL et al., 1993; MYARA et al., 1993), ou diminuindo a agregacgao plaquetaria

(GRYGLEWSKY et al., 1987).

2.5 llex paraguariensis

O género llex consiste de cerca de 400 espécies, sob a forma de arvores ou
arbustos. Suas folhas s&o simples e alternadas, isoladas ou agrupadas com
pequenas flores e frutos vermelhos ou amarelos (ALIKARIDIS, 1987).

Entre as espécies desse género pode-se destacar llex aquifolium (Europa),
llex opaca (América), llex cornuta (China) e llex cremata (Japao). No Brasil, a
espécie mais cultivada € a llex paraguariensis.

A llex paraguariensis St. Hill foi classificada em 1822 pelo naturalista francés
August de Saint Hillaire (St. Hill). Pertence a familia Aquifoliaceae, nativa do sul do
Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai (PIO CORREA, 1984).

A erva mate € uma das espécies vegetais muito bem identificadas com a
regiao Sul do Brasil, onde suas folhas sdo usadas para preparar uma tradicional
bebida chamada “mate” ou “chimarrédo”. No entanto, a cultura da erva mate ainda
ndao € bem reconhecida pela sua importancia sécio-econémica, mesmo que o Rio
Grande do Sul seja o maior consumidor e o terceiro maior produtor do pais

(TORMEN, 1995).



O ato de “matear” € uma heranga de Tupé aos indios Guaranis, e em mistica,
supera o cachimbo da paz dos indios Peles Vermelhas do Norte dos Estados Unidos
da Ameérica, ja que aquele ritual é singular e ocasional, enquanto que o chimarrao
esta incorporado a vida cotidiana dos gaulchos, catarinenses, paranaenses,
uruguaios, paraguaios e argentinos (FAGUNDES, 1999).

Da bebida obtida deste vegetal sado atribuidas propriedades estimulantes,
diuréticas, depurativas, todas relacionadas com a presenca de alguns alcaléides na
sua composicao (MAZZAFERA, 1994).

Popularmente atribui-se ao chimarrdo, propriedades desintoxicantes,
particularmente eficazes numa alimentagdo rica em carnes (BERKAI; BRAGA,
1986). Segundo Graham (1984), o mate é a primeira fonte de metilxantinas na dieta
de alguns grupos da América do Sul. Devido ao seu alto teor de purinas
(BALTASSAT et al., 1984) atribuem-se as ac¢des depurativas e diuréticas das folhas
de llex paraguariensis.

Ferreira et al. (1997), nos colocam que a prevaléncia de doenga coronaria no
Uruguai € semelhante a dos paises europeus, ainda que o consumo de carnes
naquele pais seja um dos maiores do mundo. A regido Sul do Brasil tem o maior
consumo de carnes com alto teor de gorduras saturadas quando comparadas com a
regiao Sudeste do pais, embora tenham quase que a mesma incidéncia de doencas
cardiovasculares (BRASIL, 2002). Desta forma especula-se a possibilidade do papel
protetor da erva mate.

A investigagao fitoquimica das espécies de llex (ALIKARIDIS, 1987), incluindo
llex paraguariensis, mostra que esta planta contém muitas classes de constituintes
quimicos, incluindo flavondides como a quercetina e rutina (ROBERTS, 1956),

terpendides (acido ursdlico) nas folhas (NOOYEN, 1920; MENDIVE, 1940),



alcaléides (cafeina) nas sementes e folhas (LENDNER, 1918; BOHINC; KORBAR-
SMID, 1978), aminodcidos (alanina, arginina, asparagina, aspartato, cisteina,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, triptofano, tirosina e
valina) nas folhas (CASCON, 1955), acidos graxos (laurico, palmitoléico, oléico,
linoléico) nas sementes (CATTANEO et al., 1952), carboidratos (CHLAMTAC, 1955),
vitaminas, carotendides (VILLELA, 1938, 1939), triterpendides e saponinas nas
folhas (GOSMAN et al., 1989, 1995).

De acordo com Gugliucci e Stahl (1995), o vegetal pode ser uma fonte natural
de substancias antioxidantes. Os mesmos autores também mostraram a capacidade
dos extratos de llex paraguariensis em inibir o inicio e a propagacao da oxidagéo da
LDL. Possibilidade que parece ser real, uma vez que a presenga de flavonoides e
polifendis justifica as propriedades antioxidantes da llex paraguariensis.

A FURG possui uma tradicdo no estudo de produtos naturais, com uma
proposta de trabalho interdisciplinar que envolve os Departamentos de Ciéncias
Fisiologicas — Laboratorio de Produtos Naturais — Setor de Farmacologia,
Enfermagem e Quimica, fazendo referéncia ao estudo sistematico da /llex
paraguariensis e seu possivel papel protetor contra o dano oxidativo.

Estudos recentes realizados por Muccillo-Baisch et al. (1998), mostraram que
o extrato aquoso de llex paraguariensis provocou o relaxamento do musculo liso
vascular, que é dependente da via 6xido nitrico sintase (NOs), e que poderia estar
relacionado com a presenca de compostos flavondides no extrato vegetal.

Paganini-Stein  (2002), demonstrou que o extrato aquoso de llex
paraguariensis diminuiu os niveis de colesterol e triglicerideos em ratos submetidos
a dieta hipercolesterolémica. A fracdo n-butandlica do extrato (com rico conteudo

fendlico) manteve a vasodilatagcdo do leito mesentérico mesmo na vigéncia de



disfuncao endotelial em funcao do elevado nivel de colesterol plasmatico.

Recentemente, Badiale-Furlong et al. (2003), determinaram os niveis de
compostos fendlicos em llex paraguariensis. As amostras comerciais de erva mate
foram avaliadas e quantificadas mostrando elevados teores de compostos fendlicos,
quando comparados com amostras de bagaco de laranja e polpa de berinjela,
explicando sua atividade antioxidante.

Em um estudo, também utilizando ratos, foi demonstrada a capacidade do
extrato aquoso de llex paraguariensis em decompor o peroxido de hidrogénio

hepatico, evidenciando o efeito antioxidante do vegetal (KOWALCZYK, 2004).

2.6 MODELOS ANIMAIS NA HIPERCOLESTEROLEMIA

A utilizagdo de modelos animais em trabalhos cientificos acontece desde o
século V a.C., porém, foi intensificado a partir de 1800.

Especialmente na area da saude, muitos avangos nos conhecimentos foram
obtidos com a experimentacao animal, sendo inegavel o beneficio que trouxe para o
desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia (RAYMUNDO; GOLDIM, 2002).

Modelos animais de experimentacdo tém sido utilizados para o
desenvolvimento de novas estratégias de tratamento e entendimento da
hipercolesterolemia e sua relacdo com o surgimento dos eventos ateroscleroticos,
pela oxidacao da LDL e a disfuncéo endotelial.

A ingestdo continua de quantidades elevadas de gordura parece estar

relacionada diretamente com a hipercolesterolemia em humanos. Dessa forma,



varios estudos tém sido realizados com animais, induzindo-se a elevagéo dos niveis
de colesterol plasmatico através da suplementacdo de colesterol a dieta destes
animais, a fim de melhor compreender a relagéo entre as desordens metabdlicas do
colesterol e da aterogénese.

Quatro espécies tém sido amplamente utilizadas para o estudo da
aterosclerose: coelhos, galinhas, porcos e primatas ndo-humanos. Inicialmente os
trabalhos foram realizados com coelhos, porém os porcos e 0s primatas nao-
humanos desenvolvem lesdes que melhor correspondem aquelas que ocorrem com
os humanos. Apesar disso, 0s coelhos continuam sendo importantes no
entendimento dos fenémenos celulares (ROSS, 1994).

Em todos os modelos animais citados anteriormente, foi possivel detectar
modificagdes na proliferacdo de células musculares lisas associadas com a
aterosclerose, que incluem lesées endoteliais como resultado de lesdo mecanica,
através de canulas intra-arteriais, ou induzidas quimicamente a partir de
hipercolesterolemia crénica (STEMERMAN; ROSS, 1972).

Varios estudos tém demonstrado que a hipercolesterolemia pode ser induzida
em coelhos através da adigdo de colesterol a dieta.

Alfonso-Valiente et al. (2001), estudaram um modelo experimental de
aterosclerose carotidea em coelhos a partir de uma dieta hipercolesterolémica. A
partir da suplementagdo com colesterol durante doze semanas foi possivel elevar os
niveis plasmaticos de colesterol, e constatar a presenca de estrias adiposas nas
artérias destes animais.

Jorge et al. (1998), avaliaram em coelhos hipercolesterolémicos, o efeito da
berinjela sobre os lipides plasmaticos, a peroxidagao lipidica e a reversdo da

disfuncao endotelial.



Lima et al. (2001), estudaram os efeitos de carotendides e flavondides no
metabolismo lipidico de coelhos hipercolesterolémicos, objetivando em, futuramente,
utiliza-los como farmacos no tratamento e/ou prevencao de doengas cardiacas.

Amaral et al. (1995), baseados nas propriedades antioxidantes de compostos
presentes no vinho tinto, realizaram experimentos em coelhos hipercolesterolémicos
observando uma sensivel diminuicdo ou ndo formacao de infiltrados de lipidios na
intima da aorta.

Os estudos realizados com modelos animais sdo de grande importancia, pois
tem contribuido para aumentar o conhecimento que se tem a respeito da
hipercolesterolemia e a aterosclerose e possiveis tratamentos com substancias com

efeitos farmacologicos que podem proteger contra o dano oxidativo.



3 OBJETIVOS

- Verificar a capacidade do extrato aquoso de llex paraguariensis em
diminuir/reduzir as concentracdes de colesterol total, HDL e triglicerideos em animais

hipercolesterolémicos;

- Verificar a capacidade do extrato aquoso de llex paraguariensis em
prevenir/proteger a elevacao das concentragdbes de colesterol total, HDL e

triglicerideos anterior a vigéncia de um regime hipercolesterolémico;

- Verificar as concentragées plasmaticas das transaminases, fosfatase
alcalina, creatinina, uréia, glicose e bilirrubinas durante os diferentes tratamentos e

regimes;

- Divulgar a erva mate como um antioxidante natural, como estratégia para a
promocado da saude e melhor qualidade de vida da populagdo nas questdes

relacionadas as doencas cronico-degenerativas.



4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi do tipo experimental, com analise quantitativa dos dados.

4.1 ANIMAIS E CONDICOES DE EXPERIMENTACAO

Os animais utilizados foram coelhos (n=36), machos da raca New Zealand,
com idade entre 4-6 meses, fornecidos pelo Biotério Central da Fundagéo
Universidade Federal do Rio Grande.

Os animais foram acondicionados em gaiolas individuais, condizendo com
seu porte fisico, sob condigdes padronizadas de temperatura, umidade e luz,
auséncia de correntes de ar excessivo, remogao regular de detritos e higienizagdo
adequada. Os animais foram alimentados com dieta comercial (Sano, Brasil) e agua
fresca a vontade em bebedouros automéaticos.

O periodo de duragao do experimento para todos os animais foi de 60 dias. O
dia zero coincidiu com o dia anterior ao inicio dos tratamentos especificos. Nesta
data, todos os animais foram pesados e 0 sangue coletado, respeitando um jejum de
12 horas para o estabelecimento dos valores bioquimicos de colesterol total, HDL,
triglicerideos, transaminases, uréia, creatinina, glicose, bilirrubinas e fosfatase
alcalina antes dos tratamentos, para posterior analise e comparacao dos resultados
apos cada protocolo.

Os animais foram manipulados obedecendo-se rigorosamente as normas

éticas para a experimentacdo animal determinadas pelo Colégio Brasileiro de



Experimentacdo Animal — COBEA, (1991).

4.2 EXTRATO VEGETAL

O extrato de llex paraguariensis foi preparado a partir de 110g do produto
comercial (Seiva do Mate, ll6polis, RS), diluido em 1000mL de agua destilada,
através do método de decocgao, ou seja, a mistura foi levada ao aquecimento um
periodo de 15 minutos a uma temperatura que néo ultrapassou os 80°C.

O extrato foi entdo filtrado, e determinado o seu peso seco (AD-4714,
MOISTURE BALANCE, USA). O rendimento do extrato de llex paraguariensis foi de
72 % apos a filtragdo e a concentragao final em substancias solidas variou entre 30 e
40mg/mL.

Os animais receberam em média um volume de 150 ml/dia do extrato
durante o tempo previsto para cada protocolo, em substituicio da &gua,

correspondendo a uma concentragdo que variou entre 540-600mg.

4.3 DIETAS

Foram preparadas as seguintes dietas:
Dieta normal: ragcdo comercial (Sano, Brasil).

Dieta enriquecida com colesterol: ragdo comercial (Sano, Brasil), adicionada



de colesterol (Vetec, Brasil) na concentracao de 2%, agregado com 0leo de soja.
Todos os animais receberam diariamente 100g de ra¢éo, de acordo com cada

protocolo.

4.4 TRATAMENTOS

Os coelhos que fizeram parte deste estudo foram divididos em quatro grupos:

Grupo Controle (GCont) (n=9): recebeu racao comercial durante todo o tempo
de duragéo do experimento;

Grupo Colesterol (GColest) (n=9): recebeu ragdo comercial com adi¢do de
colesterol (2%) durante todo o tempo de experimento;

Grupo Colesterol e llex paraguariensis a partir do 30° dia de tratamento
(GCollp) (n=9): dieta com colesterol desde o 1° dia até o fim do experimento e
extrato aquoso de llex paraguariensis a partir do 30° dia até o fim do experimento;

Grupo llex paraguariensis e Colesterol a partir do 30° dia de tratamento
(GlpCol) (n=9): extrato aquoso da erva-mate a partir do 1° dia até o fim do

experimento e colesterol incorporado a dieta a partir do 30° dia.

4.5 ACOMPANHAMENTO DOS PESOS DOS ANIMAIS

Nos tempos de 0, 15, 30, 45, e 60 dias os animais foram pesados.



Os resultados obtidos fizeram parte de uma planilha para o controle do peso.

4.6 PROCEDIMENTOS PARA A COLETA DE SANGUE E ANALISE

BIOQUIMICA

A coleta de sangue foi feita sob jejum de 12 horas, nos tempos de 0, 15, 30,
45 e 60 dias.

O animal retirado da gaiola foi colocado em uma caixa de contencao,
mantendo somente a cabega exposta. Na orelha foi feita a tricotomia na area da veia
marginal, coletando-se mais ou menos 3 mL de sangue em tubos esterilizados, os
quais foram imediatamente encaminhados ao Laboratério de Analises Bioquimicas
do Hospital Universitario da Fundagao Universidade Federal do Rio Grande.

O soro foi separado para a obtencdo dos valores de colesterol total,
triglicerideos, HDL, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT), bilirrubina total (BT), bilirrubina direta (BD), uréia, creatinina e glicose, pelo
método enzimatico (Wiener Lab, Argentina; Lab Test, Brasil) através do equipamento

Vitalab Selectra 2.

4.7 PROCEDIMENTOS GERAIS PARA A RETIRADA DA AORTA E

PREPARO DAS ARTERIAS



Apo6s o periodo de 60 dias previsto para cada protocolo, os coelhos foram
transportados e mantidos nas dependéncias do Departamento de Ciéncias
Fisiol6gicas da FURG.

Os animais foram sacrificados, via endovenosa, através da veia marginal da
orelha com uma superdosagem de Tiopental Sédico (Thionembutal®). A
superdosagem foi constatada pela dificuldade respiratéria seguida de movimentos
respiratorios nulos, perda dos reflexos pupilares e cianose.

Logo apéds o animal foi dissecado. A seguir foi localizada a artéria aorta. Uma
vez isoladas in situ, foram perfundidas com paraformaldeido (PFA) em solucdo a
4%, preparada em tampao PBS, durante 5 minutos. Os limites para a remogao foram
a bifurcacdo das iliacas, limite inferior, e a insergdo no mdusculo cardiaco,
preservando a parte da crossa para os cortes.

Em seguida as artérias foram removidas (RNAse free) e fixadas em PFA (4%)
de 3 a 5 horas, em temperatura de 4° C.

ApOs esse periodo a artéria removida foi fracionada em segmentos com
aproximadamente 0,5 mm de comprimento e lavados trés vezes em PBS, com
duracao de 30 minutos cada lavagem e mantidas sob temperatura de 4°C.

A seguir, os tecidos foram desidratados em banhos sucessivos de alcool (50°,
80°, 95° e 100°), com duragdo de 30 minutos cada banho e na freqiiéncia de trés
vezes em cada alcool.

Apoés, os cortes passaram por dois banhos em xileno, cada um de 30 minutos.
Por fim, os tecidos foram submetidos a dois banhos de 30 minutos em parafina

(56°C) e incluidos em blocos para estocagem.



4.8 PROCEDIMENTOS GERAIS PARA O PREPARO DAS LAMINAS,

COLORAGAO TRICOMO, IMUNOHISTOQUIMICA E ANALISE DE IMAGEM

Esta etapa foi realizada na Unité 441 do Institut National de La Santé et

Recherche Médicale — INSERM na cidade de Pessac, na Franga.

4.8.1 Preparo das Laminas

A partir do material que foi preparado em Rio Grande, sobre as artérias dos
coelhos, foram realizados cortes e montagens sobre laminas pré-tratadas com
gelatina.

Para cada bloco de parafina foram preparadas seis laminas.

As laminas ficaram por um periodo de no minimo 24 horas em estufa a 37°C

antes das coloragdes.

4.8.2 Coloragao Tricromo

Os cortes passaram por trés etapas diferentes: desparafinagem, rehidratacao
e desidratacdo antes da montagem definitiva.

Uma vez preparadas as laminas, foram submetidas a dois banhos de 10



minutos de xileno para o processo de desparafinagem.

Para o processo de rehidratacdo, as laminas passaram por banhos
sucessivos de alcool 100° (dois banhos de 2 minutos cada), 95° (dois banhos de 2
minutos cada) e 80° (um banho de 2 minutos) e um banho em agua destilada (2
minutos).

Para a coloracdo, as laminas sofreram banhos sucessivos em corantes:
Hemalum Mayer (um banho de 2 minutos) para a coloragdo dos nucleos celulares; e
Fuccina Escarlate (um banho de 2 minutos) para a coloracao do citoplasma.

A seguir foi feita a lavagem com &gua acidificada e fixagdo com &cido
fosfomolibidico durante 5 minutos. Para a fixagdo do tecido conjuntivo, em particular
o colageno e proteoglicans, fez-se a coloragdo com o corante Verde Lumiére.

Realizado o processo de coloragdo, os cortes passaram por trés banhos
sucessivos de alcool 100° para a desidratagdo e dois banhos de xileno para a
melhor conservagao dos tecidos entre a lamina e a lamela.

Para a montagem final utilizou-se o produto Eukitt (baume de inclusdo para

técnica histoldgica de rapida adesao).

4.8.3 Imunohistoquimica

Sobre as laminas preparadas, procederam-se 0s mesmos processos de
desparafinagem e rehidratacdo descritos para a técnica do tricromo, exceto na
finalizagdo da etapa, onde se fez a lavagem do material em agua destilada.

A seguir, procedeu-se a inibicdo das peroxidases enddgenas, através da



utilizacdo do peréxido de hidrogénio (3%), durante 20 minutos. Os cortes foram
saturados com soro de cavalo a 10% (Sigma, H-1270), durante 30 minutos.

A seguir os cortes foram incubados com os anticorpos RAM 11 e SMC o-
actina durante um periodo de 12 horas e no dia seguinte foi feita a incubagdo com a
imunoglobulina biotinilada durante uma hora (Amershan, RPN 1004 ou 1001) e com
o complexo biotina-estreptavidina peroxidase (Amershan, ECL, RPN 1051). Apos o

periodo, foi feita a revelacao kit DAB/H.O,, em temperatura ambiente.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como media + erro padrdo da média.

As respostas obtidas para os diferentes grupos foram comparadas através de
Analise de Variancia seguido do Teste de Tukey, com nivel de significancia para
p<0,05, para as comparacoes.

Os parametros bioquimicos foram analisados em fungdo dos diferentes
tempos dentro de cada grupo e eventualmente comparados entre os diferentes

grupos.



5 RESULTADOS

5.1 AVALIAGAO DAS DIFERENTES DIETAS SOBRE O PESO CORPORAL

E AS INGESTAS SOLIDAS E LIQUIDAS

Todos os animais utilizados neste estudo receberam 100g de racdo/dia. A
analise estatistica dos pesos corporais ndao evidenciou diferencas entre os grupos
experimentais. Os animais ganharam peso ao longo dos tratamentos. A tabela 1
apresenta os valores ao inicio e ao fim dos tratamentos.

Quanto a ingesta hidrica os animais receberam diariamente um volume de
150 mL ou de agua ou extrato de llex paraguariensis. O volume diario ingerido do
extrato correspondeu entre 540-600 mg de substancias solidas presentes no extrato

aquoso.

Tabela 1: Peso corporal (g) ao inicio e fim do periodo experimental de coelhos alimentados com dieta
comercial, dieta enriquecida em 2% de colesterol e co-tratados com extrato aquoso de llex
paraguariensis.Valores expressos como média + erro padrdo da média. n=9 em cada grupo.

Grupos Peso corporal inicial Peso corporal final
Controle 3.395,0+118,6 3.636,5+118,5
Colesterol 3.585,8183,5 3.826,7t174,4
llex paraguariensis + colesterol 3.130,0+47,3 3.482,5+90,1

Colesterol + llex paraguariensis 3.127,5+£201,6 3.556,2+24632




5.2 AVALIAGAO BIOQUIMICA DAS CONCENTRAGOES PLASMATICAS DE
TRANSAMINASES, UREIA, CREATININA, GLICOSE, BILIRRUBINAS E

FOSFATASE ALCALINA

As concentracoes plasmaticas de AST, ALT, fosfatase alcalina, creatinina,
uréia, glicose, BT, BD e foram verificados ao inicio e ao fim dos diferentes
tratamentos e regimes. Ao inicio dos tratamentos, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos (Tabelas 2, 3 € 4).

Apoés os diferentes regimes e tratamentos, nos animais do grupo controle nao
foi evidenciada nenhuma diferenca nos parametros analisados, com excecédo da

uréia e AST (p<0,05). Os resultados estdo apresentados na tabela 2 e 3.

Tabela 2: Perfil lipidico plasmatico de coelhos alimentados com dieta comercial, dieta enriquecida em
2% de colesterol e co-tratados com extrato aquoso de llex paraguariensis. * Diferenga significativa
(p<0,05) versus valores do inicio (Teste de Tukey).Os valores estdao representados como média +
erro padréo da média. n=9 em cada grupo.

Grupos AST ALT FAL

Inicio Fim Inicio Fim Inicio Fim
Controle 23,2+4,4 33,7x7,2* 37,0£7,0 57,5179 44,7+17,4 100,5+32,1
llex +

colesterol 19,2+1,5 39,648,3* 46,448,3 54,4+10,8 267,6+144,7 26,416,6

Colesterol +
llex 15,2+1,2 32,848,6* 19,646,8 54,4+13,3* 77,0+£30,8 128,61+21,4




Tabela 3: Perfil lipidico plasmatico de coelhos alimentados com dieta comercial, dieta enriquecida em
2% de colesterol e co-tratados com extrato aquoso de llex paraguariensis. * Diferenga significativa
(p<0,05) versus valores do inicio (Teste de Tukey). Os valores estdo representados como média *
erro padrédo da média. n=9 em cada grupo.

Grupos Creatinina Uréia Glicose

Inicio Fim Inicio Fim Inicio Fim
Controle 1,3+0,2 1,1£0,0 252+1,5 7,2+1,00 122,215,3 121,544,2
llex +

colesterol 1,60,1 1,310,2 25,8+2,5 7,240,4* 114,846,0 127,216,9

Colesterol +
llex 1,41+0,1 1,0+0,0* 21,6%5,4 7,5+0,8* 104,7+29,4 130,0+11,9

No grupo que recebeu dieta enriquecida em colesterol seguida da co-
administracdo do extrato aquoso de llex paraguariensis, a comparagdo dos
parametros bioquimicos mostrou diferenca significativa apenas para as
concentracdes plasmaticas de creatinina, diminuido ao final do tratamento e ALT,

aumentado (p<0,05).

Tabela 4: Perfil lipidico plasmatico de coelhos alimentados com dieta comercial, dieta enriquecida em
2% de colesterol e co-tratados com extrato aquoso de llex paraguariensis. Os valores estdo
representados como média * erro padrdo da média. n=9 em cada grupo.

Grupos BT BD
Inicio Fim Inicio Fim

Controle 0,3%0,1 0,2+0,0 0,06+0,02 0,0+0,0

llex paraguariensis +
colesterol 0,3+0,0 0,3+0,0 0,1+0,0 0,0+0,0

Colesterol + llex
paraguariensis 0,3+0,0 0,3%0,0 0,1%0,0 0,1£0,0




Por outro lado, o grupo que recebeu inicialmente o extrato aquoso da llex
paraguariensis antes do regime hipercolesterolémico, apresentou valores diferentes
(p<0,05) entre o inicio e o fim do periodo de observagcdo apenas para as
concentracdes de uréia, diminuidos ao final, e de AST, aumentados também ao final

do tratamento.

5.3 EFEITOS DA DIETA ENRIQUECIDA EM COLESTEROL SOBRE AS

CONCENTRAGOES PLASMATICAS DE COLESTEROL TOTAL

Os valores iniciais da concentragao plasmatica de colesterol foram similares
em todos 0s grupos experimentais. As concentragdes plasmaticas dos valores do
colesterol durante os diferentes tratamentos estdo na Tabela 5. Ap6s o periodo de
incorporagao de colesterol (2 %) na dieta dos coelhos, durante 30 dias, houve um
aumento significativo das concentragcdes de colesterol plasmatico destes animais
(p<0,05) que se mantiveram em elevagéo até o final do periodo quando comparados
com o grupo controle e quando comparados os valores iniciais e os finais.

A co-administracdo do extrato aquoso de llex paraguariensis no grupo com
dieta rica em colesterol, reduziu 0 aumento induzido pela dieta hipercolesterolémica
e embora os valores ndao tenham retornado as concentragdes iniciais, mantiveram-se
significativamente reduzidos se comparados aos valores do inicio dos tratamentos
(p<0,05). O mesmo resultado foi observado no grupo que recebeu o extrato aquoso

de llex paraguariensis anterior ao regime hipercolesterolémico.



Tabela 5: Concentracdo de colesterol total de coelhos alimentados com dieta comercial, dieta
enriquecida em 2% de colesterol e co-tratados com extrato aquoso de llex paraguariensis. * Diferenga
significativa (p<0,05) versus tempo zero no grupo experimental (Teste de Tukey). Os valores estao
representados como média + erro padrdo da média. n=9 em cada grupo.

Grupos Zero 2 coleta 3 coleta 4’coleta
Controle 31,943,1 23,5+1,8 27,412 4 28,614,2
Colesterol 46,017,5 320,8+48,8* 536,3163,4* 1030,7+43,4*
llex paraguariensis

+ colesterol 31,645,5 513,0+110,7* 215,3171,7 160,2+67,0*
Colesterol + llex

paraguariensis 34,619,0 386,0£119,1* 477,4+78,3* 336,4+87,7*

5.4 EFEITOS DA DIETA ENRIQUECIDA EM COLESTEROL E TRATADOS
COM llex paraguariensis SOBRE AS CONCENTRAGCOES PLASMATICAS DE

TRIGLICERIDEOS

A tabela 6 apresenta as concentracées plasmaticas de triglicerideos
encontradas durante os diferentes tratamentos. O regime enriquecido em colesterol
provocou um aumento gradual nas concentragdes plasmaticas de triglicerideos e a
analise estatistica evidenciou diferenca significativa entre os valores iniciais e finais
(p<0,05). Além disso, os valores plasmaticos do grupo que recebeu o extrato de llex
paraguariensis desde o inicio e co-administragdo da dieta enriquecida em colesterol
mantiveram-se proximos dos valores encontrados no inicio dos tratamentos, ndo
sendo verificada nenhuma diferenga significativa. Por outro lado, o grupo que iniciou
a dieta hipercolesterolémica, e foi co-administrado o extrato aquoso, as

concentracdes de triglicerideos, ao final do periodo de observacao encontraram-se



menores, mas semelhantes ao do grupo anterior no mesmo periodo (p<0,05).

Tabela 6: Concentracao plasmatica de triglicerideos de coelhos alimentados com dieta rica em 2% de
colesterol e co-administrados por extrato aquoso de llex paraguariensis. Diferenga significativa
(p<0,05) versus tempo zero no grupo experimental (Teste de Tukey). Os valores estao representados
como média + erro padrdo da média. n=9 em cada grupo.

Grupos Zero 22 coleta 32 coleta 42 coleta
Controle 62,2+16,2 64,4+13,3 41,9+7,0 52,0+13,2
Colesterol 41,7516,4 67,8+19,9 100,8+25,3 136,3+£33,5*
llex paraguariensis

+ colesterol 59,0+24,0 62,0+11,0 51,8+11,1 44,2+11,8

Colesterol + llex
paraguariensis 86,0+4,2 66,5+2,9 67,8%£15,1 45,0x12,1*

5.5 EFEITOS DA DIETA ENRIQUECIDA EM COLESTEROL E TRATADOS
COM llex paraguariensis SOBRE AS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE HDL

— COLESTEROL

Quanto as concentragfes plasmaticas de HDL-colesterol, os valores iniciais
foram similares em todos o0s grupos experimentais. As concentragdes foram medidas
durante os tratamentos e podem ser vistas na tabela 7. A dieta enriquecida em
colesterol induziu um aumento significativo destas lipoproteinas (p<0,05) quando

comparados os valores do inicio e ao final dos tratamentos.



Tabela 7: Concentragao plasmatica de HDL-colesterol de coelhos alimentados com dieta comercial,
dieta enriquecida em 2% de colesterol e co-tratados com extrato aquoso de llex paraguariensis. *
Diferenca significativa (p<0,05) com relagdo ao tempo zero (Teste de Tukey). ** Diferencga significativa
(p<0,05) com relagéo a 2° coleta (Teste de Tukey). Os valores estdo representados como média +
erro padréo da média. n=9 em cada grupo.

Grupos Zero 2 coleta 3 coleta 4 coleta
Controle 36,019,3 32,549, 1 27,548,7 34,7412,8
Colesterol 31849 51352 53846, 68,1x11,8"
llex paraguariensis +

29,416,9 31,5+10,9 20,6x2,6 28,615,8
colesterol
Colesterol + llex

30,5+7,1 48,0+7,0 22,6142 20,4+2,0™

paraguariensis

Por outro lado, a prévia administracdo de extrato aquoso de llex
paraguariensis no grupo de animais submetidos posteriormente ao regime
hipercolesterolémico ndo modificou os niveis plasmaticos de HDL. Ao final do
tratamento os valores encontrados foram semelhantes aos do inicio e nao foi
evidenciada nenhuma diferenca significativa entre estes valores entre si e os do
grupo controle.

Por outro lado, os animais que receberam llex paraguariensis na vigéncia de
um regime rico em colesterol, os niveis plasmaticos de HDL-colesterol reduziram-se
significativamente (p<0,05) quando comparados com os valores do inicio do
tratamento.

Quando foram comparadas as concentracdes finais de HDL entre os quatro
grupos experimentais, apenas o0 grupo da dieta hipercolesterolémica foi

significativamente diferente do grupo controle.



5.6 AVALIACAO IMUNOHISTOQUIMICA

A avaliagdo imunohistoquimica mostra infiltragcdo de células RAM 11 positivas
na intima dos animais submetidos a dieta aterogénica (2% de colesterol). O mesmo
pode ser observado com relacdo aos animais que receberam o extrato de llex
paraguariensis, nos dois protocolos propostos (Figura 1).

Na Figura 2 observamos a avaliacdo histolégica realizada com o anticorpo
anti alfa actina do musculo liso vascular. Os resultados permitem visualizar uma
maior atividade secretora nos animais submetidos a uma dieta aterogénica,
identificada por maior desorganizagao da matriz celular, caracteristica do fenétipo
secretor. Nos animais submetidos aos tratamentos com llex paraguariensis a

andlise da avaliagado imunohistoquimica n&o evidencia a desorganizagéo celular.



(A) L e
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Figura 1. Fotografia representativa da anélise imunohistoquimica de macréfagos/células espumosas
nas aortas de (A) coelhos alimentados com dieta aterogénica (2% colesterol), (B) coelhos
alimentados com dieta aterogénica durante 30 dias suplementada com a co-administragao do extrato
aquoso de llex paraguariensis e (C) coelhos alimentados com dieta Standard e co-administrado com
0 extrato aquoso de llex paraguariensis durante 30 dias, seguida da co-administracdo de dieta
aterogénica (2% colesterol).
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Figura 2. Fotografia representativa da analise imunohistoloégica da camada intima e proliferagéo das
células musculares lisas. Aumento de 20X. Intensa coloragdo das células musculares lisas alfa actina
na intima dos (A) coelhos alimentados com dieta aterogénica (2% colesterol), (B) coelhos alimentados
com dieta Standard, (C) coelhos alimentados com dieta aterogénica durante 30 dias suplementada
com a co-administragdo do extrato aquoso de llex paraguariensis e (D) coelhos alimentados com
dieta Standard e co-administrado com o extrato aquoso de llex paraguariensis durante 30 dias,
seguida da co-administragao de dieta aterogénica (2% colesterol).



6 DISCUSSAO

Neste estudo foi investigado em coelhos o efeito da ingestdo do extrato
aquoso da llex paraguariensis (cha verde) sobre os efeitos de uma dieta rica em
colesterol.

Os efeitos da bebida conhecida como “chimarrao” foram testados em duas
situagdes diferentes: na vigéncia de um quadro de hipercolesterolemia e
anteriormente ao estabelecimento da dieta aterogénica, com a finalidade de atuar na
prevencdo dos aumentos do colesterol e dos triglicerideos plasmaticos induzidos
pelo colesterol (2%).

Os resultados mostram que a dieta enriquecida em colesterol, administrada
aos coelhos da ragca New Zealand, eleva significativamente, os valores do colesterol
plasmatico, das HDL e também dos triglicerideos. Este aumento pode ser
comparado com os valores do grupo de animais com dieta ndo enriquecida em
colesterol e também no préprio grupo de animais, quando sdo comparados 0s
valores séricos de antes e depois de 30 dias de regime hipercolesterolémico.

A administragdo do extrato aquoso de llex paraguariensis reduziu 0 aumento
do colesterol plasmatico determinado pela dieta hipercolesterolémica. Além disso, 0
extrato também foi capaz de reduzir o aumento dos niveis plasmaticos de colesterol
induzidos pela mesma dieta hipercolesterolémica, quando administrado antes da
instalacdo da dieta aterogénica. Os valores foram significativamente diferentes
comparando-se com o grupo controle e também dentro do grupo com os valores
obtidos ao inicio e ao fim dos tratamentos. Resultados semelhantes foram
observados em ratos utilizando-se o mesmo extrato aquoso (PAGANINI-STEIN et

al., 2005).



Niveis elevados de colesterol estdo ligados com as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), modificando parametros bioquimicos e funcionais, facilitando a
agregacao plaquetaria (CARVALHO et al., 1974; NIMPF et al., 1986; TREMOLI et
al., 1984). Na presenca de niveis séricos aumentados de LDL, aumenta a infiltracao
destas lipoproteinas na tunica intima das artérias onde podem vir a serem oxidadas
pelos mondcitos/macréfagos e células musculares lisas.

Os resultados deste trabalho evidenciaram um aumento dos niveis
plasmaticos de triglicerideos a medida que progride o tempo de administragcdo da
dieta enriquecida em colesterol. A incorporagcédo de llex paraguariensis na ingesta
hidrica, mesmo na presengca de regime hipercolesterolémico, determinou a
manutencado dos niveis plasmaticos dos triglicerideos em valores préximos aos do
grupo controle e estatisticamente diferentes do grupo que recebeu apenas
colesterol.

Elevados niveis de triglicerideos no soro estdo associados com condi¢coes
que aceleram a aterosclerose.

Durante muito tempo o papel dos triglicerideos esteve negligenciado com
relacdo a doencga aterosclerética. Hoje a hipertrigliceridemia é considerado um
importante fator de risco independente para doencgas coronarias, contribuindo para a
doenca pelo seu efeito aterogénico direto sobre as lipoproteinas ricas em
triglicerideos (SCHIAVO et al., 2003).

Esta condicao por um tempo prolongado induz alteracées endoteliais que
contribuem para o desenvolvimento do risco da aterosclerose (GOTTO, 1998;
KUSTERER et al., 1999; BARTUS et al., 2005).

Os niveis de triglicerideos podem ser satisfatoriamente controlados quando os

pacientes investem em mudancgas de habitos de vida tais como a dieta equilibrada,



aumento da atividade fisica e baixo consumo de alcool (SCHIAVO et al., 2003).

Neste trabalho, o aumento dos niveis de triglicerideos determinados pela
dieta aterogénica foi atenuado pela administracdo do extrato aquoso de llex
paraguariensis. Cabe destacar que neste grupo, os valores de triglicerideos do
inicio dos experimentos encontravam-se maior do que 0s outros grupos e a co-
administracdo do extrato os reduziram significativamente (p<0,05). Além disso, o
pré-tratamento com o extrato impediu 0 aumento dos niveis séricos de triglicerideos
os mantendo nos niveis mais baixos do que os encontrados no inicio dos
experimentos.

Quanto aos niveis séricos de HDL, neste estudo observamos um aumento
significativo (p<0,05) nas concentragdes plasmaticas de HDL, no grupo de animais
submetidos a uma dieta enriquecida em colesterol.

Por outro lado, a administracdo do extrato aquoso de llex paraguariensis ap6s
um periodo de dieta hipercolesterolémica reduziu os valores plasmaticos de HDL
(p<0,05), bem como manteve os mesmos valores do inicio da experimenta¢cdo no
grupo que iniciou a ingesta do extrato e foi submetido ao regime enriquecido em
colesterol.

Outros modelos animais evidenciaram os mesmos resultados observados em
um modelo de aterosclerose induzida pela dieta em ratos, onde a administracdo de
quercetina, um flavondide, reduziu as concentragcdes de HDL, porém aumentou os
niveis de LDL (YUGARANI et al,, 1992). Resultados semelhantes também foram
obtidos em coelhos, onde uma dieta rica em gordura provocou aumento dos niveis
de HDL e onde a quercetina reduziu os niveis elevados (JUZWIAK et al., 2006).

As doencas cardiovasculares (DCV) representam uma relevante causa de

mortalidade nas populac¢des. Entre as principais causas da DCV est&o a hipertenséo



arterial, tabagismo, obesidade, hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia. Varias
abordagens sdo dadas para o tratamento e a prevengdo da aterosclerose,
combinando alteragdes de vida, intervencao farmacolégica e cirurgica (LEITE, 1994).

A protegéo exercida sobre as DCV através da dieta rica em frutas e vegetais
ja é bem conhecida (BLOCK, 1992; BLOCK; LANGSETH, 1994). Este efeito protetor
tem sido atribuido, em grande parte, a presenca de substancias antioxidantes tais
como a vitamina C, beta-caroteno, carotendides e os flavonodides.

Varios estudos mostram a capacidade dos chas verdes e sucos de frutas em
reduzir os niveis de colesterol em varios modelos animais. Em coelho que ingeriram
diariamente, durante 15 dias, suco liofilizado de Citrus sinensis e Citrus limon
tiveram reducdo marcada dos niveis plasmaticos de colesterol e triglicerideos e
aumentaram os niveis de HDL (TROVATO et al., 1996). Além disso, este mesmo
estudo mostrou que o uso prolongado de ambos o0s sucos exerceram um efeito
protetor contra a insurgéncia da hipercolesterolemia.

O efeito da ingestdo de chas verde e preto, administrados em coelhos,
durante um periodo de 21 semanas, evidenciou uma redugéo a formacao de lesdes
adrticas nos animais que ingeriram o cha verde (TIUBURG et al., 1997).

Hoje o interesse pelo estudo de alimentos que desempenham mais que a
funcdo puramente nutritiva vem aumentando. A presenca de atividade funcional €
desejada como prevenir a acao dos radicais livres, a hipercolesterolemia,
hipertenséo entre outros estados morbidos.

Preocupada com a principal causa de mortalidade no Brasil, a doenca
aterosclerética, a Sociedade Brasileira de Cardiologia publicou um documento
(Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias, 2004) abordando desde o controle dos

lipideos, a avaliagdo global do risco em desenvolver a doenga, o tratamento do



tabagismo, o exercicio fisico e 0 uso de medicamentos para a prevencado das
manifestacdes clinicas da aterosclerose. Sendo esta doenca multifatorial, a sua
prevengcdo passa pela identificacdo e controle das dislipidemias e do conjunto de
fatores de risco.

Na abordagem quanto as mudancas do estilo de vida, o documento destaca o
consumo de substancias antioxidantes, citando os flavondides e as vitaminas.

A importancia do estudo de substancias antioxidantes esta relacionada a
freqUente associacdo entre dano tecidual e liberacao de radicais livres.

Existem evidéncias de que os compostos derivados de plantas podem ter
efeitos benéficos sobre a saude humana e alguns dentre eles exercem atividade
antioxidante, principalmente flavonéides (VINSON et al., 2001).

Os flavondides sédo substancias encontradas nas plantas superiores, e que
contém grupos fendlicos hidroxil os quais conferem a atividade antioxidante
(HARBORNE, 1986). Estdo também presentes nos alimentos principalmente
verduras e frutas. Apresentam amplo espectro de atividade biolégica e
farmacoldgica, tendo, portanto recebido atencado especial (METODIEWA et al.,
1997).

Os efeitos benéficos dos flavonoides estdo ligados, principalmente a sua
capacidade de inibir a peroxidacao lipidica e a agregacao das plaquetas devido as
suas propriedades antioxidantes e a habilidade da remocédo de radicais livres
(CAVALLINI et al., 1978; LACKEMAN et al., 1986; FRAGA et al., 1987; AFFANA'S et
al., 1989; HANASAKI et al., 1994; FRANKEL et al., 1993).

O conhecimento da composicdo quimica da llex paraguariensis identificou
uma série de constituintes como alcaldides purinas (cafeina), aminoacidos, polifendis

e flavondides (ROBERTS, 1956; ALIKARIDIS, 1987). Os compostos fendlicos



presentes nos extratos aquosos de espécies de llex foram também identificados por
HPLC e revelaram a presenca de derivados cafedlico e flavondides como a
quercetina, rutina e kaempferol, presentes nas espécies estudadas, onde os maiores
teores foram encontrando na llex paraguariensis (FILIP et al ., 2000).

Varios trabalhos mostram a capacidade antioxidante ligada aos extratos de
llex paraguariensis. A protecdo ao dano oxidativo do DNA foi relacionada ao efeito
antioxidante dos extratos aquosos de llex paraguariensis (BRACESCO et al., 2003).

A comparacao de diferentes espécies de llex mostrou atividades antioxidantes
em todas as espécies testadas e a llex paraguariensis apresentou a maior atividade
comparada com as outras (FILIP et al.,, 2000). Outro estudo mostrou atividade
antioxidante da /lex paraguariensis atraveés da atividade peroxidase e relacionada
com a presenca de compostos cafedlicos e polifendis totais (ANESINI et al., 2006).

Recentemente foram descritas propriedades antioxidantes do extrato aquoso
da llex paraguariensis. O extrato inibiu a peroxidagao lipidica enzimatica, de maneira
concentracdo-dependente e ndo enzimatica nos microssomas hepaticos do rato
inibiu a peroxidacao induzida por peroxido de hidrogénio na membrana das células
vermelhas do sangue e exibiu propriedades sequestradoras de radicais como o
anion superéxido (SCHINELLA et al., 2000).

Diferentes teores de compostos fendlicos foram identificados e quantificados
na casca da berinjela, na polpa da laranja e nas folhas de llex paraguariensis. Foram
encontrados 697,7; 352,7 e 2.136,38 ug fenol.G-1 (coeficiente de variacao de 10%)
respectivamente (BADIALE-FURLONG et al., 2003). Os compostos fendlicos
identificados foram principalmente tirosina, quercetina e rutina.

Os beneficios dos efeitos antioxidantes dos nutrientes encontram suporte em

varios trabalhos e evidéncias epidemioldgicas que sugerem uma associagao entre



as dietas ricas em vegetais, frutas e vinho tinto e a diminuicdo do risco das doencas
degenerativas (AMES et al., 1993; RIMM et al., 1996; CAO et al., 1988). A doenca
corondria cardiaca esteve inversamente correlacionada com o consumo de
flavonéides (HERTOG et al., 1993).

O paradoxo francés levantou questdes acerca da baixa incidéncia de doencas
cardiovasculares nas popula¢des do sul da Franca apesar da dieta rica em gordura e
da tendéncia ao tabagismo (RENAUD; DE LORGERIL, 1992). A explicacdo esta
relacionada ao consumo de vinho tinto onde encontramos quantidades de
compostos polifendlicos antioxidantes, ao consumo de azeite de oliva e a presenca
de frutas e vegetais na dieta dos povos do Mediterraneo.

A medida da atividade enzimatica em decompor o peroxido de hidrogénio no
tecido hepatico foi realizada em animais tratados cronicamente com o extrato
aquoso de llex paraguariensis. Os resultados mostraram que os figados dos animais
que receberam o extrato aquoso de llex paraguariensis mostraram maior atividade
de decomposigao do peroxido de hidrogénio, sugerindo maior atividade de enzimas
antioxidantes ou entdo na atividade do extrato em diminuir os radicais livres,
provavelmente ligada a presenga de substéncias fenolicas como os flavondides
(KOWALCZYK, 2004).

Os compostos volateis presentes em menores concentragdes influenciam a
qualidade das infusbes feitas com partes de plantas (BASTOS et al., 2006). Na llex
paraguariensis, poucos estudos foram feitos para medir a atividade antioxidante dos
compostos volateis presentes nos extratos (KAWAKAMI; KOBAYASHI, 1991).
Recentemente (BASTOS et al., 2006) compararam os efeitos antioxidantes de 6leos
essenciais extraidos de chés verdes e mate (llex paraguariensis) e evidenciaram

atividade antioxidante equivalente entre eles.



A ingestao oral de infusdo de llex paraguariensis interfere com o sistema
circulatorio, atuando como agente diurético e hipotensivo (MAZZAFERA, 1994).

Varios trabalhos foram realizados considerando os potenciais efeitos da llex
sobre o sistema circulatério. Foram demonstrados efeitos cardioprotetores,
colocando em evidéncia um mecanismo 6xido nitrico (NO) dependente.

Com o modelo de isquemia e reperfusdo, o extrato aquoso de llex
paraguariensis atenuou a disfuncdo miocardica provavelmente por diminuir o dano
oxidativo (SCHINELLA et al., 2005).

Da mesma forma, o extrato aquoso do vegetal também foi capaz de relaxar o
musculo liso vascular através de um mecanismo que envolve fontes endoteliais de
NO (MUCCILLO-BAISCH et al., 1998).

Ainda quanto aos efeitos dos extratos de llex paraguariensis, precisamente da
fracdo n-butandlica, esta se mostrou esta mais vasodilatadora do que o extrato
aquoso, provavelmente porque nesta fragdo encontramos uma maior concentragao
de compostos flavondides (PAGANINI-STEIN et al., 2005). Além disso, apesar da
disfuncdo endotelial produzida pela hipercolesterolemia, as duas fragbes ainda
foram capazes de relaxar o musculo liso vascular, porém a fracdo n-butandlica
mostrou-se ainda mais vasodilatadora (PAGANINI-STEIN et al., 2005). Estes efeitos
vasodilatadores suportam a hipétese de que os compostos fendlicos presentes no
vegetal estejam implicados no efeito relaxante mesmo na auséncia de endotélio
funcional.

O tratamento cronico de ratos com a infus@o de llex paraguariensis promoveu
um a diminui¢cao da hidrélise do ATP, ADP e AMP no soro dos animais, modulando o
balango dos niveis de purinas e isto se reflete no sistema cardiovascular (GORGEN

et al., 2005).



Falando ainda em favor dos efeitos antioxidantes da llex paraguariensis esta
STHAL, 1995) e a inibicéo in vivo (GUGLIUCCI, 1996).

A oxidacdo da LDL é conhecida como um determinante no mecanismo da
doenca aterosclerética, contribuindo para a formacdo da lesao (WITZTUM;
STEINBERG, 1991).

A LDL oxidada é seqlestrada para o espaco sub-endotelial, assim, com a
modificagcdo oxidativa da LDL, mondcitos sdo recrutados pela parede arterial e os
macréfagos acumulam quantidades de LDL-oxidadas e dao origem as células
espumosas, precursoras da estria lipidica (FREI, 1995).

A aterosclerose € uma doenga crbnica inflamatéria das artérias e €
caracterizada por espessamento da parede vascular e a infiltragdo de macré6fagos e
linfécitos. Em um animal geneticamente ou com hiperlipidemia induzida pela dieta,
as mudancas morfolégicas iniciais nas artérias incluem aderéncia focal dos
leucocitos mononucleares ao endotélio e acumulagdo de células espumosas
derivadas de mondcitos (KLURFELD, 1985; ROGERS et al., 1986).

O estresse oxidativo e a produgdo de citocinas pro-inflamatérias séo pré-
requisitos para a ativagdo do endotélio em induzir quimiotdticos e moléculas de
adesao para atrair e aderir mondcitos aos primeiros estagios da formacao da estria
lipidica. Elevados niveis de LDL e a sua oxidacao contribuem para o recrutamento
de mondcitos circulantes para a intima arterial (NAPOLI et al., 1997).

Outros autores também mostraram a supressdo da acumulacdo de
macréfagos e de células espumosas, bem como a expressdao de moléculas de
adesao nas aortas de coelhos hipercolesterolémicos submetidos a tratamentos com

antioxidantes. A suplementagdo da dieta com vitamina E tende a suprimir a



acumulacdo de macrofagos na parede adrtica, em coelhos que receberam a
vitamina quatro semanas antes e durante a indugéo da hipercolesterolemia (KOGA
et al., 2004).

Outro estudo mostrou a capacidade da crocetina, um carotendide natural, em
atenuar o aparecimento de macrofagos e células espumosas nas lesdes aodrticas
encontradas nos animais com dieta aterogénica e suplementacdo em crocetina
(ZHENG et al., 2006).

Nas aortas dos coelhos submetidos a um regime aterogénico, podemos
observar a destruigcdo do endotélio vascular, o grande infiltrado inflamatdério, revelado
pela presenca de macréfagos marcados pelo RAM 11 e o ndmero importante de
células espumosas, carregadas de lipidios localizadas tanto na camada intima,
subjacente ao endotélio vascular como também na camada muscular lisa, onde
podemos ver a presenca eventual de macréfagos.

As células espumosas acumulam as LDL oxidadas e esta é uma
caracteristica da lesdo aterosclerética e desempenha um papel fundamental na
patogénese e progressao da doenca.

Considerando a aterosclerose uma doenga cronica inflamatéria, o
envolvimento de macréfagos ndo é surpreendente e a transformagédo macrofagica
em células espumosa carregada de lipidio, € um evento primario no progresso da
doenca (GLASS; WITZTUM, 2001).

A avaliacdo imunohistoquimica revelou também a presenca de macrofagos
nas aortas dos animais que receberam o extrato aquoso da llex paraguariensis.
Nossos resultados nao nos permitiram comparar a extensao do infiltrado
macrofagico entre os diferentes grupos experimentais e portanto ndo podemos

verificar se o tratamento diminuiu ou minimizou o estabelecimento do processo



inflamatorio.

Resultado semelhante mostrou a redugédo da progresséo da aterosclerose em
coelhos alimentados com dieta aterogénica enriquecida em 1% colesterol
(MOSIMANN et al., 2006). Apesar de nao haver modificacdo do perfil lipidico e
hepatico quanto ao conteido em colesterol, os autores encontraram areas de lesao
aterosclerética consideravelmente menores no grupo de animais tratados com o
extrato da llex paraguariensis. Também, neste mesmo trabalho, o contetdo aértico
em colesterol foi menor para 0 mesmo grupo de animais, comparados aos coelhos
que receberam dieta aterogénica.

Cabe ainda uma consideragdao com relagcéo as dietas comerciais que servem
para alimentar os animais mantidos nos biotérios. Nossa experiéncia nos tem
mostrado os efeitos das ragdes comerciais sobre os niveis plasmaticos de glicose e
sobre o ganho de peso corporal nos animais onde néo é feito o controle rigoroso da
oferta diéria de racao.

Desta forma poder-se-ia especular a possibilidade dos animais empregados
neste estudo ja possuirem um processo inflamatério anterior, e que seria
exacerbado na presenga do regime aterogénico ou controlado pela ingestdao do
extrato aquoso. Em efeito, mesmo que ja exista uma lesdo aterosclerética, o numero
de células espumosas é menor nos animais tratados com o extrato aquoso de llex
paraguariensis. Isto pode traduzir ou ser decorréncia do efeito antioxidante que
impediu a oxidagdo das LDL e consequentemente o carregamento das células
espumosas.

Outro aspecto importante a ser considerado esta relacionado a presenca de
saponinas na bebida “chimarrdao”. As saponinas sao glicosideos de esterdides ou de

terpenos policiclicos o que confere a propriedade de reduzir a tenséo superficial de



agua bem como agbes detergentes e emulsificantes (SCHENKEL et al., 2004).

As saponinas podem também fazer a complexagdo com esterdides e
determinar com isto efeito hipocolesterolémico (SCHENKEL et al, 2004). A
investigacao desta propriedade originou varios trabalhos mostrando a redugao dos
niveis de colesterol sérico. Podemos citar a diminuicdo do colesterol no sangue e
tecidos de frangos, submetidos a dieta onde foram adicionadas saponinas
(CHEEKE, 1971), a diminuicao de lipideos e colesterol no figado de camundongos
também alimentados com dieta enriquecida em saponinas presentes na alfafa
(RESHEF et al., 1976).

As saponinas presentes no ginseng (Panax ginseng C.A.Mey), na beterraba
(Beta vulgaris) e na caléndula (Calendula officinalis L.) também apresentaram
propriedades hipocolesterolémica e hipotrigliceridémica em coelhos (MOON et al.,
1984).

Varios mecanismos foram propostos para o efeito hipocolesterolémico
observado na presenga de uma dieta ou tratamento com saponinas. Ha a formagéo
de complexos com o colesterol e o aumento da excrecdo. Pode ainda ocorrer o
aumento da eliminacgéo fecal de 4cidos biliares o que determina uma maior utilizagao
do colesterol para a sintese dos sais biliares.

As saponinas presentes na llex paraguariensis sao capazes de formar
complexos com os acidos biliares, dificultar a sua reabsorgdo e aumentar a
eliminacdo. Estes efeitos favorecem a eliminagdo do colesterol da corrente
sanguinea para suprir a caréncia na bile. A difusdo passiva de acido cdélico pode ter
um efeito antihipocolesterolémico in vivo por aumentar a excre¢cdo de esterbides
(FERREIRA et al., 1997).

Talvez ainda mereca considerar a atividade antiinflamatéria das saponinas.



Varios trabalhos identificaram as saponinas presentes em vegetais como
responsaveis por efeitos antiinflamatorios, utilizando modelos animais. Pode ser
citada a mistura de saponinas conhecida como escina, presente na castanheira-da-
india e a glicirrizina presente no alcacuz (SCHENKEL et al., 2004).

AlteracOes no peso corporal tém sido usadas para avaliar o curso de doencgas
assim como a terapia por drogas (TOFOVIC; JACKSON, 1999; RAZA et al., 2002;
TEO et al., 2002).

A habilidade de um animal ganhar ou manter seu peso pode ser considerado
um indicador de saude, principalmente quando se trata de estudos subcrdnicos e
cronicos (GAD; CHENGELIS, 1998). Tanto o peso corporal quanto o consumo de
alimentos sdo parametros freqientemente determinados nos testes de toxicidade.

Neste estudo, os animais ganharam peso durante o periodo dos experimentos
sem serem evidenciadas diferengas significativas entre os grupos. A dose oral
administrada de llex paraguariensis sugere néo ser tdxica aos coelhos.

Os valores normais dos parametros bioquimicos podem se alterar pela
ingestdo de produtos téxicos derivados de plantas (ABATAN; AROWOLO, 1989;
AJAGBONNA et al., 1999).

A determinac&o dos niveis de transaminases, ALT e AST, sdo um parametro
importante porque reflete a integridade estrutural do figado, uma vez que estas
enzimas estao no citoplasma e sao liberadas para a circulacao apds o dano celular
(KALLNER; TRYDING, 1989). Aumento de ambas transaminases pode ser indicativo
de efeitos toxicos sobre o figado e sdo achados comuns nas doencgas hepaticas.

Nossos resultados evidenciaram um aumento nos niveis de AST e de ALT
nos dois grupos de animais que receberam colesterol. Houve aumento da AST ao

final do tratamento no grupo de animais que mesmo tendo recebido o extrato aquoso



de llex paraguariensis, foi co-tratado com dieta enriquecida em colesterol e também
no grupo que inicialmente recebeu a dieta hipercolesterolémica seguida do extrato
aquoso. Apesar destas diferengas, ao compararmos os valores dos trés grupos ao
final dos tratamentos ndao encontramos diferencas entre eles. Deve-se notar que os
valores iniciais do grupo controle foram maiores do que os outros dois grupos, o que
pode ter influenciado na alteracdo dos parametros bioquimicos.

O elevado custo dos medicamentos redutores do colesterol plasmatico € a
perspectiva do seu uso prolongado fazem com que alguns pacientes recorram a
tratamentos alternativos para o controle da hipercolesterolemia (JORGE et al.,
1997). Avaliar cientificamente estas possibilidades permite comprovar o uso popular
e dar a seguranga necessdria para a populacdo que utiliza produtos néao
convencionais no cuidado com a saude.

O Brasil recentemente aprovou o decreto que instituiu a Politica Nacional de
Plantas Medicinais, para garantir a populagédo brasileira o acesso seguro e o0 uso
racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional
(BRASIL, 2006).

Sendo a erva—mate um produto cultivado e comercializado nos estados da
regiao Sul do Brasil, e que faz parte da cultura do gaucho, a politica vem contribuir
nao so6 para as questdes de saude da populacdo, mas também engloba as questdes

de geracao de emprego e desenvolvimento sustentavel da regiao.



7 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho mostram que o extrato aquoso de llex
paraguariensis diminui 0s niveis séricos de colesterol e triglicerideos, de coelhos
submetidos a uma dieta aterogénica. A diminuicao foi verificada tanto na vigéncia de
hiperlipidemia quanto na sua prevengdao, quando o extrato foi administrado
anteriormente a instalagdo do regime aterogénico.

O possivel mecanismo pode estar ligado ao efeito antioxidante dos
flavondides presentes no vegetal assim como a presenca de saponinas, também ja
identificadas com as espécies de llex, principalmente a llex paraguariensis.

Baseado nestes resultados pode-se sugerir estudos clinicos para esclarecer
estes efeitos e explorar a utilizagdo da erva-mate como um agente na protecéo da
doenca aterosclerética em humanos e consequentemente como um elemento
importante na promog¢ao da saude, sobretudo por que consiste em um importante

componente da cultura regional.
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