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RESUMO

A diabetes melito (DM) se caracteriza por um grupo de distlrbios metabdlicos
identificados por hiperglicemia, resultante de defeitos na secrecdo de insulina, na
acao da insulina ou de ambos. A diabetes causa hiperglicemia crénica, que é um fator
desencadeador de aumento na producéo de radicais livres, que sdo responsaveis por
um agravamento da doenca. A Erva-mate llex paraguariensis € uma espécie nativa
das regides subtropicais e temperadas da América do Sul, principal componente da
bebida popularmente conhecida como chimarrdo. Varios trabalhos tém mostrado
diferentes beneficios do consumo do ch& mate devido a sua habilidade em combater
as espécies reativas de oxigénio, ja que possui em sua composicado polifendis, que
sdo capazes de inibir a glicosilacdo ndo-enzimatica das proteinas e a formacao dos
produtos finais dessa glicagao, os AGE’s que também s&o produzidas em excesso ha
diabetes. Foram utilizados os tecidos renais (cértex e medula), figado e muasculo de
ratos Wistar machos. O objetivo foi apurar se o chimarrdo era capaz de reverter o
estresse oxidativo gerado pela diabetes. Para verificar os danos a proteinas e lipidios
realizamos as técnicas de Carbonil e TBARS, onde cortex renal e figado, do grupo
dos diabéticos, apresentaram resultados significativos; para avaliar as defesas
antioxidantes nao-enzimaticas, utilizamos TRAP, onde somente o grupo dos Dbt no
cértex mostrou resultados significativos. Podemos constatar que os 6rgaos reagem de
diferentes formas ao tratamento com chd, ora combatendo, ora produzindo radicais

livres.
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1. INTRODUCAO

A Erva-mate (llex paraguariensis) € uma espécie nativa das regides
subtropicais e temperadas da América do Sul, onde é popularmente conhecida como
erva-mate [1]. E uma espécie que apresenta importancia do ponto de vista econdmico
e social, devido ao habito vinculado a essa macro regido, que consiste no consumo
do chimarrdo e do tereré [2]. Nos paises sul-americanos, o0 extrato de llex
paraguariensis é consumido como mate, em propor¢des que chegam a um litro por
dia, por milhdes de pessoas e constitui a principal alternativa ao café e cha [3]. O
mate € usado na medicina popular para o tratamento de artrite, reumatismo e outras
doencas inflamatérias, dores de cabeca, obesidade, hipertensédo, doencas hepéaticas
e desordens intestinais. Especula-se que o mate seja diurético, hipocolesterolémico, e

tenha propriedades lipoliticas [4].

Alguns autores sugerem que a ingestdo da infusdo pode ser uma importante
fonte de minerais essenciais e vitaminas [5] e que essa planta provavelmente
apresente propriedades farmacéuticas [6]. Um estudo sobre a composi¢cao mineral da
erva-mate comercial revelou que a infusdo apresenta altas concentracdes de
potassio, magnésio, manganés, intermediarias de enxofre, célcio e fosforo, baixas de
aluminio e zero de cadmio e chumbo. Além disso, as altas concentracfes de potassio
na infusdo sao importantes para pessoas hipertensas, podendo ser considerada uma

caracteristica farmacéutica [6].

Vérios trabalhos tém mostrado diferentes beneficios do consumo do cha mate,

devido a sua habilidade em combater as espécies reativas de oxigénio, e relacionam



essa propriedade com a atividade da enzima peroxidase. Isso significa, do ponto de
vista biolégico, que os polifendis agem de forma similar as 293 enzimas antioxidantes
naturais dos organismos. Esse potencial antioxidante é devido aos niveis de polifenéis
presentes no cha [7,8]. O mate, ingerido como suplemento dietético, € capaz de
aumentar as defesas antioxidantes contra os radicais livres, particularmente no
desenvolvimento da aterosclerose [4]. llex paraguariensis contém as maiores
concentragcfes de derivados de cafeiol, em comparagdo com as demais espécies de
llex, que além de terem concentracfes muito baixas, apresentam uma grande
variacdo nas suas concentracfes de &cido dicafeoilquinico. As altas concentracfes
desse composto é que conferem ao mate a sua capacidade antioxidante [9].
Numerosos fitoquimicos foram identificados como responséaveis pelos beneficios do
mate na saude. Entre eles, os dois mais citados sdo as metilxantinas e os polifendis.

As xantinas que sao encontradas na |. paraguariensis sao teobromina e cafeina, onde

a cafeina € encontrada em maior concentracéao [10].

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € um derivado da xantina, quimicamente
relacionada com outras xantinas: teofilina (1,3-dimetilxantina) e teobromina (3,7-
dimetilxantina). Elas se diferenciam pela poténcia de suas acbes farmacologicas
sobre o sistema nervoso central (SNC) [11]. A biotransformacéo da cafeina ocorre em
maior proporcdo no figado, no qual existe maior concentracdo de citocromo P450
1A2, enzima responsavel pelo metabolismo desta substancia [12]. Acredita-se que a
cafeina possua mecanismos de agdo central e periférica que podem desencadear
importantes alteracdes metabdlicas e fisiologicas [13] e que a acdo estimulante da
cafeina no SNC envolve a estimulagcédo do sistema nervoso simpético, aumentando a
liberacdo e, conseqientemente, a acdo das catecolaminas [14]. Uma segunda teoria

pressupde o efeito direto da cafeina sobre o musculo esquelético com alteracdo de



ions, particularmente sodio e potassio; inibicdo da fosfodiesterase, possibilitando um
aumento na concentracdo de adenosina monofosfato ciclica (AMPc); efeito direto
sobre a regulacdo metabdlica de enzimas semelhantes as fosforilases (PHOS); e
aumento na mobilizacdo de célcio através do reticulo sarcoplasmatico e,
conseqguientemente, aumento dos niveis intracelulares de célcio nos musculos,
facilitando a estimulagcdo-contracdo do musculo esquelético, aumentando a eficiéncia
da contracdo [15]. Ela também acelera o metabolismo basal e o0 consumo de oxigénio
pelos tecidos do corpo, estimulando a termogénese e a oxidagcéo de gordura [16]
Evidéncias sugerem que os polifenéis podem modular a absor¢cédo e o
metabolismo da glicose. Estudos tém relatado que um consumo elevado de café pode
ser associados com um risco menor de diabetes tipo 2. Esse efeito pode ser atribuido
ao acido clorogénico, principal composto fenélico presente na erva-mate. Entretanto
0s mecanismos de acdo do acido clorogénico no metabolismo da glicose ndo estédo
completamente elucidados. Porém, alguns derivados sintéticos do acido clorogénico
inibiram a glicose-6-fosfatase in vitro e in vivo apds administracao intravenosa ou
intraperitoneal, causando uma reducdo dos picos glicémicos. Outro mecanismo
proposto € a inibicdo do transporte de glicose pelas células intestinais. Alguns
compostos fendlicos presentes no cha verde sao capazes de interagir com SGLT1, o
principal co-transportador de glicose no intestino delgado, inibindo o transporte de

glicose provavelmente por mecanismos competitivos [17].

As condicbes de processamento da llex, como o tempo e a temperatura
utilizados nas etapas de secagem, além de outros parametros como a variabilidade
genética, tipo de solo, agua e fertilizantes, podem variar entre os diversos produtores
e tém influéncia direta sobre a qualidade, caracteristicas organolépticas e a

guantidade de substancias bioativas do produto final [16,18]. A disponibilidade dessas



substancias bioativas nas bebidas também depende da solubilidade dos compostos
envolvidos e de como o mate é preparado (tempo de extracdo e temperatura) e

ingerido [19].

Os antioxidantes encontrados no extrato aquoso de llex paraguariensis tiveram
seu efeito comprovado e considerado extremamente potente in vitro. De qualquer

forma, pouco se sabe a respeito da biodisponibilidade dessas substancias [20].

Os radicais livres sao definidos como qualquer espécie quimica capaz de
existéncia independente que contenha um ou mais elétrons desemparelhados e por
isso podem ser extremamente reativos e capazes de atacar inUmeras biomoléculas
[21]. Os danos causados pelos radicais livres estad relacionado com morte e
degeneracao celular e com inimeras doencas, entre elas: diabetes, aterosclerose,
insuficiéncia renal, entre outras. O estresse oxidativo ocorre quando a velocidade de
geracdo das Espécies Reativas a Oxigénio (ERO) sédo superiores a capacidade de

eliminagdo das mesmas.

Aragno e Mathers [22,23] demonstraram que o aumento das ERO e,
consequentemente, dos danos, induzidos pela diabetes em varios tecidos, estao

associados a geracdo de reacOes defensivas, para neutralizar tais danos, com o

aumento da producao de moléculas antioxidantes.

A diabetes melito (DM) se caracteriza por um grupo de distlrbios metabdlicos
identificados por hiperglicemia resultante de defeitos na secrecéo de insulina, na acao
da insulina ou de ambos. A hiperglicemia crbnica da diabetes esta associada com
danos a longo prazo, disfuncdes e faléncia de varios 6rgaos, especialmente olhos,
rins, nervos, coragdo e vasos sanguineos. Sintomas de severa hiperglicemia incluem

politria, polidipsia, perda de peso, algumas vezes polifagia e visdo borrada. Disfuncao



do crescimento e suscetibilidade a certas infec¢cbes também podem acompanhar a
hiperglicemia crénica. Hipertensdo e anormalidades no metabolismo de lipoproteinas

também sdo geralmente associados com a diabetes.

Uma das principais bases moleculares das complicagdes diabéticas, devido a
hiperglicemia, é a glicacdo de proteinas. Nesse processo, hexoses reagem de forma
ndo-enzimatica com os grupos amino das proteinas, resultando em produtos iniciais
da glicacdo, como, por exemplo, a hemoglobina glicada [20]. Numa segunda fase da
rota de glicacdo, uma série complexa de rearranjos e reacdes oxidativas, levam esse
produto inicial a reagir novamente com proteinas e a formar os produtos finais da
glicosilacdo nédo-enzimatica, conhecidos como AGEs (advanced glycated end-
products). Os AGEs sao a forma final e estavel dessa reacdo e sdo cumulativos no
organismo, ou seja, suas concentragcdes nao retornam ao normal mesmo quando a
hiperglicemia é corrigida [20,24]. Podem ser encontrados no plasma, células e tecidos
e se acumulam na parede arterial, no mesangio e glomérulo renais e em outras
membranas. Esse acumulo de proteinas glicadas pode fornecer sitios catalisadores
ativos estaveis da formacdo de radicais livres. A aminoguanidina é um inibidor da
glicosilacdo e atenua o desenvolvimento de uma gama de complicacbes vasculares
nos diabéticos. No entanto, alguns problemas de toxicidade foram encontrados nos
ensaios clinicos com esta droga. Por isso, se realizam estudos com compostos
botanicos capazes de inibir o processo e servir como protétipo de futuros
medicamentos. Sabe-se que extratos de ervas como llex paraguariensis, que

possuem alta concentragao de antioxidantes, tém essa capacidade [24].

Diabetes experimental: O modelo experimental de DM contribui para o
entendimento das causas, consequéncias e tratamento desta doenca. Para o seu

desenvolvimento sdo utilizadas toxinas quimicas (aloxano, estreptozotocina,



gueladores de zinco), animais transgénicos, entre outros. A estreptozotocina (STZ) é
empregada na inducdo da diabetes experimental devido a sua seletividade de acéo
sobre as células B das ilhotas pancreaticas. A estreptozotocina € uma nitrosuréia
derivada de um fungo — Streptomyces griseus — que produz severa insuficiéncia de
insulina em ratos, simulando entdo a diabetes tipo | [25]. Nosso grupo de pesquisa
vem trabalhando com este modelo de diabetes do tipo | ha alguns anos, buscando
esclarecer diversos aspectos da doencga [26]. Assim 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito sobre alguns indicadores de estresse oxidativo do extrato aquoso de

llex paraguariensis em ratos controle e diabéticos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 3 meses de idade. Todos 0s animais
foram fornecidos pelo Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) —
UFRGS e mantidos durante o periodo experimental pela Unidade de Experimentacao
Animal (UEA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, nas condi¢cdes habituais do
biotério com ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura de 22 °C, alimentados com
racao e agua ou cha ad libitum.

A morte dos animais foi realizada por decapitacdo, e foram rapidamente
retirados os rins, separados em coértex e medula, figado e musculo e congelados a
menos 70°C para posterior dosagens dos parametros de estresse oxidativo, no
Centro de Estudos de Estresse Oxidativo, no Departamento de Bioquimica da
UFRGS. As carcacas dos animais foram congeladas e posteriormente descartadas de

acordo com a rotina da UEA — HCPA.



2.2 Protocolo Experimental

O diabetes foi induzido por uma Unica injecdo intraperitoneal de
estreptozotocina (STZ) (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA) na dose de
70 mg/kg [27]. A STZ foi diluida em tampé&o citrato de sodio (0,01M, pH 4,5) e injetada
até 10 minutos apos a diluicdo dessa substancia. Os animais controle receberam o
mesmo volume de tampéo citrato de sodio. Trés dias apos a injecdo de STZ ou
tampéao foi feita a primeira dosagem glicémica, com a retirada de sangue da veia
caudal e a glicemia foi obtida com o auxilio de um glicosimetro (ACCU-CHEK). Foram
considerados diabéticos aqueles animais que apresentaram concentracdo de glicose
plasmatica superior a 250mg/dL [28].

ApdOs uma semana de diabetes, foi iniciado o tratamento com o cha. Foram
utilizados 30 animais, que foram pesados e divididos em quatro grupos experimentais,
e mantidos durante 5 semanas sob tratamento: 6 animais CTR-Agua (animais
controle tratados com agua), 6 animais CTR-Cha (animais controle tratados com chéa
de erva-mate), 9 animais DBT-Agua (animais diabéticos tratados com &agua) e 9
animais DBT-Ch& (animais diabéticos tratados com cha de erva-mate). Foram
mantidos 3 animais por caixa.

Como os ratos diabéticos ingerem uma quantidade de agua cerca de trés
vezes maior do que os ratos controle, o cha foi preparado com esta correcdo. Para o0s
ratos controle utilizamos 70g de erva-mate, misturada a um litro de agua a 80°C, por
15 min, posteriormente coado e deixado esfriar até atingir a temperatura ambiente
[29,30]. ApGs o periodo de 5 semanas de tratamento os animais foram mortos para
posterior analises. Os 6rgéaos: rins (separados em cortex e medula), figado e musculo,
foram retirados, pesados e congelados a -70°C para posterior analise dos parametros

de estresse oxidativo.



2.3 Parametros de dano oxidativo

Como indice de peroxidacao lipidica, utilizou-se a formacao de espécie reativas
ao acido tiobarbittrico (TBARS) durante uma reacdo de aquecimento do acido, que é
amplamente adotado como um método para avaliacdo do estado oxidativo dos
lipidios, como descrito anteriormente [31]. As amostras foram homogenizadas com

0,6 mL de 10% de acido tricloroacético (TCA) e 0,5 mL de acido tiobarbitarico 0,67%
(TBA, 4,6-Dihydroxypyrimidine-2-tiol), aquecidas a 90°C, por 25 min. A quantificacéo

dos niveis de TBARS foi realizada através da leitura da absorbancia das amostras em
espectrofotometro a 532 nm. Os resultados foram expressos em nmol de

malondeialdeido (MDA)/ mg de proteina.

O dano oxidativo a proteinas foi determinado através da quantificacdo de
grupos carbonil, baseados na reacdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), como
previamente descrito [32]. Resumidamente, as proteinas foram precipitadas pela
adicdo de 20% de TCA, redissolvido em DNPH e absorbancia lida em
espectrofotometro a 370nm. Os resultados foram expressos como pmol de carbonil/

mg de proteina.

2.4 Defesas antioxidantes ndo-enzimaticas

Para analise do potencial antioxidante ndo enzimatico das estruturas foi
estimado o potencial antioxidante total (TRAP) e reatividade antioxidante total (TAR)
[33]. A reacdo é iniciada pela adicdo de Iluminol (5-Amino-2,3-dihidro-1 ,4-

phthalazinedione, 4 mm) - para acompanhamento da producéo de radical na presenca



do composto AAPH (2,2 '-azobis-2-methylpropionamidine- dicloridrate de 10 mm) -
uma fonte de radicais livres, que produz radical peréxido a taxa constante - em
tampéo glicina (0,1 M) pH 8,6, em temperatura ambiente, resultando em uma emissao
de luminescéncia estavel. A quimioluminescéncia foi lida em um contador de
cintilacdo liquida (Wallace 1409), sendo as leituras realizadas a cada minuto. As
amostras adicionadas diminuem a luminescéncia proporcionalmente ao seu potencial
antioxidante. As emissdes de luminescéncia foram monitoradas por 40 minutos apos
a adicdo da amostra e a area sob a curva foi utilizada para fins de calculo (UAC). No
TAR, os resultados do protocolo foram expressos como porcentagem da producgéo de
radicais livres em relagéo ao controle (sistema de contagens considerado como 100%

da producéo de radicais).

2.5 Analise estatistica

As concentracbes médias de TBARS, carbonil e dos niveis de defesas
antioxidante ndo-enziméticas em ratos diabéticos tratados ou ndo com erva-
mate foram comparados através de analise de variancia de uma via (ANOVA),
sendo as diferencas discriminadas através de teste de comparac¢des multiplas

de Tukey (p < 0,05).



3. RESULTADOS

3.1 Composicao do extrato aquoso — erva mate

Foram determinados os teores de polifendis (Tabela 1), metilxantinas (Tabela
2) e saponinas de trés preparagfes do extrato aquoso semelhantes as que foram
oferecidas aos animais durante todo o tratamento.

A Tabela 1 mostra as quantidades dos polifendis que, pela técnica
cromatografica aplicada, puderam ser identificados. Porém, outras 3 quantidades de
compostos que nao tiveram sua natureza quimica totalmente elucidada foram
encontrados e ha fortes indicios de que sejam derivados do &cido cafeiolquinico,
assim como o acido neoclorogénico, clorogénico e criptoclorogénico. Portanto, esses
compostos Sd0 0s constituintes principais presentes no extrato aquoso de .

paraguariensis.

Quanto as metilxantinas apresentadas na Tabela 2, pode-se observar que a
concentracdo de cafeina no extrato € aproximadamente 5 vezes superior a
concentracdo de teobromina. Isso indica que a cafeina € a metilxantina encontrada
em maiores quantidades no extrato aquoso que foi oferecido aos animais durante o
periodo experimental.

Ainda foram realizados dois métodos de analises exploratérias com o objetivo

de quantificar saponinas nas amostras, porém nenhum dos métodos foi capaz de

detectar a quantidade existente de saponinas no extrato. Provavelmente, o método de

preparo do extrato de erva-mate utilizado no estudo ndo € um método adequado para

extragao de saponinas.



3.2 Inducéo do Diabetes

Dos 20 animais que receberam a injecédo de estreptozotocina, 18 apresentaram
glicemia acima de 250 mg/dL, trés dias apés a indugéo do diabetes, e foram divididos
nos dois grupos experimentais ja citados anteriormente. Os 2 animais que n&o
atenderam ao critério de selecdo foram descartados do experimento. Além destes,
outros 12 animais nao diabéticos (controle) foram incluidos no experimento. N&o

houve perdas adicionais durante o periodo experimental.

3.3 Parametros de Dano oxidativo

A figura 1 nos mostra que coértex renal teve um aumento significativo do dano
lipidico no grupo Dbt agua, comparados com 0S outros grupos, e uma reducdo no
grupo Dbt cha. Os valores de TBARS foram maiores no cortex renal comparado com
0s outros tecidos analisados. A medula renal e o musculo ndo apresentaram
alteracbes significativas nos niveis de TBARS. O figado também teve um aumento
significativo da lipoperoxidagdo no grupo Dbt agua, mas o cha néo foi capaz de
reverter este efeito no grupo Dbt cha. A figura 2 apresenta os resultados dos danos
causados as proteinas. Novamente o coOrtex renal do grupo Dbt &gua teve um
aumento da carbonilacdo das proteinas e o grupo dos diabéticos tratados com cha,
apresentaram uma reducdo dos niveis de carbonilagdo, quando comparados com o
diabético tratado com agua. Na medula renal o grupo dos diabéticos teve uma
diminuicdo de danos a proteina, sendo que no grupo Dbt cha, esta diminuicdo foi

significativa. No figado, o grupo Dbt cha teve nivel de carbonilacdo significativamente



aumentado em relacdo ao grupo Ctr agua. O musculo novamente néo teve alteracdes

significativas nos niveis de carbonilagéo.

3.4 Perfil de defesas antioxidantes ndo-enzimaticas

O cortex renal apresentou um aumento das defesas antioxidantes, conforme
mostrado na Figura 3, nos diabéticos tratados com cha e agua. Indicando entdo que
guanto menor o valor do TRAP obtido, maior sdo os niveis das defesas antioxidantes

nao-enzimaticas encontrados nas amostras.

Ja na medula renal, ndo foram observadas alteracbes significativas, como

observado na Figura 4, nem no grupo dos diabéticos, nem nos controles.

Nas figuras 5 e 6 podemos constatar que o figado e o musculo,
respectivamente, ndo apresentaram uma alteracdo significativa nas defesas

antioxidantes ndo-enzimaticas em nenhum dos grupos.

4. DISCUSSAO

llex paraguariensis € uma planta que contém inimeras vitaminas e minerais
necessarios para o sustento da vida, como as vitaminas do complexo B (B1 — tiamina,
B2 — riboflavina, e B3 — niacina), vitaminas A, C e E; 0s minerais potassio, magneésio,
calcio, manganés, ferro, selénio, fésforo e zinco, dentre outros. Além dos polifenois, a
erva-mate ainda contém saponinas e metilxantinas, dentre elas a cafeina, teofilina e

teobromina [16,34]. Estudos sugerem que os polifendis apresentam caracteristicas



anti-carcinogénicas, anti-aterogénicas, anti-tromboticas, vasodilatadora e analgésica

devido ao seu alto poder antioxidante [35].

O extrato de llex paraguariensis tem sido apontado como um potente inibidor
de espécies reativas de oxigénio, sendo considerado benéfico para o figado e o
coracao [36], pois pode representar uma grande fonte adicional de polifendis naturais.
O excesso de radicais livres pode estar envolvido com o diabetes e a aterosclerose
[20] e alguns estudos acreditam que o &cido clorogénico seja um potente anti-
diabético presente na erva-mate, mostrando que esse polifenol € capaz de diminuir a
producdo de glicose pelo figado, através de uma inibicdo dose-dependente da
gliconeogénese e da glicogendlise [37]. Herling et al. [38] encontrou resultados
semelhantes, quando obteve uma menor producéo de glicose hepatica, diminuicdo da
glicemia, acompanhados por um aumento do glicogénio hepatico e renal através da
inibico da enzima gicose-6-fosfatase. Esses polifendis também foram avaliados
sobre parametros relacionados ao diabetes no que diz respeito a reducéo do pico de
glicemia no teste de tolerancia oral a glicose, provavelmente por atenuar a absorcao
intestinal de glicose [39]. Algumas pesquisas sugerem que alguns compostos
fendlicos presentes na erva-mate sao capazes de interagir com SGLT1 (sodium
glucose transporter), principal cotransportador de glicose no intestino delgado,

inibindo o transporte de glicose [17].

A diabetes causa hiperglicemia crbnica, a qual é um fator desencadeador de
aumento na producédo de radicais livres, que sdo responsaveis pelo agravamento da
doenca [40]. Lunceford e Gugliucci [8] ainda relataram que o extrato de llex
paraguariensis € rico em polifendis capazes de inibir a glicosilagdo n&o-enzimatica
das proteinas e a formagao dos produtos finais dessa glicagdo, os AGE’s (advanced

glycated end-products) que também sdo produzidas em excesso na diabetes.



Nosso estudo mostrou que os 6rgaos dos ratos diabéticos respondem de forma
bem diferente ao tratamento com erva-mate, quando relacionados ao estresse
oxidativo e defesas antioxidantes ndo-enzimaticas. O cértex renal apresentou maior
dano em todos os grupos diabéticos, tanto na carbonilagdo de proteinas, quanto na
lipoperoxidacéo, mas o tratamento com chimarréo nos diabéticos foi capaz de reverter
esse dano, quando comparados com animais diabéticos tratados com agua. Esses
dados nos indicam que provavelmente houve a acdo antioxidante esperada pelo
tratamento com chimarrdo. Na medula, porém, a lipoperoxidagédo nao teve alteracdes
significativas. J& os niveis de carbonilacdo foram diminuidos significativamente nos
ratos diabéticos, evidenciando uma diminui¢cdo ainda maior nos tratados com o cha,
mostrando aqui o potencial protetor que a medula pode estar apresentando, em

funcdo dos danos provocados pela doenca e que foi intensificado com pela erva mate.

O rim se apresenta como um caso bem particular. Esse 6rgdo possui duas
regides bem distintas, cortex e medula, e cada parte realiza funcdes especificas. A
medula, formada pelas alcas de Henle e ductos coletores, participa de maneira
importante na concentracdo de urina, jA o cortex, formado pelos glomérulos, é
responsavel pelo primeiro passo da filtracdo e ainda tem um importante papel na
gliconeogénese no jejum prolongado. E foi justamente por isso que realizamos as
avaliacbes com estas estruturas separadamente. Entretanto a diabetes causa
diversas alteracdes nos rins, além da hiperglicemia crénica, a glicosuria perda do
excesso de glicose pela wurina, nefropatia diabética caracterizada pela
gloméruloesclerose e a producéo de corpos cetdnicos que igualmente sdo eliminados
pelo rim. De alguma forma provavelmente essas alteragbes poderiam interferir nas

diferentes caracteristicas oxidativas encontradas no cortex e medula, por isto se



obteve diferentes resultados nos danos causados a proteinas (carbonilas ) e lipidios

(TBARS) nos ratos diabéticos.

O figado de animais diabéticos apresentou um aumento no conteudo de lipidios
oxidados, provavelmente devido ao excesso de proteinas glicadas e as AGEs
geradas pela doenga, e o tratamento com chimarrdo ndo foi capaz de reverter esse
dano. Quando avaliados os parametros de carbonilagdo, observou-se um aumento no
dano a proteinas em diabéticos e um dano ainda maior quando tratados com
chimarréo, indicando aqui uma aparente inversdo do que se esperava, quanto ao
papel protetor do mate. Podemos entdo hipotetizar que o figado, sendo bastante
deteriorado durante a diabetes, produz uma quantidade muito grande de EROs e de
enzimas antioxidantes para tentar combaté-los, mas nesses casos, como 0 dano
provavelmente é excessivo, 0s compostos presentes no chimarrdo acabam tendo um

potencial pré-oxidante e piorando os efeitos dos radicais no 6rgao.

O musculo ndo apresentou diferenca estatistica para danos a proteina, nas
carbonilas, nem a lipidios, no TBARS. A maior parte da eliminacdo de glicose
mediado pela insulina ocorre no musculo esquelético e o0 aumento da quantidade de
lipidios intramocelular tem sido associada a resisténcia a insulina e ligadas a
diminuicdo da atividade de fosforilacdo oxidativa mitocondrial. Estudos [41] mostram
reducdo da atividade das enzimas oxidativas no musculo de diabetes tipo 2,
independentes do tipo de fibra muscular, com mitocondrias danificadas. Os musculos
esqueléticos sdo muito afetados pela diabetes, ja que acelera muito o processo
oxidativo, na tentativa de gerar glicose, ocasionando um aumento consideravel de
espécies reativas. Acreditamos que um dos motivos para essas diferencas
encontradas entre os diferentes tecidos, seja devido ao tempo de tratamento, a dose

de erva mate administrada e ao niumero de animais.



Quando analisamos o potencial das defesas antioxidantes, somente o cortex
renal apresentou um aumento significativo nos ratos diabéticos, tratados com cha e
agua, indicando que ndo é, portanto, o cha o responséavel pelo aumento dessas
enzimas antioxidantes. Provavelmente seja uma resposta antioxidante do organismo
aos danos causados implicitamente pela diabetes. Corroborando com nossos dados,
estudos anteriores de nosso laboratério [26], demonstraram que a diabetes j&4 é
suficiente para aumentar o conteudo de glutationa, um potente antioxidante nao-
enzimatico e que, portanto, o chimarrdo ndo é capaz de aumentar esse potencial
extrinsecamente.

No figado ndo foi encontrado um aumento nas defesas antioxidantes néo-
enziméaticas, explicado, talvez, porque se observou um consideravel aumento nos
danos a proteina e lipidios.

O masculo ndo apresentou nenhuma alteragdo no conteltdo de defesas
antioxidantes nao-enzimaticas totais. Como também ndo foi encontrada nenhuma
alteracdo nos parametros analisados, é possivel sugerir que a falta de diferencas
tenha ocorrido devido ao tempo de tratamento, ou as doses administradas, ou ainda
ao tamanho da unidade amostral. Como o musculo sofre um processo de protedlise
em animais diabéticos, este poderia ser um dos motivos de ndo ser observado
alteracdes significativas no estresse oxidativo.

Em funcéo dos resultados obtidos nesse trabalho é importante que seja feita a
avaliacao de outros parametros de avaliacdo de estresse oxidativo para que se possa
ter uma idéia mais precisa do efeito do tratamento com erva mate em animais

diabéticos.



5. CONCLUSAO

Concluimos, com o presente estudo, que realmente os tecidos dos ratos
diabéticos se comportam de diferentes maneiras, quando tratados com o cha de llex
paraguariensis, no que se refere aos parametros oxidativos estudados. O cha que
parece ser benéfico em alguns momentos, revertendo alguns casos de danos
oxidativos somente em alguns tecidos, e produzindo danos consideraveis em outros
momentos. Diante de tais resultados acreditamos que o uso do chimarrdo deve ser
feito com parcimbnia particularmente em diabéticos. Entretanto estudos posteriores
com outros indicadores de estresse oxidativo e/ou sistemas protetores devem ser
realizados para elucidar mais alguns aspectos do perfil oxidativo dos tecidos

estudados em funcdo de que em um primeiro momento parecem contraditérios.
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7. TABELAS

Resultado da analise quantitativa de polifendis em extrato aquoso de llex
paraguariensis.

Tabela 1 - Resultado da analise quantitativa de polifendis

Acido Acido Acido
neoclorogénico clorogénico criptocloro Rutina TOTAL
Média
(mg/mL) 1,36 £ 0,49 0,78 + 1,08 0,57 £+ 6,33 0,32 +4,71 5,55+ 1,52

Os dados sao expressos como média £ DPM.

Resultado da analise quantitativa de metilxantinas em extrato aquoso de llex
paraguariensis.

Tabela 2 - Resultado da analise quantitativa das metilxantinas

Teobromina Cafeina TOTAL

Media (ug/mL) 13,79 + 2,79 72,69 + 5,96 86,48 £ 5,45

Os dados sdo expressos como média + DPM.



8. LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1.

Avaliacdo dos niveis de TBARS no rim e cortex renal, figado e musculo de
animais controle e diabéticos tratados com extrato aquoso de llex
paraguariensis. Dados estdo expressos como média + desvio padrao da

média. *Diferentes do controle. Diferencas foram determinadas por ANOVA de
uma via, seguido de pds-teste de Tukey, P < 0,05. (n=5 para cada grupo).

Figura 2.

Avaliacdo dos niveis de carbolinas no rim e cortex renal, figado e musculo de
animais controle e diabéticos tratados com extrato aquoso de llex
paraguariensis. Dados estdo expressos como média + desvio padrao da

média. *Diferentes do controle. Diferencas foram determinadas por ANOVA de
uma via, seguido de pés-teste de Tukey, P < 0,05. (n=5 para cada grupo)

Figura 3.

Potencial ndo-enzimatico de coértex renal de animais controle e diabéticos
tratados com extrato aquoso de llex paraguariensis.. (A) TRAP e (B)TAR.
Dados foram expressos como média = desvio padrdo da média. *Diferentes do

controle. Diferencas foram determinadas por ANOVA de uma via, seguido de
pés-teste de Tukey, P < 0,05. (n=5 para cada grupo)

Figura 4.

Potencial ndo-enzimatico de medula renal de animais controle e diabéticos
tratados com extrato aquoso de llex paraguariensis.. (A) TRAP e (B)TAR.
Dados foram expressos como média * desvio padrao da média. *Diferentes do

controle. Diferencas foram determinadas por ANOVA de uma via, seguido de
pos-teste de Tukey, P < 0,05. (n=5 para cada grupo)



Figura 5.

Potencial ndo-enzimatico de figado de animais controle e diabéticos tratados
com extrato aquoso de llex paraguariensis. (A) TRAP e (B)TAR. Dados foram
expressos como média = desvio padrdo da média. *Diferentes do controle.

Diferencas foram determinadas por ANOVA de uma via, seguido de pés-teste
de Tukey P < 0,05. (n=5 para cada grupo)

Figura 6.

Potencial ndo-enzimatico de musculo de animais controle e diabéticos tratados
com extrato aquoso de llex paraguariensis. (A) TRAP e (B)TAR. Dados foram
expressos como média = desvio padrao da média. *Diferentes do controle.

Diferencas foram determinadas por ANOVA de uma via, seguido de pos-teste
de Tukey, P < 0,05. (n=5 para cada grupo).
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