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Resumo

As Doencgas Cardiovasculares (DCVs) sdo a principal causa de morte
no mundo. O Infarto Agudo do Miocardio (IAM) é um evento relacionado as
DCVs e consiste em longos periodos de isquemia, que podem ser seguidos por
reperfusdo. A sobrevivéncia a um IAM é determinada pela resisténcia do
musculo cardiaco e este fenbmeno € conhecido como cardioprotecdo. O
treinamento fisico e o uso de produtos naturais sédo estratégias relacionadas a
promocao de cardioprotecdo. Neste trabalho a combinacdo do treinamento
aerobio e o consumo de llex paraguariensis (MATE) por um periodo curto de
tempo foi estudado para investigar seus papéis na cardioprotecdo. Ratos
Wistar machos (n=67, 250 £ 50g) foram divididos em quarto grupos: sedentario
(SC), sedentario + MATE (SM), treinamento fisico (EC) e treinamento fisico +
MATE (EM). Os grupos SM e EM receberam 1g/kg massa corporal/dia de
MATE diluidos em 1 mL de agua via gavagem. A rotina de treinamento fisicos
(grupos EC e EM) consistiu em 30 min com sobrecarga de 5% massa corporal.
Apos sete dias de intervencdo os animais foram sacrificados e parte deles
(n=36) foram induzidos a IAM ex-vivo (isquemia/reperfusdo (I/R) global) e
tiveram a pressdo desenvolvida do ventriculo esquerdo (PDVE) e a area de
infarto (Al) avaliadas enquanto a outra parte (n=31) foram direcionadas para as
andlises de estresse oxidativo (peroxidagcédo lipidica (TBARS), proteina
carbonilada (PC), glutationa reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e razéao
GSH/GSSG) de atividade das enzimas antioxidantes (Catalase e Superoxido
Dismutase (SOD)), da capacidade antioxidante sistémica (capacidade
antioxidante total (CAT), Acido Urico (AU)), dos biomarcadores de lesdo celular
(CK, LDH, TGO, TGP, Gama-GT), da concentragao plasmatica de nitrito e da
atividade da NADPH Oxidase cardiaca. Os animais dos grupos SM e EC
mostraram melhor PDVE e redugao da Al apés I/R comparado aos grupos EM
e SC. No grupo EM, a concentragdo de PC encontrou-se maior no plasma em
relacdo aos grupos SM e EC. No tecido cardiaco, porém, o conteudo de PC foi
maior no grupo SM comparado ao grupo EM. A atividade da SOD apresentou
um aumento significativo em eritrocitos nos grupos SM, EC e EM enquanto
que, em tecido cardiaco, o aumento foi visto somente no grupo EC. A razéo

GSH/GSSG teve um aumento significativo no tecido cardiaco do grupo SM



comparado ao grupo EC. Uma diminui¢ao significativa no Gama-GT plasmatico
foi vista no grupo EM comparado ao grupo EC. Nenhuma mudancga foi
observada para a atividade das enzimas catalase e NADPH oxidase cardiaca,
bem como na CAT e nas concentracado plasmatica de nitrito e AU. Os dados
sugerem que o consumo de MATE inibiu as adaptagdes antioxidantes
promovidas pelo treinamento fisico aerdbio. Este estudo mostrou pela primeira
vez a cardioprotecdo promovida pelo consumo de MATE por curto periodo de
tempo. Os resultados sugerem que o efeito pro-oxidante do consumo do MATE

pode ter um papel importante na cardioprotecao.

Palavras-chave: exercicio aerobio, erva mate, cardioprote¢ao



Abstract

Cardiovascular disease is a leading cause of death that includes Acute
Myocardial Infarction (AMI) consisting of long periods of ischemia that can be
followed by reperfusion. Survivability to an AMI is often determined by the
endurance of cardiac muscle, known as cardioprotection. Strategies to improve
cardiprotection have highlighted exercise and the use of natural products. Here,
a combination of aerobic training and MATE (ilex paraguariensis) for a short
period of time was studied to investigate their influence on cardioprotection.
Male Wistar rats (n=67, 250 + 50g) were divided into four groups: sedentary
(SC), sedentary + MATE (SM), exercise (EC) and exercise + MATE (EM).
Groups SM and EM received 1g/kg body weight (b.w.)/day of MATE via gavage.
Exercise (groups EC and EM) consisted of swimming for 30 min while weighted
with 5% b.w. The protocols were applied for seven days and then were
sacrificed. A model of AMI (global ischemia/reperfusion — I/R) were made in 36
animals to analyze left ventricle development pressure (LVDP) and infarction
area (IA) and 31 animals were used to analyze oxidative stress biomarkers
(lipid peroxidation (TBARS), protein carbonyls (PC), reduced (GSH) and
oxidized glutathione (GSSG) and GSH/GSSG ratio) antioxidant enzymes
activity (Catalase and Superoxide Dismutase (SOD)), sistemic antioxidante
capacity (Total Antioxidant Capacity (TAC), Uric Acid (UA)), cellular lesions
biomarkers (CK, LDH, TGO, TGP, Gama-GT), nitrite plasma concentration and
cardiac NADPH Oxidase activity. Animals in groups SM and EC showed better
LVDP and reduced IA after I/R compared to those in groups EM and SC. In the
EM group, plasmatic concentration of PC was increased compared to SM and
EC. In cardiac tissue, however, PC was increased for the SM group compared
to the EM group. For SOD activity, a significant increase was observed in
erythrocytes for SM, EC and EM groups while in cardiac muscle, an increased
was measured only in the EC group. The GSH/GSSG ratio had a significant
increase in cardiac tissue of the SM group compared to the EC group. A
significant decrease in plasma Gama-GT was seen in the EM group compared
to the EC group. No changes were observed for catalase activity, cardiac
NADPH oxidase activity, plasma nitrite levels, plasma uric acid concentrations

or lipid peroxidation. Overall, the data suggests that MATE consumption



inhibited the antioxidant adaptations promoted by aerobic exercise. Further, this
study showed for the first time a cardioprotection from the consumption of
MATE for a short-time period. Together, the results suggest that the pro-oxidant

effect from consuming MATE could play a role in cardioprotection.

Keywords: aerobic exercise, ilex paraguariensis, cardioprotection
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1. Introdugao

1.1. Doengas Cardiovasculares

Atualmente as doencas cardiovasculares (DCVs) sao consideradas as
principais causas de morte em todo o mundo (WHO, 2011). Conforme mostra a
figura 1, no mundo, 34% de todas as mortes sdo provocadas por doengas do
sistema cardiovascular, e, de todas as causas nao conhecidas (33%), estima-se que
48% estejam associadas as DCVs. No Brasil estima-se que 24% da populagao ja foi
diagnosticada para hipertensédo, e que 40% das pessoas acima dos 45 anos tenham
hipertensdo ou outras doencas associadas as DCVs, como dislipidemia ou diabetes

mellitus (Brasil, 2014).
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Figura 1 - Grafico demonstrativo das causas de morte no mundo em 2011. A -
Causas de morte no mundo. B - Causas de morte relacionadas as DCVs em
homens. C - Causas de morte relacionadas as DCVs em mulheres. Adaptado de
WHO (2011).



A DCV esta associada a varios fatores de risco, como obesidade, co-
morbidades como a hipertensao arterial, diabetes mellitus, dislipidemia, disturbios da
tiredide, tabagismo e/ou sedentarismo (Figura 2). Os riscos de morte por eventos
cardiovasculares, nos casos de DCVs associadas a idade e as co-morbidades
citadas anteriormente, chegam a aumentar em mais de 40% por ano de vida. Mais
de 30% da populagdo mundial esta acima do peso ideal (IMC > 25 kg/m?) e no Brasil
mais de 17% da populacgao é obesa (WHO, 2011; Brasil, 2014).

Nivel de Risco <10% 10%a<20% [ 20%a<30% [ 30%a<40% [ 240%
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Figura 2 - Grafico de predigdo de risco de eventos cardiovasculares associados a
idade, niveis de colesterol, pressao arterial sistélica, tabagismo e diabetes mellitus,
para paises da América, incluindo o Brasil. Niveis de Colesterol Total expressos
como mmol/L. Para efeito de conversao, 4 mmol/L = 154 mg/dL; 8 mmol/L = 308,8
mg/dL. Calculo baseado na converséo proposta por Heart UK, 2014. Adaptado de
WHO/ISH, 2007.

As DCVs quase sempre sdo assintomaticas, o que eleva ainda mais os
riscos de eventos cardiovasculares, como por exemplo a angina e o infarto agudo do
miocardio (IAM). A angina é um sintoma da DCV caracterizada por dor no peito, que
surge quando uma area do miocardio entra em sofrimento, em resposta a isquemia

ou por uma arritmia que pode ou nao ter origem em uma isquemia. O IAM é



provocado por uma isquemia coronariana, que pode ter como pivé um trombo ou
uma placa de ateroma, causando hipoxia e morte dos cardiomiocitos nutridos pelo
vaso ocluido (Pesaro et al., 2004). O risco de morte apos um |IAM depende de uma
série de fatores, como tamanho da area nutrida pelo vaso bloqueado (Pesaro et al.,
2004) ou manutengcdo do balango redox da area atingida pelo infarto durante a
isquemia e, principalmente, durante a reperfusao, sendo este ultimo uma variavel
modulada pela pratica de treinamento fisicos fisicos e pela dieta (Powers et al.,
2014). Segundo a WHO (2011), cerca de 46% das causas de morte ligadas as DCVs
em homens sao por conta de doengas cardiacas isquémicas - aquelas que podem
gerar episodios de IAM — enquanto que, em mulheres, 38% dessas mortes sao

ligadas a esse tipo de DCV (Figura 1).

1.2. Balan¢o Redox: Radicais Livres e Capacidade Antioxidante

Os radicais livres sdo moléculas que contém um ou mais elétrons nao
pareados na Uultima camada eletrbnica (Halliwell & Gutteridge, 2007). Essas
moléculas sao responsaveis por diversos processos fisiologicos essenciais, dentre
eles a ativagao e funcionamento do sistema imune (Kohchi et al., 2009), modulagéo
do metabolismo energético (Radak et al., 2013), entre outros. Os radicais livres
podem ser descritos como espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio
(NROs).

As EROs podem ser produzidas por compostos exégenas (radiacédo UV e
nuclear, alimentacdo, drogas, poluicdo, toxinas e xenobidticos) e por reacdes
endogenas através da respiragdo mitocondrial e da atividade de enzimas
citoplasmaticas (Kohen & Nyska, 2002). Durante o processo de produgao de ATP
pela mitocéndria, cerca de 5% de todo o oxigénio utilizado no processo recebe um
elétron na sua ultima camada, resultando na produgao de anion superéxido (*O2’)
(Becker, 2004). Esse evento acontece entre os complexos | e |ll, onde a ubiquinona
(ou Coenzima Q) utiliza dois elétrons e dois protons para ser convertida em ubiquinol
(ou Coenzima Q reduzida) (Figura 3). Durante esse processo o intermediario da
reagao (semiquinona) pode sofrer reducao por uma molécula de Oz, dando origem
ao ‘Oz (Carreras et al., 1994).



NADH — e" — Complexo | - Q — Complexo Il — Cit. C — Complexo IV
[ QH — QH2]

QH* + O2 — radical superoxido

Figura 3 - Esquema representativo do processo de redugcdo da Coenzima Q,
resultando na producdo de anion superoéxido. e’ = elétron; Q = Coenzima Q; QH' =
forma semiquinona da Coenzima; QH2 = Coenzima Q reduzida. Retirado de Ribeiro
et al., 2005.

A molécula de ‘Oz também pode ser produzida no citoplasma, pelas
enzimas NADPH Oxidase e Xantina Oxidase (XO). Esses dois ultimos mecanismos
somam-se ao maquinario produtor de ‘Oz, que sofre rapida dismutagao pela enzima
Superoxido Dismutase (SOD). A SOD promove a conversao de superdoxido em
peroxido de hidrogénio (H202). A enzima Xantina Oxidase também é capaz de gerar
H202 pelas reagbes de oxidacdo e redugdo da hipoxantina e xantina,
respectivamente (Harrison, 2002). Em baixas concentragées o ‘O2 e o H202
exercem papel fundamental na sinalizacdo dependente de ROS para diversos
mecanismos celulares essenciais para a sobrevivéncia celular (Kohen & Nyska,
2002). As moléculas de H202 podem ser rapidamente convertidas em H20 e O2 pela
enzima Catalase; ou podem ser convertidas em H20 pela Glutationa Peroxidase
(GPx), oxidando uma molécula de glutationa reduzida (GSH). A enzima Glutationa
Redutase (GR) € responsavel pela redugdo da glutationa oxidada (GSSG),
mantendo esse sistema ciclico. Esse sistema de enzimas, composto pela SOD,
Catalase, GPx e GR é considerado o sistema de defesa antioxidante enzimatico
(Halliwell & Gutteridge, 2007) (Figura 4).

A capacidade antioxidante ndo compreende somente o sistema de defesa
antioxidante enzimatico. Alguns compostos exdégenos que podem ser ingeridos na
dieta, como por exemplo o acido ascorbico (Vitamina C), polifendis e carotenos séo
conhecidos como compostos varredores, que possuem a capacidade de doar um
elétron para o radical livre sem perder sua estabilidade molecular. Outros compostos
como o Acido Urico (AU), fruto da agdo da XO, o GSH, a carnosina, entre outros
também possuem papel antioxidante (Halliwell & Gutteridge, 2007). A figura 5

representa um sumario das principais vias de defesa antioxidante.
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O equilibrio redox &, por definicdo, o balango entre a producéo de EROs e a
capacidade antioxidante total. A manutencao desse equilibrio € fundamental para a
manutencgao da vida celular (Kohen & Nyska, 2002). Quando ha uma diminui¢ao da
capacidade antioxidante ou um aumento na producdo de EROs, ou os dois
acontecem concomitantemente, ha um desequilibrio oxidativo que pode levar a
danos ao DNA, aos lipideos e as proteinas. As EROs reduzem a capacidade de
reparo do DNA potencializando o acumulo de mutagdes; promovem a peroxidagao
de lipideos de membrana o que pode levar ao rompimento da membrana lipidica,
com extravasamento do conteudo celular; promovem a carbonilacido de proteinas,
levando a uma mudanca conformacional e perda da funcao fisioldgica. Estas
alteragdes a nivel celular podem ativar processos de apoptose ou necrose (Halliwell
& Gutteridge, 2007). Situagdes como a pratica (aguda) de treinamento fisicos fisicos,
a exposicao a radiacdo UV e o fumo geram um desequilibrio redox, aumentando a
producdao de EROs e diminuindo a capacidade antioxidante. Porém, o uso de
alimentos com propriedades antioxidantes e o treinamento fisico promovem uma
melhora do equilibrio redox, gerando uma protecdo contra o aumento exacerbado

ocasional de EROs (Davison et al., 2012).

1.3. Injuria Cardiaca por Isquemia/Reperfusdao, Equilibrio Redox e

Cardioprotecao

A falta de transporte de oxigénio e a mudanga de padrao de metabolismo
energético (do metabolismo lipidico para o glicolitico) leva a area a um quadro de
acidose e hipoxia (Vogt et al., 2002). Ha reducao na producdo de ATP que, em
consequéncia disso, leva a diminuigdo da atividade das bombas Na*/K* ATPases e
dos canais de Ca?* dependente de voltagem. A diminui¢éo do influxo de Ca?* para o
interior da célula promove o desacoplamento mitocondrial o que reduz a produgao
de ATP (Garcia-Dorado et al., 2012). Na tentativa de manter a concentragcao
intracelular de Ca?* o reticulo sarcoplasmatico libera estoques de Ca?* de seu
interior, tornando a concentracdo de Ca?* extremamente elevada para a
sobrevivéncia celular. Esse aumento leva a ativacido da protease ativada por Ca?*
Calpaina, que sinalizam para processos de apoptose (Powers, Smuder, et al., 2014)
(Fig. 6). A propria degradacdo mitocondrial, em decorréncia do aumento da

concentragdo citoplasmatica de Ca?*, em uma situagéo de producao exacerbada de



EROs, sinaliza vias de apoptose, como por exemplo a via das caspases (Murphy &
Steenbergen, 2008).

A producédo de espécies reativas de oxigénio (ERQO’s) pela mitocbndria é
aumentada durante a isquemia, em resposta a hipoxia, causando desequilibrio no
estado redox. A producdo de ‘Oz se torna critica em funcdo do aumento do
escapamento de elétrons da matriz mitocondrial. Além disso, nesse processo, a
mitocondria sofre com a diminuicdo da sua capacidade antioxidante, pela diminuicao
da atividade da enzina superoéxido dismutase (SOD), responsavel pela dismutacao
do 'O2° em perdoxido de hidrogénio (H202) e da catalase, responsavel pela
conversao de H202 em H20 e O2. O *Oz" é altamente reativo com outras moléculas,
sendo rapidamente convertido em radicais hidroxila (HO®) quando interage com o H*
e em peroxinitrito (ONOQO") quando interage com outro radical livre, o 6xido nitrico
(NO’). HO® e ONOO* tem alta capacidade de interagao com proteinas de sinalizagao,
DNA e bicamada lipidica de membrana. A literatura mostra que a produgao
exacerbada de EROs, em situagdes patologicas como o IAM, & o principal meio de
injuria e morte celular (Powers, Smuder, et al., 2014). Portanto, o aumento de ‘Oz
oriundo da mitocdndria € o principal responsavel pela promog¢ao do desequilibrio

redox oriundo da isquemia (Zweier & Talukder, 2006).
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Figura 6 - Esquema ilustrativo dos mecanismos que levam a lesdo por
isquemia/reperfusao no miocardio. Adaptado de Powers et al., 2013.

No citosol também ha o aumento da produgdo de EROs e NROs. Durante a
isquemia a atividade das NADPH Oxidases (NOXs — principalmente a NOX2, mais
presente no tecido cardiaco) € aumentada em resposta a hipdxia (Bedard e Krause,
2007). O Oz produzido pelas NOXs reage com o NO* oriundo da maior ativagdo da
Oxido Nitrico Sintase Induzida (iNOS), resultando na producdo de ONOO" (Jiao et
al., 2009).

Toda essa cascata de eventos se agrava na reperfusdo, quando a regiao
atingida pela isquemia volta a receber oxigénio e nutrientes. O burst (sobrecarga) de
02 potencializa a produgcdo de EROs e NROs, além de aumentar ainda mais a
concentragéo de Ca?* citosolica pelas vias descritas acima, aumentando o potencial
de morte celular via apoptose e alteragdes de permeabilidade e ou lesdo da

membrana celular em resposta ao estresse oxidativo (Zweier & Talukder, 2006).



1.3.1. Biomarcadores de Lesdes Muscular e Hepatica: Indicadores de Stress
Oxidativo Sistémico e Relagao com Cardioprotecao

Em uma situagdo de aumento de estresse oxidativo, ocorre 0 aumento da
permeabilidade de membrana celular em funcdo do aumento da peroxidacao
lipidica. A alteragao dos lipideos de membrana leva ao escapamento de enzimas
citoplasmaticas para a corrente sanguinea (Kalafati et al., 2010). Algumas enzimas
citoplasmaticas encontradas no sangue sao utilizadas clinicamente para avaliar a
lesdo hepatica (TGO, TGP e Gama-GT) ou para avaliar o nivel de lesdo muscular
(LDH e CK) (Di Bonito et al., 2009; Salvaggio et al., 1991). Ramos et al. (2013)
mostraram que o aumento dos niveis plasmaticos de TGO, TGP, Gama-GT e LDH
acompanham o aumento do estresse oxidativo hepatico, mensurado pelo aumento
de peroxidacao lipidica e de carbonilagdo de proteinas apdés uma unica sessao de
treinamento fisico de natagao de alta intensidade em ratos Wistar. Em um modelo de
falha cardiaca promovida por isoproterenol, Thomes et al. (2010) mostraram que o
aumento das concentragdes séricas de TGO, TGP e LDH esta relacionado a uma
menor cardioprote¢do. Estes trabalhos sugerem que o aumento da concentragao
plasmatica dessas enzimas podem estar relacionados com o estresse oxidativo em
diferentes tecidos, como figado e coragao, sendo assim estes parametros podem ser

analisados em um contexto de cardioprotecéo.

1.3.2. Cardioprotecgao: Principais Estratégias

A capacidade do musculo cardiaco de reestabelecer os parametros de
contratilidade, sobrevivendo a agressao causada pela injuria de isquemia/reperfusao
pode ser chamada de cardioprotegdo (Kubler & Haass, 1996). Os principais
parametros relacionados a cardioprotegdo € a area de infarto (Al) e a pressao
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE). A literatura relacionada a
cardioprotegcao nao estabelece um valor definido para caracterizar cardioprotecao,

como pode-se observar na tabela 1.



Tabela 1 - Quadro demonstrativo de estudos relacionados & cardioprotecéo e seus resultados referentes a Area de Infarto (Al) e

Presséo Desenvolvida do Ventriculo Esquerdo (PDVE).

Autor, Ano

Zhang et al.,
2010

Desenho Experimental

Tratamento com doses sub-letais de 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE),
25 min. de isquemia, com 60 min de reperfusdo. (ex vivo)

' Resultados (Al)

| Resultados (PDVE)

Melhora de 15% em
relagéo ao grupo
controle.

Powers et al.,
2008

Treinamento Aerdbio por 10 semanas, 4 dias por semana, 75-80%
VO2Max., entre 30 e 90 min/dia. 20 min. de isquemia com 10 min.
de reperfusédo (in vivo)

Melhora de 15% em
relagdo ao grupo
controle.

Jietal., 2010

Tratamento com insulina (60 U/l) por perfusao intravenosa (4
ml/kg/h por 3 h, comegando 5 min antes da reperfusdo). 30 min. de
isquemia com 3 horas de reperfusao. (in vivo)

Melhora de 37,5%
em relagdo ao
grupo controle

positivo.

Melhora de 11% em
relagéo ao grupo
controle positivo.

Hamilton et al.,
2003

Treinamento Aeodbio (5 dias, 60 min/dia, 60-70% VO2Max)
associado a dieta com antioxidantes. 20 ou 60 min. de isquemia
com 60 ou 120 min. de reperfusao (in vivo)

Melhora de 300%
comparando as
intervencdes ao
grupo controle

negativo

Melhora de 20%
comparando as
intervencdes ao
grupo controle
negativo

Koga et al.,
2011

Animais nocaute (KO) para o Fator de Inibicdo de Migragao de
Macrofagos (MIF). 15 ou 30 min. de isquemia com 40 min. de
reperfusdo (in vivo) para as analises de PDVE. 15 ou 30 min. de
isquemia com 4 ou 24 horas de reperfusdo para as analises de Al.

Melhora de 10% em
relagéo ao grupo
MIF-KO

Melhora de 100% em
relagado ao grupo MIF
(15 min. de isquemia
com 4 horas de
reperfusao).

Lonborg et al.,
2010

Pds-condicionamento isquémico de pacientes com infarto agudo
do miocardio com segmento ST elevado. Quatro ciclos de 30 seg.
de isquemia com 1 min. de reperfusao.

Melhora de 19% em
relagdo ao grupo
controle
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Varios estudos tém investigado os mecanismos envolvidos no processo de
isquemia e reperfusdo, na busca de estratégias que possam levar a cardioprotegao,
e, consequentemente, a sobrevivéncia de um individuo vitima de um IAM. A melhora
da capacidade antioxidante, do metabolismo energético e da modulagédo autonémica
sdo alguns exemplos de adaptagdes que podem levar a cardioprote¢ao (Omar et al.,
2012; Powers et al., 2014; Rodrigues et al., 2014). Sluijter et al. (2014) citam novas
estratégias terapéuticas para a cardioprotegcdo como intervengdes no sistema imune,
em fatores de crescimento, em epigenética e outras vias através do uso de
farmacos. Porém, intervengdes ndo medicamentosas podem ser aplicadas
facilmente e podem proporcionar adaptacdes sistémicas e in loco eficazes. Varios
trabalhos sugerem o treinamento fisico (aerébio e contra-resisténcia) e/ou
intervencdes na dieta (uso de complexos antioxidantes, vitaminas e produtos
naturais, como o Panax ginseng e a soja) como estratégias para a cardioprotegao
(Rodrigues et al.,, 2014; Hamilton et al., 2003, Karmazyn et al., 2011; Hamilton,
2007).

1.4. O Treinamento Fisico e Seus Efeitos na Cardioprotecao

Em um mundo onde o sedentarismo ocupa lugar de destaque entre as
causas de todas as doencgas relacionadas ao estilo de vida, existem cada vez mais
evidéncias cientificas que suportam a hipdétese de que o treinamento fisico fisico é
necessario para a promoc¢ao da saude e da qualidade de vida. O treinamento fisico
proporciona a melhora de todas as valéncias fisicas (forga, condicionamento
aerobio, equilibrio, agilidade, flexibilidade), além de beneficios para a saude mental
(Garber et al., 2011), e portanto é essencial para a manutengdo de uma vida

saudavel em humanos.

O treinamento fisico também é considerado um tratamento nao
medicamentoso para muitas doencas cardiovasculares e metabdlicas, como a
hipertensédo arterial (Pescatello et al., 2004), diabetes (Colberg et al., 2010) e a
hipercolesterolemia (Mannu et al., 2013). Esses efeitos sao vistos tanto em trabalhos

com humanos quanto com modelo animal.

Com relagdo a cardioprotegéo existem fortes evidéncias que sugerem que o
treinamento fisico € capaz de melhorar diversos mecanismos que induzem a esse

beneficio. Rodrigues et al. (2014) mostraram que o treinamento fisico aerébio de
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intensidade leve a moderada por oito semanas € capaz de promover cardioprote¢cao
pela melhora das fungdes autonémicas e melhora da capacidade cardiorrespiratoria.
Hamilton et al. (2003) mostraram que o treinamento fisico aerobio de intensidade
moderada por cinco dias € capaz de proporcionar cardioprote¢cao pelo aumento da
expressao de HSP72, uma proteina que responde a hipéxia e que neste contexto
inibe a sinalizagao que leva a morte celular independente da via das caspases. Soufi
et al. (2011) sugeriram que doze semanas de treinamento fisico contra-resisténcia
sao capazes de levar a cardioprotecao pela diminuicdo da area de infarto e do
aumento da performance cardiaca. Powers et al. (2014) enumeram outras
adaptagdes que o treinamento fisico pode gerar para induzir a cardioprote¢céo, como
mudanca do fluxo glicolitico durante a isquemia/reperfusédo, alteracbes na
sinalizagcdo promovida por NO°, melhora na performance dos canais de potassio e
melhora na capacidade antioxidante. Este ultimo é considerado um dos principais
indutores de lesao por injuria de isquemia/reperfusdao e um dos mais estudados

atualmente.

1.5. O llex paraguariensis (St. Hill)

A llex paraguariensis, ou erva mate (MATE), é um vegetal muito utilizado
para a elaboracdo de cha e de bebidas diversas. E encontrado na América do Sul,
tendo prevaléncia na regido sul do Brasil, Argentina e Uruguai (Bracesco et al.,
2011). O MATE é conhecido por possuir agdo antioxidante, sendo rico em polifendis
(Schinella et al., 2000). Filip et al. (2001) verificou que o MATE € a erva com maior
concentracao de flavondides entre todas as espécies da familia llex, superando o
vinho tinto. Outro estudo comparando o MATE com o vinho e outras bebidas
consideradas antioxidantes foi feito por Actis-Goretta et al. (2002), mostrando que o
MATE, assim como as outras bebidas testadas, tem efeito antioxidante dose-

dependente.

Alguns efeitos adaptdgenos ja foram relatados em diversos trabalhos. Dentre
eles podemos citar o efeito modulador da oxidagdo de glicose e do metabolismo
lipidico (Silva et al., 2011; Resende et al., 2012), anti-inflamatério (Schinella et al.,

2014) e modulador de adipogénese (Gosmann et al., 2012).
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Figura 7 - Figura ilustrativa dos principais compostos do MATE. Adaptado de
Bracesco et al., 2011.

Os efeitos adaptéogenos do MATE, em sua maioria, estao relacionados a sua
capacidade antioxidante devido a presenca de polifendis e flavonoides bem como
seus efeitos sobre 0 metabolismo energético, que pode receber influéncia tanto dos
compostos citados anteriormente quanto das metilxantinas e das saponinas,
também presentes na planta (Fig. 7). Gugliucci e Stahl (1995) estudaram pela
primeira vez o efeito antioxidante do MATE, mostrando uma diminuicdo da oxidacao
de LDL por H202 in vitro. O mesmo efeito foi confirmado in vivo, por ingestao oral,
pelo mesmo autor, porém a dose utilizada neste trabalho ndo foi divulgada
(Gugliucci, 1996). Bracesco et al. (2003) verificou que o MATE é capaz de reduzir o
dano em DNA provocado por H202 em Saccharomyces cerevisiae, além de ter visto
a mesma protecao contra oxidagdo de moléculas de LDL, utilizando doses de 50g/L
e 200g/L de MATE, respectivamente, preparado por infusdo. O efeito protetor contra
nitracdo proteica foi mostrado por Bixby et al. (2005), onde o MATE, na dose de
50g/L feito por infusdo, foi capaz de inibir a nitragcdo provocada por ONOO® em
cultura de células de macréfagos RAW 264.7 e em células mamarias 31EG4. Filip et
al. (2007) demonstraram que o MATE, em concentragdes a partir de 10ug/mL,

aumenta a atividade e secregcdo da enzima peroxidase salivar, grande responsavel
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pela protecédo bucal, em ratos Wistar machos. Lanzetti et al. (2008) mostraram que
o tratamento oral e retroperitoneal com MATE na dose de 150mg/kg foi capaz de
diminuir a peroxidagao lipidica, a migracdo de macrofagos e neutrofilos e a
expressdo de TNF-a em pulmdes de camundongos fumantes. Milioli et al. (2007)
demonstraram que o tratamento retroperitoneal com doses de 250 e 500mg/kg de
MATE foi capaz de diminuir os sintomas do mal de Parkinson em camundongos, e
relacionaram com o efeito depressor da produgédo de NO, seguido de uma atividade
nao-dopaminérgica, pelo aumento da atividade da apomorfina. O efeito do MATE na
expressao de enzimas antioxidantes foi caracterizado por Matsumoto et al. (2009).
Estes autores mostraram que o consumo de 5g de MATE aumentou a capacidade
antioxidante total e a expressdo génica das enzimas Catalase, Superdxido
Dismutase e Glutationa Peroxidase, além de diminuir a peroxidacao lipidica apos
sete dias de tratamento. Recentemente, Schinella et al. (2014) demonstrou que o
MATE, na dose de 250mg/kg, promoveu efeito anti-inflamatdrio sistémico e tdpico,
pela reducdo da inflamagdo induzida em orelhas e patas de camundongos. O
mecanismo revelado neste estudo foi a reducdo da atividade da Oxido Nitrico
Sintase Induzida (iINOS) e da Ciclooxigenase-2, mecanismos que sao promotores de

les&o tecidual em situacdo de desequilibrio redox (Kohen e Nyska, 2002).

1.5.1. Os efeitos do MATE na Cardioprotegao

Existe somente um trabalho caracterizando o efeito cardioprotetor do MATE
(Schinella, et al., 2005). Neste trabalho, foi utilizado coragédo de ratos Wistar isolado
perfundido com solugédo contendo ou ndo MATE. O grupo de coracgdes perfundidos
com solugcdo contendo MATE (30ug/mL) obteve melhor performance cardiaca e
menor area de infarto que o grupo controle, sugerindo a indugdo de efeito
cardioprotetor. Para determinar um possivel mecanismo cardioprotetor os autores
submeteram os mesmos coragdes a perfusdao com solugdo contendo MATE e L-
NAME, um inibidor da Oxido Nitrico Sintase (NOS). Os coragdes perfundidos com L-
NAME tiveram a performance cardiaca diminuida e a area de infarto aumentada em
comparagao aos coragdes perfundidos somente com MATE. Estes resultados
sugerem que 0 mecanismo responsavel pela cardioprotecdo esta associado ao

aumento da atividade da NOS.
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2. Problema do Estudo

O aumento da capacidade do musculo cardiaco responder aos quadros de
isquemia e reperfusdo, através do aumento da capacidade antioxidante é de

fundamental importancia para a sobrevivéncia apés um IAM (Powers et al., 2014).

A literatura mostra que a atividade fisica € capaz de melhorar a capacidade
antioxidante tanto de humanos quanto de animais treinados (Powers, Sollanek, et
al.,, 2014). Em paralelo a atividade fisica, manipulagdes dietéticas, como por
exemplo a suplementagao com vitamina C, também vem sendo associadas a

protecéo antioxidante (Rodrigo et al., 2013).

O MATE possui em sua composicao varias moléculas que apresentam acgao
antioxidante (Schinella et al., 2000). Devido a suas propriedades antioxidantes ja
descritas na literatura o MATE poderia funcionar como um importantante
coadjuvante no processo de cardioprotegcdo. Schinella et al. (2005) demostraram o
efeito do MATE na reducdo da area de lesdo cardiaca ap6s infarto, contudo estes
autores nao avaliaram o uso do MATE como bebida e sim através de perfusao de
coracgoes isolados. O consumo do MATE nunca foi avaliado com intuito de verificar o
efeito cardioprotetor desta bebida. Tendo em vista que a administragao oral pode
alterar a estrutura e a biodisponibilidade das moléculas que compdes esta bebida, é
de extrema importancia avaliar se os efeitos cardioprotetores sugeridos por Schinella
et al. (2005) serdo observados através do consumo. Em paralelo a isso, a
associacdo do MATE com o treinamento fisico, que também apresenta efeito
cardioprotetor, ndo foi avaliada. Portanto, ha uma lacuna na literatura no que
concerne ao uso do mate como bebida visando processos de cardioprotegao, bem

como a associagao do mesmo com o treinamento fisico.

15



3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho € verificar o efeito cardioprotetor da

associacdo de um periodo curto de treinamento fisico aerdbio associado ao
consumo de MATE.

3.2. Objetivos Especificos

S&o objetivos especificos deste trabalho:

a)

Avaliar se o consumo de MATE associado ou ndo ao treinamento fisico
aerobio é capaz de melhorar a performance cardiaca e a area de infarto
apos injuria de isquemia/reperfusao;

Mensurar se a capacidade antioxidante sistémica e cardiaca é alterada
pelo consumo de MATE associado ou n&do ao treinamento fisico aerdbio
Avaliar os marcadores de estresse oxidativo a nivel sistémico e cardiaco
nos diferentes grupos experimentais;

Determinar se o consumo de MATE associado ou ndo ao treinamento
fisico aerdbio é capaz de alterar a concentragdo plasmatica de
marcadores de lesao celular;

Avaliar se o consumo de MATE associado ou ndo ao treinamento fisico
aerobio modula a concentragdo plasmatica de nitrito e a atividade da
NADPH Oxidase cardiaca.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Animais

Foram utilizados 63 ratos Wistar machos com dois meses de idade, pesando
250 = 50 gramas. Foram utilizados 32 animais para os experimentos de
isquemia/reperfusao e 31 animais para os demais experimentos. Os animais foram
mantidos em ambiente com temperatura controlada (21 °C) com ciclo claro/escuro
de 12 horas invertido. A racao (dieta padrao — ICR, Brasil) e a agua foram mantidos
ad libitum durante todo e experimento. Todos os procedimentos estdo de acordo
com o Comité de Etica de Trabalho com Animais do Centro de Ciéncias da Saude
(CCS) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), sob o numero EEFD004.

4.2. Protocolo Experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos: sedentario controle (SC —
n=17), sedentario + suplementagcdo com MATE (SM — n=15), treinamento controle
(EC — n=19) e treinamento + suplementacdo com MATE (EM — n=16). Os animais
dos grupos SC e EC foram tratados oralmente via gavagem com veiculo (agua, 1
mL), enquanto os animais dos grupos SM e EM receberam a dose de 1 g/kg do peso
corporal de MATE, diluidos em 1 mL de agua, tendo sua dose ajustada a cada dois
dias pelo peso do animal. O MATE foi preparado por diluicao simples, utilizando o p6
soluvel liofilizado MATE LEAO (Le&o, Curitiba, Brasil). A dose de 1g/kg de MATE é o
equivalente a 1,5L de MATE (Miranda et al., 2008). Antes do periodo de
treinamento (natac&o) todos os animais foram adaptados ao meio aquatico durante 3
dias consecutivos, 1 min por dia, sem sobrecarga. Os animais dos grupos SC e SM
mantiveram o tempo de nado, sem sobrecarga, do periodo de adaptagéo ao longo
do periodo de treinamento, enquanto os animais dos grupos EC e EM foram
submetidos a um treinamento aerobio de intensidade baixa/moderada, com 5% do
peso corporal acoplado a parte proximal da cauda, por 30 minutos. A intervencao

teve duracao de sete dias.
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Mate: 1g/kg Mate P6 Soluvelem 1 mL agua

Figura 8 - Esquema representativo da linha experimental adotada neste estudo.

4.3. Sacrificio

Os animais foram sacrificados por decaptacdo 24 h apods o ultimo dia de
treinamento. No momento do sacrificio cada grupo foi dividido em dois subgrupos:
controle (NORM) e injuria por isquemia/reperfuséo (I/R). O sangue foi coletado em
tubos com heparina e imediatamente colocados em gelo para tratamento e analise
posterior. Os coragdes foram retirados imediatamente apds o sacrificio e utilizados

frescos para o experimento de I/R.

4.4. Experimento de Injuria por I/R

Os coragbes dos animais do grupo I/R foram retirados rapidamente e
colocados em um recipiente contendo solugcdo de Krebs Henseleit modificada
(118mM NaCl, 4.7mM KCI, 25mM NaHCOs, 1.2mM MgSOa4, 1.2mM KH2PO4, 11mM
glicose, e 1.256mM CaClz, pH 7.4 aerada com gas contendo 95% de O2 e 5% de
CO2). Os coragbes foram canulados pela artéria aorta em um aparato de
Langendorff com fluxo constante (10 mL.min™" a 37 + 0.5 °C). Um bal&o de latex foi
colocado dentro do ventriculo esquerdo através da valva mitral e a pressao foi
mantida a 10 mm Hg, como descrito anteriormente por Chaves et al. (2006). Os
coracoes foram perfundidos com solugao de Krebs por 30 min para estabilizagao da
pressao e do ritmo. Apds este periodo a perfusao foi parada por 30 min, induzindo a
isquemia por um periodo de 30 min. Apds o periodo de isquemia os coragdes foram
novamente perfundidos por 60 min caracterizando o periodo de reperfusdo. A

aquisicao e analise da pressao desenvolvida foi feita através do software PowerLab
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Chart 4 for Windows (ADInstruments, EUA), e seus valores foram expressos como

percentual do periodo controle.

4.5. Avaliagdo da Area de Infarto

Apds o experimento de injuria por I/R, a area de infarto foi determinada como
o descrito anteriormente por Chaves et al. (2006). Os atrios foram descartados e os
ventriculos foram fatiados transversalmente em pedacos de aproximadamente 1,5
mm do apice até a base e entdo encubados em tampao fosfato 100 mM, pH 7,4,
contendo 1% (peso:vol) trifeniltetrazolio clorito (TTC) por 4 min a 37°C. Apos a
incubacdo as fatias foram colocadas em tampdo fosfato 100 mM contendo
formaldeido a 10% (vol/vol) por 24 horas para aumentar o contraste entre o tecido
viavel (marcado) e necrosado (ndo marcado). Apds esse periodo as fatias foram
secadas e colocadas entre dois slides de vidro e suas imagens foram adquiridas
digitalmente em scanner. A area de infarto foi determinada por planimetria, utilizando
o software ImagedJ (Nacional Institute of Health, EUA, versao 1.48). Os valores foram

expressos em percentual da area total.

4.6. Preparacao das Amostras

O sangue foi centrifugado (1.800 x g, 15 min, 4 °C). O sobrenadante
(plasma) foi coletado, aliquotado e armazenado em freezer -80 °C para analises
posteriores. O pellet foi ressuspenso com solugdo salina 0.9% (vol:vol) gelada e
centrifugado (1.800 x g, 15min, 4 °C). O sobrenadante foi descartado e o pellet
novamente ressuspenso com solugao salina e centrifugado. Este procedimento foi
repetido trés vezes para obtencgao de eritrécitos. Os eritrocitos foram aliquotados e

armazenado a -80 °C para analises posteriores.

Para a preparacao do tecido cardiaco foi utilizado o protocolo descrito por
Chaves et al. (2006), com modificagbes. Logo apds o sacrificio o coracao foi retirado
e lavado com solugéo salina 0,9%. Apés a lavagem os atrios foram desprezados e
os ventriculos aliquotados em tubos eppendorf e congelados instantaneamente em
nitrogénio liquido. Apdés o congelamento as amostras foram armazenadas em
freezer a -80°C até o momento das analises.

Para a preparacdo do homogenato de tecido cardiaco foram utilizado 200

mg de tecido, que receberam 1,8mL de solu¢édo tampao (10mM Tris-HCL pH 7,4 em
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solugado salina 0,9%, 1 mM PMSF e 0,5 pg/mL de aprotinina). O tecido foi
processado e centrifugado a 20.000 x g. Apds a centrifugagcdo o sobrenadante foi

retirado e armazenado em freezer -80 °C para analises posteriores.

4.7. Analise dos Biomarcadores de Lesdao Muscular e Hepatica

As enzimas TGO, TGP, Gama-GT, Creatina Quinase (CK) e Lactato
Desidrogenase (LDH) foram mensuradas no plasma, utilizando kit comercial Doles e

Bioclin, seguindo especificagées do fabricante.

4.8. Analise da Capacidade Antioxidante Total (CAT)

O protocolo utilizado para a analise da CAT foi o de inibigdo da auto-
oxidagao do 2,2-difenil-1-picrilhidrazi (DPPH) (Janaszewska & Bartosz, 2002). Para a
analise de plasma, 20uL da amostra sofreu desproteinizagéo por acetonitrila 100%
(v/v), segundo o método proposto por Chrzczanowicz et al. (2008). A amostra foi
centrifugada (1800 x g, 5 min, 4°C) e entdo 20uL sobrenadante foi diluido em 380 uL
de tampao PBS (10 mM, pH 7,4). Em seguida foram adicionados 400 uL de solugéo
0,1 mM de DPPH diluidos em metanol e o volume total foi encubado por 30 minutos
a temperatura ambiente e em privagao de luz. A leitura das amostras foi realizada
em comprimento de onda de 520 nm e o seu calculo foi baseado em curva-padréo
de DPPH feita somente com tampdo PBS. Os resultados sdo mostrados em

percentual de inibicdo da auto-oxidagado do DPPH.
4.9. Analise dos Biomarcadores de Estresse Oxidativo

4.9.1. Razdo GSH/GSSG

O protocolo utilizado para mensurar as concentracbes de Glutationa
Reduzida (GSH) e Glutationa Oxidada (GSSG) foi o descrito por Rahman et al.
(2006). Para as analises de plasma (430uL) e homogento de tecido cardiaco (250uL)
foram adicionados a 70 pL de Acido Sulfosalicilico (0,23 M) e 20uL de Triton-X 100.
As amostras foram centrifugadas a 8000 x g por 10 minutos a 4°C e depois o
sobrenadante foi retirado, aliquotado e armazenado em freezer -80°C até o momento

da analise.

Para realizar as medidas de GSH, 1,4mL de solucdo tampao Fosfato de

Potassio 100mM e EDTA 5mM foi adicionado a 200ul de plasma ou homogenato de
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tecido cardiaco. Em seguida, adiciona-se 120ul de DTNB e 120ul de Glutationa
Redutase (GR) e a mistura foi homogeneizada por trinta segundos. Apds a
homogeneizagao foi adicionado 120ul de B-NADPH (0,8 mM) e, entéo, foi realizada
a leitura por 120 segundos, com intervalo de trinta segundos. O comprimento de
onda utilizado para leitura foi de 420nm. A concentracdo foi expressa em uM
(plasma) ou uM/mg proteina (tecido cardiaco) a partir da variacao da absorbancia
gerada pela formagdo de 2 nitro-5-tiobenzdico. A concentracdo final foi obtida

através de formula gerada pela regresséo linear da curva padrao de GSH.

Para o ensaio de Glutationa Reduzida (GSSG) 2ul de vinilpiridina foram
adicionados a 200ul de plasma ou tecido cardiaco por uma hora, em ambiente
escuro. Apoés este tempo foi adicionado 12yl de trietanolamina para ajustar o pH. Os

passos seguintes foram os mesmos da dosagem de GSH.

4.9.2. Carbonilagao de Proteinas

A afericdo do nivel de carbonilagdo de proteinas foi realizada segundo o
método proposto por Margoris et al. (2007). O método consiste na avaliagédo da
formagado de hidrazonas, através da reacado da dinitrofenilhidrazina (DNPH) com o
radical carbonil, que é adicionado na estrutura quimica das proteinas quando sofrem

o ataque das EROs.

A duas aliquotas de 50uL de amostra foi adicionado 50uL de TCA 20% e a
mistura incubada por 15 min em gelo. Apds a incubagdo as amostras foram
centrifugadas a 15000 x g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e ao
pellet foi adicionado na primeira aliquota 500uL HCL 2,5M e na segunda aliquota
500uL de DNPH 10 mM. As amostras foram incubadas em temperatura ambiente
(20-24°C) por uma hora, sendo agitada a cada 15 minutos. Apds a incubagdo uma
nova centrifugacéo foi realizada, a 15000 x g por 5 minutos a 4°C. Mais uma vez o
sobrenadante foi descartado e entdo foi adicionado 1mL TCA 10%. As amostras
foram mais uma vez agitadas e outra centrifugacao foi feita (15000 x g, 5 min, 4°C).
Apos esta centrifugacao o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com
1mL de solugéo contendo Acetato de Etila e Etanol (1:1, v:v), agitado e centrifugado
(15000 x g, 5 minutos, 4°C). Este processo se repetiu por trés vezes. Ao fim da
ultima lavagem o precipitado foi ressupenso em 1mL Uréia (5 M pH 2,3) e incubado

a 37°C por 15 min e centrifugado (15000 x g, 3 min, 4°C). As leituras foram
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realizadas no comprimento de onda de 375 nm. Os dados foram expressos em

nMol/mg de proteina.

4.9.3. Peroxidagao Lipidica

Para as analises de peroxidacao lipidica em plasma e em tecido cardiaco foi
utilizado o protocolo descrito por Feldman (2012). Para 50uL de amostra foram
utilizados 150uL de solugcdo fosfato 100 mM, pH 7,4. Apds esta diluicao foi
adicionado as amostras 200uL de solugdo de acido tricloroacético (TCA) 10% e
entdo esta mistura foi incubada por 15 minutos a 4°C. As amostras foram
centrifugadas a 2200 x g por 15 minutos. Apdés a centrifugacdo 300uL do
sobrenadante foi retirado e a este foi adicionado 300uL de solugdo de acido
tiobarbiturico (67 g em 1 mL DMSO e 9 mL de agua). Entdo as amostras foram
incubadas em banho maria por duas horas a 95°C e em seguida resfriadas a 4°C por
15 minutos. Uma aliquota de 150uL de amostra foi retirada para leitura em placa de
Elisa no comprimento de onda de 532 nm. O caélculo para concentragao foi feito
segundo a curva padrao, feita com 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP) 500mM (4,167
mL em 1 mL de etanol absoluto e 49 mL de agua). Os valores sao apresentados em

nM de TBARS (plasma) e nM/mg proteina (tecido cardiaco).

4.9.4. Acido Urico

Para a dosagem de acido urico em plasma e tecido cardiaco, importante
metabdlito da via da xantina oxidase (XO), foi utilizado o kit Bioclin, seguindo as

especificagdes do fabricante.
4.10. Analise da Atividade das Enzimas Antioxidantes

4.10.1 Catalase

A atividade da enzima Catalase foi mensurada em eritrécito, conforme o
método proposto por Aebi (1984). O eritrécito foi diluido em solugéo salina 0.9%
(1:1, v/v) e 10 pyL desse preparado foi analisado em 1 mL de solugdo contendo 50
mM PBS, pH 7,0 na auséncia ou presenca de 30 mM Hz20:2. A leitura foi realizada em
espectrofotometro a 240 nm por 90 segundos. A absorbancia das amostras e do
branco foram registrados a cada 15 segundos. Os resultados foram expressos em

k/mg proteina para o tecido cardiaco e em k/mg Hb para eritrocito.
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4.10.2. Superéxido Dismutase (SOD)

Para a mensuragao da atividade da enzima Superéxido Dismutase (SOD) foi
utilizado o método proposto por Misra e Fridovich (1972), que consiste em aferir a
inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina em adenocromo pela atividade da SOD. A
oxidagao de adrenalina gera adenocromo que é detectado a 480 nm. 1 U de SOD é

definida como a concentragao capaz de inibir 50% da oxidacgado de adrenalina.

Para isso foram utilizados 10uL de amostra que foi diluido em 970uL de tampéao
glicina 50mM, pH 10,2. Para iniciar a reagao foram acrescentados 10uL de catalase
0,0024 g/mL e 17uL de adrenalina 60mM (com adigdo de 15uL de HCI 12M para
cada 1mL de solugéo). A leitura foi realizada no comprimento de onda de 480nm por
180 segundos, com o registro de leitura a cada 10 segundos, e o calculo foi feito
com base na leitura da auto-oxidacdo da adrenalina sem a amostra (branco). Os
resultados foram expressos em U/g Hb para eritrocito e U/mg proteina para o tecido

cardiaco.

4.11. Analise da Atividade da NADPH Oxidase e Oxido Nitrico

A concentracdo plasmatica de Oxido Nitrico foi mensurada indiretamente
através da dosagem de nitrito, um dos seus principais metabdlitos. A mensuracao de
nitrito foi realizada utilizando o kit Griess Reagent Promega (EUA) seguindo

especificagcdes do fabricante.

A atividade da NADPH Oxidase foi mensurada pela geragdo de H202 no
homogenato de tecido cardiaco, retirado durante experimento de
isquemia/reperfusdo, com 30 e 60 minutos de reperfusdo, segundo o método
descrito por Fortunato et al. (2013). O mdusculo cardiaco (250 mg) foi
homogeinizado em 2 mL de tampao de homogeneizagdo (50 mM PBS, pH 7,2,
contendo 0,25 M Sacarose, 0,5 mM Dithiotreitol (DTT), 1 mM EGTA, 5 mg/ml
aprotinina e 34,8 mg/mL PMSF). O homogenato foi feito de maneira manual, em
potter de vidro, com 10 homogeinizagées com pistao de teflon mantido em recipiente
a 4°C. Apds homogeinizadas as amostras foram centrifugadas (100.000 x g, 35 min,
4°C). O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 0,5 mL de

solugdo de homogenizagao e armazenado a -80°C até o momento da analise.
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Para a dosagem da atividade enzimatica, 10 ug/mL de proteina do
homogenato foi incubada em 150 mM PBS, pH 7.2 contendo SOD (100 U/mL;
Sigma-Aldrich, EUA), HRP (0,5 U/mL; Roche, EUA), Amplex Red (50 IM; Molecular
Probes, EUA), 1 mM EGTA e 0,1 M b-NADPH (Sigma-Aldrich, EUA), este ultimo
sendo colocado no meio imediatamente antes da leitura. A mensuracao foi realizada
por fluorescéncia em um leitor de placas Elisa (Victor X4, PerkinElmer), a 30°C,
usando excitacdo de 530 nm e emissao de 595 nm. Os resultados foram expressos

em nmol H202/mg proteina/hora.

4.12. Dosagem de Proteina e Hemoglobina

A dosagem de proteinas foi realizada como descrito por Bradford (1976). A
dosagem de hemoglobina foi realizada pelo kit comercial Bioclin, seguindo

orientacdes do fabricante.

4.13. Analise Estatistica

Os dados sao descritos no texto como média * erro padrao da média. Para
todas as analises estatisticas foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) two-way,
com post-hoc de Bonferroni para verificar as diferengas entre os grupos. As analises

foram feitas através do programa GraphPad Prism, versao 6.01, para Windows.
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5. Resultados

5.1. Pressio Desenvolvida e Area de Infarto

Pode ser observado na figura 9 que apdés 30 min de isquemia a pressao
desenvolvida (PD) na reperfusdo foi significantemente maior no grupo SM em
comparagao com o grupo a SC. Este efeito foi observado a partir dos 15 minutos de
reperfusdo (p < 0,05). O grupo EC desenvolveu uma pressao maior a partir dos 25
minutos de reperfusdo quando comparado ao grupo SC. A partir de 30 minutos de
reperfusdo, a PD do grupo EC foi significantemente maior que SC e EM. (p < 0,01).
A associagao do treinamento fisico aerébio com a ingesta de MATE em sete dias
reverteu os efeitos observados na PD quando os tratamentos foram realizados

separadamente.

Isquemia__: Reperfusio
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Figura 9 - Pressdo Desenvolvida (PD) durante experimento de isquemia/reperfusao
global. Dados exibidos em média * erro padrdo da média. * SM vs. SC; + EC vs. SC;
$ SM vs. EM; # EC vs EM. SM n=6; SC n=4; EC n=4; EM n=5. A comparacao foi
realizada por ANOVA two-way, com post-hoc de Bonferroni. p < 0,05.

Visando avaliar se os resultados obtidos na PD se refletiam na area de leséao
do musculo cardiaco apés 60 min de reperfusdo, logo apds a injuria por

isquemia/reperfusao os coracdes sofreram analise planimétrica e a area de infarto
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foi quantificada. Pode ser observado na figura 10 que a area de infarto foi
significativamente menor nos grupos SM e EC em comparagao com os grupos SC e

EM. Estes dados corroboram com os dados de pressao desenvolvida.
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Figura 10 - Area de Infarto analisada apds isquemia/reperfusdo (A) e marcagdo da
area viavel com TTC (B). Dados exibidos em média £ erro padrdo. * SM vs SC, EC
vs SC, SM vs EM e EC vs. EM. A comparacgéo foi realizada por ANOVA two-way,
com post-hoc de Bonferroni. p < 0,05. SC: n=4; SM: n=6; EC: n=6; EM: n=4.

5.2. Atividade da NADPH Oxidase

Uma possivel explicacao para melhora das variaveis cardiacas € a reducao
do estresse oxidativo. Uma das enzimas citossolicas responsaveis por aumentar a
producdo de superdxido é a enzima NADPH oxidase. A atividade desta enzima sé
foi avaliada nos grupos SC e SM. Como mostrado na figura 11 ndo houve diferenca
significativa na atividade da NADPH Oxidase em nenhum dos tempos de reperfuséo

analisados.

26



200+

150 -

100+

50

nMol H,0,/mg proteina/h

SC30" SC60" SM30' SM 60

Figura 11 - Atividade da NADPH Oxidase em tecido cardiaco. 30 e 60 minutos
representam o tempo de reperfusdo do tecido cardiado nos grupos controle
sedentarios (SC) e MATE (SM). Dados exibidos em média + erro padrdao. A
comparacgao foi realizada por ANOVA two-way, com post-hoc de Bonferroni. n=4
para cada grupo.

5.3. Capacidade Antioxidante Total (CAT)

Um dos mecanismos de cardioprotecao esta relacionado a reducdo do
estresse oxidativo. Visando verificar se a melhora observada nas figuras 9 e 10
poderiam estar relacionadas a um aumento da capacidade antioxidante sistémica,
avaliamos a CAT plasmatica. Sistemicamente n&o observamos diferenca

significativa na CAT entre os diferentes grupos experimentais (Fig. 12).
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Figura 12 - Capacidade Antioxidante Total plasmatica mensurada pela inibicdo da
auto-oxidagdo do DPPH. Dados mostrados como média = erro padrdo. A
comparacgao foi realizada por ANOVA two-way, com post-hoc de Bonferroni. SC:

n=5; SM: n=5; EC: n=8; EM: n=9.
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5.4. Concentragio Plasmatica de Oxido Nitrico

Tendo em vista que a produgao de oxido nitrico vem sendo associada a uma
possivel cardioprotecdo avaliamos a producdo desta molécula a nivel sistémico.

Nao observamos diferenga significativa na concentragdo plasmatica de nitrito entre

os grupos (Fig. 13).
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Figura 13 - Dosagem de Nitrito plasmatico. Dados exibidos em média + erro padrao

A comparagao foi realizada por ANOVA two-way, com post-hoc de Bonferroni. SC:
n=6; SM: n=5; EC: n=8; EM: n=8.

5.5. Acido Urico

O Acido Urico (AU), principal metabdlito da via xantina oxidase (XO) que
também é uma via importante na producdo de anion superéxido no citoplasma, foi
analisado para verificar, de maneira indireta, se as intervengdes foram capazes de

modular a XO. Como pode ser visto na figura 14, ndo houve diferenca significativa
na concentragdo de acido urico plasmatico entre os grupos.
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Figura 14 - Dosagem de Acido Urico plasmatico. Dados exibidos em média + erro
padrdo. A comparagao foi realizada por ANOVA two-way, com post-hoc de
Bonferroni. SC: n=7; SM: n=7; EC: n=9; EM: n=8.

5.6. Peroxidacgao Lipidica e Carbonilagao de Proteinas

Com o intuito de avaliar se os tratamentos com MATE e treinamento fisico
aerobio alteraram o estado redox sistémico, avaliamos a peroxidagéao lipidica. Como
pode ser observado, nao houve alteragao significativa na peroxidagao lipidica nos
grupos analisados, tanto no plasma (Fig. 15A) quanto no tecido cardiaco (Fig. 15B).
Contudo, vale ressaltar que ha uma tendéncia ao aumento de peroxidacio lipidica

no grupo SM quando comparado ao grupo SC no tecido cardiaco (p=0,07).
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Figura 15 - Peroxidagao lipidica avaliada no plasma (A) e no tecido cardiaco (B),
através de mensuragdao dos compostos reativos ao acido tiobarbiturico (TBARS).
Dados exibidos em média £ erro padrdo. A comparacéo foi realizada por ANOVA
two-way, com post-hoc de Bonferroni. SC: n=6; SM: n=8; EC: n=9; EM: n=7 para
analises em plasma. SC: n=6; SM: n=7; EC: n=7; EM: n=7 para analises em tecido
cardiaco.

29



Com relagao a carbonilagao de proteinas, no plasma o grupo EM apresentou
um aumento significativo em relagao aos grupos SM e EC (Fig. 16A). Com relagao
ao grupo SC, o grupo EM néo apresentou diferenga estatistica. Contudo, ha uma
tendéncia no aumento de proteina carbonilada neste grupo em relagdo ao grupo SC
(P=0,052). Este dado sugere que a nivel sistémico a associagdo do treinamento
fisico aerdobio com o consumo de MATE aumenta a carbonilagao de proteinas. Ja no
tecido cardiaco, a carbonilagdo de proteinas se mostrou aumentada no grupo SM
em relagcdo ao grupo EM (Fig. 16B). Este dado sugere que no tecido cardiaco o
consumo de MATE aumenta a dano oxidativo nos animais sedentario e o

treinamento aerdbio se contrapdem a este efeito do MATE.
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Figura 16- Carbonilagdo de Proteinas analisada em plasma (A) e no tecido cardiaco
(B). Dados exibidos em média + erro padrdo. * SM vc EM; ** EM vs SM e EC. A
comparacgao foi realizada por ANOVA two-way, com post-hoc de Bonferroni. p <
0,05. SC: n=6; SM: n=6; EC: n=8; EM: n=4 para analises em plasma. SC: n=6; SM:
n=7; EC: n=7; EM: n=7 para analises em tecido cardiaco.

5.7. Equilibrio Redox

A razdo GSH/GSSG é utilizada como um padrao de equilibrio redox. Tendo
em vista que o MATE possui moléculas antioxidantes e o treinamento fisico aerdbio
promove aumento das concentragdes de GSH em diferentes tecidos, fomos avaliar

se o consumo desta bebida poderia alterar a razdo GSH/GSSG.

Tanto no plasma (Fig 14A e B) quanto no tecido cardiaco (Fig. 14D e E) a
concentracao de GSH e GSSH nao foi significativamente alterada entre os diferentes
grupos experimentais. A razdo GSH/GSSG, que determina o equilibrio redox, nao foi

alterada a nivel sistémico (Fig. 14C). Porém, no tecido cardiaco houve um aumento
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significativo na razdo GSH/GSSG no grupo SM em comparagao ao grupo EC. Este
dado sugere que o consumo de MATE por sete dias promoveu uma melhora do

equilibrio redox do musculo cardiaco.
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Figura 17 — Concentragdes de GSH, GSSG e a razdo GSH/GSSG no plasma (A, B
e C) e no tecido cardiaco (D, E e F), respectivamente. Dados mostrados como média
* erro padrao. * SM vs. EC. A comparagao foi realizada por ANOVA two-way, com
post-hoc de Bonferroni. SC: n=6; SM: n=7; EC: n=9; EM: n=8 para analises em
plasma. SC: n=6; SM: n=7; EC: n=7; EM: n=7 para analises em tecido cardiaco.
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5.8. Atividade das Enzimas Antioxidantes

A atividade da catalase foi avaliada no eritrécito e no tecido cardiaco dos
diferentes grupos experimentais. Tanto em eritrécitos (Fig. 18A) quanto no musculo
cardiaco (Fig. 18B) ndo observamos altera¢des significativas na atividade da
catalase nos diferentes grupos experimentais. Contudo, vale ressaltar que houve
uma tendéncia a um aumento significativo da atividade desta enzima no grupo EC
em comparagao ao grupo EM (p=0,067) nos eritrécitos (Fig. 18A). Este dado aponta
para uma possivel adaptacao sistémica da atividade da catalase em resposta ao

treinamento fisico aerdbio, que é perdida quando o animal ingere MATE.
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Figura 18 - Atividade da Catalase em eritrocito (A) e no tecido cardiaco (B). Dados
exibidos em média £ erro padrdo. A comparagao foi realizada por ANOVA two-way,
com post-hoc de Bonferroni. p < 0,05. SC: n=6; SM: n=6; EC: n=7; EM: n=7 para
analises em eritrécito. SC: n=6; SM: n=7; EC: n=7; EM: n=7 para analises em tecido
cardiaco.

A atividade da superéxido dismutase (SOD) também foi avaliada. Em
eritrocito o grupo SC teve atividade da SOD menor em relagdo aos outros grupos
(Fig 19A), enquanto no tecido cardiaco o grupo EC teve a atividade da SOD
aumentada em relagao aos grupos SC e SM (Fig. 19B). Estes dados indicam que a
nivel sistémico, em sete dias, tanto o treinamento fisico aerébio quanto o MATE séo
capazes de modular a atividade da SOD, sem que um tratamento interfira no outro.
Enquanto que, no tecido cardiaco, o MATE inibiu o aumento da atividade enzimatica

promovida pelo treinamento fisico aerdbio.
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Figura 19 - Atividade da SOD analisada em eritrocito (A) e no tecido cardiaco (B).
Dados exibidos em média £ erro padrdo da média. * EC vs. SC e EC vc. SM; ** SC
vs SM, EC e EM. A comparagéo foi realizada por ANOVA two-way, com post-hoc de
Bonferroni. p < 0,05. SC: n=6; SM: n=6; EC: n=7; EM: n=7 para analises em
eritrécito. SC: n=6; SM: n=7; EC: n=7; EM: n=7 para analises em tecido cardiaco.
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5.9. Biomarcadores de Lesdao Muscular e Hepatica

As modificagbes sistémicas de marcadores de estrese oxidativo nem sempre
representam alteracdes teciduais. Tendo em vista este conceito as concentracdes

de biomarcadores de lesdo tecidual foram analisadas.

Pode ser observado na tabela 3 que o grupo sedentario tratado com MATE
(SM) teve uma concentragdo de CK plasmatica significativamente menor em
comparagao com o grupo treinado com consumo de MATE (EM). Este resultado
sugere que o aumento de CK no grupo EM se deve ao treinamento fisico aerdbio e
nao ao consumo de MATEf. Com relacdo a concentracdo plasmatica de LDH néo

houve diferenca significativa entre os grupos analisados

N&o foi observado diferenga significativa nas concentragdes plasmaticas de
TGO e TGP entre os grupos experimentais (Tabela 3). Contudo, concentragéo
plasmatica de Gama-Glutamil Transferase (GGT), um importante marcador de lesao
hepatica, se mostrou reduzida no grupo EM em relagdo ao grupo EC. Este dado
sugere que o mate promoveu uma hepatoprotegdo, reduzindo assim o

extravasamento de GGT para o plasma.
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Tabela 2 — Biomarcadores de Lesao Celular.

CK (U/L) LDH (U/L) TGO (U/mL) TGP (U/mL) GGT (U/L)

sc 1028 £+ 238,4; 1932+2679: 3,15+015 2,68+0,19 8288 +2354;
n=7 n=6 n=7 n=6 n=6

oy “ABSENSTS 23291258,  3,0240,22; 245:065 107215
n=7 n=6 n=7 n=6 n=7

Ec 1243%1474; 2258+1677; 38+051; 252031, 1354+ 131;
n=9 n=9 n=9 n=8 n=9

eq 1531%3347; 270542204, 3,35%039; 2,68+045 6,18+ 1.24;
n=7 n=8 n=7 n=8 n=79%

p <0,05 ; ; ; <0,05

Dados exibidos como média * erro padrdo. * SM vs EM, # SM vs SC, $ EM vs EC. A
comparacgao foi realizada por ANOVA two-way, com post-hoc de Bonferroni. p <

0,05.
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6. Discussao

Algumas das caracteristicas morfologicas e funcionais que descrevem a
cardioprotecdo sdo a area de infarto e a pressdo desenvolvida pelo ventriculo
esquerdo (PDVE), respectivamente. As duas analises foram avaliadas apos a injuria
por isquemia e reperfusdo (I/R) e, nesse estudo, verificou-se que houve uma maior
manutencdo da fungao cardiaca durante a reperfusido através do consumo do MATE
e da pratica do treinamento aerdbio de intensidade baixa/moderada por sete dias.
Nossos dados também mostram que a associagcdo do com o consumo de MATE
promove a perda da cardioprotecdo gerada pelas intervengdes em separado. Com
relacdo a verificagcdo da area de infarto, houve uma diminuigdo promovida pelo
consumo do MATE e pelo treinamento aerdbio. Quando o treinamento aerdbio foi
associado ao consumo do MATE nao houve alteragdes na area de infarto,

corroborando com os dados de fungao cardiaca.

Os resultados deste trabalho relacionados ao consumo de mate corroboram
com os que foram encontrados por Schinella et al. (2005), porém, também pela
primeira vez, foi testado a eficacia do consumo de MATE na cardioprotecéo. Kuible
& Haass (1996) classifica a cardioprote¢do de duas formas: adaptacéo fisiolégica e
terapéutica. Ao verificar que o consumo de MATE pode levar a cardioprotegao,
pode-se entdo sugerir que esta pode ser uma abordagem terapéutica na prevengao
da injuria por isquemia/reperfusdo. Os resultados relacionados ao treinamento
aerébio também estdo alinhados com a literatura. Rodrigues et al. (2014)
verificaram a cardioprotecao induzida pelo treinamento fisico aerdbio em um
protocolo de oito dias de treinamento aerdbio. Nesse trabalho foi sugerido que o
treinamento aerobio por oito dias leva a uma melhora do sistema autonémico,
justificando a cardioprote¢do apos infarto agudo do miocardio (IAM) promovido pela

oclusao da artéria coronaria esquerda.

Uma das principais adaptacbes que podem levar a cardioprotecédo € a
melhora da responsividade do sistema antioxidante a uma maior producdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Diversos trabalho tem mostrado que o
treinamento aerodbio é capaz de modular os mecanismos de defesa antioxidante e os

de producdo de EROs e NROs e, desta forma, promover cardioprote¢dao. Powers et
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al. (1998), mostraram que dez semanas de treinamento fisico aerébio periodizado
(75-80% VO2Max, 30-90 min/dia) foram capazes de proporcionar cardioprotegdo em
ratos submetidos a protocolo de isquemia/reperfusdo in vivo. Por outro lado, ha
relatos de cardioprotecdo através do uso de produtos naturais com potencial
antioxidante. Li et al. (2012) mostraram que o composto Ginsenosideo Rb1 é eficaz
na diminuicao do estresse oxidativo em cardiomidcitos expostos a H20:2 (perdxido de
hidrogénio). Ma et al. (2013) verificaram que o tratamento prévio por sete dias com
extrato das raizes da espécie Astragalus membranaceus, bastante utilizado na
China e em outros paises da Asia, reduziram significantemente a area de infarto
além de melhorar a performance cardiaca e diminuir o extravazamento de Lactato
Desidrogenase (LDH), da isoforma cardiaca da Creatina Quinase (CK-MB) e
Troponina Cardiaca (cTnl). Além disso, este estudo verificou uma diminuigdo da
concentragdo de malonildialdeido (MDA) e um aumento da atividade da superéxido

dismutase (SOD) em tecido cardiaco.

Schinella et al. (2005) sugeriram que o possivel mecanismo cardioprotetor
modulado pelo MATE seria a regulacéo da Oxido Nitrico Sintase Endotelial (eNOS).
Visando avaliar esta possibilidade, quantificamos a concentracdo de nitrito em
plasma, como forma de mensuracao sistémica indireta da produgao de 6xido nitrico
(NO). No nosso modelo experimental ndo houve alteragdo na concentragéo de nitrito
plasmatico, sugerindo que, possivelmente, o mecanismo responsavel pela
cardioprotecado vista no modelo experimental deste estudo ndo € o0 mesmo que o
visto pelo estudo de Schinella et al. (2005). Uma possivel explicagdo para esta
diferenca pode estar relacionada a diferenga experimental entre o consumo do mate
que foi realizado por nds e a perfusao direta de mate no miocardio feita no trabalho
de Schinella et al. (2005). Diversos compostos bioativos contidos no MATE séao
absorvidos e metabolizados no sistema gastrointestinal, sofrendo assim
modificagdes quimicas importantes que gerardo os efeitos ja citados anteriormente
(Oliveira, 2013; Murad, 2013). Esta metabolizagdo n&o aconteceria no tecido
cardiaco, durante a perfusdo com o MATE, ndo gerando assim as mesmas

adaptacgdes vistas em nosso estudo.

Outro mecanismo que estaria envolvido com a cardioprotecdo seria o de
modulacao da enzima NADPH Oxidase (NOX). O anion superoxido produzido pela

atividade da NOX, em reagdo com NO produzido pela enzima Oxido Nitrico Sintase
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Induzida (iNOS), resulta em peroxinitrito (ONOQO*), espécie reativa de nitrogénio com
alto poder de reatividade, e uma das principais responsaveis pela injuria promovida
por isquemia/reperfuséo (Jiao et al., 2009). Farah et al. (2013) estudaram o efeito
cardioprotetor do treinamento fisico aerdbio. Ratos Wistar foram submetidos a
treinamento por 5 semanas, 5 vezes ao dia, 45 minutos por dia, a 70% da
velocidade maxima obtida em teste maximo. Este protocolo foi suficiente para
aumentar a atividade da eNOS, mensurada pela sua fosforilagao, e pelo aumento da
concentragdo de nitrito no ventriculo esquerdo. Porém o aumento exarcebado da
producdo de NO pela eNOS apds injuria por I/R também leva a um aumento da
producdo de ONOO’, causando perda da cardioprotecdo. Portanto, uma
possibilidade relacionada a cardioprote¢cao observada por nés seria uma reducéo da
atividade da NOX, promovida pelo tratamento com MATE. Nossos resultados n&o
mostraram nenhuma modulagdo na atividade desta enzima nos grupos que
consumiram MATE, portanto a cardioprotecdo observada neste grupo nao pode ser
atribuida a uma modulacdo da atividade da NOX. Os dados de atividade da NOX
somados aos dados de concentragdo plsmatica de nitrito sugerem que 0 mecanismo
de modulagao da producdo de ONOO® ndo é modulada pelo consumo de MATE e

pela pratica de treinamento fisicos aerébios em curto periodo de tempo.

O consumo de MATE, porém, parece modular os biomarcadores de estresse
oxidativo de maneira diferenciada, dependendo do tempo de tratamento, da dose e
do tecido analisado. Boaventura et al. (2011) mostrou que o consumo de 1L/dia de
MATE por 90 dias, com ou sem intervencdo alimentar, ndo alterou a peroxidacao
lipidica ou a carbonilagdo de proteinas em plasma de sujeitos dislipidémicos. Bravo
et al. (2013) verificou que nao houve diferenga significativa na peroxidacéo lipidica e
na carbonilacdo de proteina em plasma de animais submetidos ao consumo ad
libitum de MATE; no entanto, quando analisados os niveis de malonildialdeido (MDA
- principal biomarcador de peroxidagéo lipidica) e carbonilagcdo de proteinas em
tecido hepatico, os autores mostraram um aumento promovido pelo consumo de
MATE nos animais normolipidémicos, sugerindo um provavel efeito pro-oxidante do
MATE para este tecido. Corroborando com os dados de Boaventura et al. (2011) ndo
observamos aumento na peroxidacdo lipidica plasmatica do grupo que consumiu
MATE. Contudo, houve uma tendéncia ao aumento desse biomarcador em tecido

cardiaco no grupo SM. Quando analisamos a carbonilagéo de proteinas no plasma
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foi visto que o ataque das EROs as proteinas foi maior no grupo EM em comparacéao
aos grupos SM e EC. Embora a diferenga entre os grupo EM e SC nao tenha
apresentado significancia, ha forte tendéncia ao aumento de PC no grupo EM em
relagdo ao controle, visto que o p foi de 0,0523. Corroborando com Boaventura et al.
(2011) o consumo de MATE nao promoveu aumento na carbonilagdo de proteina a
nivel plasmatico, porém, interessantemente, a associagdo do consumo de MATE ao
treinamento fisico fisico gerou um aumento na carbonilagdo de proteinas. Este dado
sugere que esta associagdo gera um quadro pré-oxidativo sistémico. Em
contrapatida, no tecido cardiaco houve aumento de PC no grupo que ingeriu mate
em comparagao com o grupo EM. Este dado sugere que a nivel cardiaco o MATE
tem efeito pré-oxidante e que o treinamento fisico se opbde a este efeito. Vale
ressaltar ainda que os nossos dados corroboram com a hipétese de efeito anti e proé-

oxidante tecido-dependente

A cardioprotecéo induzida pelo consumo de MATE pode estar relacionado
ao efeito pro-oxidante observado por nés no tecido cardiaco. Um dos principais
mecanismos que promovem adaptacdes relacionadas a cardioprotecdo é o pré-
condicionamento isquémico, que é definido por Kubler e Haas (1996) como a
tolerancia isquémica gerada por curtos periodos de isquemia/reperfusdo. Este
mecanismo gera um aumento controlado na produgdo de EROs, que promove o
aumento da capacidade antioxidante pelo aumento da ativagdo do Fator 2
Relacionado a NF-E2 (NRF2). A NRF2 é um dos principais fatores de transcrigao
associados a expressdao de mRNA relacionados as enzimas antioxidantes. Com
isso, ha uma diminuicdo das vias promotoras de lesdo mitocondrial e apoptose
relacionado a injuria por I/R (Huang et al., 2014; Stein et al., 2012). Este conceito
tem sido explorado e estudos com pré-condicionamento induzido por vitaminas,
farmacos e produtos naturais sdo descritos na literatura. Veskoukis et al. (2012)
analisou os efeitos in vitro e in vivo de um extrato do bagago da uva rico em
polifendis. Neste estudo os autores encontraram um aumento significativo de
peroxidagao lipidica em eritrocitos e em tecido cardiaco no grupo que consumiu O
extrato e realizou a rotina de treinamento fisico. Knab et al. (2014) mensurou os
parametros de estresse oxidativo em ciclistas apds suplementacdo com uma bebida
rica em polifendis, a base de frutas secas, por 17 dias. Nos ultimos 3 dias de

suplementagao os ciclistas foram submetidos a uma sessao de treino com duracgéo
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de 2h15min e intensidade de 70%-75% do VO2wmax. Foi observado um aumento de
82% na carbonilagdo de proteinas em plasma, que, segundo o autor, ndo sofreu
influéncia da suplementacgéao, sugerindo que o extrato utilizado no estudo n&o gerou
alteracdes no perfil inflamatorio e oxidativo em ciclistas treinados. Liu et al. (2014)
mostraram que o pré-condicionamento induzido pelo consumo de quercetina leva a
cardioprotecdo, diminuindo a peroxidacao lipidica e aumentando a atividade da
superoxido dismutase (SOD), da catalase, da Glutationa Peroxidase (GPx) e da
Glutationa Redutase (GR) em tecido cardiaco. Porém, Casuso et al. (2014)
mostraram que a suplementacdo com quercetina por cinco dias foi capaz de
aumentar a carbonilagao de proteina em cérebro de ratos Wistar, sugerindo também
que a quercetina manifesta um efeito pré-oxidante. Zhang et al. (2010) observou que
o tratamento com concentragdes sub-letais de 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE), um dos
principais compostos relacionados a peroxidacao lipidica, promoveu cardioprotecao
aumentando a performance da PDVE apés injuria por I/R, e verificou que este efeito
esta relacionado a uma maior ativagdo de NRF2 no coragdo. O efeito pré-oxidante
promovido pelo consumo de MATE mostrado neste estudo em tecido cardiaco pode
estar promovendo o aumento da expressdo de mRNA de enzimas antioxidantes
durante a injuria por I/R via ativacdo de NRF2. Este aumento de expressido de
MRNA relacionados as enzimas antioxidantes ja foi relatado anteriormente por
Matsumoto et al. (2009), com o mesmo tempo de consumo de MATE utilizado neste

estudo, em mulheres saudaveis.

Os niveis de glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) sé&o
bons parametros do estado redox a nivel celular. No nosso trabalho foi mostrado
que o consumo de MATE leva a um aumento significativo da razdo GSH/GSSG, em
comparagao ao treinamento fisico aerébio no tecido cardiaco. Este aumento pode
ser justificado pelo aumento da carbonilagdo de proteinas provocado pelo consumo
de MATE, aumentando a mobilizacdo do sistema antioxidante. Este fenébmeno ja foi
relatado anteriormente in vitro por Mukherjee et al. (2007) em células endoteliais.
Neste estudo foi visto que 30 mM de N-Acetilcisteina (NAC), um antioxidante com
radical tiol, foi capaz de aumentar os niveis de GSH (aumentando também a razéo
GSH/GSSG) e, com a mesma concentragao, verificou-se uma maior carbonilagdo de
proteinas. Mukherjee et al. (2007), nesse mesmo trabalho, mostra uma diminuigao

da carbonilacdo de proteinas quando utilizadas concentragcbes menores de NAC.
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Este trabalho mostra que o NAC, em altas concentragcbes, apesar de melhorar a
razao GSH/GSSG, promove um efeito pro-oxidante. Nés utilizamos a dose de 1g/kg
de peso corporal da erva, diluido em 1 mL de agua. Esta concentragdo equivale ao
consumo de 1,5L de MATE em condi¢des de consumo humano (Miranda et al.,
2008). Visto que esta concentragdo pode ser alta para o consumo de animais de

pequeno porte, pode-se fazer um paralelo com o trabalho de Mukherjee et al. (2007).

As enzimas antioxidantes sdo essenciais para a manutencado do equilibrio
redox. Quando células cardiacas s&o submetidas a periodos prolongados de
isquemia seguido de reperfusdo as enzimas antioxidantes sofrem uma queda em
sua atividade, em resposta a alteragdes fisiolégicas como diminuicdo do pH,
aumento das concentragdes de Ca*™ entre outras alteragdes (Tullio et al., 2013).
Porém, essas enzimas também sofrem adaptacdes positivas, levando a uma
manutencado do estado redox. Hamilton et al. (2003) mostraram que o treinamento
aerobio de intensidade moderada a alta (60-70% VO2Max, 30 a 50 minutos/dia) por
cinco dias consecutivos foi capaz de promover o aumento da atividade da
superdxido dismutase (SOD) em tecido cardiaco. Estes autores atribuiram a
cardioprotegcao observada ao aumento da atividade da SOD. Este mesmo trabalho
também contou com a intervengao por suplementacdo de antioxidantes como o
acido ascorbico, a NAC e catequinas, por seis semanas, antes do protocolo de
treinamento, e viram que ndo houve mudancas na atividade da SOD promovida pela
suplementacado de antioxidantes. Também nao observaram mudangas na atividade
da Catalase cardiaca depois da suplementacdo e da rotina de treinamento fisicos.
Em nosso trabalho foi verificado um aumento significativo da SOD em eritrécito nos
grupos SM, EC e EM, além de um aumento significativo na atividade da SOD em
tecido cardiaco no grupo EC, comparado aos grupos SC e SM. O aumento da
atividade da SOD em eritrocitos foi mostrado em estudos com cavalos (Lamprecht et
al., 2012) e em ratas Wistar jovens e idosas (Pereira, 2013). Interessantemente nao
observamos diferengca na atividade da SOD em eritrocito entre o grupo EM e os
grupos SM e EC, sugerindo que a associagdao do consumo de MATE com o
treinamento fisico aerébio ndo modula a atividade da SOD, sendo esta modulagao
feita somente pelo consumo de MATE ou pelo treinamento fisico aerdbio. O
aumento da atividade da SOD no grupo EC em comparagao aos grupos SC e SM no

tecido cardiaco, a manutengao da atividade da Catalase em todos os grupos no
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tecido cardiaco e a tendéncia encontrada na comparacao da atividade da Catalase
entre os grupos EC e EM em eritrécito (p = 0,07) mostram um comportamento
semelhante ao que foi visto no trabalho de Hamilton et al. (2003). Uma causa
provavel para este comportamento é a alta capacidade antioxidante do MATE, que,
associado ao treinamento fisico aerdbio, pode estar promovendo um retardamento
na adaptacado da SOD, levando assim a uma diminui¢ao da cardioprotecao induzida

pelo treinamento fisico.

Evidéncias recentes apontam para um papel modulador do consumo de
compostos com alta capacidade antioxidante no perfil inflamatério e oxidativo.
Carrera-Quintanar et al. (2014) estudaram as adaptag¢des relacionadas ao estresse
oxidativo de neutrdfilos e linfécitos apds 21 dias de treinamento de forca com énfase
em treinamento fisicos excéntricos, com suplementacdo de antioxidantes. Neste
trabalho um grupo consumiu um extrato de Lippia Citriodora, outro consumiu uma
bebida feita a base de améndoa, e um terceiro grupo consumiu uma mistura dos
dois antioxidantes, além do grupo controle que ndo consumiu antioxidantes. Foi
mostrado que o consumo dos dois antioxidantes somados diminuiram
significativamente a expressao de mRNA de Mn-SOD, de Cu-Zn-SOD e de GR em
neutrofilos. Michailidis et al. (2013) verificou as vias de inflamag&o e de estresse
oxidativo ap6s uma sessao de 300 contracbes excéntricas e oito dias de
suplementacdo com NAC. Todos os biomarcadores de estresse oxidativo foram
potencializados pela suplementacdo com NAC e, apds oito dias de suplementacgao,
houve uma diminuigdo significativa do torque de forga muscular no grupo que
recebeu a suplementacdo de NAC. Em paralelo, os autores demonstraram via
dosagens de interleucinas, que o grupo que recebeu NAC apresentava um perfil
inflamatorio reduzido. A redugao do perfil inflamatério levou a inibicao da fosforilagao
de mTOR e a ativagdo de MyoD, que s&o responsaveis pela ativagdo das vias de
sintese de proteinas e de diferenciagcdo de células satélites, diminuindo assim a
recuperacao muscular e, portanto, justificando a diminuicdo do torque de forga
muscular. Essas evidéncias mostram que o consumo exacerbado de antioxidantes
pode inibir as adaptacbes do sistema antioxidante relacionadas ao treinamento
fisico, podendo assim inibir também a cardioprote¢cao induzida por este tipo de

intervengao. Estes achados corroboram com os resultados apresentados por nos,
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com reducao da cardioprote¢cdo quando ha associagao entre consumo de MATE e

treinamento fisico.

Os biomarcadores de lesdo celular em plasma podem ser considerados
como as respostas teciduais ao estresse oxidativo. As enzimas CK e LDH, quando
encontradas no plasma, indicam leséo a nivel muscular, enquanto TGO, TGP e GGT
sdo parametros de funcdo hepatica (Ramos et al., 2013). Um estudo recente
mostrou que as concentragdes plasmaticas de creatina quinase (CK), lactato
desidrogenase (LDH), transaminase glutamico-oxaloacética (TGO), transaminase
glutédmico-piruvica (TGP) e gama-glutamil transferase (GGT) aumentam em resposta
a uma unica sessao de treinamento aerdbio de alta intensidade, sendo esta ultima
enzima também encontrada em valores significativamente altos em resposta a uma
unica sessao de treinamento aerdbio de intensidade baixa (Ramos et al., 2013). No
nosso trabalho vimos que a concentracdo de CK no plasma se mostrou menor no
grupo SM quando comparado com o grupo EM. Este dado sugere uma possivel
protecdo promovida pelo consumo do MATE, que ¢€é atenuada quando o
treinamento aerébio é praticado concomitantemente ao consumo de MATE. Com
relagdo ao tecido hepatico, nossos dados mostram que ha uma diminuicdo da
concentragdo plasmatica de GGT no grupo EM se comparado ao grupo EC,
sugerindo assim uma hepatoprote¢cado promovida pelo consumo do MATE associado
ao treinamento fisico.. Esta provavel hepatoprotecdo promovida pelo consumo de
MATE ja foi relatada por Martins et al. (2009). Estes autores mostraram que
camundongos suigos submetidos a doses diarias de 0,5g/kg de peso corporal
apresentaram reducao da peroxidagéo lipidica hepatica. Nossos dados para o grupo
EM corroboram com os dados de Martins et al. (2009). Contudo vale ressaltar que
pela primeira vez € observado uma diminuicdo da lesdo hepatica promovida pelo
treinamento fisico através do consumo de MATE. A auséncia de alteragdo na
concentragdo de GGT no grupo SM em comparagdo com o grupo SC pode ser
explicada em fungao do curto periodo de consumo do MATE (7 dias), ja que Martins

et al. (2009) suplementou os animais por 60 dias.

Os dados mostrados neste trabalho mostram um novo panorama para o
consumo do MATE. A cardioprotecao induzida pelo treinamento fisico aerébio ja é
bem caracterizada na literatura, mas a sua associagao ao consumo de MATE, um

alimento largamente consumido na América do Sul, ainda ndo havia sido estudado.
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O pré-condicionamento promovido pelo consumo do MATE e a inibicdo da
adaptacdo da superoxido dismutase ao treinamento fisico aerébio causado pela
associacdo com o0 consumo da erva representa um novo norteamento para os
estudos relacionado o consumo de MATE a reducdo dos eventos cardiovasculares,

bem como a promog¢ao de cardioprotegao.

Tendo em vista que a maior parte das analises do sistema antioxidante no
tecido cardiaco foram realizadas sem injuria por I/R, ndo podemos sugerir quais as
adaptagdes as intervengdes podem promover nessa situagdo. Portanto, outros
estudos sdo necessarios para elucidar os efeitos do consumo de MATE no sistema

antioxidante durante e apds a injuria por I/R.
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7. Conclusoes

O treinamento fisico aerdbio por sete dias, conforme ja é relatado pela
literatura, promove cardioprotecdo e uma das vias envolvidas neste fenbmeno é o
aumento da atividade da SOD cardiaca. Este fenbmeno também é visto a nivel
sistémico. O consumo de MATE promove cardioprotecdo e uma provavel justificativa
seria 0 ambiente pro-oxidativo gerado pelo consumo da erva, proporcionando um
pré-condicionamento. A melhora do balanco redox mostrada pelo consume de

MATE pode estar relacionado a este pré-condicionamento.

O consumo de MATE associado ao treinamento fisico, em sete dias, néo
proporciona cardioprotecdao, provavelmente por uma inibicdo da adaptacado das

enzimas antioxidantes promovida pelo treinamento fisico.

As adaptacgdes vistas em plasma e eritrécito se diferenciam das percebidas

em tecido cardiaco, sugerindo uma provavel adaptacao tecido-dependente.

O aumento da carbonilacdo de proteinas em plasma promovido pelo
consumo do MATE associado ao treinamento fisico aerdbio em sete dias pode estar
relacionado com uma tendéncia a uma diminuicdo da atividade da Catalase em

eritrécito, observado no mesmo grupo.

A diminuicado do extravasamento de Gama-GT promovida pelo treinamento

fisico através do consumo de MATE sugere um efeito hepatoprotetor
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