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RESUMO

Alternativas adjuvantes para diminuir a absorgdo do ferro podem contribuir para o
tratamento da hemocromatose hereditaria (HH) e consequentemente, auxiliar para
reduzir o risco a outras comorbidades. O presente estudo investigou o efeito da infusao
de folhas de erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil.) na absorcao do ferro nao heme
em pacientes com HH para o genétipo HFE. Foram também avaliados o impacto do
tempo de infusdo e do volume de agua na obtengdo de uma infusao de folhas de
erva-mate com alto conteudo fendlico e de atividade quelante de ferro e a estabilidade
dessas propriedades, no tempo de armazenamento e temperatura (imediatamente e
apds 24 h a 8 e 25 °C). Um estudo randomizado, controlado e cruzado de trés bracos
foi conduzido em pacientes com HH HFE, com idade entre 29-69 anos e em terapia de
manutencao. Os quatorze pacientes com HH HFE ingeriram uma refeicdo padronizada
contendo 11,4 mg de ferro e 200 mL de cada bebida: 4gua (controle), infusédo de folhas
de erva-mate ou suspensao de Silybum marianum (diluida em 200 mL de agua). As
bebidas foram oferecidas aleatoriamente e separadas por um periodo de 7 dias de
washout. As amostras de sangue foram coletadas em jejum e ap6s 1, 2, 3 e 4 horas
do consumo da refeicao, para a medida do ferro sérico. No estudo in vitro, a maior
concentragao de fendis totais (18,1 mg/mL) e de atividade quelante de ferro (~ 100 %),
foram observados para o tempo de infusdo de 10 min., utilizando 30 g folhas/300 mL
agua. O armazenamento a 8 ou 25 °C por 24 h diminuiu a concentragéo de fendlicos
totais e dos acidos di-cafeoilquinicos em 23,5% e 25,5%, respectivamente (p < 0,05),
sem afetar a atividade quelante de ferro, devido a uma saturacao do efeito quelante com
uma concentracao fendlica de 3,34 mg/mL. No ensaio clinico, quando os participantes
ingeriram a refeicdo com a infusdo de folhas de erva-mate, ocorreu uma significativa
reducdo da absorcdo de ferro, de acordo com todos os parametros derivados das
curvas de ferro sérico, area sob a curva (AUCy_4p) 173,3 + 44,7 pmol.min~'.L~1, pico
maximo de absorcéo do ferro (Amax) 1,3 £ 0,3 umol/L e recuperacao do ferro no pico
maximo (% Femax) 2,4 £ 0,5% em comparagcao as demais bebidas, no caso, a agua
(AUCq_4p, de 1449,4 + 241,5 umol.min™'.L™', Apmax de 9,1 = 1,4 pmol /L e %Femax
de 16,2 + 2,6%) e a suspensao de Silybum marianum (AUCy_4p de 2195,2 + 399,9
umol.min™t.L=1, Amax de 12,5 + 2,2 umol/L e %Femax de 21,7 + 3,6%); p < 0,001 para
todos os parametros derivados das curvas de ferro sérico (média + erro padrao da
média). Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre a 4gua e a suspenséo
de Silybum marianum; p > 0,05. O estudo in vitro mostrou que o tempo e o volume de
agua, normalmente utilizados no preparo de infusdes, afeta a extragdo de compostos
fendlicos e da atividade quelante de ferro. A atividade quelante apresentou um efeito
saturante a uma baixa quantidade de fendis totais e, consequentemente, a infusao foi
altamente estével sob refrigeragédo e a temperatura ambiente para a a¢ao quelante. O
ensaio clinico mostrou um significativo efeito inibitorio da infusdo de folhas de erva-
mate (100 mg/mL) sobre a absorcao do ferro, com uma reducédo de 88% da AUC,
comparado ao controle (agua). Tanto os resultados in vitro quanto in vivo mostraram
uma infusdo com importante potencial como quelante natural de ferro. A ingestao
da infusdo de folhas de erva-mate inibiu significativamente a absor¢cédo do ferro em
pacientes com HH HFE e, portanto, deve ser considerada como um possivel adjuvante
para o controle da sobrecarga de ferro no organismo.

Palavras-chave: Infusédo de folhas de erva-mate (/lex paraguariensis). Atividade que-



lante de ferro. Hemocromatose hereditaria. Absorcédo. Ensaio clinico controlado e ran-
domizado.



ABSTRACT

Adjuvant alternatives to inhibit iron absorption can contribute to the treatment of hered-
itary hemochromatosis (HH), and consequently help to reduce the risk of other co-
morbidities. This study proposed to investigate the effect of llex paraguariensis leaf
infusion on the absorption of non-heme iron in HH patients with the HFE genotype.
The impact of infusion time and the water volume to obtain an llex paraguariensis leaf
infusion with high phenolic content and iron chelating activity, such as the stability of
these proprieties in the storage time and temperature (immediately and after 24 h at
8 and 25 °C) were also assessed. A three-way randomized, controlled, and crossover
trial was conducted on patients, aged 29-69 years, undergoing maintenance therapy.
Fourteen HFE-HH patients ingested a meal containing 11.4 mg iron and 200 mL of
each beverage: water (control), llex paraguariensis leaf infusion, or Silybum marianum
suspension (diluted in 200 mL of water). The beverages were offered in random order,
at intervals separated by a washout period of 7 days. Blood samples were drawn shortly
before and 1, 2, 3, and 4 h after the meal for serum iron measurement. For the in vitro
study, the highest phenolic content (18.1 mg/mL) and iron chelating activity (~ 100%)
were observed for 10 min. infusion time using 30 g leaves/300 mL water. Storage at
8 or 25 °C for 24 h decreased total phenolics and di-caffeoylquinic acids by 23.5%
and 25.5%, respectively (p < 0.05), without affecting the iron-chelating activity due to
a saturating chelating effect at 3.34 mg/mL phenolic content. About the results in the
clinical trial, when the participants ingested the meal with the llex paraguariensis leaf
infusion there was a highly significant reduction in their iron absorption, according to
all the parameters derived from the serum iron curves, area under the curve (AUCq_44)
173.3 +44.7 ~1.L71 the maximum increase in serum iron concentration (Amax) 1.3 £
0.3 umol/L, and iron recovery at peak max. (%Femax) 2.4 + 0.5% compared to both
water (AUCq_4p, of 1449.4 2415 =1 =1 Ay of 9.1 = 1.4 pmol/L, and iron recovery
at peak max. of 16.2 + 2.6%) and Silybum marianum suspension (AUC(0-4h) of 2195.2
+ 399.9 uymol.h-1.L-1, Amax of 12.5 £ 2.2 pmol/L, and Y%Femax of 21.7 £ 3.6%); p <
0.001 for all the parameters derived from the serum iron curves (mean £ SEM). No
significant difference was found between water and Silybum marianum suspension; p
> 0,05. The in vitro results showed that the commonly used infusion time and water
volume affected the extraction of phenolic compounds and the iron-chelating activity of
the llex paraguariensis leaf infusion, which has a saturating effect at low total phenol
content. Consequently, the llex paraguariensis infusion was highly stable under refrig-
eration and at room temperature for the iron-chelating activity. The clinical trial showed,
a significant inhibitory effect of llex paraguariensis leaf infusion on the iron absorption
in patients with HFE-HH after ingestion of a single meal, with 88% reduction of the
AUC compared to control (water). Both, the in vitro and in vivo results showed an llex
paraguariensis leaf infusion with important potential as natural iron-chelating. Intake
of llex paraguariensis leaf infusion significantly inhibited the absorption of the iron in
patients with HFE-HH and, therefore, should be considered as a possible adjuvant for
iron overload control.

Keywords: llex paraguariensis leaf infusion (erva-mate). Iron chelating. Hereditary
hemochromatosis. Absorption. Randomized controlled trial.
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1 INTRODUGAO

1.1 APRESENTACAO DO PROBLEMA E JUSTIFICATIVA

Considerado o elemento-traco mais abundante no organismo, o ferro esta envol-
vido em varios processos biolégicos e tem a sua homeostase mantida, essencialmente,
pelo controle da sua absorgéo no intestino e liberagéo das reservas corporais. Regu-
lada conforme as necessidades do organismo, ou seja, a absorcdo aumenta apenas
quando ha deficiéncia de ferro (ANDERSON; FRAZER, 2017).

Entretanto, na hemocromatose hereditaria (HH) existe 0 aumento da capacidade
de absorcao do ferro alimentar, independente dos elevados niveis de armazenamento
no organismo. A HH é um problema genético autossdmico recessivo, que gera cerca
de trés a quatro vezes o0 aumento da absorgédo do ferro (ALLEN, K. J. et al., 2008;
VILLANI et al., 2010; TYAGI et al., 2015).

Considerando que o ser humano nao possui um mecanismo especifico para
regular a sua excrecao, o excesso de ferro absorvido se torna tdxico. A sua deposigcao
progressiva e 0 aumento na formacéo de radicais livres causam danos oxidativos e
lesbes em 6rgaos e tecidos (ARRUDA, 2013; TYAGI et al., 2015).

Com a progressao da sobrecarga de ferro em portadores de HH, ao longo do
tempo, ha o comprometimento de érgaos e sistemas, com o aumento do risco para de-
senvolver diabetes, cardiomiopatias, cirrose, artrites, hipogonadismo e canceres (WHI-
TLOCK et al., 2006; VILLANI et al., 2010). Estudos epidemioldgicos tém evidenciado
associagoes entre essa sobrecarga e doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT),
como doencas cardiovasculares e diabetes (ALLEN, K. J. et al., 2008; BASULI et al.,
2014).

Assim, alternativas adjuvantes para diminuir a absorcao do ferro podem con-
tribuir para o tratamento da HH e consequentemente, auxiliar para reduzir o risco
a outras comorbidades. A mais importante e efetiva terapia para portadores de HH,
ocorre através de flebotomias (sangrias) (KOWDLEY et al., 2019).

A ocorréncia estimada para a HH alcanca um caso a cada duzentas pessoas
em populacées com descendéncia caucasiana, apesar de a HH ser, ainda, subdiag-
nosticada (PEREIRA et al., 2001; ADAMS et al., 2009; VILLANI et al., 2010; BRISSOT
etal., 2011).

Para Aguiar et al. (2014), torna-se crescente 0 numero de publicagdes no mundo,
demonstrando a importancia do estudo da HH para o diagnéstico precoce (AGUIAR
et al., 2014) e segundo Tyagi et al. (2015) e Hezaveh e Shidfar (2019) existe a necessi-
dade de novas alternativas terapéuticas para a mesma, considerada uma das doengas
genéticas mais comuns em caucasianos e um problema de saude publica. Segundo
Adams (2015), tanto a Europa, destaque para a regido norte, quanto a América do
Norte, consideram-na a principal doenga genética que atinge a sua populagéao.
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No Brasil, embora existam poucas pesquisas sobre doencas genéticas que
abordam a HH, essas revelam que a frequéncia das mutacdes no pais € similar aquelas
de paises europeus (PEREIRA et al., 2001; BUENO et al., 2006; TERADA et al., 2009;
CRAXl et al., 2011).

Com base nos resultados de alguns estudos, a maioria dos portadores de HH
apresentam mutacao no gene HFE C282Y homozigoto, seguido de mutagcdes no gene
HFE duplo heterozigoto C282Y/H63D e uma menor parcela para HFE C282Y hetero-
zigoto, HFE H63D homozigoto ou HFE H63D heterozigoto e mutagdo no gene HFE
S65C (BOMFORD, 2002; FRANCHINI, 2006; SANDHU et al., 2018). A mutagao C282Y
homozigoto é a mais importante no que diz respeito a associagdo com manifestacoes
clinicas (JACKOWSKI et al., 2004; PORTO et al., 2016) e um menor numero de casos
de HH nao apresenta relacdo com o gene HFE, sdo as mutagdes nos genes HJV,
HAMP, SLC40A1 e TFR2. No presente estudo avaliou-se individuos com HH portado-
res de mutacdes no gene HFE.

Dentre os tratamentos alternativos e coadjuvantes para diminuir a absor¢ao de
ferro, em casos de sobrecarga, alguns estudos consideram a possibilidade do uso
de plantas, infusdes e/ou extratos vegetais com propriedades de quelar o ferro da
alimentacao, efeito atribuido a presenca de determinados compostos fendlicos, que
funcionam como agentes quelantes com especificidade para o ferro (KALTWASSER
et al., 1998; HUTCHINSON et al., 2010; DOORN; GOSSELINK, 2012).

A erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil.) € consumida diariamente pela popu-
lacédo de diversas regides do Brasil, principalmente na regido Sul. Essa € uma planta
rica em compostos fendlicos, conhecida por seu efeito hipocolesterolémico, antioxi-
dante, hepatoprotetor e hipoglicemiante (GUGLIUCCI, 1996; GORZALCZANY et al.,
2001; DA SILVA et al., 2008; DE MORAIS et al., 2009). Além disso, foi demonstrado que
a erva-mate possui elevada capacidade quelante de ferro em estudo in vitro (COLPO
et al.,, 2016).

A propriedade quelante da erva-mate, até o momento, ndo foi avaliada em por-
tadores de sobrecarga de ferro, porém instiga a investigacao de seu efeito para auxiliar
no tratamento da HH. Além do mais, o habito do consumo diario de erva-mate em
muitas regides do pais, principalmente naquelas em que predominam descendentes
caucasianos com risco aumentado para expressar mutacoes para a HH, poderia ajudar
a prevenir as complicagbes da HH.

A hipotese da presente proposta € de que a erva-mate diminui a absor¢ao de
ferro em pacientes com HH portadores de muta¢cées no gene HFE.

1.2 ORIGINALIDADE, RELEVANCIA E CONTRIBUICAO PARA O CONHECIMENTO

A auséncia de estudos sobre o efeito quelante da erva-mate em pessoas com so-
brecarga de ferro, evidencia a originalidade da proposta. Nao foram encontradas, até o
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momento publicagdes cientificas, apds busca em bases de dados (PubMed/MEDLINE,
Scopus e SciELO-Br) e em registros de pesquisas de ensaios clinicos, que buscam o
entendimento do impacto do consumo desta planta em quem apresenta sobrecarga
deste mineral.

A relevancia do estudo esta em contribuir com perspectivas relacionadas ao
tratamento adjuvante da HH. No Brasil, apesar das poucas pesquisas direcionadas a
HH, a frequéncia do seu gendtipo € semelhante a de paises que a consideram um
problema de saude publica. O estudo também envolve uma planta regional de consumo
expressivo. Vale mencionar que o excesso de ferro no organismo da populacao em
geral tem se tornado um problema comum, necessitando de alternativas terapéuticas
(MENDES, J. F. R., 2008; TAO; PELLETIER, 2009; ARANDA et al., 2010; NEGHINA;
ANGHEL, 2011; MARTINS, 2012; AGUIAR et al., 2014; TYAGI et al., 2015; HEZAVEH,;
SHIDFAR, 2019).

Sendo assim, a avaliagcdo do potencial da erva-mate para quelar o ferro em
portadores de HH HFE corresponde a principal contribuicdo cientifica do presente
projeto.

O presente estudo podera auxiliar no desenvolvimento cientifico/tecnolégico na
area da nutricdo envolvendo a hematologia, podendo resultar em impacto positivo na
qualidade de vida dos portadores de HH. Espera-se também contribuir para estudos
com plantas regionais, como a erva-mate, com potencial para auxiliar no tratamento
da HH; favorecer o aumento de pesquisas voltadas a HH no Brasil; verificar o poten-
cial da erva-mate para quelar o ferro e ajudar a evitar a susceptibilidade aumentada
dessa populacao para outras doencas (diabetes, cardiopatias, carcinoma) e assim, nao
aumentar os custos do pais com o tratamento dessas comorbidades.

Além disto, espera-se ajudar a promover a conscientizagdo entre profissionais
da area da saude de que essa doenca genética € comum, que existem terapias ad-
juvantes que podem contribuir para evitar 0 avanco da sobrecarga de ferro e que a
HH requer atencdo em nivel de saude publica. A identificacdo de grupos com predis-
posicao (antes mesmo de apresentarem sintomas), o diagnéstico precoce e a pronta
instituicdo do tratamento sdo capazes de prevenir o aparecimento de complicacées cli-
nicas e, mesmo nos individuos com algum grau de disfung&o organica, podem reverter
ou impedir sua progressao, conforme preconizado pela European Association for the
Study of the Liver (CRAXI et al., 2011) e conforme Bardou-Jacquet et al. (2020).

1.3 ESTRUTURA GERAL DA TESE

O Capitulo | ressalta a importancia do estudo sobre a influéncia da erva-mate
na absorgéo do ferro em portadores de HH HFE, para verificar o seu efeito quelante
contra o ferro e o seu potencial como alternativa para o tratamento adjuvante dos
pacientes. Foram destacados a relevancia e a originalidade do estudo, bem como a
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sua contribuicdo para a Ciéncia, para profissionais da &rea da saude e para portadores
de HH e grupos de risco.

No Capitulo Il estao os objetivos, geral e especificos do estudo.

O Capitulo Il corresponde a revisao bibliografica, envolvendo aspectos da ho-
meostase e absorcado do ferro no organismo humano, a HH e o envolvimento das
mutacdes do gene HFE, além de plantas utilizadas como quelantes naturais em casos
de HH, bem como as caracteristicas e propriedades bioldgicas da erva-mate. Além
disto, o Capitulo também descreve o grupo de risco para a HH HFE no Brasil.

No Capitulo 1V, sdo apresentados os métodos envolvidos para a conducao da
pesquisa in vitro e in vivo e os procedimentos éticos, que foram adotados.

O Capitulo V mostra os resultados obtidos no estudo in vitro com a infusao de
folhas de erva-mate e o estudo in vivo e os resultados para o efeito da infusao de folhas
de erva-mate, na absor¢éo do ferro em portadores de HH HFE.

No Capitulo VI, ocorre a discussao dos principais resultados encontrados, des-
tacando a originalidade e a importancia das evidéncias encontradas para o efeito da
infusdo de folhas de erva-mate na absorgéo do ferro em portadores de HH HFE.

O Capitulo VII destina-se as conclusoes e consideragdes finais, envolvendo os
desfechos observados em relacao aos objetivos da tese, e indicacdes para futuras
pesquisas.

Como APENDICES, sdo apresentados resultados complementares do estudo
e dois artigos originais, que foram elaborados a partir dessa tese. Um primeiro artigo
publicado no periddico Brazilian Archives of Biology and Technology, intitulado Elevated
iron chelating activity of llex paraguariensis A. St. Hil. leaf infusion: in vitro and in
vivo pilot studies (Apéndice A) e um segundo artigo publicado no periédico Food &
Function, intitulado llex paraguariensis A. St. Hil. leaf infusion decreases iron absorption
in patients with hereditary hemochromatosis: A randomized, controlled, and crossover
study (Apéndice B).

Nos ANEXQOS, foram incluidos documentos relacionados ao registro do ensaio
clinico e aos procedimentos éticos da pesquisa.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a influéncia da ingestdo aguda de infusdo de folhas de erva-mate (/lex
paraguariensis A. St. Hil.) na absorcao do ferro em portadores de HH HFE.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Analisar o teor de fendis totais e a capacidade da infusao de folhas de erva-mate
em quelar o ferro in vitro e a estabilidade da concentracdo dos seus compostos
fendlicos e da sua atividade quelante contra o ferro.

« Verificar a associagao entre a concentracao de fendis totais e a atividade quelante
contra o ferro na erva-mate.

+ Analisar a concentragao dos 4cidos clorogénicos, 3-cafeoilquinico, 4-cafeoilquinico,
5-cafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico e 4,5-dicafeoilquinico na infusdo de folhas
de erva-mate.

+ Avaliar o efeito do consumo agudo de infusdo de folhas de erva-mate na inibicao
da absorcéo do ferro, em portadores de HH HFE, por meio da medida de ferro sé-
rico antes e apoés a ingestao de preparacao alimentar padronizada e enriquecida
com sulfato ferroso.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 HOMEOSTASE DO FERRO E A HEMOCROMATOSE HEREDITARIA

3.1.1 Ferro

O ferro € considerado o elemento-trago mais abundante no organismo. Os
elementos-traco sdo substancias de baixo peso molecular, que agem como catalisado-
res no organismo humano, estando incorporados ou associados a enzimas, coenzimas,
metaloproteinas e hormoénios (WHO, 1996). O ferro € um componente essencial da he-
moglobina (responsavel pelo transporte de oxigénio), da mioglobina (armazenamento
de ferro muscular), das desidrogenases do musculo esquelético, dos citocromos e
proteinas com centros de ferro-enxofre (Fe-S), envolvidos na producao de adenosina
trifosfato (ATP) e das metaloenzimas teciduais (FAIRBANKS, 2009). Além disso, o ferro
esta envolvido em varios processos bioldgicos como eritropoiese, respostas imunoldgi-
cas, diferenciacao celular, fungao cognitiva, regulagao do crescimento e metabolismo
energético (COFFEY; GANZ, 2017).

Nesses processos, a sua capacidade de converter-se rapidamente a diferen-
tes valéncias, como do estado ferroso (Fe*2) para o estado férrico (Fe*3), o faz um
excelente doador e receptor de elétrons, respectivamente. Entretanto, o ferro quando
presente na forma livre, a sua capacidade em doar e aceitar elétrons tende a catalisar
a formacéao de radicais livres de forma descontrolada, a partir de espécies reativas
de oxigénio (ERO) via reagdo de Fenton. Reacdo em que o ion de ferro (Fe*2) ca-
taliza a redug&o do peréxido de hidrogénio (H>O»), formando o radical hidroxil (*OH)
(IMAM et al., 2017). Os produtos intermediarios gerados por essa reacao, tém potencial
para danificar membranas celulares, degradar o &cido desoxirribonucleico (DNA), oxi-
dar lipoproteinas e afetar o sistema neurolégico, sistema cardiovascular, articulacées,
entre outras partes do organismo e, inclusive, desenvolver moléculas cancerigenas
(COFFEY; GANZ, 2017; IMAM et al., 2017; AYDINOK, 2018; HEZAVEH; SHIDFAR,
2019).

Assim, les6es em 6rgaos e tecidos sao causados pelo excesso de ferro, porque
0 mesmo se torna téxico e pode servir de gatilho para mecanismos classicos de morte
celular, a apoptose, a necrose e a autofagia e também a uma outra forma oxidativa
de morte celular, denominada ferroptose. Embora o0 mecanismo que leva a ferroptose
seja pouco conhecido, corresponde a uma morte celular nao programada a partir do
aumento do "pool” intracelular de ferro e que apresenta caracteristicas morfolégicas e
bioquimicas distintas dos mecanismos classicos de morte celular, bem conhecidos pela
ciéncia (DANIAL; KORSMEYER, 2004; GRIVICICH et al., 2007; DIXON; STOCKWELL,
2014; IMAM et al., 2017; WANG et al., 2017; LEI et al., 2019).

Para evitar possiveis efeitos negativos nos sistemas fisiol6gicos e também danos
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oxidativos aos componentes celulares, o organismo humano desenvolveu processos
para regular a quantidade de ferro absorvida de acordo com as suas necessidades. O
controle na absorgao de ferro contribui para a sua homeostase e consequentemente
reduz a susceptibilidade a doencas (POWELL et al., 2016; LEI et al., 2019).

3.1.2 Homeostase do ferro no organismo humano e a absorcao do ferro alimen-
tar

A quantidade de ferro no organismo de um adulto € mantida em geral, entre 3 e
4 g. O ferro esta dentro das células, principalmente ligado a hemoglobina (70%), ligado
a mioglobina (4%), em enzimas contendo ferro (< 1%), ou armazenado como ferritina
ou hemossiderina (25%) e apenas uma pequena fragao do ferro total encontrado no
plasma esté ligado a transferrina (Tf) (0,1%) (BRICKS, 1994; GANZ, 2013).

A Tf é responsavel pelo transporte de ferro no plasma e, apesar de estar em
pequena quantidade, apresenta uma dinamica capacidade de transporte, com uma
taxa de rotacao (turnover rate) de 20 a 25 mg/dia (ANDERSON; FRAZER, 2017).

Os mecanismos que mantém o ferro ligado a Tf (proteina de transporte) ou
armazenado em 6rgaos e tecidos limitam a participacao do ferro em reacdes oxidativas
lesivas ao organismo. Uma vez, que os mecanismos de excrecao de ferro sdo pouco
eficientes, a sua homeostase € mantida essencialmente pelos mecanismos envolvidos
com o controle da sua absorcao no intestino delgado e liberacao das reservas corporais
(GROTTO, 2008; ANDERSON; FRAZER, 2017; RYBINSKA; CAIRO, 2017).

Os principais mecanismos, orgaos e células envolvidos na homeostase do ferro
podem ser visualizados na Figura 1. Os enterdcitos localizados no duodeno absorvem
o ferro proveniente da alimentagao, via proteina redutora citocromo b duodenal (DcytB)
e em seguida, € transportado para dentro dos enterdcitos através da proteina trans-
portadora de metal divalente (DMT1). Os macréfagos do reticulo endotelial esplénico,
reciclam o ferro das hemacias senescentes, para ficar armazenado no proprio macré-
fago ou ser transportado para seus sitios de acdo conforme a necessidade. As células,
tanto macroéfagos, quanto os enterdcitos, liberam o ferro via ferroportina (FPN), que
por sua vez, é transportado no plasma pela Tf até os seus locais de atuagao e arma-
zenamento (80% na medula 6ssea e o restante a demais 6rgaos e tecidos). A sintese
e secrecao da hepcidina pelos hepatdcitos sao influenciados pelos niveis de ferro no
organismo (GROTTO, 2008; ANDERSON; FRAZER, 2017; RYBINSKA; CAIRO, 2017).

Segundo Cozzolino (2005), como uma quantidade insignificante de ferro é ex-
cretada pelo organismo, sua regulacao depende, principalmente, da modificacdo da
razao de absorcao pelo trato gastrointestinal.

De acordo com a revisdo de Coffey e Ganz (2017), em menos de duas décadas,
a homeostase do ferro foi reconceitualizada como um complexo sistema enddcrino e
paracrino, mantido principalmente por mecanismos de controle da absorcao do ferro
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Figura 1 — Principais mecanismos envolvidos na homeostase do ferro.
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Legenda: Tf , transferrina. Linha pontilhada, bloqueio da absorgéo no intestino e da
liberacao do ferro para o plasma. Linha nao pontilhada, mecanismo de absorgéo, libe-
racdo para o plasma e armazenamento. Fonte: Adaptado de Anderson e Frazer (2017),
pela autora (2021).

no intestino (duodeno e regido inicial do jejuno). Assim, a homeostase do ferro é
fundamental para a manutencéo das funcdes celulares essenciais e simultaneamente,
evita 0 acumulo excessivo desse mineral.

Os mecanismos de controle da absor¢ao do ferro tém o envolvimento de molé-
culas reguladoras como o horménio hepcidina sintetizado no figado e a proteina hemo-
cromatose - HFE (hemochromatosis protein ou hight iron ) (GOSWAMI; ANDREWS,
2006; GROTTO, 2008; ANDERSON; FRAZER, 2017).

3.1.2.1 Hepcidina

A hepcidina corresponde a um polipeptideo, que inicialmente fora reconhecido
apenas pelas suas propriedades antimicrobianas (KRAUSE et al., 2000; PARK, C. H.
et al., 2001). Em 2001, estudos comecgaram a revelar a sua participacdao fundamen-
tal na regulagao do ferro no organismo humano. A funcédo hormonal da hepcidina foi
descoberta em experimentos com camundongos deficientes de hepcidina, que de-
senvolveram sobrecarga de ferro no figado, pancreas, coracdo, glandula pituitaria ou
entre outros orgaos (NICOLAS et al., 2001; PIGEON et al., 2001). As descobertas do
seu envolvimento no metabolismo do ferro, mudaram a compreensao da fisiologia das
desordens no organismo relacionadas a esse mineral.
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O horménio hepcidina é considerado um regulador negativo do metabolismo do
ferro, pois sua sintese aumenta em resposta aos niveis altos de ferro (sobrecarga) e pa-
rece reduzir em reposta contraria (hipdxia, anemia e deficiéncia de ferro). E produzido
e liberado na corrente sanguinea, principalmente, pelos hepatécitos e em menor quan-
tidade pelos mondcitos e macréfagos (GROTTO, 2008; MAO et al., 2019). A hepcidina
tanto age na célula em que foi sintetizada (controle autécrino), como também ¢ liberada
na corrente sanguinea para agir em outras células (controle paracrino), regulando o
fluxo de ferro (COFFEY; GANZ, 2017).

A expressao da hepcidina requer o envolvimento de proteinas de membrana
plasméatica encontradas nos hepatdécitos, a hemojuvelina (HJV), a proteina da hemo-
cromatose (HFE) e o receptor de transferrina 2 (TfR2), enquanto para a sua supressao
ha o envolvimento da protease Matriptase-2 (MT2).

Devido a sua funcao reguladora para a homeostase do ferro, mutagdes nos
genes das proteinas envolvidas na expressao da hepcidina (HJV, HFE e TfR2) levam
a sobrecarga de ferro no organismo, enquanto a mutacdo no gene da proteina supres-
sora da expressao da hepcidina, leva a anemia ferropénica refractaria (iron-refractory
iron-deficiency anemia (IRIDA )) (MAO et al., 2019).

3.1.2.2 Proteina HFE

Enquanto a hepcidina ndo é expressa nos enterocitos (SANTOS, 2010), a pro-
teina HFE e os receptores TfR possuem expressao nos enterocitos e nos hepatécitos.

A proteina HFE foi descoberta ao perceber a sua associacdo com os receptores
TfR (FEDER et al., 1996; LEBRON et al., 1999).

O transporte de ferro pela Tf depende de receptores localizados na membrana
das células, que podem ser do tipo 1 (TfR1), presente em todos os tecidos ou do tipo 2
(TfR2), encontrado, principalmente, no figado. Quando a proteina HFE esta ligada ao
TfR1, deixa de ocorrer a afinidade do receptor com a Tf. Assim, na membrana basola-
teral dos enterécitos, a interacao entre a proteina HFE e o TfR1, promove a reducao
da concentragéo de ferro no enterdcito, o que demanda o aumento da absorcao do
ferro proveniente da dieta.

Nos hepatécitos a interagdo da proteina HFE com o TfR2, contribui para a
sintese de hepcidina, apesar de estudo in vivo, sugerir que TfR2 e HFE também
poderiam aumentar a expressao de hepcidina por vias diferenciadas (COFFEY; GANZ,
2017). Deste modo, como ja descrito, a regulacao da expressao da hepcidina tem sido
atribuida a proteinas de membrana, como a proteina HFE (MAO et al., 2019).

3.1.2.3 Absorcao do ferro alimentar

Em geral, adultos saudaveis absorvem diariamente de 1 a 2 mg de ferro prove-
niente da alimentagéo, para compensar pequenas perdas causadas pela descamagao
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de células entéricas e epiteliais, transpiracdo, sangue menstrual, dentre outras formas
de perda sanguinea (ANDERSON; FRAZER, 2017). Em paralelo, uma quantidade
de 20 a 30 mg/dia de ferro do organismo é continuamente reciclada, proveniente do
catabolismo de hemacias senescentes

A Tabela 1, apresenta, resumidamente, as proteinas envolvidas na absorcao
intestinal de ferro e as suas fungdes e expressdées nos enterécitos. A Figura 2a e
a Figura 2b ilustram os mecanismos envolvidos na absorg¢do do ferro, podendo ser
visualizados o enterdcito e a localizacao das proteinas envolvidas na absorcao do ferro:
Dcytb, DMT-1, HFE, TfR, hemoxigenase, ferroportina (FPN), hefaestina e a proteina
transportadora do heme-1 (haem carrier protein 1 (HCP-1)).

Tabela 1 — Proteinas envolvidas na absorcéao intestinal de ferro, funcédo e expresséo
nos enterdcitos e efeito para manter a homeostase do ferro em situagdes

de deplegéo.
Proteina Funcao Expressao Efeito na
no enterdécito* delecao de ferro

Hepcidina Regulador de ferro N&o Provavel redugéo’
HFE Regulador de ferro Sim Sem alteracao
DcytB Reducéo de ferro Sim Aumento

DMT1 Transporte de ferro Sim Aumento
Ferroportina Exportador de ferro Sim Aumento
Hefaestina Oxidagao de ferro Sim Sem alteracao
Transferrina Transporte de ferro N&ao Aumento

TfR1 Receptor para transferrina  Sim Aumento
Ferritina Armazenamento de ferro  Sim Reducéao

Dcytb, citocromo b duodenal redutase; DMT-1, proteina transportadora de metal
divalente-1; TfR, receptor da transferrina; e HFE, proteina hemocromatose. * Ex-
pressao nos vilos e/ou nas criptas dos enterécitos. 'Mao et al. (2019). Adaptado de
Worwood (2001) e Santos (2010), pela autora (2021).

A absorcéao do ferro ocorre tanto na sua forma inorganica, encontrado em legu-
minosas, ovos, cereais e em alimentos enriquecidos com ferro, quanto na forma heme,
proveniente da quebra da hemoglobina e mioglobina das carnes (DOORN; GOSSE-
LINK, 2012), Figura 2a. O mecanismo envolvido na absorgéo do ferro heme ainda &
pouco compreendido (ANDERSON; FRAZER, 2017) e corresponde a apenas 1/3 do
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Figura 2 — Mecanismos envolvidos na absor¢ao do ferro alimentar no enterdcito: (a)
absorcéao de ferro pelo enterdcito e transporte pela transferrina no plasma;
(b) bloqueio da absorcao de ferro no enterdcito.
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Legenda: Dcytb, citocromo b duodenal redutase; DMT-1, proteina transportadora de
metal divalente-1; TfR, receptor da transferrina; Nu, nucleo; HFE, proteina hemocro-
matose. Fonte: Adaptado de Grotto (2008), pela autora (2021).

total de ferro proveniente da alimentacdo (HOFFBRAND et al., 2006). A absorcao do
ferro heminico (oriundo da hemoglobina e mioglobina) ocorre por endocitose no entero-
cito, mediada pela proteina HCP1. Nesse processo o heme é absorvido como molécula
de metaloporfirina intacta, para em seguida a enzima heme oxigenase separar o ferro
do anel de protoporfirina e somar ao ferro vindo das fontes nao heme, contendo ferro
inorganico na forma de ions Fe*3 ou Fe*2 (GROTTO, 2008; FAIRBANKS, 2009).

Referente ao ferro ndo heme, pode-se observar na Figura 2a, que o ferro entra
na circulacao apds atravessar a membrana apical do enterdcito, via proteina transpor-
tadora de metal divalente-1 (DMT-1). Para exercer a sua funcédo, a DMT-1 precisa que o
ferro seja convertido do estado Fe*3 para o estado Fe*2, processo que ocorre quando
h& necessidade de conversao, mediado pela Dcytb. A ndo necessidade de conversao
pode ser uma das explicagdes da biodisponibilidade comumente mais alta de ferro na
forma de fon Fe*2 (GROTTO, 2008; FAIRBANKS, 2009; LAPARRA et al., 2009).

No interior do enterdcito, o ferro fica armazenado na forma de ferritina, quando
sua saturacdo plasmatica estiver normal ou aumentada. Do contrario, € liberado para
o plasma pela extremidade basolateral do enterécito via ferroportina (FPN1), na forma
de Fe*2.
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Lembrando, que a Tf € dependente de receptores localizados nas membranas
das células (TfR1) para que ocorra a internaliza¢do do ferro e possa transporta-lo, bem
como a fungéo da Tf, além do transporte, estd em reduzir a sua reatividade e facilitar a
sua liberagao para os locais de agao e armazenamento.

A FPN1 é seletiva para o ferro na forma Fe*2, assim como a DMT-1, porém
a Tf tem afinidade pelo ferro na forma de ion Fe*3, sendo necessaria a acdo da
hefaestina oxidase mudando sua valéncia para ligar-se a Tf (Figura 2a), (GROTTO,
2008; ANDERSON; FRAZER, 2017).

Um estudo com cultura de células intestinais (monolayers), apresentado por E
Kim et al. (2008), mostrou que a inibicao na absorgéo de ferro ndo heme por determina-
dos compostos bioativos de plantas pode ocorrer, e que parece acontecer na estrutura
basolateral do enterécito, impedindo a saida do ferro via FPN e ndo pela reducéo
da sua entrada na célula intestinal (membrana apical). Posteriormente, Lesjak et al.
(2019) mostrou 0 mesmo comportamento para inibir a absorcao do ferro, em modelo
experimental com ratos, apds 5 horas do consumo de alimento contendo isotopo de
ferro ®°Fe e 0 composto fendlico quercetina, mostrando também, um notavel aumento
da entrada de ferro no enterécito pela membrana apical e um significativo decréscimo
do efluxo de ferro pela membrana basal do enterécito.

Segundo os autores, o efeito é atribuido a uma acao quelante intracelular do
ferro pelo composto fenélico e também consideram, que informag¢des sobre os me-
canismos envolvidos na influéncia de bioativos provenientes da alimentacao sobre a
absorcéo do ferro ndo heme in vivo sdo ainda escassos.

No enterdcito, a proteina HFE parece programar a absorcao de ferro ao interagir
com o TfR1 para detectar o seu grau de saturacao, sinalizando para uma maior ou
menor liberacdo do horménio hepcidina (Figura 2) (LEBRON et al., 1999; RAMOS
et al., 2011). A hepcidina, como ja mencionado, € um peptideo circulante com papel
fundamental para a homeostase do ferro (COFFEY; GANZ, 2017).

Quando o organismo esta com elevada quantidade desse mineral, ocorre au-
mento na liberacdo de hepcidina, que se liga a FPN1 impedindo a absorcao de ferro
pelo enterdcito (Figura 2b) e também a sua liberacao pelos macréfagos. Em contrapar-
tida, quando o organismo detecta necessidade em absorver ferro as concentragdes
de hepcidina ficam baixas, favorecendo a sua passagem pela membrana basolateral
do enterécito via FPN1, liberacédo para o plasma e armazenamento (GUNSHIN et al.,
1997; LEBRON et al., 1999; RAMOS et al., 2011) ( Figura 1 e Figura 2a).

Em conjunto, esses mecanismos revelam, mais uma vez, que a absorcao de
ferro no intestino delgado exerce fungéo essencial para o controle da sua homeostase
e tendera a aumentar apenas quando existir deficiéncia do mesmo ou em fases especi-
ficas da vida, com maior necessidade para esse nutriente, como na gestacao, lactacao
e puberdade (GROTTO, 2008).
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No organismo o ferro absorvido € armazenado, predominantemente, na forma
de ferritina (hidrofilica), que é uma proteina heterodimérica que estoca ferro (até 4500
atomos de Fe*3 na forma de hidroxifosfato férrico). Ela esta presente principalmente
no figado, bago, medula éssea, e em menor concentragdo no plasma, como ferritina
sérica. Seus valores se correlacionam aos niveis totais de ferro corporal e, por isso,
€ um dos meios para avaliar a presenca ou nao de sobrecarga de ferro. A outra
forma de armazenamento € como hemossiderina (molécula hidréfoba) com agregados
grosseiros de ferritina, encontrada principalmente em macréfagos, que obtém ferro
pela fagocitose das hemécias senescentes (POWELL et al., 2016; SOUTO et al., 2016;
ANDERSON; FRAZER, 2017).

As alteracOes genéticas relacionadas ao transporte e regulacao do ferro no
organismo, associadas a determinados fatores ambientais, podem resultar em com-
prometimento da sua homeostase. Um exemplo dessas alteragdes genéticas sdo as
mutacdes do gene HFE, que poderao causar a reducao na expressao do hormdnio
hepcidina, o que leva a ndo degradacao da FPN e, consequentemente, a uma con-
tinua absorgcdo de ferro e 0 seu acumulo progressivo no organismo, provocando o
desenvolvimento da HH HFE (POWELL et al., 2016; ANDERSON; FRAZER, 2017).

O envolvimento do gene HFE no controle do ferro, é recente e considerado uma
das primeiras descobertas sobre a codificagdo genética envolvida em sua homeostase.
O gene HFE foi localizado por Feder et al. (1996) no cromossomo 6p21.3 e codifica
a proteina de membrana de 348 aminoacidos, denominada HFE e mutagdes no gene
HFE, como é de se esperar, estdo relacionados a alteragdes na homeostase desse
mineral. Ressaltando que casos de hemocromatose, sao classificados como uma so-
brecarga de ferro primaria ou secundaria. A sobrecarga de ferro primaria, conhecida
como HH, é devido a alteragdes em genes de proteinas envolvidas no processo de
regulacao da homeostase do ferro no organismo, exemplo do gene HFE. Ja a sobre-
carga de ferro secundaria, envolve doencgas congénitas ou adquiridas como a anemia
hemolitica; a sindrome mieloplasica; durante o tratamento com transfusdes regulares
na talassemia beta maior; a anemia falciforme; a anemia sideroblastica; a hepatite C;
na intoxicagao por sulfato ferroso e na sindrome dismetabdlica da sobrecarga de ferro
(DIAZ et al., 2011; SOUTO et al., 2016; RAMETTA et al., 2020).

3.1.3 Hemocromatose hereditaria

A hemocromatose hereditaria (HH) € uma doenga genética autossémica reces-
siva, caracterizada pelo aumento de 3 a 4 vezes da absorcao do ferro alimentar, o que
resulta na deposi¢ao progressiva de ferro no organismo e no surgimento de lesdes
em varios érgaos e tecidos, como coracgao, articulagdes, pancreas, tecido endocrino
e figado (TAVILL; ADAMS, 2006; ALLEN, K. J. et al., 2008). Nessa desordem, a ca-
pacidade aumentada da absorcao de ferro ocorre mesmo com 0 seu armazenamento
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elevado no organismo. Na Figura 3 € possivel visualizar a absorc¢ao do ferro alimentar
em portadores de HH com mutacao no gene HFE. A hepcidina, que desempenha um
papel critico na regulacao da absorcao do ferro, tem a sua producao inadequadamente
baixa em pacientes com HH HFE, o que leva a esse aumento da absorcao intestinal de
ferro nesses individuos (POWELL et al., 2016). Os efeitos da HH sao agravados, como
descrito anteriormente, pela auséncia em seres humanos de um mecanismo especifico
para regular a sua excrecdo (GROTTO, 2008; VILLANI et al., 2010; POWELL et al.,
2016; ANDERSON; FRAZER, 2017).

Figura 3 — A absorcao do ferro alimentar em portadores de hemocromatose hereditaria
com mutacao no gene HFE.
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Legenda: HH, hemocromatose hereditaria; Dcytb, citocromo b duadenal redutase; DMT-
1, proteina transportadora de metal divalente-1; TfR, receptor da transferrina. Adaptado
de Grotto (2008), pela autora, 2021.

A HH pode ou nao estar associada a mutacdes ligadas ao gene HFE. Quando
ligadas ao gene HFE, sao definidas como tipo 1 e apresentam como principais muta-
cbes: C282Y, H63D e S65C. Na Figura 4 é possivel identificar a localizacao das trés
principais mutacdes do gene HFE.

Mutac¢des nao relacionadas ao gene HFE sao denominadas tipo 2A (mutagéo
no gene da hemojuvelina - HJV) e tipo 2B (mutagdao no gene da hepcidina - HAMP),
ambas encontradas na HH juvenil; tipo 3 (mutacao no receptor da transferrina, TfR2)
e tipo 4 (mutacdo no gene da ferroportina, SLC40A1, quando causa resisténcia a
hepcidina). Embora todas essas mutacdes possam expressar o fenétipo para a HH, a
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Figura 4 — Representacdo esquematica da proteina de membrana composta por 348
aminoacidos, denominada HFE, codificada pelo gene HFE e identificacao
das trés principais mutacoes.
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Legenda: C282Y - mutacao do gene HFE, que ocorre no nucleotideo 845, codificando
para a substituicao da cisteina (Cis) por tirosina (Tir) no aminoacido da posicao 282
(C282Y) da proteina HFE. H63D - mutacao do gene HFE, que ocorre no nucleotideo
187, codificando para a substituicdo da histidina (His) por acido aspartico (Asp) no
aminoacido da posi¢cao 63 (H63D) da proteina HFE. S65C - mutacao do gene HFE,
que ocorre no nucleotideo 193, codificando para a substituicdo da serina (Ser) por
cisteina (Cis) no aminoacido da posi¢ao 63 (H63D) da proteina HFE (BENNETT et al.,
2000). Fonte: Bacon et al. (2011).

maioria dessas condigdes sao tidas como muito raras, exceto para a HH HFE.

A HH relacionada ao gene HFE representa mais de 90% dos casos conhecidos
e a maior parcela dos portadores de HH HFE apresenta mutacao C282Y homozigoto.
Segundo Bomford (2002), a mutacao C282Y homozigoto é a responsavel por mais
de 80% dos casos de HH na populacado do norte da Europa, enquanto na ltalia, de
acordo com Piperno et al. (1998), a participacao da mutacao C282Y homozigoto é
de aproximadamente 64% nos casos da doenga. Ao sul do mesmo continente, as
mutagdes envolvidas nos casos de HH tendem a ser mais heterogéneas. Em relacéo
as demais mutacoes em casos de HH HFE, tem-se uma menor parcela para a presencga
da mutacao duplo heterozigoto C282Y/H63D, em seguida para os casos envolvendo
apenas a mutagdo H63D e uma minoria de portadores para a HH com a mutagéo
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S65C (POWELL et al., 2016; SANDHU et al., 2018). A mutagao C282Y homozigoto
€ associada ao maior risco para manifestar as condi¢des clinicas da HH (WALLACE
et al., 2002; ADAMS et al., 2005; FRANCHINI, 2006; PORTO et al., 2016; POWELL
etal., 2016).

Na populacao em geral, a mutagdo H63D é a mais encontrada, porém, assim
como a mutacado S65C, tem uma baixa penetrancia. Existe para essas duas muta-
¢cbes, dependéncia de um maior grau de exposicao a fatores de risco ambientais para
desenvolver a doenca, exemplo de um habito alimentar com o consumo constante
de alimentos fortificados com ferro, 0 consumo excessivo de alcool e/ou a presenga
de sindrome metabdlica, dentre outros fatores ainda ndo bem esclarecidos (SHAM
etal., 1997; BELL et al., 2000; DEUGNIER et al., 2019). De acordo com Cancado et al.
(2007), individuos heterozigotos para o gene mutante podem expressar o fenétipo de
HH semelhante aos individuos homozigotos, confirmando que a expressao fenotipica
dessa doenca autossdémica recessiva pode ser bastante variavel, em consequéncia da
influéncia de fatores ndo genéticos, que refletiriam no seu curso clinico.

Na Figura 5 € possivel observar os diferentes estagios relacionados com a
expressao fenotipica para a HH, desde a elevacao no indice de saturacao da Tf e da
concentracéo de ferritina sérica até sintomas clinicos, que diferem de acordo com cada
portador (POWELL et al., 2016). O teste genético para identificar mutagdes em genes
envolvidos para a sobrecarga de ferro no organismo, auxilia consideravelmente para
a identificacao de portadores de HH, principalmente, em pacientes com reservas de
ferro ainda pouco alteradas.

A HH é considerada uma das doencas genéticas mais comuns em caucasianos,
normalmente descendentes de celtas e da populacao do norte da Europa (LUCOTTE,
1998; JACKOWSKI et al., 2004; ADAMS et al., 2005). Por consequéncia dos processos
imigratérios, a HH disseminou para outros locais, inclusive o Brasil.

Apesar de a HH continuar sendo bastante subdiagnosticada, estima-se que 0,3
a 0,8% dos individuos em diferentes populagdes com descendéncia noérdica ou celta
apresentam HH HFE (EDWARDS et al., 1988; PEREIRA et al., 2001; ADAMS et al.,
2009; GARRISON, 2009; VILLANI et al., 2010; AYMONE et al., 2013; PORTO et al.,
2016).

Quando diagnosticada em fase inicial € possivel antecipar a aplicacao de me-
didas terapéuticas e como consequéncia, diminuir a evolucdo da doenga e o apareci-
mento de comorbidades (VILLANI et al., 2010; MARTINS, 2011; DOORN; GOSSELINK,
2012; MARTINS, 2012; AGUIAR et al., 2014; DEUGNIER et al., 2019).

No Brasil, embora existam poucas pesquisas sobre doencas genéticas que
abordam a HH, os dados de Terada et al. (2009) com doadores de sangue, apresen-
tando distribuicdo equilibrada entre caucasoides e ndao caucasoides em Sao Paulo,
encontraram frequéncia para o alelo C282Y de 2,2% e 2,3% para homens e mulheres,
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Figura 5 — Diferentes estagios para o fen6tipo de hemocromatose hereditaria.
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respectivamente. Na mesma regidao, também com doadores de sangue, Bueno et al.
(2006) identificaram 2,7% para C282Y. Pereira et al. (2001) descreveram frequéncia
de 3,7% para C282Y em descendentes de europeus. Na pesquisa de Jackowski et al.
(2004), no estado do Parana, a frequéncia para o alelo C282Y foi de 3,5% para pessoas
naturais daquele estado e com origem caucasoide. A Figura 6 mostra a frequéncia
dessas mutagdes, na populacdo em geral, em paises da Europa e no Brasil (CRAXI
etal., 2011).

Os resultados encontrados no Brasil, embora escassos, s&o semelhantes aos
identificados para populacdes italiana, espanhola, alema e superior aguela encontrada
em Portugal para a frequéncia do alelo C282Y. Os respectivos paises, juntamente com
a América do Norte, Australia e Nova Zelandia, consideram a HH um problema de
saude publica e a principal doenca genética que atinge a sua populagao caucasoide
(ADAMS, 2015; O'TOOLE et al., 2015; GRAAFF et al., 2016).

Nem todos que apresentam predisposicdo genética desenvolverao a doenca.
A expressao da HH é variavel, ocorre de maneira precoce em algumas pessoas e
tardiamente em outras. As manifestagdes clinicas sao proporcionais ao grau de so-
brecarga de ferro e influenciadas pelo sexo, alimentacao e por outros fatores ainda
desconhecidos (NEGHINA; ANGHEL, 2011; POWELL et al., 2016; SANDHU et al.,
2018).

Nos primeiros anos de HH n&o h4 sinais ou sintomas. Porém, apds algumas
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Figura 6 — Distribuicao do alelo C282Y em paises da Europa e no Brasil.
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Fonte: A autora, 2021.

décadas (normalmente entre 40 e 60 anos de idade para homens e apds a meno-
pausa para mulheres com HH HFE), quando os depdésitos de ferro tornam-se elevados,
iniciam os primeiros sinais, bastante inespecificos como: fadiga cronica, queda de
cabelo, artralgia, alteracdo de humor, dor abdominal e perda de peso. Existe uma me-
nor penetrancia da HH em mulheres, que tem sido atribuida as perdas fisiolégicas de
sangue durante a menstruacao, a gestacao, ao efeito antioxidante do estrogénio e por
uma ocorréncia natural para maiores concentragdes de hepcidina em mulheres com
sobrepeso (DESGRIPPES et al., 2013).

Com a evolugao da sobrecarga ha maior comprometimento de érgaos e de sis-
temas, principalmente figado, bago, miocardio, glandulas endocrinas e medula 0ssea,
aumentando o risco para desenvolver diabetes, cardiomiopatias, cirrose, artrites, hi-
pogonadismo, hiperpigmentacado da pele e cancer, dentre outras (WHITLOCK et al.,
2006; VILLANI et al., 2010). De acordo com Bardou-Jacquet et al. (2020), o dano teci-
dual induzido pela sobrecarga de ferro, ao ocorrer no figado, leva a fibrose hepéatica, a
qual podera evoluir para cirrose e elevar o risco para desenvolver carcinoma hepatico.
Em pacientes que tinham fibrose estagio 3 ou 4 quando diagnosticados com HH, a
incidéncia de cancer de figado foi de 32,8 por 1000 pessoas/ano. Em pacientes que
tinham fibrose estagio 2 ou menos no momento do diagnéstico da HH, a incidéncia foi
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de 2,3 por 1000 pessoas/ano.

Também existem estudos que apontam associagao epidemiolégica entre sobre-
carga de ferro com problemas cardiovasculares e diabetes (KWAN et al., 1998; BASULI
et al., 2014). O acumulo de ferro, ao ocorrer no miocardio, esta associado a necrose
de midcitos e fibrose, que pode provocar a dilatagao ventricular, causando insuficiéncia
cardiaca congestiva e arritmias. Tanto a deposicao de ferro com a formacao de danos
oxidativos no figado e no musculo esquelético ( resultando em resisténcia a insulina),
quanto a deposicao de ferro em células de ilhotas pancreaticas, podem desencadear
o diabetes mellitus (SANTOS, 2010; BASULI et al., 2014). A deteccao das mutacoes
para HH contribuem n&o sé para o seu diagnostico e tratamento, bem como identifica
populacdes de risco para outras complicacdes, com alto impacto a saude publica.

Assim, quando a HH é diagnosticada precocemente e tratada, manifestacdes
clinicas graves ( Figura 5) tendem a ser evitadas (WHITLOCK et al., 2006; VILLANI et
al., 2010; BRISSOT et al., 2011; POWELL et al., 2016). Segundo pesquisa envolvendo
pacientes da Franga, Irlanda, Reino Unido e Estados Unidos, 0 caminho mais comum
para o diagnéstico da HH ainda tem sido por acaso (42%). A maioria dos pacientes
(87%) relatam sintomas associados a doenga no momento do diagnéstico, sendo o
principal sintoma a fadiga (74%), seguido da dor nas articulagdes (55%), mudancas
na coloragéo da pele (25%) e problemas cardiacos (20%) (BRISSOT et al., 2011).
Esses dados evidenciam que o diagnéstico para a HH, ocorre tardiamente em muitos
pacientes.

O diagnéstico da HH baseia-se na deteccéo da sobrecarga de ferro (ferritina
sérica elevada e indice de saturacao de transferrina elevada) associada a mutacao do
gene HFE, ou de outros genes, todos relacionados a homeostase do ferro. A concen-
tracdo de ferritina sérica tem sido utilizada como valor preditivo para um maior risco de
danos em orgaos e tecidos (POWELL et al., 2016).

O tratamento classico da HH iniciou em 1950 (DAVIS; ARROWSMITH, 1950) e
ocorre por meio de flebotomias (sangrias terapéuticas). O tratamento com flebotomias
esta dividido em duas fases: fase inicial (deplecao primaria) e fase de manutencao. No
inicio do tratamento, o numero de flebotomias pode alcangar até oito vezes em um
unico més, segundo Garrison (2009). O objetivo é induzir a um balan¢o negativo na
concentracao de ferro e remover o seu excesso acumulado nos tecidos (HUTCHIN-
SON et al., 2007). Ao retirar 500 mL de sangue do organismo, sao removidos em torno
de 250 mg de ferro das hemoglobinas. Para a sintese de novas moléculas de hemoglo-
bina, o ferro armazenado precisara ser removido e, assim, gradualmente depledado
(WORWOOQOD, 2001). Caso as flebotomias iniciem antes do comprometimento de 6r-
gaos e tecidos (sem avangar para complicagées mais graves, como cirrose e diabetes),
a expectativa de vida dessas pessoas tem sido considerada normal (ADAMS, 2015).

A deplecéao primaria dos estoques de ferro, pode levar de meses até 2 a 3 anos,
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muitas vezes com um programa semanal de flebotomias para obter concentracoes
de ferritina séria e indice de saturacao de transferrina dentro da normalidade. Apés
a deplecao primaria, inicia a fase de manutencao, onde sao mantidas as flebotomias
para evitar o novo acumulo de ferro. A frequéncia ocorre conforme a necessidade de
cada paciente, em geral uma flebotomia (400 a 500 mL) a cada 2 a 4 meses (BACON
et al., 1999; ALEXANDER; KOWDLEY, 2009; BACON et al., 2011; CRAXI et al., 2011;
ADAMS, 2015). Nessa fase é preconizado manter a ferritina em concentragdes séricas
entre 50 ng/L e 100 ng/L, < 50 ng/L ou dentro da faixa de normalidade para pessoas
sem HH (322 ng/L para homens e 291 para mulheres ug/L) (POWELL et al., 2016).
Nota-se, que n&o existe uma unica referéncia para tal recomendacédo durante a fase
de manutencao, segundo Powell et al. (2016). A concentracéo de ferritina sérica é
conhecida por refletir a concentracao de ferro armazenada no organismo, como men-
cionado anteriormente (1 ug/L de ferritina sérica corresponde a 7,5 mg de ferro no
organismo) e por isso a utilizacao desse marcador bioquimico para avaliar a efetividade
do tratamento (BASSET et al., 1984).

Embora haja efetividade no tratamento, nem todos os portadores de HH toleram
a flebotomia de repeticao e, em alguns casos, também chegam a desenvolver anemia
(CANGCADO; CHIATTONE, 2010; KIM, K. H.; OH, 2016). As desvantagens associadas
as flebotomias envolvem: frequentes visitas a instituicdes de saude habilitadas para
fazer o procedimento, exacerbacao das dores articulares, dores excessivas, inconfor-
mismo, tonturas, fadiga, desmaios e recusa ao tratamento. Aproximadamente um em
cada oito pacientes cogitam interromper o tratamento por flebotomia (BRISSOT et al.,
2011; TYAGI et al., 2015). Terapias para aliviar a dor dos pacientes, durante o processo
de flebotomia, como compressas quentes e frias, distragdes e relaxamento, tém sido
empregadas (MCCAFFERY et al., 1994; KIM, K. H.; OH, 2016).

Outro aspecto negativo é que as flebotomias podem se tornar um estimulo para
a absorgao do ferro alimentar, requerendo a sua maior frequéncia (DIJK et al., 2008).
Como ja foi descrito, a HH HFE est4 associada a uma menor expressao do horménio
hepcidina, levando ao aumento da concentracao de ferritina sérica. Valores muito bai-
xos de ferritina sérica, decorrentes das excessivas flebotomias, levam a supressao da
concentracdo da hepcidina que ja € baixa nesses pacientes, exacerbando a absorg¢ao
de ferro pelos enterdcitos (DIJK et al., 2008). De acordo com o estudo de Lynch et al.
(1989), quando a concentracao de ferritina sérica de um paciente € baixa, exemplo
de 14 ug/L, tende a ocorrer aumento de 42% na absor¢ao do ferro, enquanto uma
concentracao de ferritina sérica igual a 538 ug/L o aumento seria de 12%.

Para pacientes que nao toleram o tratamento com flebotomias, o uso de agen-
tes quelantes sintéticos de ferro pode ser oferecido. Tais quelantes sintéticos sao
prescritos para portadores de HH em ultimo caso, devido aos seus efeitos nocivos,
principalmente, hepaticos (TYAGI et al., 2015) e menor efetividade comparado as fle-
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botomias. O tratamento com flebotomias é, ainda, considerado como 0 mais seguro e
eficaz (POWELL et al., 2016), mesmo diante dos seus efeitos indesejaveis.

Brissot et al. (2011) investigaram a experiéncia de 201 pacientes, quanto a
convivéncia com a HH e o tratamento com flebotomias. Segundo os autores, 30%
eram pacientes em fase aguda, 49% eram pacientes em fase de manutencao e 22%
nunca haviam recebido flebotomia. A maioria dos pacientes, embora considerassem
importante o tratamento com flebotomias, relatavam preocupagéo sobre os seus efeitos
colaterais e inconveniéncias, afetando frequentemente as suas vidas. Os resultados da
investigacdo mostraram, que 52% dos pacientes em fase aguda e 37% dos pacientes
em fase de manutencéo apresentavam efeitos colaterais “sempre” ou na “maioria das
vezes” apos a flebotomia e 16% dos pacientes “definitivamente” ou “provavelmente”
consideravam nao receber flebotomia se opgdes alternativas estivessem disponiveis.

Como tratamentos alternativos e coadjuvantes, que favorecem a reducao da
frequéncia das flebotomias, tém sido investigado a acao de agentes naturais, através
do consumo de plantas ricas em determinados compostos fitoquimicos, com capaci-
dade de quelar o ferro alimentar e reduzir a sua absor¢do (CRAXI et al., 2011; DOORN;
GOSSELINK, 2012). Agentes quelantes permitem sequestrar os ions metalicos a nivel
extracelular ou intracelular, formando quelatos, que possibilitam a sua eliminacédo do
organismo (CANCADO et al., 2007; TYAGI et al., 2015; HEZAVEH; SHIDFAR, 2019;
ORISAKWE et al., 2020).

3.2 PLANTAS UTILIZADAS COMO QUELANTES NATURAIS EM CASOS DE EX-
CESSO DE FERRO NO ORGANISMO

Dentre os tratamentos alternativos e coadjuvantes para diminuir a absorgéo de
ferro, encontra-se o uso de plantas na forma de infusdes e/ou extratos vegetais com
propriedades de quelar o ferro da alimentacao (TYAGI et al., 2015; ORISAKWE et al.,
2020). Diversos sao os estudos in vitro e em animais indicando plantas com potencial
para interferir no metabolismo do ferro e agirem como quelantes naturais, exemplo da
Curcuma longa (JIAO et al., 2006); Camelia sinensis (OMAR et al., 2016); Scutellaria
baicalensis - planta de origem chinesa (PEREZ et al., 2009), Epilobium hirsutumo -
encontrada em Portugal (SHEIKH et al., 2017), Tucum-do-cerrado, natural do Brasil
(FUSTINONI-REIS et al., 2016); Folhas de Lotus, Nelumbonucifera Gaertn (PANGJIT
et al., 2016). Também foram encontradas por Ebrahimzadeh et al. (2008), atividade
quelante contra o ferro em doze plantas medicinais utilizadas no Iran.

Menor numero de plantas tém sido estudadas para verificar se o efeito quelante
contra o ferro, encontrado em pesquisas in vitro e em modelos animais, realmente
ocorreria em pessoas com sobrecarga deste mineral no organismo, Como nos casos
de HH (Tabela 2).
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Pesquisas com o cha preto (Camellia sinensis) e com o cardo mariano (Silybum
marianum) mostraram o potencial dessas plantas para reduzir a absor¢éo do ferro
alimentar em portadores de excesso de ferro (KALTWASSER et al., 1998; HUTCHIN-
SON et al., 2010; HAGAG et al., 2013). O efeito quelante parece ser proporcional, ou
dependente, da concentracdo de compostos fenélicos encontrados nos extratos ve-
getais dessas plantas, como as catequinas (exemplo da epigalocatequina-3-galato) e
as flavolignanas (destaque para a silibina) , respectivamente, sendo provavelmente os
complexos formados com o ferro eliminados pelas fezes ou urina (LIVREA et al., 1996;
EBRAHIMZADEH et al., 2008; SHEIKH et al., 2017; HEZAVEH; SHIDFAR, 2019).

3.3 A ERVA-MATE: CARACTERISTICAS DE PRODUCAO E CONSUMO E PROPRI-
EDADES BIOLOGICAS

As folhas da erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil.) sdo a parte da planta
alvo da maioria dos estudos para investigar as suas caracteristicas fitoquimicas e acéao
no organismo humano. Amplamente utilizada na forma de infusdes pelos habitantes
das regides onde ocorre, a erva-mate também ocupa relevante importancia na cultura
local e na dimensédo ambiental, social e econémica, sendo uma alternativa de renda
a pequenos proprietarios da agricultura familiar (HECK; DE MEJIA, 2007; TORRES;
FARAH, 2017; KUJAWSKA, 2018).

Figura 7 — Erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil.).

Fonte: A autora, 2018.

A erva-mate corresponde a uma planta arbérea (Figura 7), encontrada natu-
ralmente em condi¢do de sub-bosque (em meia sombra de arvores nativas de maior
porte) no sul da América do Sul, envolvendo a Argentina, o Paraguai e o Brasil. No
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Brasil a erva-mate esta distribuida entre os estados do Rio Grande do Sul, Santa Ca-
tarina, Parana, Mato Grosso do Sul e em pequenas areas do estado de Sao Paulo,
Rio de Janeiro e Minas Gerais (DA CROCE, 2000). A cadeia produtiva de erva-mate
é classificada como uma atividade econémica de base florestal ndo madeireira e esta
entre os trés principais produtos dessa atividade econémica (IBGE, 2020b). Envolve er-
vais de ocorréncia natural (nativos) e formados a partir de sistema de reflorestamento,
tendo que grande parte da producéo deriva da retirada das suas folhas. A quantidade
de folha verde de erva-mate vinda da sua extracdo de ervais nativos e cultivados,
tem aumentado ao longo dos anos no Brasil. De acordo com o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2020b), em 2002 correspondia a um total de 229.701
toneladas, no ano de 2012, 252.700 toneladas, em 2018 alcancou 392.962 toneladas
e em 2019 a quantidade foi similar ao ano anterior, 362.545 toneladas, sendo a mai-
oria da producéao (99,98%), proveniente dos trés estados do sul do pais, também os
principais responsaveis pelo seu consumo.

Porém, diante da descoberta da sua riqueza em constituintes bioativos e por
estudos indicarem propriedades benéficas ao organismo humano, seu consumo tem
expandido para outros paises (HECK; DE MEJIA, 2007). O Brasil e a Argentina contri-
buem com mais de 93% das exportag¢des de erva-mate, sendo que cada um participou
com metade dessa quantidade exportada a nivel mundial em 2019. Os principais pai-
ses importadores sdo o Uruguai, Siria, Chile, Estados Unidos, Espanha, Alemanha e
Franca (OEC, 2020).

As propriedades benéficas das bebidas preparadas com erva-mate tém sido
atribuidas em grande parte aos seus compostos fendélicos, extraidos principalmente,
das suas folhas (HECK; DE MEJIA, 2007), as quais revelam uma elevada solubilidade
para a extragdo desses compostos com a agua (PAGLIOSA et al., 2010b). O efeito do
preparo de uma infusdo sobre a extracdo de compostos fendlicos tem sido reportado
para produtos elaborados com folhas e talos de erva-mate e que foram submetidos a
secagem com o uso de temperaturas elevadas (DA SILVEIRA et al., 2014; GEBARA
etal.,, 2017).

De acordo com 0 modo de secagem e fragmentacdo empregados, a erva-mate
€ processada para ser a matéria-prima de bebidas tradicionais, que possuem uma
proporcao aproximada de talos/folhas de 30/70% (BRAGANCA et al., 2011). O chi-
marrdo e o tereré, sao bebidas elaboradas com agua quente e fria, respectivamente,
e o cha mate tostado, feito com as folhas e talos secos e torrados. As folhas e talos
na erva-mate para chimarrdo e na erva-mate para tereré passam, inicialmente, em
contato a uma temperatura aproximada de 400 °C e uma secagem final entre 90 a 350
°C, enquanto na erva-mate para fazer o cha mate tostado é necessario seguir para
mais uma etapa, a torrefacao (120 °C por mais 15 minutos) (MACHADO et al., 2007).
No entanto, 0 emprego de temperaturas muito elevadas e o contato direto a fumaca da
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gueima de lenha durante o processamento, favorecem a formagéo de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) (KAMANGAR et al., 2008; VIEIRA et al., 2010; KAMAN-
GAR et al., 2016; OKARU et al., 2018). Para minimizar a geracao e a incorporagao
de HPAs na erva-mate durante o beneficiamento, empresas do setor ervateiro tem
buscado melhorias no processo de secagem da erva-mate (NABECHIMA, 2006). Os
HPAs correspondem a uma ampla classe de compostos orgéanicos, considerados con-
taminantes ambientais, gerados naturalmente, (como pela queima de florestas), mas
principalmente por atividades humanas voltadas a producao industrial, emprego de
temperaturas muito elevadas e sistemas de transporte que utilizam combustiveis fos-
seis. Compostos, que conforme a estrutura quimica podem ser de baixa toxicidade (2—4
anéis), bem como de alta toxicidade (5—6 anéis) para o organismo humano (VIEIRA
etal., 2010; OKARU et al., 2018).

Diversos estudos tém enfatizado a importancia em assegurar a oferta de plantas
com propriedades benéficas ao organismo na forma de infusdes, mas que sejam
concomitantemente, seguras a um consumo prolongado para nao levarem a uma
exposicao elevada do organismo a contaminantes quimicos/ambientais (VIEIRA et
al., 2010; BRAGANCA et al., 2011; BARRELLA et al., 2017; VALDUGA et al., 2019).
Um estudo de caso-controle no Uruguai (843 participantes com cancer de pulmao e
1466 participantes como controle), mostrou associa¢ao positiva para o maior risco de
desenvolver cancer no pulmao, tanto devido ao consumo elevado de alimentos ricos
em ferro, quanto pelo consumo elevado de chimarrgo (> de 1 litro/dia) . O risco atribuido
ao chimarrdo nao estaria relacionado aos constituintes naturais da planta erva-mate,
que inclusive teriam efeito protetor segundo os préprios autores, mas pela presenca de
contaminantes ambientais, como o HPA 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno (DMBA) e a
temperatura muito elevada (> 65 °C) que essa bebida de erva-mate tem sido ingerida
(OKARU et al., 2018; RONCO et al., 2019).

Assim como no cha verde e no cha preto, na erva-mate também existe o risco
da presenga de contaminantes provenientes do uso de agrotdxicos e de outras formas
de poluicdo ambiental, como os metais téxicos chumbo, cadmio, arsénio e mercurio
(BRAGANCA et al., 2011; BARRELLA et al., 2017; VALDUGA et al., 2019).

Os portadores de HH em tratamento com flebotomias na fase de manutencao
(quando a reserva de ferro no organismo é mantida a niveis bastante baixos), se-
riam mais sensiveis ao acumulo de cadmio, um metal toxico divalente. Uma deplecéo
elevada de ferro poderia imediatamente aumentar a absor¢cédo de metais téxicos diva-
lentes, incluindo o cadmio (AKESSON et al., 2000; PARK, S. K. et al., 2006). O sistema
de cultivo organico, € uma maneira para reduzir o risco de contaminacao de plantas
por esses metais. No presente estudo, foi escolhida amostra de folhas de erva-mate
proveniente de cultivo organico e sem a presenca de HPAs.
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3.3.1 Compostos fitoquimicos e propriedades biolégicas da erva-mate

Somado aos compostos fendlicos, a erva-mate apresenta em sua composicao
metilxantinas, saponinas glicosidicas e 6leos essenciais. Esses compostos sao me-
tabdlitos secundarios que garantem vantagens para a sobrevivéncia da planta e sao
constituintes promissores, quanto ao seu impacto positivo na satde (SIMOES et al.,
2004). A erva-mate também tem como constituintes, uma elevada concentragcao de
minerais (macro-elementos e micro-elementos) (PAGLIOSA et al., 2010a; RUSINEK-
PRYSTUPA et al., 2016; BARRELLA et al., 2017).

Para as infusdes ou extratos de erva-mate séo relatadas propriedades estimulan-
tes sobre o sistema nervoso central e sistema digestivo (GORZALCZANY et al., 2001;
MENDES, F. R.; CARLINI, 2007). As atividades antioxidante, hipocolesterolémica e anti-
inflamatéria foram descritas em estudos in vitro e in vivo e indicam potencial para auxi-
liar na prevencao e/ou atenuar agravos relacionados a doencgas crénico-degenerativas,
como problemas cardiovasculares, diabetes e cancer (GUGLIUCCI, 1996; LUNCE-
FORD; GUGLIUCCI, 2005; DA SILVA et al., 2008; DE MORAIS et al., 2009; KLEIN
et al., 2011; BOAVENTURA et al., 2013; YU et al., 2015; LUZ et al., 2016; AMIGO-
BENAVENT et al., 2017) e complicacdes neuroldgicas (BRANCO et al., 2013; GATTO
etal., 2015; BORTOLI et al., 2017). A propriedade quelante da erva-mate contra o ferro
foi estudada por Colpo et al. (2016) e Bordbar et al. (2018), mas até o momento, ndo
foram encontrados na literatura, estudos sobre a atividade quelante da erva-mate in
vivo, apds o consumo de preparagao alimentar rica em ferro.

Os efeitos da erva-mate benéficos para a saude sao, em grande parte, atribuidos
a presenca de seus compostos fendlicos, como ja mencionado. Os principais acidos
fendlicos presentes na erva-mate sédo pertencentes ao grupo do acido hidroxicinamico,
com destaque para os acidos clorogénicos (ésteres de acidos hidroxindmicos e &cidos
quinicos), como os acidos 3,5-dicafeoilquinico (3,5-COQ), 3,4-dicafeoilquinico (3,4-
COQ) e o acido 4,5-dicafeoilquinico (4,5-COQ) (CLIFFORD; RAMIREZ-MARTINEZ,
1990; BRAVO et al., 2007; SILVEIRA et al., 2016; TAJIK et al., 2017), que podem ser
observados na Figura 8.

No estudo de Bordbar et al. (2018), foi dissolvido ferro (Fe*2) em uma bebida
contendo folhas e talos de erva-mate (“chimarrdo”), que foi ingerida por mulheres
saudaveis. O delineamento da pesquisa mostrou que a complexagao do ferro ocorreu
na bebida, ou seja, antes da sua ingestao. No presente estudo, a intencao é investigar
o potencial de uma infusédo de folhas de erva-mate para inibir a absor¢ao de ferro em
portadores de HH, com base na resposta sérica de ferro, apds a ingestdao de uma
refeicao contendo alta quantidade de ferro biodisponivel.

O estudo de Colpo et al. (2016), reportou a capacidade quelante da erva-mate
contra o ferro in vitro e 0s mesmos n&o encontraram uma associacao positiva entre a
atividade quelante e o teor de compostos fendlicos. Por outro lado, estudos in vitro com
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Figura 8 — Estrutura quimica dos principais acidos fendélicos presentes na erva-mate.
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acidos fendlicos isolados atribuem a eles potencial quelante, principalmente, quando
pertencentes aos derivados dos acidos hidroxinamicos e que em sua estrutura apre-
sentam grupo catecol (grupos di-hidroxi ligados a um anel aromatico na posicao orto),
com destaque para os acidos cafeoilquinicos (KONO et al., 1998; ANDJELKOVIC et al.,
2006; GULCIN, 2006; LI et al., 2018).

Os acidos fendlicos podem ser divididos entre os que sao derivados do acido
hidroxicinamico (exemplo dos acidos cafeico, ferulico e dos acidos cafeoilquinicos) e os
que séo derivados do acido hidroxibenzoico (exemplo do acido galico e acido siringico).
De acordo com Andjelkovic et al. (2006), para os derivados do acido hidroxibenzoico,
apenas aqueles que apresentam o grupo galoil tendem a mostrar efeito quelante contra
o ferro, porém, de modo menos efetivo aos acidos hidroxindmicos com grupo catecol.
Segundo os mesmos autores, o efeito quelante de acidos fendlicos com a presenca
de grupo galoil ou grupo catecol seria possivel em pH fisioldgico, 0 que aumenta a
relevancia para investigar os efeitos de infusées que sejam fontes naturais desses
compostos na saude humana.

Referente a estabilidade de compostos fendlicos na erva-mate, embora existam
estudos para as folhas inteiras e folhas em pé (YATSU et al.,, 2011; MOLIN et al.,
2014), ndo foram encontrados na literatura, estudos para infusbes com essa planta.
Informagdes sobre a atividade quelante de ferro in vitro da infusdo de erva-mate, em
relacdo ao método de preparo e a estabilidade de acordo com o tempo e a temperatura
de armazenamento, também n&o foram constatadas.
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3.4 GRUPO DE RISCO PARA A HEMOCROMATOSE HEREDITARIA NO BRASIL

No Brasil, embora existam indicadores que apontam regidées com a frequén-
cia para as mutagdes no gene HFE equiparavel a paises que consideram a HH um
problema de saude publica, e também existam alertas sobre os riscos do aumento
do numero de casos com excesso de ferro na populagao brasileira relacionado a ali-
mentacgao, faltam pesquisas e intervencdes para este grupo (MENDES, J. F. R., 2008;
MARTINS, 2011, 2012).

Desde o ano de 2000 estd em vigor a legislagdo para o programa de fortifi-
cacao mandatéria de ferro em alimentos de amplo consumo (farinhas de trigo e de
milho e seus subprodutos) a toda populagao brasileira, por causa da incidéncia ele-
vada de anemia ferropénica em determinados grupos populacionais (BRASIL, 2000,
2002; ARAUJO et al., 2016; BRASIL, 2017b). A legislacao estabelece uma faixa de
enriquecimento entre 4 a 9 mg de ferro /100 g de farinha (BRASIL, 2017b).

As politicas publicas que adotam a fortificagdo com ferro em alimentos ampla-
mente consumidos pela populacédo fazem com que as pessoas consumam diariamente
alimentos fortificados com ferro, necessario ou ndo para elas. Na Regido Sul, onde
predominam descendentes de caucasianos, considerados com maior risco para desen-
volver HH, corresponde também a regidao com o maior consumo per capita de farinha
de trigo e de seus subprodutos (IBGE, 2010, 2020a), indicando uma maior exposi¢ao
da regido Sul do pais a alimentos fortificados com esse mineral. Como a fortificagao
de alimentos com ferro, no Brasil exige o emprego de compostos com maior biodispo-
nibilidade (sulfato ferroso ou fumarato ferroso), foi escolhido o composto sulfato ferroso
para os testes in vitro que avaliaram a atividade quelante da erva-mate e para o seu
emprego no ensaio clinico. E importante destacar, que esse composto tem validagao
da sua efetividade para avaliar a capacidade de absorcao de ferro em seres humanos,
comparavel ao padrao ouro (isétopo de ferro) (HOPPE; HULTHEN, 2006).

Além do consumo de alimentos fortificados ser potencialmente perigoso a quem
tem propensao a desenvolver HH (BEZWODA et al., 1981; BELL et al., 2000; ARANDA
etal., 2010; CRAXI et al., 2011; DOORN; GOSSELINK, 2012; DEUGNIER et al., 2019),
Cook (2000) mostra, que se 20% da farinha de trigo consumida for fortificada, essa ten-
dera a ser responsavel por 1-2 flebotomias a mais ao ano em pacientes em tratamento
para a HH. Bell et al. (2000), em estudo na Noruega, mostrou que 0 CONSUMO eXCessivo
de ferro por pelo menos 5 anos tem uma associacao positiva com a expressao clinica
da hemocromatose em pacientes com mutacao no gene HFE nao C282Y/C282Y.

Vale notar que, globalmente, ha um declinio no interesse para a suplementacao
de ferro em alimentos com amplo consumo, em parte, devido a prevaléncia do gene
para a HH. A expressao clinica da HH nos pacientes nao € uniforme e sugere que
outros fatores além da presenca das mutacées C282Y, H63D e S65C no gene HFE,
possam estar envolvidos, como o habito de consumir alimentos fortificados com ferro
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(BELL et al., 2000; ARANDA et al., 2010; HARE et al., 2017; DEUGNIER et al., 2019).
Além disto, também ha consequéncias para a saude da populagdo em geral sem
deficiéncia desse mineral, por causa de uma exposicao crbénica a sua suplementagao
por meio de alimentos, muitas vezes sem necessidade (MARTINS, 2012; PELLETIER,
2015; ANDERSON; FRAZER, 2017). De acordo com varios outros estudos clinicos
e epidemioldgicos, o excesso de ferro no organismo humano, mesmo em locais sem
politicas publicas para fortificagcdo de ferro em alimentos de amplo consumo, se tornou
um problema comum e que necessita de alternativas terapéuticas (MENDES, J. F. R.,
2008; TAO; PELLETIER, 2009; ARANDA et al., 2010; NEGHINA; ANGHEL, 2011;
DOORN; GOSSELINK, 2012; MARTINS, 2012; AGUIAR et al., 2014; TYAGI et al.,
2015).

Diante do exposto, um possivel efeito da erva-mate em inibir a absorcao do ferro
em individuos com HH HFE merece ser investigado. Cabe destacar que o habito de
consumo diario da erva-mate é independente da classe social, estilo de vida e idade e,
coincidentemente, predomina nas regides de caucasianos descendentes de europeus,
com risco aumentado para a HH e expostos ao consumo de alimentos enriquecidos
com ferro ferroso.
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4 METODOS

4.1 ETAPAS DO ESTUDO

O estudo esta dividido em duas etapas, primeiramente, um estudo in vitro , en-
volvendo andlises fitoquimicas com a infusédo de folhas de erva-mate e posteriormente
o estudo clinico, randomizado, controlado e cruzado de trés bracos com portadores de
HH HFE.

4.1.1 Estudo in vitro
41.1.1 Infusdo de folhas de erva-mate

A infusao foi obtida de folhas adultas de erva-mate verde (/lex paraguariensis A.
St. Hil.), fornecidas pela empresa Matebras - Industria do Mate do Brasil. A amostra
foi identificada por um botanico e a exsicata da espécie encontra-se no Herbario da
Universidade Federal de Santa Catarina, Departamento de Botanica (cddigo de acesso
FLOR65601). As folhas que foram utilizadas no estudo sdo provenientes de cultivo
organico em area sombreada (sub-bosque de floresta), na regido centro-oeste do
estado de Santa Catarina e foram coletadas de forma aleat6ria em arvores com mais
de 20 anos de idade. Durante o beneficiamento, que ocorreu na industria da empresa,
as folhas passaram por um processo de secagem sem a formacgéo de HPAs (VIEIRA
et al., 2010) e em seguida foram submetidas a etapa de trituracéo ( aprox. 28 mesh).

Para garantir uma melhor conservagéo, a amostra de erva-mate foi embalada a
vacuo em sacos de polietileno de alta densidade (embaladora a vacuo Selovac, modelo
200 B) e armazenada em freezer a -18 °C até o momento do preparo das infusdes
utilizadas nas analises fitoquimicas e no estudo clinico.

A infusdo (100 mg/mL) foi preparada com agua quente (80 °C), posteriormente
filtrada e resfriada. Foi avaliado o efeito do tempo de infuséo (2,5 min.; 5,0 min. e 10
min.) e o efeito do volume de agua (50 mL; 100 mL e 300 mL), para a extracao de fenois
totais e para a atividade quelante contra o ferro, e assim, foi definida a forma de preparo
da infus@o para o estudo clinico. Nessa etapa, para definir a forma de preparo, todas
as infusdes foram preparadas em Becker de vidro com igual capacidade, em triplicata
e com agua ultrapura a 80 °C. Apds 10 minutos de contato das folhas com a &gua, a
temperatura final também foi medida. A investigacao do efeito do volume de agua no
preparo da infusdo, ocorreu respeitando sempre a mesma proporcao de folhas/agua,
no caso 100 mg/mL: 5 g/50 mL; 10 g/100 mL e 30 g/300 mL. Normalmente, ao preparar
uma infusdo para uma pessoa, utiliza-se 300 mL de 4gua ou menos e existe o habito
de preparar infusbes de erva-mate com diversas propor¢cdes de m/v, desde 8 - 20
mg/mL a 277 - 450 mg/mL (GEBARA et al., 2017; PAGLIOSA et al., 2009, 2010b; DA
SILVEIRA et al., 2014, 2016). No presente estudo foi utilizado 100 mg/mL por ser uma
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concentragéo intermediaria ao habitual para o consumo. O teor de sélidos soluveis nas
infusdes foi determinado por método gravimétrico (ASTILL et al., 2001).

4.1.1.2 Compostos fendlicos totais em infusdo de folhas de erva-mate

O teor de compostos fendlicos totais das infusdes foi determinado espectrofo-
tometricamente de acordo com o método de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton e
Rossi (1965). Os compostos fendlicos presentes em diluicées apropriadas de infusdes
de erva-mate foram oxidados pelo reagente Folin-Ciocalteau e a reacéo foi neutrali-
zada com carbonato de sodio. A absorbancia de cor azul resultante foi medida em
725 nm apo6s 60 minutos (espectrofotdmetro Spectrum SP2000 - Xangai, China). Os
resultados foram expressos em miligrama de equivalentes de acido clorogénico por
mL de infusdo. Para a quantificacao dos compostos fendlicos, foi construida curva de
calibragéo utilizando acido clorogénico, concentracées de 7,8 a 500 ug/mL (r2 = 0,99).

4.1.1.3 Atividade quelante contra o ferro em infuséo de folhas de erva-mate

A atividade quelante da erva-mate foi avaliada espectrofotometricamente em
microplaca (Epoch Biotek Instruments, Winooski, VT, EUA), segundo Dinis et al. (1994).
Aliquotas de infusao de erva-mate (20 ulL) foram adicionadas a solucao de acetato de
aménio 10% (250 ulL) e a solugao de sulfato ferroso 2 mM (15 uL). A reacao foi iniciada
com a adicdo de 5 mM de ferrozina (15 plL) e posteriormente, a mistura foi mantida
a temperatura ambiente por 5 minutos. A absorbancia do complexo ferro-ferrozina foi
medida em 562 nm e a percentagem de inibicao da formacao do complexo ferrozina-
Fe*2 foi obtida pela formula: [(Ag - A1)/ Ag ] x 100 (Ag, absorbancia do controle e
A1, absorbancia na presenca de infusdo de erva-mate). O controle continha todos os
reagentes, exceto a infusdo de erva-mate. O acido diamino-tetra-acético sédico (Na, -
EDTA) foi utilizado como controle positivo (200 mg/mL).

4.1.1.4 lIdentificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos da infusdo de folhas
erva-mate para o estudo clinico

Apos o preparo da infuséo, aliquotas com concentragéo final de 1 mg/mL (m/v)
foram centrifugadas (1 g x 10 min., 25 °C), filtradas com membrana (0,45 u da marca
Merck Millipor (USA)) e submetidas a analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia,
conforme metodologia de Farah et al. (2005), com modificagcdes (ALVES, 2006). Foi
utilizado um cromatografo liquido de alta eficiéncia, CLAE (Shimadzu LC-10) equipado
com coluna de fase reversa (Supelco Cqg, 4,6 mm @ x 250 mm, 5 um) e pré-coluna
Phenomenex Cig (4 mm © x 2 mm, 5 u) em equipamento com injetor automatico,
conectado a degaseificador DGU 20A5 com integrador CBM 20A e detector UV-visivel
(Shimadzu DAD SPD-M20A, A 280 nm e A 325 nm). Os compostos fendlicos foram
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eluidos em gradiente linear: 0,01 min. (Fase A 100% v/v); 15 min. (Fase A 80% e Fase
B 20% v/v); 25 min. (Fase A 80% e Fase B 20% v/v) e 30 min. (Fase A 100% v/v).
Fluxo de 1,0 mL.min~'. A fase A foi composta da mistura de acido citrico 10 mM e
acido cloridrico 6 N, pH 2,5 e metanol (4:1, v/v) e a fase B foi composta de metanol. O
volume injetado foi de 20 ug/mL de amostra.

A identificacdo dos acidos fendlicos foi realizada a partir da comparacao dos
tempos de retencdo dos padrbes externos. A quantificacao foi realizada com base
nas curvas de calibracdo construidas para cada composto identificado na infuséo (r2,
de 0,99). Os padrées de acidos fendlicos utilizados foram o 3-cafeoilquinico (3-CQA),
4-cafeoilquinico (4-CQA), 5-cafeoilquinico (5-CQA), 3,5-dicafeoilquinico (3,5-diCQA) e
4 ,5-dicafeoilquinico (4,5-diCQA). Os resultados foram expressos em pg/mL da infusao
de folhas de erva-mate. Um estudo in silico foi aplicado com o emprego do software
PassOnline (Prediction of Activity Spectra for Substances) (SRINIVAS et al., 2014),
para verificar se os acidos cafeoilquinicos identificados na presente infusao de folhas
de erva-mate, seriam possiveis candidatos para a complexagéo com o ferro.

4.1.1.5 Estabilidade da concentracdo de compostos fendélicos e do percentual de
atividade quelante contra o ferro na infusdo de folhas de erva-mate para o
estudo clinico

A infusdo de erva-mate que apresentou a maior extragdo de compostos fendlicos
e atividade quelante contra o ferro, foi a utilizada para avaliar a estabilidade. Ocorreu a
avaliacao da estabilidade da quantidade de fendis totais, dos principais acidos fendlicos
identificados e do percentual de atividade quelante contra o ferro. As infusdes de erva-
mate foram divididas em trés aliquotas e analisadas imediatamente e ap6s 24 h de
armazenamento a temperatura ambiente (25 °C) ou sob refrigeragdo (8 °C), para
avaliar se haveria ou nado reducéao significativa dos compostos e da acdo quelante
contra o ferro (NISHIYAMA et al., 2010).

Todos os reagentes utilizados para as andlises fitoquimicas foram de grau anali-
tico ou cromatogréfico.Todas as analises ocorreram em triplicata.

4.1.2 Estudo clinico, randomizado, controlado e cruzado
4.1.2.1 Local e populagcado em estudo

O estudo foi conduzido na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
localizada na cidade de Florianépolis. A populacéo estudada foi composta por adultos
portadores de hemocromatose hereditaria (tanto homozigotos quanto heterozigotos)
com mutacao para o gene HFE, acompanhados em Floriandpolis pelo Ambulatério do
Centro de Hematologia e Hemoterapia do Estado de Santa Catarina (HEMOSC) ou
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pelo Servico de Hemoterapia do Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago
(HU-UFSC).

4.1.2.2 Calculo do tamanho da amostra e processo de amostragem

O numero minimo de individuos na amostra necessarios para detectar diferenca
estatisticamente significativa (p < 0, 05) foi determinado assumindo um poder de teste
de 0,80. Para o calculo foi considerada reducao esperada de 20% na absorcao de ferro
alimentar e desvio-padréao de 17%, considerando os valores para a area sob a curva de
ferro sérico (AUC). O tamanho minimo da amostra estimado foi de, pelo menos, doze
individuos por grupo (HUTCHINSON et al., 2010), sendo que os mesmos individuos
passaram pelos trés tipos de tratamento, denominados "grupo"(estudo cruzado). Tendo
em vista possiveis perdas e desisténcias, foi considerado acréscimo de 20% (MIOT,
2011), totalizando 14 individuos por tratamento (grupo).

Para o estudo, utilizou-se de amostragem intencional (Apéndice C), apresen-
tando os seguintes critérios de inclusao: serem adultos com HH para o gene HFE
em fase de manutencao, auséncia de anemia (hemoglobina e hematécrito dentro dos
valores de referéncia: hemoglobina para o sexo masculino 13,2 a 18,0 g/dl e para o
sexo feminino 11,5 a 16,5 g/dl; hematécrito para o sexo masculino 39,0 a 51,0% e
para o sexo feminino 36,0 a 48,0%), intervalo minimo de 1 més da ultima flebotomia,
auséncia do uso de medicacao que possa afetar o metabolismo do ferro e estar de
acordo para o consumo da refeicao oferecida nos dias de intervencao. Os critérios de
exclusao foram a idade inferior a 19 anos, o uso de substancias quelantes 24 horas
antes do estudo, infec¢cdo aguda ou crdnica, diagndstico de cancer, hemocromatose
secundaria (o que também incluem portadores da sindrome da sobrecarga de ferro
dismetabdlica), alteracbes em enzimas hepaticas (aspartato aminotransferase e ala-
nina aminotransferase), alteracdo na concentragcéo de proteina C reativa e mulheres
na fase menstrual do ciclo ou em tratamento com estrogénio (HURRELL et al., 1999;
HUTCHINSON et al., 2010).

4.1.2.3 Delineamento do estudo

O estudo foi conduzido em duas partes, sendo a primeira parte um estudo piloto
com trés voluntarios adultos considerados saudaveis, uma mulher e dois homens sem
diagnostico para HH (Dois estudantes e um servidor da Universidade Federal de Santa
Catarina), a fim de obter resultados preliminares e verificar a necessidade ou nao de
ajustes no delineamento experimental. Na segunda parte, foi realizado o estudo de
intervencdo com os 14 portadores de HH para o gene HFE. Como o estudo preliminar
mostrou a ndo necessidade de ajustes, o estudo com os portadores de HH ocorreu
nos mesmos moldes, seguindo 0 mesmo protocolo experimental, sendo avaliados os
mesmos desfechos e com 0 mesmo tempo de intervencgao.
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Os voluntarios foram distribuidos de forma randomizada quanto ao consumo
das bebidas e consumiram 200 mL de infusdo de folhas de erva-mate (preparada
com 300 mL de agua a temperatura de 80 = 1 °C e em contato com 30 g de folhas
de llex paraguariensis A. St. Hil. por 10 minutos), 200 mL de agua (controle nega-
tivo) ou 200 mL de agua com a suspensao de Silybum marianum com 140 mg de
silibina (14 mL Legalon®; controle positivo) (HUTCHINSON et al., 2010). Ou seja, con-
siderando que foi realizado um estudo cruzado de trés bragos, todos os voluntarios
passaram pelas trés bebidas (erva-mate, agua e Silybum marianum). Entre a ingestao
de cada bebida foi mantido um periodo de sete dias de washout (HUTCHINSON et al.,
2007). A randomizacao foi realizada com o auxilio do programa Latin square generator
(http://hamsterandwheel.com/), de acordo com o método quadrado Latino (3x3), trés
bebidas e trés periodos de intervencéo para cada participante (SOUSA et al., 2007).
Os individuos, apds serem identificados numericamente foram designados para um
dos trés grupos de tratamento em cada dia de intervencao (exemplo: infusao de folhas
de erva-mate = A; agua = B; Silybum marianum = C), conforme a sequéncia aleatéria
obtida. Na Figura 9 é possivel observar a representacao esquematica do desenho do
estudo clinico, randomizado, controlado e cruzado.

Os participantes iniciaram a intervencao entre 07h30min. e 08h00min. da ma-
nha, tendo os mesmos, antes permanecido em jejum de 10 a 12 h e sem a ingestéao
de agua apds a meia-noite do dia anterior a intervencao. No dia anterior ao estudo
mantiveram o seu habito alimentar, porém sem o consumo de bebidas alcodlicas, café,
chimarrdo, cha mate, cha preto, cha verde, extrato de (Silybum marianum), refrigeran-
tes, acafrdao da terra (Curcuma longa), bem como sem o consumo de medicamentos
que possam afetar a absorcao de ferro (antiacidos, suplemento de calcio, suplemento
de zinco, cloranfenical, alopurinol, vitamina E, &cido ascorbico (vitamina C) e medica-
mentos quelantes contra o ferro). Os participantes foram orientados para terem uma
boa noite de sono, ficaram sem praticar exercicios fisicos na manha do estudo e no dia
consumiram toda a preparacao alimentar servida (HOPPE et al., 2004; CONWAY, R. E.
et al., 2006; HUTCHINSON et al., 2010). Todos os participantes foram orientados, ver-
balmente e por escrito, sobre o dia da intervencao e protocolo a seguir no dia anterior
(Apéndice D).

Na manha do estudo, os participantes permaneceram sentados por 15 min. para
regular o fluxo sanguineo de repouso. Em seguida, amostras de 4 mL (um tubo de
coleta para soro) de sangue venoso periférico foram coletadas, por técnico laboratorial
habilitado, em jejum e ap6s 1, 2, 3 e 4 h da ingestao da refeicdo padronizada contendo
10 mg de sulfato ferroso (Essential Pharma®, Santa Catarina, Brasil) e cada um dos
tratamentos: infusdo de folhas de erva-mate, agua ou suspenséao de Silybum marianum
(Legalon®, silibina 140 mg, comercializado sob licenca de Rottapharm/Madaus, Dublin,
Irlanda e registrado no Brasil para comercializacao por Maylan Laboratory Ltda, RJ,
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Figura 9 — Representagédo esquematica do desenho do estudo clinico, randomizado,
controlado e cruzado.
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Fonte: A autora, 2021.

Brasil.) (HUTCHINSON et al., 2010). Os pacientes esperavam consumir uma das trés
bebidas, mas desconheciam qual delas iriam consumir em cada dia de teste. Para
cada participante, ocorreu um total de 5 coletas de sangue por manha de intervengao.
Cada amostra de sangue, devidamente codificada, foi centrifugada (1000 x g, 10 min.,
a 4°C) para a obtencao do soro. As anadlises foram imediatamente realizadas por
um profissional independente e cegado (0 mesmo desconhecia a decodificagao para
cada amostra) e o ferro sérico foi determinado de acordo com o método colorimétrico
Ferrozine em equipamento automatizado (Dimension RXL Max — Siemens Healthcare
Diagnostics Inc. Deerfield, IL, USA), minimizando o risco de viés para os resultados
(devido ao cegamento e pela analise de ferro sérico nédo ter ocorrido por teste manual).

A refeicao padronizada foi elaborada na noite anterior ao estudo e armazenada
sob refrigeracdo. A mesma consistiu em um puré de batata (batata inglesa, éleo de
girassol e sal), com um total de 365 kcal; 20 g de gorduras totais; 4,2 g de proteinas,
42 g carboidratos, com base na tabela brasileira de composicao de alimentos, TACO
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(LIMA et al., 2011) e 11,4 mg de ferro ndo heme (AOAC, 2016) (1,4 mg de ferro
enddgeno e 10 mg de ferro ferroso Essential Pharma®). O sulfato ferroso foi adicionado
a preparacao apoés reaquecimento em forno de micro-ondas e imediatamente antes
de servir. Durante o periodo de 4 h apds a refeigdo, os participantes permaneceram
sentados e foi permitido o consumo de agua, apenas. A preparacao padronizada foi
consumida, dentro de um periodo maximo de 15 minutos, seguido dos diferentes
tratamentos: a) 200 mL de infusédo de folhas de erva-mate; b) 200 mL de agua e; c) 200
mL agua contendo suspensao de Silybum marianum (HOPPE et al., 2004; CONWAY,
R. E. et al., 2006; HUTCHINSON et al., 2010) (Figura 9). Nenhum efeito colateral foi
relatado pelos participantes, quando questionados diretamente, apdés 0 consumo da
infusdo de erva-mate, pois pessoas sensiveis aos componentes dessa planta podem
sentir irritagdo géstrica, tremores, insénia ou irritabilidade.

Cinquenta portadores de HH se voluntariaram para participar da pesquisa. Des-
ses, 16 preencheram todos os critérios e foram incluidos na amostra. Ao longo do
estudo, dois individuos desistiram da participacado por razdes pessoais. O fluxo de
participantes durante o estudo esta representado na Figura 10. A intervengao seguiu
0s passos preconizados pelo CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials),
que fornece uma lista de checagem composta de um conjunto minimo de recomenda-
¢Oes para relatar o desenho, analise e resultados de um ensaio clinico randomizado
(MOHER et al., 2010) .

Para a caracterizacao biodemogréfica e clinica dos participantes, foram utiliza-
das informagdes existentes nos prontudrios do banco de dados do HEMOSC e do
HU-UFSC quanto a idade; sexo; data do diagnéstico para HH; tipo de mutagao; con-
centracao de ferritina sérica na data do diagndstico e no ultimo exame e o numero
de flebotomias/ano até alcancar a fase de manutencdo. Também foram obtidas infor-
magodes sobre o volume da ultima flebotomia; 0 uso ou nao de substancias quelantes
(sintéticas ou naturais) contra o ferro; a presenca ou nao de outras doencgas; a alte-
ragdo ou nao no habito alimentar apds o diagnéstico; o habito ou nao de consumir
erva-mate; o consumo ou nao de bebidas alcoodlicas e o habito ou ndo de fumar; como
pode ser observado no Apéndice C.

Além disto, foram realizados 0s seguintes exames bioquimicos e hematologi-
cos: concentracao de ferritina sérica, indice de saturacao de transferrina, ferro sérico,
capacidade total de ligacao do ferro (CLTF), hemoglobina, hematécrito, aspartato ami-
notransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e proteina C reativa ultra sensivel
(PCR-us) para a caracterizagdo do grupo. No primeiro dia do estudo foram, ainda,
aferidos o peso e a altura para o célculo do indice de Massa Corporal (IMC), segundo
Organizacao Mundial da Saude (WHO, 1995). Em cada fase da intervencao foi apli-
cado, por profissional treinado, o Recordatério Alimentar do dia anterior (CONWAY,
J. M. et al., 2003) para verificar o seguimento das orientacdes de ingestdo. Desde que
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Figura 10 — Fluxo de participantes durante o estudo.
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seguissem as orientagdes, os participantes puderam seguir os seus habitos alimenta-
res.

4.2 PROCESSO DE COLETA DE DADOS

A coleta de dados para a triagem dos candidatos ocorreu no Centro de He-
matologia e Hemoterapia do Estado de Santa Catarina - HEMOSC e no Servigco de
Hemoterapia do Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina -
HU-UFSC.

Os ensaios laboratoriais foram realizados no Laboratério de Lipideos, Antioxi-
dantes e Aterosclerose no Departamento de Andlises Clinicas, UFSC e no Hospital
Universitario da UFSC. As bebidas (infusao de folhas de erva-mate, gua com sus-
penséo de Silybum marianum e agua) e a preparagao alimentar padronizada foram
elaboradas no Laboratério de Técnica Dietética, Departamento de Nutricao - UFSC
e em sala anexa ao referido laboratério, ocorreu a coleta das amostras de sangue.
O soro, como mencionado anteriormente, foi obtido com a centrifugagdo das amos-
tras de sangue (1000 x g, 10 min., 4 °C) e as amostras obtidas foram imediatamente
analisadas. Aliquotas foram transferidas e armazenadas em microtubos (Eppendorf
Safe-Lock®) a -80 °C, caso houvesse a necessidade de uma analise posterior.

4.2.1 Refeicao padronizada e infusao de folhas de erva-mate com concentracao
de ferro conhecida

Para o presente estudo clinico, foi escolhido servir um puré de batata por ser
uma refeicdo com baixa concentracdo de compostos fitoquimicos, evitando assim, a
interferéncia da preparacao na absorgéo do ferro adicionado (10 mg de ferro elementar,
na forma de sulfato ferroso), adquirido da empresa Essential Nutrition® (HOPPE et
al., 2004; CONWAY, R. E. et al., 2006; HUTCHINSON et al., 2010). A preparacao
foi elaborada sempre do mesmo modo e utilizando utensilios de vidro e de plastico
descartavel para evitar a contaminacao por metais. Os ingredientes foram sempre da
mesma procedéncia.

As concentragdes de ferro, na refeicao servida aos participantes do estudo (ferro
intrinseco, mais o ferro elementar adicionado) e na infusdo de folhas de erva-mate, fo-
ram determinadas por analise quimica, segundo a metodologia 944.02a da Association
of Official Analytical Chemistis (AOAC, 2016). A analise ocorreu em triplicata, a partir
da digestao acida das cinzas seguida pela anélise em espectrofotometria de absorcao
atébmica (Perkin-Elmer Analyst 300).

Os demais nutrientes da refeicdo padronizada (gordura total, proteinas e car-
boidrato total) e a quantidade de calorias foram determinados com o uso do software
Dietpro® com base na tabela brasileira de composicao de alimentos (LIMA et al., 2011).
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Deste modo, a refeigdo padronizada que foi consumida pelos participantes apre-
sentou a concentracdo de calorias, macronutrientes e de ferro, que foram descritos
no item 4.1.2.3: 365 kcal, 20 g de gorduras totais, 4,2 g de proteinas, 42 g carboidra-
tos e 11,4 + 0,26 mg de ferro ndo heme. Enquanto a infusdo de folhas de erva-mate
apresentou 0,330 + 0,06 mg/200 mL de ferro.

Para o preparo das infusdes de folhas de erva-mate e para a diluicao da sus-
pensao de Silybum marianum, também foram utilizados unicamente utensilios de vidro
e/ou de plastico descartavel para evitar a contaminacao por metais, mais especificada-
mente, por ferro.

4.2.2 Parametros bioquimicos séricos e hematoldgicos
4.2.2.1 Variaveis bioquimicas séricas e hematologicas

Foram realizados exames laboratoriais bioquimicos e hematolégicos para a ca-
racterizacdo do grupo de estudo: ferritina sérica, indice de saturacéo de transferrina,
capacidade total de ligacao do ferro, hemoglobina e hematécrito, proteina C reativa
ultra-sensivel e as enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransfe-
rase (AST).

A determinacao da concentracao sérica de ferritina foi realizada por método
imunoturbidimétrico enzimatico, utilizando particulas de diéxido de crémio revestidas
com anticorpos monoclonais especificos para ferritina e um reagente conjugado, for-
mando um complexo particula/ferritina/conjugado. O reagente conjugado do complexo
foi combinado a um substrato cromogénico, que ao hidrolisar liberou um cromoéforo, per-
mitindo assim, a determinacao da concentracdo de ferritina sérica no soro. A analise
foi realizada com o uso de reagentes obtidos da empresa Siemens (Siemens Health-
care Diagnostic Inc - EUA) em analisador automatizado (Dimension RXL Max Siemens
Healthcare Diagnostics Inc. Deerfield, IL, USA), segundo as instrucdes do fabricante.

Para determinar a concentracao de ferro sérico, os ions férrico foram dissoci-
ados da transferrina por acdo de um tampao de pH acido e reduzidos a ions ferroso,
que formam um complexo de cor azul com o sal dissédico do Ferene®. Por técnica
bicromatica ocorreu a leitura da quantidade de ferro na amostra de soro. A analise
foi realizada com o uso de reagentes obtidos da empresa Siemens (Siemens Health-
care Diagnostic Inc - EUA) em analisador automatizado (Dimension RXL Max Siemens
Healthcare Diagnostics Inc. Deerfield, IL, USA), segundo as instru¢des do fabricante.

A capacidade total de ligacao do ferro foi determinada com a adicdo de uma
quantidade saturante de ferro a amostra, com o objetivo de saturar os sitios de liga-
coes da transferrina. O excesso de ferro nao ligado foi determinado por fotometria. O
ferro ligado a transferrina foi, entdo, liberado com a adi¢ao de acido ascorbico, para
em seguida ser analisado com o acréscimo do cromogéneo Ferene®. Através dessa
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metodologia e juntamente com a medida do ferro sérico foi possivel calcular a capaci-
dade total de ligagao do ferro e também o indice de saturagdo da transferrina (IST). A
analise foi realizada com o uso de reagentes obtidos da empresa Siemens (Siemens
Healthcare Diagnostic Inc - EUA) em analisador automatizado (Dimension RXL Max
Siemens Healthcare Diagnostics Inc. Deerfield, IL, USA), segundo as instrucdes do
fabricante.

Para a determinacao da concentracdo de hemoglobina e hematocrito foi utilizado
um analisador hematoldgico automatizado (Sysmex XE-2100D, Sysmex Corporation,
Kobe, Japéo).

A proteina C reativa ultra-sensivel (PCR-us) foi quantificada por imunonefelo-
metria com o uso de anticorpos monoclonais especificos, em aparelho automatizado
Nefelémetro Behring BN Il (Siemens Healthcare Diagnostics Products GMBH - Alema-
nha), utilizacao de reagentes Siemens Healthcare Diagnostic Inc - EUA e conforme as
instrucOes do fabricante.

As enzimas, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST)
foram determinadas pela metodologia cinética-UV, com o uso de reagentes obtidos da
empresa Siemens (Siemens Healthcare Diagnostic Inc - EUA) e as andlises realizadas
em equipamento automatizado Dimension (Dimension RXL Max Siemens Healthcare
Diagnostics Inc. Deerfield, IL, USA), segundo as instru¢des do fabricante.

4.2.2.2 Efeito da infusdo de folhas de erva-mate na absorcao do ferro

A absor¢ao do ferro foi estimada com base na concentragdo de ferro sérico
apos o consumo da refeicdo padronizada, que continha 1,4 mg de ferro ndo heme
intrinseco e 10 mg de ferro extrinseco (Fe*2) na forma de sulfato ferroso, com base em
métodos validados para seres humanos (HOPPE et al., 2004; CONWAY, R. E. et al.,
2006; HUTCHINSON et al., 2007, 2010).

As amostras de sangue foram coletadas antes (tempo 0) e ap6s 1,2,3e4hea
concentragao de ferro foi quantificada utilizando o método espectrofotométrico descrito
no item 4.2.2.1. Os indicadores para a absorcao do ferro sérico foram determinados por
parametros derivados das curvas de ferro sérico (corrigidos pelo valor de ferro sérico
basal de cada individuo): (1) célculo da area sob a curva de ferro sérico (AUC) pelo
periodo de 4 h (AUC—4); (2) pico maximo de absorgao do ferro, Amax e (3) percentual
de recuperacéao do ferro no pico maximo, %Femax. O %Femax foi calculado com base
na férmula de Henley (1956) mostrada na equacgao 1.

x 100 (1)

Sendo necessario, primeiramente, determinar o volume de plasma (VP) de cada
participante com a equagao 2.
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VS x (1-Ht

VP = 1(§oo )

Onde:

VP = volume de plasma em L

VS = volume de sangue em mL

(estimado considerando que em humanos temos 69,6 mL/kg de massa corporal,
segundo Lentner (1984))

Ht = hematdcrito em nimero decimal

TFI = Total de ferro ingerido em umol

Amax em wmol/mL

Todos os reagentes para as analises bioquimicas foram de grau analitico ou

cromatografico.

4.3 PROCEDIMENTOS ETICOS DA PESQUISA

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos
da UFSC (numero CAAE: 64252017.2.0000.0121). Apenas os individuos selecionados
e que assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), participaram
do estudo. O parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisas com Seres
Humanos e o TCLE podem ser visualizados no ANEXO A e no ANEXO B, respecti-
vamente. O ensaio clinico foi registrado na plataforma Registro Brasileiro de Ensaios
Clinicos (cédigo RBR-5nrrwc), como pode ser observado no ANEXO C e tem como
instituicbes coparticipantes o HEMOSC e o Servigco de Hemoterapia do HU-UFSC. O
estudo esta de acordo com as normas para pesquisas com seres humanos - Resolucao
466/2012 do Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude.

4.4 TRATAMENTO E ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os tratamentos com a infusédo de folhas de erva-mate (llex paraguariensis A.
St. Hil.), o Cardo mariano (Silybum marianum) e a agua, representam as variaveis
independentes do estudo clinico.

Para as analises in vitro, as variaveis dependentes foram a atividade quelante
contra o ferro da infusao de erva-mate, a concentracao de sélidos soluveis, a concen-
tracdo de fendis totais e a concentragao dos acidos fendlicos 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA,
3,5-diCQA e 4,5-diCQA na infusao de folhas de erva-mate.

No estudo clinico as variaveis dependentes analisadas foram os indicadores da
absorgdo do ferro alimentar, AUCy—4, %Femax € Amax-

As variaveis de controle foram a idade; sexo; desjejum padronizado; tipo de
gene com mutacao para HH; tempo desde a ultima flebotomia; atividade fisica na
manha da intervencgao; consumo de alimentos\bebidas, suplementos e medicamentos
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que poderiam interferir na absor¢do do ferro alimentar (conforme descrito no item
4.1.2.3), variaveis hematolégicas e bioquimicas (ferritina sérica, ferro sérico, indice de
saturacao de transferrina, concentracdo de hemoglobina, hematécrito, AST, ALT, CTLF
e PCR-us), tempo desde o diagnéstico, ferritina sérica ao iniciar o tratamento e nimero
de flebotomias até alcancar a fase de manutengéo.

Para o estudo foi considerado como variavel interveniente (confundimento), a
dieta. Com o objetivo de reduzir o efeito da variavel interveniente nos resultados, foi
aplicada a randomizacéao para a alocagao nos grupos de tratamento.

Os dados continuos foram descritos como média e desvio-padrao, média e
erro padrao da média ou mediana (intervalo interquartil). A normalidade dos dados foi
verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para os dados que nao apresentaram distribuicao
normal, foi aplicada a transformacao logaritmica e repetida a andlise de normalidade.

No estudo in vitro, para as variaveis que apresentaram distribuicdo Gaussiana
(direta ou ap6s transformacao logaritmica), foi utilizada a analise de variancia (ANOVA),
seguida do teste de Tukey. Também associacdes bivariadas foram verificadas através
do coeficiente de correlagao de Pearson.

Referente ao ensaio clinico, o teste t de Student ou o teste de Mann-Whitney
foi utilizado para comparar as caracteristicas basais dos pacientes, estratificadas de
acordo com as mutacdes no gene HFE (C282Y/C282Y vs. ndao C282Y/C282Y) ou
niveis séricos de ferritina (< 50 ng/L vs. > 50 pg/L ). Para a andlise de variancia de me-
didas repetidas a um fator (ou one-way) (ANOVA-MR) foram aplicados, o pressuposto
da simetria composta da matriz de covariancias e o teste de esfericidade de Mau-
chly para medir a homocedasticidade. A correcao de Greenhouse-Geisser foi utilizada
quando a esfericidade nao foi atendida.

A ANOVA-MR foi utilizada para detectar diferengas entre as bebidas (/lex para-
guariensis A. St. Hil., agua e Silybum marianum) para os parametros derivados das
curvas de ferro sérico para todo o grupo de pacientes; nos pacientes estratificados
de acordo com as mutacdes no gene HFE (C282Y/C282Y vs. ndo C282Y/C282Y) e
estratificados segundo a concentracao de ferritina sérica (< 50 ug/L vs. > 50 ug/L ).
A ANOVA de medidas repetidas de modelo misto foi aplicada para testar o efeito dos
tratamentos (bebidas) (fator intra-individuo) e as interagdes com o tipo de mutagéo no
gene HFE ou com a concentracao de ferritina sérica (fator entre-individuos) para a
absorcao de ferro. A correcao de Bonferroni foi utilizada para testes post hoc multiplos
em pares.

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa Statistical
Package for Social Science (SPSS), versao 20.0 e as diferencas significativas foram
estabelecidas ao nivel de 5% de significancia. A AUC(—4 foi calculada a partir da regra
do trapézio, usando o programa GraphPad Prism v. 6.01 (GraphPad, La Jolla, CA,
EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 ESTUDO IN VITRO COM A INFUSAO DE FOLHAS DE ERVA-MATE E ESTUDO
PRELIMINAR IN VIVO

Nessa secao serdo apresentados os resultados para a atividade quelante contra
o ferro e para a concentragéo de fenois, considerando o efeito do tempo e do volume
de agua no preparo da infusdo de folhas de erva-mate; a estabilidade na concentracao
dos compostos fendlicos e da atividade quelante contra o ferro e um estudo preliminar
in vivo para a absorg&o do ferro no organismo.

5.1.1 Efeito do tempo de infusdo na extracao de fendis totais, sélidos soluveis
e na atividade quelante contra o ferro

Ao comparar os tempos de contato das folhas de erva-mate (llex paraguariensis
A. St. Hil.) com a agua, apresentados na Tabela 3, observa-se que para o tempo de 10
min. ha um aumento significativo da extracao de sélidos soluveis totais (p < 0,02) e de
fendis totais na infusao (p < 0,0001).

A atividade quelante contra o ferro de 94% foi alcancada com o tempo de infusao,
2,5 min. e com uma significativa elevacao para o tempo de extragdo de 10 min. ( >
99%; p < 0,05). Esse valor da atividade quelante contra o ferro, proximo a 100%,
foi equiparavel ao resultado para o controle positivo Na,EDTA (99,55%; p > 0,05),
Tabela 3.
Tabela 3 — Efeito do tempo de infusdo na extracao de sélidos sollveis, de fendis totais

e na atividade quelante contra o ferro de folhas de erva-mate (llex paragua-
riensis A. St. Hil.).

Tempo de infusdo Sdlidos soluveis  Fenois totais  Atividade quelante’

(min.) (mg/mL)* (mg EAC/mL)** (%)***

25 19,53 + 0,942 5,40 + 0,582 94,37 + 1,552
5,0 23,56 + 0,98° 7,03 + 0,652 97,17 + 2,244ab
10,0 29,24 + 1,80° 18,48 + 2,520 99,06 + 1,70
Controle positivo (200mg /mL Na,EDTA) — 99,55 + 0,20°

Resultados expressos em média * desvio-padrao de trés determinagdes em triplicata.
Valores médios com letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa entre os tempos, *(p < 0,02); **(p < 0,0001); ***(p < 0,05); ANOVA e teste
de Tukey. Agua ultrapura a 80 + 1 °C (100 mL) adicionada sobre 10 g de folhas de erva-
mate (llex paraguariensis A. St. Hil.). EAC, equivalente de acido clorogénico. ! Atividade
quelante contra o ferro.

Fonte: A autora, 2021.
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5.1.2 Efeito do volume de agua para a extracao de compostos fendlicos em
infusao com folhas de erva-mate

Embora todas as infusdes tivessem a mesma propor¢céo, 100 mg/mL e a mesma
temperatura inicial da agua 80 °C em 10 min. de infusdo, a concentracao de fendis
totais foi significativamente maior para o volume de agua de 300 mL, comparado aos
volumes de 50 mL e 100 mL (p < 0,002). Além disso, a temperatura final da infuséo
(ap6s 10 min.) foi significativamente maior (63,2 + 1,0 °C) para a infusdo com 300 mL
de agua (p < 0,0001) (Figura 11).

Figura 11 — Efeito do volume de agua para a extracdo de compostos fendlicos em
infusdo com folhas de erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil.).
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As extracdes foram preparadas com a mesma propor¢ao m/v (100 mg/mL): 5 g/50 mL;
10 g/100 mL e 30 g/300 mL. Resultados expressos em média + desvio-padrao de trés
determinacoes em ftriplicata. A temperatura inicial para todas as infusées foi de 80 + 1
°C. ™ p < 0,002 comparado ao volume de 50 mL, * *** p< 0,0001 comparado ao volume
de 50 e 100 mL (ANOVA, teste de Tukey). EAC, equivalente de acido clorogénico.

Fonte: A autora, 2021.

Com base nos resultados, o0 modo de preparo da infusdo com 300 mL de agua
quente e em contato com as folhas por 10 min., foi o escolhido para as demais ana-
lises in vitro e para 0s ensaios clinicos, por ter alcancado a maior concentracdo de
compostos fendlicos e a maxima atividade quelante contra o ferro (99,06%).

5.1.3 Estabilidade da concentracao de fenodis totais e da atividade quelante
contra o ferro na infusao de folhas de erva-mate

Os resultados apresentados na Tabela 4 indicam um significativo decréscimo na
concentracao de fendis totais apds 24 h, quando comparado ao controle (tempo zero),
independente da temperatura de armazenamento (22,5 % a8°Ce24,5% a25°C;p<
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0,05). Também pode-se observar uma redugéao de até 24,5 % (18,1 para 13,7 mg/mL)
na concentracao de fendis totais da infusdo com folhas de erva-mate, sem refletir na
alteracéo da sua acgao quelante contra o ferro.

Tabela 4 — Estabilidade da concentracao de fendis totais e da atividade quelante contra
o ferro em infusdo com folhas de erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil.).

Tempo Fenois totais Atividade quelante '

(h) (mg EAC/mL) (%)

Zero (controle) 18,11 + 0,279 99,38 + 1,784

Ap6s 24 h (8°C) 14,04 +0,520 99,12 + 1,534

Ap6s 24 h (25 °C) 13,68 + 0,89 100,00 + 0,002
Resultados expressos em média + desvio padrdo de trés determinagdes em triplicata.
Valores médios com letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p < 0,05). RM-ANOVA e teste de Tukey. Agua ultrapura a 80 + 1 °C (300
mL) adicionada sobre 30 g de folhas de llex paraguariensis A. St. Hil. (100mg /mL).
EAC, equivalente de &acido clorogénico. ! Atividade quelante contra o ferro.

Fonte: A autora, 2021.

A Figura 12a apresenta a relagao entre a concentracao de fendis totais (mg
EAC/mL) com a atividade quelante contra o ferro (%) de infusées com diferentes
concentragdes de folhas de erva-mate. Pode-se observar uma saturacdo do efeito
dos compostos fendlicos para a atividade quelante contra o ferro apds determinada
concentracao de fendis totais (3,34 mg/mL em equivalente de acido clorogénico). A
analise de regressao linear ( Figura 12b), revelou uma significativa associagéao entre
fenois totais e a atividade quelante contra o ferro (r? = 0,87; p < 0,01), para infusdes
contendo até 3,34 mg EAC/mL (y = 16,83.x + 21, 68).

5.1.4 Concentracao e estabilidade dos acidos clorogénicos em infusdao com
folhas de erva-mate

Os acidos clorogénicos foram identificados e quantificados na infusao preparada
com 30 g de folhas da planta para 300 mL de agua a 80 °C (100 mg/mL) e com tempo
de extracdo de 10 minutos. O acido 3-cafeoilquinico foi o encontrado com a maior
concentragao (9,99 + 0,66 mg/mL), seguido do &cido 3,5-di-cafeoilquinico (5,64 * 0,26
mg/mL) (p < 0,002). Os acidos 5-cafeoilquinico (2,17 £ 0,27 mg/mL), 4-cafeoilquinico
(2,45 £ 0,3 mg/mL) e 4,5 di-cafeoilquinico (1,74 + 0,19 mg/mL) apresentaram concen-
tracao similar (p < 0,05). As concentragdes e os tempos de retencao dos respectivos
compostos estao apresentados no Apéndice E1. O cromatograma representativo do
perfil de acidos clorogénicos (325 nm) da infusdo de folhas de erva-mate, imediata-
mente apos o preparo (tempo zero), encontra-se no Apéndice F1 e os espectros de
absorcado DAD dos acidos clorogénicos identificados na infusdo, estao no Apéndice G.
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Figura 12 — Concentragao de fendis totais (mg EAC/mL) e a atividade quelante contra
o ferro (%) de infusdes com folhas de erva-mate (llex paraguariensis A. St.
Hil.).
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Resultados expressos em média + desvio-padrao de trés determinag¢des em triplicata.
Infusbes preparadas com proporcoes de folha/agua entre 2,5-100 mg/mL. (a) associa-
cao; (b) regressao linear. EAC, equivalente de acido clorogénico.

Fonte: A autora, 2021.
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Na Figura 13 é possivel verificar a estabilidade dos acidos clorogénicos, de
acordo com o tempo e a temperatura de armazenamento. Os trés acidos mono-
cafeoilquinicos (3-CQA, 4-CQA e 5-CQA) permaneceram com a sua concentracao
estavel a 8 °C por 24 horas. Entretanto, ao comparar o tempo zero com o tempo
apds 24 h, a temperatura ambiente (25 °C), todos os acidos mono-cafeoilquinicos
apresentaram reducao significativa, entre 16,0% e 25,2% (p < 0,05).

Para os acidos di-cafeoilquinicos, independente da temperatura de armazena-
mento (8 °C e 25 °C), uma significativa reducao foi observada apds 24h comparado
ao tempo zero (p < 0,01), acido 3,5-diCQA (entre 21,9% e 30,6%) e para o acido
4,5-diCQA (entre 21,6% e 27,9%).

Figura 13 — Concentragao dos acidos mono-cafeoilquinicos (3-CQA, 4-CQA e 5-CQA)
e acidos di-cafeoilquinicos (3,5-diCQA e 4,5-diCQA) da infusdo de folhas
de erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil.) no tempo zero e apds 24h a
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Resultados expressos em média + desvio padrao de trés determinagdes em triplicata.
*p < 0,05 comparado ao tempo zero (RM-ANOVA e teste de Tukey). Sem diferenca
significativa entre 8 °C e 25 °C. Agua ultrapura a 80 + 1 °C (300 mL) adicionada sobre
30 g de folhas de llex paraguariensis A. St. Hil.

Fonte: A autora, 2021.

A comparacao apoés 24 h entre as duas temperaturas (8 °C e 25 °C) nao mos-
trou diferenca significativa para o declinio da concentragéo, tanto de acidos mono-
cafeoilquinicos, quanto de di-cafeoilquinicos (p > 0,05). No Apéndice F2 e F3 estdo os
cromatogramas representativos do perfil de acidos clorogénicos (325 nm) da infuséao
de folhas de erva-mate, apds 24 h em temperatura de refrigeracao (8 °C) e ambiente
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(25 °C), enquanto no Apéndice E2, podem ser visualizadas as concentragbes dos
acidos fendlicos (mg/mL), identificados na infusdo em estudo.

5.1.5 Estudo preliminar in vivo do efeito da infusao de folhas de erva-mate na
absorcao do ferro

Anteriormente a intervencdo com os portadores de HH, o mesmo desenho de
estudo (ensaio clinico, randomizado, controlado e cruzado), foi realizado com trés
individuos saudaveis. No Apéndice H sdo apresentadas as caracteristicas biodemogra-
ficas e os parametros bioquimicos e hematoldgicos basais dos participantes. Todos os
participantes ndo apresentavam alteracdes nas enzimas hepaticas, nos marcadores
hematolégicos e na concentracao de proteina C-reativa.

As curvas de ferro sérico, apresentadas para os trés tratamentos (agua, infusao
de erva-mate e suspenséao de Silybum marianum) estdo na Figura 14 e os parametros
derivados das curvas de ferro sérico, utilizados como indicadores da absorcao do ferro
na Tabela 5. Esses resultados, sugeriram que a infusdo de folhas de erva-mate tende a
promover uma expressiva reduc¢do da absorgéo do ferro. Como pode ser observado na
Tabela 5, o consumo da refeicdo enriquecida com ferro, juntamente com a ingestao de
agua (controle) apresentou uma concentragdo de ferro sérico com AUCq_44, de 608,9
+ 194,4 umol.min~'.L~!, enquanto a ingestdo da refeicio com a infusdo de folhas
de erva-mate a concentra¢do de ferro sérico foi menor, com diminui¢do da AUCy_4p
para 1/5 (AUC(_4f, 118,4 + 51,8 pmol.min~1.L="). Na suspenséo de Silybum marianum
houve uma redugéo de apenas 2/3 da AUCq_4, (391,0 + 127,2 umol.min~1.L=) quando
comparado com a agua.

Tabela 5 — Parametros derivados das curvas de ferro sérico utilizados como indicado-
res da absorg¢édo do ferro alimentar em pessoas saudaveis (n = 3).

Parametros Agua Silybum marianum  llex paraguariensis
suspensao* infusao **

AUCq_4 (umol.min~".L"") 608,90 + 194,40 391,0 + 127,2 118,40 + 51,8

Amax- (Umol/L) 3,84 + 0,75 2,5+0,72 0,78 £ 0,24

Y% Femax 5,13+ 0,87 3,47 £ 1,03 1,11 £ 0,37

(% no pico maximo)
Resultados expressos em média + erro padrdo da média (n = 3).*200 mL de agua com
suspensao de Silybum marianum (Legalon®; 140 mg de silibina) **Infusdo de folhas
de erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil.), preparada na proporgéao 30 g folhas/300
mL de 4gua com 18,1 mg/mL de fendis totais. AUCy_44: rea de baixo da curva; Amax:
aumento maximo da absorcao de ferro sérico. Teste estatistico ndo aplicado, devido
ao tamanho reduzido da amostra.

Fonte: A autora, 2021.
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Figura 14 — Curvas de ferro sérico apés a ingestao de uma refeicdo contendo 11,4 mg
de ferro nao heme por adultos saudaveis.
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Curvas de ferro sérico em pessoas saudaveis (n = 03), apds a ingestdo de uma refeicao
contendo 11,4 mg de ferro ndo heme (1,4 mg endégeno e 10 mg adicionado na forma
de ferro ferroso). Valores de ferro sérico expressos em média + desvio-padréo. e
agua; A suspensao de Silybum marianum e < infusdo de folhas de erva-mate (/lex
paraguariensis A. St. Hil.). Infusao preparada com 30 g folhas/300 mL agua, contendo
18,1 mg/mL de fendis totais.

Fonte: A autora, 2021.

5.2 EFEITO DA INFUSAO DE FOLHAS DE ERVA-MATE, NA ABSORCAO DE FERRO
EM PORTADORES DE HEMOCROMATOSE HEREDITARIA HFE

Participaram deste estudo clinico, pacientes com HH HFE em fase de manuten-
cao, portadores das mutacées homozigoto C282Y/C282Y e heterozigotos (C282Y/H63D
ou C282Y/-), e com valores variaveis de ferritina sérica (20-180 pg/L) decorrentes das
condutas clinicas estabelecidas para cada paciente em fase de manutencéo. Dessa
forma, considerando possiveis efeitos das variacdes genéticas e do nivel de ferro ar-
mazenado no organismo (que pode ser estimado pela concentracao de ferritina sérica)
sobre a absorcao do ferro, no presente estudo os pacientes foram estratificados em
C282Y/C282Y e nao C282Y/C282Y, e pelo nivel de ferritina sérica < 50 pg/L e > 50
ug/L. O ponto de corte de 50 ug/L foi escolhido com base nos diferentes valores de
ferritina sérica encontrados na literatura para pacientes em fase de manutencéo < 50
ug/L, 50 — 100 pg/L e < 300 pg/L (BACON et al., 2011; BRISSOT et al., 2011; PORTO
etal., 2016; POWELL et al., 2016; MILMAN et al., 2019; KOWDLEY et al., 2019).

Os dados biodemograficos e laboratoriais dos 14 participantes que completaram
o0 estudo estao apresentados na Tabela 6. Os pacientes homozigotos (C282Y/C282Y)
sao mais jovens (p = 0,003), assim como aqueles com concentracao sérica de ferritina
< 50 pg/L (p = 0,05). Embora néo significativo (p = 0,064), o numero de flebotomias por
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ano, até alcancar a fase de manutencao, foi 66,7% maior nos pacientes C282Y/C282Y
comparado aos pacientes do subgrupo C282Y/H63D e C282Y/-. Sendo que a concen-
tracao de ferritina sérica no momento do diagnéstico (~ 1000,0 ug/L) néo diferiu entre
0s pacientes, independentemente do subgrupo. Os demais parametros basais também
foram similares para os pacientes, quando categorizados pelo tipo de mutagéo no gene
HFE e pela concentracao de ferritina sérica (p > 0,05), exceto, como esperado o valor
de ferritina sérica, para os subgrupos estratificados pelo nivel de ferritina.
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Sao apresentadas informagdes complementares sobre as caracteristicas dos
pacientes no Apéndice |, onde pode ser observado que o volume de sangue removido
na ultima flebotomia foi entre 400 a 500 mL; nenhum paciente relatou o habito de utilizar
substancias quelantes contra o ferro (sintéticas ou naturais) e apenas um apresentava
o habito de fumar. Dois participantes relataram o habito de consumir bebida a base
de erva-mate diariamente (chimarrao) e em horarios distantes das refeicdes. Apds
o diagnostico para a HH HFE, oito pacientes modificaram o habito alimentar com a
redugdo do consumo de carnes vermelhas e/ou vegetais verde escuros ou com a
reducdo no consumo de feijdo. Nenhum participante mencionou evitar o consumo de
alimentos fortificados com ferro. Dentre os quatorze participantes, seis ndo tinham o
habito de consumir bebidas alcodlicas e os demais afirmaram consumir socialmente.

Na Figura 15 estao apresentadas as curvas de ferro sérico dos pacientes com
HH HFE para a ingestdo de agua, da suspensao de Silybum marianum e da infusao
de folhas de erva-mate. Ao observar os parametros derivados das curvas de ferro
sérico das trés bebidas, AUCy_4p, Amax- € 0 %Femax (Tabela 7), verifica-se que a
absorcao do ferro foi baixa, com a ingestao da infusédo de folhas de erva-mate, sendo
significativamente menor que a agua (p < 0,001) e que o Silybum marianum (p <
0,001. Nenhuma diferenca significativa ocorreu entre os tratamentos, agua e Silybum
marianum (p > 0,225).

A diminuicao na absorgao de ferro pela ingestao da infusdo de folhas de erva-
mate foi independente da mutacédo no gene HFE (C282Y/C282Y vs. C282Y/H63D ou
C282Y/-) e dos niveis de ferritina sérica (< 50 pg/L vs. > 50 ug/L), mantendo os valores
para a AUCy_44 sempre abaixo de 200 pg/L, como pode ser observado na Tabela 8. As
curvas de ferro sérico para os pacientes estratificados, segundo as mutacées do gene
HFE e as concentragdes séricas de ferritina podem ser visualizadas no Apéndice J1
e J2. Os demais parametros derivados das curvas de ferro sérico, além da AUCq_44,
estratificados de acordo com o tipo de mutacao e a concentracao de ferritina sérica
estdo na Tabela do Apéndice K1 e K2.

Curiosamente, 0s pacientes com niveis de ferritina sérica < 50 pg/L, mostraram
um aumento de 2 vezes na absorcado de ferro com agua ou suspensao de Silybum
marianum, comparado aqueles com niveis de ferritina sérica > 50 pg/L. Esse compor-
tamento resultou em um efeito significativo da ferritina sérica (p = 0,020) e um efeito
significativo da interagcao tratamento vs. ferritina (p = 0,039; Tabela 8).
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Figura 15 — Curvas de ferro sérico apos a ingestdo de uma refeicdo contendo 11,4 mg
de ferro ndo heme por portadores de HH HFE.
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Curvas de ferro sérico em portadores de hemocromatose hereditaria HFE ( n = 14),
apods a ingestao de uma refeigdo contendo 11,4 mg de ferro ndo heme (1,4 mg endo6-
geno e 10 mg adicionado na forma de ferro ferroso). Valores de ferro sérico expressos
em média = desvio-padrao. e agua; /A suspensao de Silybum marianum e < infusdo
de folhas de erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil.). Infusao preparada com 30 g
folhas/300 mL &gua, contendo 18,1 mg/mL de fendis totais.

Fonte: A autora, 2021.

Tabela 7 — Parametros derivados das curvas de ferro sérico e utilizados como indica-
dores da absorcéo do ferro alimentar em portadores de hemocromatose
hereditaria (n = 14).

Parametros Agua Silybum marianum  llex paraguariensis
suspensao infusao*

AUCq 4 (umol.min~".L7T) 14494 + 241,57 2195,2 + 399,97 173,3 £ 44,72

Amax. (Umol/L) 9,1+1,4b 12,5 +2,2b 1,3+0,32

% Femax 16,2 + 2,6° 21,7 +3,6° 2,4+0,59

(% no pico maximo)

Resultados expressos em média + erro padréao da média (n = 14). * Infusao de folhas
de erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil.). Valores médios com letras minusculas
diferentes na mesma linha indicam diferencga significativa entre os tratamentos (ANOVA-
MR; p < 0,05). Valores de significancia foram ajustados pela correcao de Bonferroni
para multiplos testes (p < 0,05). AUCy_4p: @rea de baixo da curva; Amax: aumento
maximo da absorcao de ferro sérico; % Femax: percentual de recuperacao do ferro no
pico maximo.

Fonte: A autora, 2021.
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6 DISCUSSAO

Essa sesséo inicia com as discussdes dos resultados in vitro para a capacidade
da infusdo de folhas de erva-mate em quelar o ferro e dos resultados do estudo pre-
liminar in vivo. Posteriormente, discute os resultados do ensaio clinico, randomizado,
controlado e cruzado com os portadores de HH HFE.

6.1 ATIVIDADE QUELANTE CONTRA O FERRO DA INFUSAO DE FOLHAS DE
ERVA-MATE EM ESTUDO IN VITRO E EM ESTUDO PRELIMINAR IN VIVO

Existem plantas com elevada atividade quelante contra o ferro e que tém sido
estudadas para auxiliar no tratamento de doencgas relacionadas a sobrecarga desse
mineral no organismo humano. A atividade quelante parece ser decorrente da acao de
determinados compostos fendlicos e da sua concentragéo na planta (KALTWASSER
et al., 1998; IMAM et al., 2017; ORISAKWE et al., 2020).

Os resultados encontrados para o tempo de infusdo mostrados na Tabela 3,
indicam que a solubilidade em agua dos compostos fendlicos da erva-mate dependem
de um longo contato das folhas com a 4gua. Esse comportamento esta de acordo
ao que foi encontrado para o cha mate tostado (DA SILVEIRA et al., 2017) e para a
bebida tradicional preparada com folhas e talos de erva-mate, "chimarrdo"” ou "mate”
(GEBARA et al., 2017). Vale também notar, que as infusées envolvendo folhas de
plantas sdo, normalmente, consumidas apés o contato da planta com a agua quente
por 10 min. ou menos (NISHIYAMA et al., 2010; BAEZA et al., 2018).

Quanto a atividade quelante contra o ferro, a presente pesquisa mostrou um
valor considerado elevado na infusdo com folhas de erva-mate de 99,06% (Tabela 3).
O resultado foi coerente com o estudo de Colpo et al. (2016), onde foi constatada
uma atividade quelante de aproximadamente 80%, em extrato aquoso de erva-mate
preparado na forma de "chimarrdo".

Somado ao tempo de infuséo, os resultados para o modo de preparo sugerem
que um maior volume de agua na infusdo também otimiza a extracdo dos compostos
fendlicos, devido a uma reducao menos expressiva da sua temperatura inicial. O efeito
€ semelhante ao que foi descrito para o cha de Camellia sinensis (NISHIYAMA et al.,
2010).

Os dados da presente pesquisa também confirmam a elevada solubilidade dos
compostos fendlicos da erva-mate em agua quente, conforme os achados de Gebara
et al. (2017). Entretanto, existem evidéncias para o aumento do risco de cancer, como
de esbéfago e faringe pelo consumo de bebidas a partir de erva-mate, café e chas,
quando em temperatura acima de > 65 °C (OKARU et al., 2018). Tendo em vista es-
sas consideracdes e os resultados encontrados, 0 método de preparo de infusdo com
folhas de erva-mate em 300 mL de agua por 10 min. a temperatura inicial de 80 °C, pro-
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posto neste trabalho, proporciona uma elevada concentracdo de compostos fendlicos,
maxima atividade quelante contra o ferro e com uma temperatura final, imediatamente
apds o preparo, que € segura ao consumo (63,2 °C).

Em relagdo a estabilidade da concentracao de fendis totais, existem estudos
com plantas com elevada concentracao de acidos fendlicos, como o café (VICENTE
et al., 2014) e a farinha de batata doce diluida em agua (TAKENAKA et al., 2006), que
relatam ser o oxigénio o fator mais importante para a perda de fendis totais e que a
temperatura também pode contribuir. Na presente pesquisa, o tempo de armazena-
mento de 24 h teve maior relevancia para afetar a estabilidade da concentragédo de
fendis totais comparado a temperatura, o que sugere a influéncia do oxigénio durante
o periodo de armazenamento (Tabela 4).

A habilidade em quelar ions de ferro tem sido atribuida a determinados compos-
tos fendlicos, como os acidos clorogénicos que estdo na erva-mate (KONO et al., 1998;
TUNTIPOPIPAT et al., 2009; LI et al., 2018; LOKESH et al., 2018). A estabilidade da
atividade quelante contra o ferro encontrada na infusdo apds 24 h, pode ser explicada
pela saturagédo do efeito dos compostos fendlicos da erva-mate sobre a acao quelante
para uma quantidade relativamente baixa desses compostos ( Figura 12a). Por outro
lado, a analise de regressao linear ( Figura 12b) mostrou uma significativa associacéao
entre a concentragéo de fendis totais e a atividade quelante contra o ferro para infusées
de erva-mate contendo até 3,34 mg EAC / mL de compostos fendlicos, indicando que
boa parte da atividade quelante contra o ferro da planta em estudo, poderia ser atri-
buida ao efeito dos seus compostos fendlicos. Com base nesses resultados pode-se
justificar a auséncia de uma associacao significativa entre a concentragao de fendis
totais e a atividade quelante contra o ferro de extratos aquosos de erva-mate repor-
tado por Colpo et al. (2016), uma vez que os autores utilizaram extratos com elevada
quantidade de compostos fendlicos.

Referente aos acidos clorogénicos encontrados e a concentracao dos mesmos,
estdo coerentes com o que é reportado na literatura para a erva-mate (FILIP et al.,
2001; GEBARA et al., 2017; HECK; DE MEJIA, 2007; PAGLIOSA et al., 2010b). Ha
instabilidade na concentragdo da maioria dos acidos clorogénicos da infusao de folhas
de erva-mate apds 24 h a 25 °C, que no caso sao os acidos mono-cafeoilquinicos
(3-CQA, 4-CQA e 5-CQA) e di-cafeoilquinicos (3,5-CQA e 4,5-CQA). Os dados en-
contrados sao coerentes aos resultados da estabilidade dos fendis totais por método
colorimétrico (Tabela 4). Takenaka et al. (2006) também mostraram que a concentracao
de ACGs (acidos mono- e di-cafeoilquinicos) em farinha de batata doce dissolvida em
agua decrescem a temperatura ambiente apds 1 hora.

As perdas encontradas para o teor de &cidos clorogénicos apds 24 h a 25 °C,
indicam que infusdes de erva-mate sao mais sensiveis a temperatura ambiente e, por
esse motivo, essa infusao deve ser armazenada sob refrigeracdo (8 °C) ou consumida
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0 mais rapido possivel para preservar a maior parte dos ACGs ( Figura 13). No entanto,
com o proposito de quelar ions de ferro, como nos casos de doencgas por sobrecarga
desse mineral, e com base nos resultados in vitro, parece irrelevante a temperatura de
armazenamento para 0 seu consumo.

A aplicacdo do estudo in silico com o software PassOnline, mostrou que os
acidos cafeoilquinicos 3-, 4-, 5-, 3,5- e 4,5 sao fortes candidatos para a complexagéao
com o ferro, como pode ser verificado no Apéndice L. Os acidos fendlicos da familia dos
acidos clorogénicos tém efeito antioxidante atribuido, em grande parte, a propriedade
de quelar o ferro (KONO et al., 1998; ANDJELKQOVIC et al., 2006; LI et al., 2018). Pois,
de fato, a complexacao do ferro com os acidos cafeoilquinicos pode ser considerado
um mecanismo antioxidante, uma vez que o ferro complexado ndo tem a capacidade de
promover a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), como o radical hidroxila
(*OH) formado na reacédo de Fenton (KONO et al., 1998; IMAM et al., 2017; LI et
al., 2018). Avaliando as habilidades de quelacado de ferro de compostos fendlicos,
Andjelkovic et al. (2006) mostraram que os &cidos hidroxicindmicos (exemplo dos
acidos cafeoilquinicos), tém maior capacidade quelante quando comparado aos acidos
hidroxibenzoicos (como os acidos galico e protocatecuico).

A propriedade quelante contra o ferro dos acidos mono-cafeoilquinicos e aci-
dos di-cafeoilquinicos é comprovada na literatura, através de estudos conduzidos com
espectroscopia UV-visivel, espectroscopia paramagnética eletrénica (EPR) e espec-
troscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN). Essa propriedade € atribuida: (1)
a uma estrutura mais complexa em comparagao a outros acidos fendlicos (exemplo
dos derivados do acido hidroxibenzoico), o que envolve um ou mais ésteres do acido
cafeico ligado(s) ao acido quinico; (2) ao grupo etileno presente na estrutura dos acidos
cafeoilquinicos, que influencia positivamente na capacidade dos mesmos para quelar
metais e (3) a presenca de grupos hidroxila, com capacidade para doar elétrons (KONO
et al., 1998; ANDJELKQVIC et al., 2006; LI et al., 2018). A quantidade e a posicao
dos grupos hidroxila também afetam a atividade quelante contra o ferro desses acidos
fendlicos. Os grupos di-hidroxila ligados a um anel aromatico na posicao orto, referido
como grupo catecol, melhoram a atividade quelante contra o ferro (ANDJELKOVIC et
al., 2006). Os acidos cafeoilquinicos na infusao de folhas de erva-mate contém grupos
di-hidroxila que possuem essas caracteristicas e sédo o sitio de ligacao do ferro nas
moléculas, como pode ser observado na Figura 16. Os acidos fendlicos sem nenhum
grupo catecol para derivados de acidos hidroxicinamicos ou sem nenhum grupo galoil
para os derivados de acido hidroxibenzéico ndo mostram qualquer complexa¢cao com
o ferro (ANDJELKOVIC et al., 2006). Além disso, o acido 4,5-cafeoilquinico € um acido
di-cafeoilquinico adjacente. Os acidos di-cafeoilquinicos que contém porgdes cafeoil na
posicao adjacente mostram uma atividade quelante de ferro mais eficaz. Esses acidos
tém melhor capacidade para circundar o ferro da reacéo de quelacao em comparacao
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com os acidos di-cafeoilquinicos ndo adjacentes (LI et al., 2018).

Figura 16 — Estrutura de dois acidos cafeoilquinicos encontrados na infusao de folhas
de erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil.) e o sitio de ligacao para o
ferro, proposto pela literatura (KONO et al., 1998; ANDJELKOVIC et al.,
2006; LI et al., 2018).
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Fonte: A autora, 2021, de acordo com Kono et al. (1998), Andjelkovic et al. (2006) e Li et al. (2018).

Embora os metais de transicdo, além do Fe*? (por exemplo: Zn*2, Cu*? e
Mn*2) possam ser complexados por compostos com propriedade quelante de metais
(DEHARIYA et al., 2020), a quantidade de ions metalicos e de compostos fendlicos e
as diferengas na solubilidade dos mesmos entre as fontes alimentares, podem causar
efeitos diferenciados na complexagao de metais de transicao (AFSANA et al., 2004; LI
etal., 2018; LOBBES et al., 2020). Afsana et al. (2004), mostraram o efeito da ingestao
de acido tanico na diminuicdo da absorcao do ferro, mas ndo na absor¢ao de zinco,
cobre e manganés. Borowska et al. (2020), revelaram que o extrato das bagas de
Aronia, bem como os compostos cianidina 3-0-3-galactosideo e a quercetina, podem
se ligar ao Zn*2 e ao Cu*2, mas apenas em pH 5,5. A complexacdo do chumbo (metal
téxico) pelo 5-CQA foi demonstrada em solucao aquosa por meio de espectroscopia
de absorcéao visivel por UV juntamente a célculos quimicos quanticos (CORNARD et
al., 2008). Ao considerar a importancia biolégica dos metais de transicdo, quando em
concentragdes adequadas no organismo, seria importante investigar se a erva-mate,
bem como os acidos cafeoilquininicos encontrados nesta planta, tém afinidade por
outros metais de transicao.
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Referente ao estudo preliminar in vivo, envolvendo trés voluntarios saudaveis,
até o momento nao foram encontrados estudos com humanos sobre o potencial da
erva-mate em inibir a absorcao do ferro, apés a ingestao de uma refeicdo com elevada
biodisponibilidade desse mineral. Os valores de ferro sérico antes e apds 4 h da
ingestdao de uma refeicao rica em ferro com cada tratamento, sugeriram que a infuséo
de folhas de erva-mate tende a promover uma expressiva redug¢do da absorcao do
ferro (Figura 14), quando comparado ao controle (agua). Em média, 81% considerando
a AUCq_4p, 80% para 0 Amax € 78% para %Femax (Tabela 5).

Ao considerar a variavel, %Femax, 0s resultados encontrados para a infuséo de
erva-mate (1,11%) e para o controle (5,13%) mostrados na Tabela 5, foram bastante
similares ao estudo de Hurrell et al. (1999), que avaliou a inibicdo da absorgao do ferro
nao heme em infusdo de Camelia sinensis (cha preto), em 10 voluntarios saudaveis (6
homens e 4 mulheres). Na pesquisa de Hurrell et al. (1999), o consumo de péo fortifi-
cado com ferro ferroso seguido de agua, mostrou % Femayx igual a 4,46% e no momento
em que a ingestdo ocorreu com o cha preto, o resultado foi de 0,92%. Considerando
que a concentragao de ferritina sérica pode interferir na resposta do organismo para a
absorcao do ferro (HURRELL et al., 1999; STUART et al., 2003), torna-se importante
mencionar, que tanto na pesquisa de Hurrell et al. (1999), quanto no presente estudo,
0s participantes saudaveis apresentavam um semelhante valor desse marcador hema-
tolégico para a reserva de ferro, valor médio de ferritina sérica de 61 pg/L (faixa entre
13- 193 ug/L) e de 61,7 ug/L (faixa entre 28 - 89 ug/L), respectivamente (Apéndice H).

O ferro é encontrado na alimentacao, principalmente na forma nao heme (COZ-
ZOLINO, 2005), e as plantas ou infusdes, com capacidade para reduzir a sua absorcao
em mais de 50% em humanos sédo considerados potenciais inibidores da absorgéao
desse mineral (HURRELL et al., 1999), o que poderia ser interessante para o trata-
mento de casos de sobrecarga de ferro.

Os éacidos cafeoilquinicos sdo substancias bioativas largamente distribuidas em
plantas, que também s&o fontes importantes de minerais, incluindo os metais de tran-
sicao, como o ferro (PAGLIOSA et al., 2010a; MORAES et al., 2020). Ao considerar
que o organismo de um adulto, em condigdes normais, precisa absorver apenas 10%
do que consome em média de ferro (10 -20 mg/dia), sendo 2/3 proveniente de plantas
(HOFFBRAND et al., 2006; ANDERSON; FRAZER, 2017), a presenca de acidos ca-
feoilquinicos em alimentos/bebidas proveniente de vegetais poderiam favoravelmente
contribuir na modulacédo da absorcao do ferro, sem afetar a sua homeostase, tendo
em vista que o0 organismo n&o possui um mecanismo eficiente para a sua excregao
(ANDERSON; FRAZER, 2017; ALLEN, R. P. et al., 2018). No presente estudo, a extra-
¢céo de compostos das folhas de erva-mate foi otimizada com o objetivo de aumentar a
acao quelante contra o ferro dessa planta.

A infusdo de folhas de erva-mate estudada promoveu a complexagcdo com o
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ferro in vitro, com o provavel envolvimento de acidos cafeoilquinicos e sugere-se que
efeito similar possa ocorrer in vivo, reduzindo a absorcao desse mineral em individuos
saudaveis. O tempo e o volume de dgua comumente utilizados para infusées afeta a
extracdo de compostos fendlicos e a atividade quelante de ferro, a qual apresentou
efeito saturante a uma baixa quantidade de fendis totais. Consequentemente, a infusao
de folhas de erva-mate foi altamente estavel tanto a temperatura de refrigeracao quanto
ambiente para a atividade quelante de ferro. A partir desses resultados, foi investigado
o efeito da infusao de folhas de erva-mate (30 g de folhas /300 mL de agua a 80 °C e
tempo de infusdo de 10 min.) para reduzir a absor¢ao do ferro em portadores de HH
HFE.

6.2 EFEITO DA INFUSAO DE FOLHAS DE ERVA-MATE NA ABSORCAO DE FERRO
EM PACIENTES COM HEMOCROMATOSE HEREDITARIA

Com uma redugéo de 88% da AUC(_4p, do ferro sérico comparado ao controle
(agua), o estudo mostrou um significativo efeito inibitorio da infus&o de folhas de erva-
mate (100 mg/mL) para a absorcao do ferro em pacientes com HH HFE. Um estudo
prévio envolvendo pacientes com a mesma doenca indicou que o consumo agudo de
cha preto, rico em catequinas, tem capacidade para limitar a absor¢ao desse mineral,
comparado a ingestao de agua (KALTWASSER et al., 1998). Apos, foi reportado por
Hutchinson et al. (2010), que a ingestao de capsulas contendo Silybum marianum
(Legalon® silibina 140 mg) seriam mais eficientes ao cha preto para reduzir a absorcao
de ferro férrico em casos de HH HFE. Por outro lado, Lobbes et al. (2020) revelaram,
que o extrato rico no composto fendlico procianidina, obtido a partir da casca de
pinheiro marinho Francés - Pinus pinaster Ait.(Oligopin® procianidina 100 mg) n&o foi
efetivo para reduzir a absorcédo de ferro em pacientes com HH HFE, o que poderia
estar relacionado ao tipo e a quantidade de polifendis usados. No caso da infusdo com
folhas de erva-mate, os resultados do presente estudo, evidenciaram uma elevada
acao para inibir a absorcao de ferro, enquanto a suspensao de Silybum marianum
(Legalon® silibina 140 mg), ndo apresentou a mesma habilidade.

O excessivo aumento da absorc¢ao do ferro alimentar nos pacientes com HH
HFE é verificado nesse estudo pela ampliagdo média da AUCy_44 em 2,4 vezes, ao
comparar os controles (intervencao com agua) dos individuos saudaveis, mesmo sendo
dados preliminares, com os portadores de HH HFE.

A nao reducao da absorcao de ferro pela suspensao de Silybum marianum nos
pacientes com HH HFE é contraria ao resultado descrito por Hutchinson et al. (2010),
onde os pacientes com HH, ingeriram o Silybum marianum na forma de capsula (Lega-
lon®, 140 mg de silibina) e com refeicdo contendo ferro férrico. Uma hip6tese para a
diferenca nos resultados é que a presencga do excipiente acido ascorbico na formulacao
da suspensao, pode ter sido responsavel pela elevagédo da absorgéo de ferro, particu-
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larmente do ferro ferroso presente na refeicao (COOK; MONSEN, 1977; HALLBERG
etal.,, 1989; LYNCH et al., 1989; SIEGENBERG et al., 1991). O efeito estimulador do
acido ascérbico para a absorcao de ferro ferroso, na quantidade presente na suspen-
sdo, pode ter sido somado aos estimulos ja existentes nos pacientes com HH (mutagéo
no gene HFE e tratamento com flebotomias em fase de manutencéo). A potencializa-
cao da absorcao do ferro ferroso pelo acido ascérbico € ainda maior em individuos
com mutagédo no gene HFE, comparado a individuos sem mutacao para o gene HFE.
O estudo de Lynch et al. (1989), mostrou que individuos sem mutacéo no gene HFE,
ao ingerirem refeicdo com adicao de 20 mg de sulfato ferroso e 100 mg de acido as-
corbico, absorveram apenas 0,80 mg de ferro, enquanto individuos heterozigotos para
0 gene HFE a absorcao foi de 2,15 mg. Assim, também explica-se porque a tendéncia
para um efeito similar ndo teria sido observado nos individuos saudaveis. A auséncia
desses estimulos nos individuos saudaveis, torna-los-iam menos sensiveis ao efeito
do acido ascérbico na absorcao do ferro ferroso e mais susceptiveis a agao quelante
do Silybum marianum na suspensao.

Embora existam estudos que registraram a capacidade da erva-mate e do Sily-
bum marianum para quelar o ferro ferroso in vitro (KOKSAL et al., 2009; COLPO et al.,
2016), nao foram encontradas pesquisas em portadores de HH sobre o efeito dessas
plantas para inibir a absor¢éo do ferro na forma de ion ferroso.

Considerando que o ferro férrico precisa ser reduzido a ferro ferroso, forma mais
soluvel para ser absorvido, a biodisponibilidade do ferro ferroso é considerada melhor
que a do ferro férrico. Essa redugéo, ocorre por uma agdo combinada envolvendo a
presenca do acido cloridrico, que estabiliza as moléculas de ferro férrico (que ficam
ligadas a mucina no estbmago), para depois no intestino o citocromo Dcytb localizado
na membrana apical dos enterdcitos converter o mesmo a ferro ferroso (STUART et al.,
2003; PAPANIKOLAOU; PANTOPOULQS, 2017). Tendo em vista que a suplementacao
mandatoria de alimentos amplamente consumidos com ferro de maior biodisponibili-
dade, exemplo na forma de ion ferroso, foi estabelecida como politica nacional por
alguns paises, incluindo o Brasil (BRASIL, 2017a), a fim de prevenir casos de anemia
ferropénica, essa estratégia pode representar um risco para o aumento da sobrecarga
de ferro em pacientes com HH. Também pode ser um fator ambiental para favorecer
e/ou acelerar a expressao fenotipica da hemocromatose, inclusive para as mutacoes
no gene HFE nao C282Y/C282Y (BEZWODA et al., 1981; OLSSON et al., 1997; TAO;
PELLETIER, 2009; BELL et al., 2000; SALIOU et al., 2015).

Todos os pacientes do presente estudo, vém consumindo diariamente alimentos
fortificados com ferro por, pelo menos, 20 anos. Apesar da raridade da frequéncia de
HH HFE nao C282Y/C282Y segundo a literatura (POWELL et al., 2016; KOWDLEY
et al., 2019), cinco dos 14 pacientes avaliados nesse ensaio clinico apresentam muta-
cbes nao C282Y/C282Y, sugerindo algum possivel efeito da alimentacdo. Sabe-se que
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a mutagdo C282Y/C282Y leva a uma sobrecarga de ferro mais severa no organismo
(POWELL et al., 2016) e nesse ensaio clinico, os pacientes com essa mutagao tiveram
absorcao de ferro (ao consumir a refeicdo com agua) duas vezes maior do que 0s pa-
cientes ndo C282Y/C282Y, porém sem diferenca significativa (p = 0,073). De qualquer
maneira, a infusdo de folhas de erva-mate inibiu de forma similar a absorcao de ferro
em todos os pacientes com HH HFE em fase de manutencéo, independente dos tipos
de mutacao.

O nivel médio de ferritina sérica nos pacientes, no momento do diagnéstico, foi
em torno de 1000,0 pg/L. Entretanto, com base nos indicadores idade, tempo desde
o diagndstico e numero de flebotomias por ano, a intensidade do acumulo de ferro
mostrou tendéncia a ser mais elevada nos pacientes C282Y/C282Y, o que é esperado
(POWELL et al., 2016). Os pacientes com mutacao no gene HFE nao C282Y/C282Y
também apresentaram sobrecarga de ferro expressiva, porém, parece ocorrer de modo
menos severo. Os pacientes C282Y/C282Y manifestaram excessivo acumulo de ferro
no organismo quando mais novos e, por isso, estdo hd mais tempo em tratamento. Nes-
ses pacientes, também houve propensdo para um maior numero de flebotomias/ano
até alcancar a fase de manutencao. Cabe lembrar que existe a influéncia de outros
fatores, além do tipo de mutacéao, para a frequéncia de flebotomias/ano, como os sinto-
mas e as respostas ao tratamento de cada paciente, a exposicéo a fatores ambientais,
o diagndstico ser ou ndo precoce e o valor de ferritina sérica no diagnostico (MILMAN
etal.,, 2019).

As manifestacdes clinicas na HH HFE tendem a ser proporcionais a sobrecarga
de ferro (POWELL et al., 2016). As doencas avancadas na HH, como diabetes tipo 2 e
cardiomiopatias, sdo usualmente observadas em individuos com ferritina sérica acima
de 1000 pg/L (quando aumenta o risco para danos teciduais pela deposicéo de ferro)
e/ou na presenca de outros cofatores, como a sindrome metabdlica (POWELL et al.,
2016; SANDHU et al., 2018). De fato, no presente estudo os pacientes C282Y/C282Y
apresentaram outras comorbidades, como diabetes tipo 2 (01), sindrome metabdlica
(01), doenca cardiovascular (01) e hipertensao (03). Porém, pacientes ndao C282Y
também apresentaram diabetes tipo 2 (01), sindrome metabdlica (01) e hipertensao
(02), indicando que as comorbidades n&o foram exclusivas da mutacdo homozigética
C282Y. Desordens relacionadas a artropatias e artrites foram as mais relatadas pelos
pacientes (artralgia: (03) C282Y/C282Y e (03) ndo C282Y/ C282Y), e segundo Sandhu
et al. (2018), sao as que ocorrem com maior frequéncia na HH HFE e nem sempre
amenizam durante a fase de manutengéao. No Apéndice M é possivel visualizar a Tabela
com os dados para as comorbidades dos pacientes que participaram do estudo.

A absorc¢ao intestinal de ferro depende de varias proteinas-chave, incluindo a
proteina transportadora de metal divalente, DMT1 e a proteina exportadora de ferro,
FPN1 (STUART et al., 2003; ANDERSON; FRAZER, 2017), que em um estudo envol-
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vendo pacientes com HH HFE mostraram uma associagao inversa com a concentragao
de ferritina sérica (STUART et al., 2003). Portanto, é esperado o aumento verificado
na absorcao de ferro nos pacientes com ferritina sérica < 50 ug/L, comparado aos
pacientes com ferritina sérica > 50 ug/L quando consumiram a refeigédo rica em ferro
com agua. A ferritina sérica é utilizada como um marcador da concentragao de ferro
armazenada no organismo (1,0 ug/L equivale a 7,5 mg de ferro no organismo) (BAS-
SET et al., 1984) e a baixa quantidade desse mineral no organismo estimula, ainda
mais, a absorcao de ferro nos pacientes com HH HFE (STUART et al., 2003; LESJAK
et al., 2019). Somado a esse efeito, a terapia de flebotomias também pode estimular
a reducgdo da expressao da proteina hepcidina, que ja € baixa nos pacientes com HH
(e fica ainda mais reduzida ao manter a ferritina sérica < 50 pg/L), potencializando o
reacumulo de ferro e 0 aumento da ferritina sérica (STUART et al., 2003; DIJK et al.,
2008). E interessante destacar, conforme indicado pela significativa interagéo ferritina
versus tratamento, que a infusdo de folhas de erva-mate inibiu a absorcédo de ferro
independentemente do nivel de ferritina sérica nos pacientes com HH HFE em terapia
de flebotomia na fase de manutencéo.

Os mecanismos para reduzir a absorcao do ferro ndo heme no organismo,
por extratos de determinadas plantas ricas em compostos fendlicos, ndo sdo bem
compreendidos. Porém, estudos in vitro e in vivo sinalizam que o efeito agudo de acidos
fendlicos e flavonoides na absorcao do ferro, esta relacionado a um efeito quelante
(KALTWASSER et al., 1998; STUART et al., 2003; ANDJELKOVIC et al., 2006; LESJAK
et al., 2019) e que essa agao quelante pode ocorrer a nivel intracelular (STUART et al.,
2003; LESJAK et al., 2019). Entre os acidos fendlicos estudados por Andijelkovic et al.
(2006), o acido clorogénico (3-CQA) foi o que apresentou a atividade quelante contra o
ferro in vitro mais relevante e esse € o principal acido fendlico encontrado na infuséo de
folhas de erva-mate. O estudo corrobora tanto com os achados in vitro com a infusao
de folhas de erva-mate, quanto com os dados alcangados no ensaio clinico com os
portadores de HH HFE.

A planta erva-mate se destaca pela concentracdo de macroelementos como
magneésio, potassio e calcio e microelementos como ferro, zinco e manganés (PA-
GLIOSA et al.,, 2010a; RUSINEK-PRYSTUPA et al., 2016). A absorcdo de metais
divalentes, além do ferro, requerem a mesma proteina transportadora (DMT1) e, as-
sim a biodisponibilidade dos mesmos poderia ser diferenciada nos pacientes em fase
de manutencao (ORISAKWE et al., 2020). A infusdo consumida pelos participantes
continha 0,330 mg/200 mL de ferro e o fato dessa concentragdo nao ter sobreposto
a acao dos seus compostos com potencial quelante (3,6 g/200 mL de fendis totais),
indica que esse mineral ndo estaria biodisponivel (seja pela quantidade ou maneira
que a folha foi processada) e portanto, ndo haveria risco do seu acumulo pelo consumo
prolongado dessa infusdo. Por outro lado, considerando que o tratamento adjuvante
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com a infusé@o de folhas de erva-mate devera ser de longa duracéo, é importante, que
ocorram estudos adicionais de longo prazo, sobre a biodisponibilidade, para verificar
se o efeito quelante da infusdo para o ferro se mantém e sobre algum efeito de inibicao
ou de toxicidade dos demais minerais (zinco, manganés e magnésio) para a saude dos
portadores de HH em fase de manutencao.

Como limitacao deste estudo clinico, pode-se mencionar, que decorrente da au-
séncia de um grupo homogéneo em relagcao as mutagdes no gene HFE e a concentra-
cao de ferritina sérica, foi necessaria a estratificacdo dos pacientes em C282Y/C282Y
e nao-C282Y/C282Y e pela concentracao de ferritina sérica, resultando em um pe-
gueno numero amostral por subgrupo. Um pequeno nimero amostral também ocorreu
no teste preliminar com os individuos saudaveis. Além disso, a limitacao para oferecer
as bebidas as cegas poderia causar margem de viés para os desfechos do estudo.
Porém, se desconhece material inerte apropriado, compativel sensorialmente a infuséo
de folhas de erva-mate e a suspensao de Silybum marianum. Assim, para minimizar
esse viés foi aplicada a randomizacao das bebidas.

Entretanto, o estudo apresenta pontos fortes, principalmente pela robusta res-
posta da infusdo de folhas de erva-mate para inibir a absorcéo de ferro nos pacientes
durante a fase de tratamento de manutencao. O resultado do estudo também foi obtido
a partir de um ensaio clinico cruzado, para que as variagdes particulares no metabo-
lismo do ferro de cada individuo nao interferissem no desfecho final (cada participante
funcionou como seu préprio controle) e a estratificacdo dos pacientes proporcionou a
verificacdo do efeito favoravel da infusdo de erva-mate na inibicdo da absorcao de ferro
em todos os pacientes com HH HFE, independente de mutacdes genéticas ou concen-
tracao de ferritina sérica. O fato de ser um estudo cruzado e apenas com pacientes
com concentragdes normais de PCR-us, minimizou o risco de viés para o eventual
aumento da concentracao de ferritina sérica por inflamacao. Para finalizar, teve-se o
cuidado com a padronizagao das refeicdes e com a concentracao de ferro, confirmada
por andlise laboratorial; com a escolha da amostra de erva-mate (/lex paraguariensis
A. St. Hil.) e o uso inovador dessa planta, com a quantificacao da sua concentragédo de
fendis totais e ferro total.
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7 CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

Os dados da presente tese revelaram uma elevada complexagao do ferro por
uma infusao de folhas de erva-mate, tanto in vitro, quanto in vivo.

A infusdo de folhas de erva-mate estudada, rica em compostos fendlicos, pro-
moveu uma complexagdo com o ferro in vitro com o provavel envolvimento de acidos
cafeoilquinicos. Foi constatado que o tempo de infusdo de 10 min. somado ao volume
de agua de 300 mL, foram adequados para garantir a obtencado de uma bebida com
elevada atividade quelante contra o ferro e com maior extracdo de compostos fendlicos.

Uma elevada associacao foi encontrada entre a concentracao de fendis totais
e a atividade quelante contra o ferro na erva-mate, porém com um efeito saturante a
uma baixa quantidade de fendis totais. Assim, a infusdo de folhas de erva-mate (30
g de folhas /300 mL de agua a 80 °C e tempo de infusao de 10 min.) foi altamente
estavel para a atividade quelante de ferro, tanto a temperatura de refrigeracao quanto
a temperatura ambiente, assegurando a quem apresenta HH, ndo ser imprescindivel
consumir essa infusao imediatamente ap6s o seu preparo ou manté-la em refrigeracao
para conservar a sua propriedade quelante.

Os resultados fitoquimicos para a infusao de folhas de erva-mate consumida
pelos portadores de HH HFE no ensaio clinico, também confirmaram o predominio dos
acidos fendlicos: 3-cafeoilquinico, 4-cafeoilquinico, 5-cafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico
e 4,5- dicafeoilquinico e que com 24 h de armazenamento, principalmente a tempera-
tura ambiente, existem perdas para a concentracéo, tanto de fendis totais quanto de
acidos cafeoilquinicos sem interferir na propriedade quelante.

A partir dos dados encontrados no ensaio clinico ranzomizado, controlado e
cruzado, conclui-se que a infusdo de folhas de erva-mate (preparada com 30 g de
folhas de erva-mate para 300 mL de agua a 80 °C e 10 min. de tempo de infusao)
diminui significativamente a absorcdo de ferro em pacientes com HH HFE em fase
de manutencéao. A reducao da absorcao foi independente da concentracédo sérica de
ferritina e do tipo de mutacao para o gene HFE. Assim, a infusdo de folhas de erva-
mate, consumida logo ap0s as refei¢coes, tem potencial para reduzir a absorcao de ferro
em pacientes com HH HFE e poderia ser utilizada como um adjuvante no tratamento
da HH.

Essa € uma inovadora area de pesquisa para a infusdo de folhas de erva-mate,
como um agente quelante natural de ferro, e a constatacao do potencial da erva-mate
para quelar o ferro em portadores de HH HFE foi a principal contribuicdo cientifica
do estudo, alcancando novas perspectivas relacionadas ao tratamento adjuvante da
mesma.

Como consideragdes, primeiramente, sugere-se que ensaios clinicos de longo
prazo tornem-se importantes para investigar a redugao do ferro armazenado no orga-
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nismo de portadores de HH HFE, pela infusdo de folhas de erva-mate.

Referente ao Silybum marianum é apresentada como consideracao, verificar
em investigacdes futuras, se a forma de apresentacédo das formulagdes fitoterapicas
(suspensé@o versus capsula) interferem para o seu efeito sobre a absorgcéo de ferro.
Com base nos resultados do estudo clinico, sugere-se cautela na ingestao de Sily-
bum marianum na forma de suspensao (Legalon®, 140 mg) por pacientes com HH,
principalmente, enquanto n&o ocorrerem estudos adicionais.

Sabe-se que a quantidade e biodisponibilidade de compostos fitoquimicos, em
uma mesma planta e em seus extratos/infusdes, podem diferir consideravelmente de
acordo com a origem, parte da planta e estagcdo do ano, forma de cultivo, modo de
beneficiamento e preparo. Diante dessa consideragdo, o presente estudo mostra a
capacidade para inibir a absorcdo do ferro em portadores de HH HFE, para uma
infusdo de folhas de erva-mate, com as condi¢des especificadas para essa amostra
vegetal e sua forma de preparo.

Por fim, o que foi apresentado nessa tese soma-se a outros estudos que conside-
ram as investigacdes para o uso de uma terapia adjuvante combinada as flebotomias,
como uma acao que deve ser considerada relevante para o tratamento da hemocroma-
tose hereditaria.
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Abstract: This study presents an llex paraguariensis leaf infusion with important potential as natural iron-
chelating. The impact of infusion time and the water volume to obtain an llex paraguariensis leaf infusion with
high phenolic content and iron chelating activity, such as the stability of these proprieties in the storage time
and temperature (immediately and after 24 h at 8 and 25 °C) were assessed. The acute consumption effect
of this infusion to reduce iron absorption in vivo was also evaluated. A preliminary crossover trial with
volunteers that ingested a meal containing non-haem iron (11.4 mg) with the treatments: llex paraguariensis
leaf infusion with the highest phenolic content and iron chelating activity (200 mL) or control (200 mL water).
Blood samples were withdrawn before and 1, 2, 3 and 4 h after the meal for serum iron measurement. The
highest phenolic content (18.1 mg/mL) and iron chelating activity (x100%) were observed for 10 min infusion
time using 30 g leaves/300 mL water. Storage at 8 or 25 °C for 24 h decreased total phenolics and di-
caffeoylquinic acids by 23.5% and 25.5%, respectively (p< 0.05), without affecting the iron-chelating activity
due to a saturating chelating effect at 3.34 mg/mL phenolic content. Inhibition of the iron absorption in vivo
by infusion was 78% considering the iron recovery at peak maximum. The in vitro and preliminary in vivo
results showed a functional property of the llex paraguariensis leaf infusion that may be useful for adjuvant
management of iron overload diseases.

Keywords: llex paraguariensis leaf infusion; iron chelating activity; phenolic compounds; in vitro and in vivo
studies.

INTRODUCTION

South Americans have had the habit of drinking llex paraguariensis beverages for hundreds of years,
and this habit has been increasing all over the world for the positive health effects these beverages confer
[1-3]. The antioxidant, anti-inflammatory, hypoglycemic, and hypocholesterolemic properties of llex
paraguariensis have been reported in human studies [1-9]. However, the iron chelating activity of llex
paraguariensis has been less studied [10] and free iron may play a role in the genesis and development of
several diseases [11,12]. In this context, phenolic-rich plants with iron chelating activity have been studied
as chemopreventive agents against neurodegenerative and heart diseases and for hereditary disorders of
iron overload [11-13].

The healthy properties of llex paraguariensis infusions have been mainly attributed to the phenolic
compounds of the chlorogenic acids family extracted, particularly, from the leaves [1,2], which possess a
higher solubility for phenolic compounds extraction in water [14].

The effect of infusion preparation on the extraction of phenolic compounds has been reported for
products made with traditional llex paraguariensis leaves and stems and that were dried using high
temperatures [15,16]. Taking into account that high temperatures may lead to increased levels of the toxically
polycyclic aromatic hydrocarbons (PHAs), in the present study we used llex paraguariensis leaves that were
dried at low temperature to avoid PHAs [17]. Although the stability of phenolic compounds in llex
paraguariensis leaves and leaf powder has been reported [18,19], the referred stability for llex paraguariensis
infusions was not found in the literature. In addition, there is a lack of information about the in vitro iron
chelating activity of llex paraguariensis infusion regarding the preparation method and the stabilities if
phenolics and iron chelating after storage at different temperatures, and mainly the potential iron chelating
effect in humans. It has been reported that formation of a polyphenol iron complex in the human intestinal
tract by some plants/foods, may limit iron absorption and this complexation could be a useful adjuvant in the
management of iron overload conditions [20-22].

If on the one hand studies and the control of micronutrients deficiency in the population are essential
[23], there is also a need to investigate alternatives to conditions in which the excessive iron in the organism
could be a crucial health problem [12,20,22].



Boado and coauthors [24] dissolved 40 mg of iron in a traditional South American beverage with leaves
and stems of llex paraguariensis (“mate”), and it was ingested by women. The study showed that the
complexation of the iron could had been in the beverage "mate", before the intake. In the present study, the
aim is to investigate the potential of an llex paraguariensis leaf infusion to inhibit iron absorption in humans,
based on the serum iron response after ingestion of a meal containing high amount of bioavailable iron.

Considering the interest in an infusion rich in phenolic compounds and with an elevated iron chelating
activity, this study presents a preparation method (proportion of llex paraguariensis leaves and water, and
time infusion) to obtain the highest values of these properties. The stabilities of phenolic compounds and the
iron-chelating activity were assessed. A preliminary study of the inhibition of dietary iron absorption by llex
paraguariensis in healthy subjects was also evaluated.

MATERIAL AND METHODS

Plant Material

The llex paraguariensis leaves were randomly chosen from thirty mate trees, with certificated organic
farming and that had more than 20 years old in Catanduvas, State of Santa Catarina, Southern Brazil (27°S,
51°40'W, altitude 925 m). The sample was identified and a voucher specimen (accession number:
FLOR65601) was deposited at the herbarium of the Botanical Department of the Federal University of Santa
Catarina, Brazil.

The llex paraguariensis leaves with no stems were dried at 50 °C, without using high temperatures to
avoid generating PAHs [17], ground and packed in airtight plastic bags by Matebras (Brazilian Mate Industry®
Ltd., Catanduvas, SC, Brazil). Samples stored at -18 + 2 °C until required.

Preparation of infusions with llex paraguariensis leaves

llex paraguariensis infusions were prepared at different infusion time (2.5, 5.0, and 10.0 min) and with
different water volumes (50, 100, and 300 mL), respecting the same proportion of leaves/water, i.e., 100
mg/mL: 5 g/50 mL; 10 g/100 mL; and 30 g/300 mL. All infusions were prepared in Becker glasses with equal
capacity, in triplicate, with ultrapure water at 80 + 1 °C and filtered using vacuum filtration. After 10 min
infusion, final temperature was also measured. Soluble solids, total phenolic compounds (TPC), and the iron
chelating activity were immediately measured.

For time and temperature stability assays, the infusion with the highest extraction of TPC and iron
chelating activity was used. The measurement of TPC, chlorogenic acids (CGAs), and iron chelating activity
were performed immediately after preparation (time zero) and after 24 h storage at 8 or 25 °C. All the reagents
used in the assay procedures were of analytical or chromatographic grade. All tests were performed in
triplicate.

Determination of soluble solids

Soluble solids were determined by transferring 1.0 mL llex paraguariensis infusion into a tared test tube
and evaporating to dryness. The residue was finally dried in an oven at 103 °C up to constant weight [25].

Iron-chelating activity

The ferrous ion-chelating ability of llex paraguariensis infusions was determined by measuring the
formation of the Fe?*—ferrozine complex according to the method proposed by Dinis, Madeira, and Almeida
[26]. Briefly, 15 uL of 2 mM FeSO. was added to 20 pL of the llex paraguariensis infusion and the reaction
was initiated by the addition of 15 pL ferrozine solution (5 mM). The mixture was left to stand at room
temperature for 5 min. The absorbance of the solution was there after measured at 562 nm (Microplate reader
Epoch Biotek Instruments, Inc. Winooski, VT, USA). The percentage of inhibition of the ferrozine—-Fe?
complex formation was calculated as [(A0O-As)/As] *100, where AOQ is the control absorbance and As is the
infusion absorbance. The control contained all reagents except the llex paraguariensis infusion. The standard
metal chelator agent used in this assay was 200 mg/mL Na;EDTA.

Total phenolic content quantification

The TPC of the llex paraguariensis infusions was determined according to the Folin—Ciocalteu procedure
[27] with a UV-Vis spectrophotometer (Shanghai spectrum instruments Co., model SP-2000UV Shanghai
Spectrum, Shanghai, China). An infusion aliquot (1 mL) was diluted to 50 mL of ultrapure water. An external
calibration curve with chlorogenic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) at concentrations between 7.8 and 500



ug/mL was used (r? = 0.99). TPC was expressed in mg of chlorogenic acid equivalents (CAE) per mL of
infusion.

Identification and quantification of phenolic compounds

The chromatographic analysis was performed in a Shimadzu LC-10 high-performance liquid
chromatography (HPLC) system, equipped with a reverse-phase column (Shim-pack Cis, 4.6 mm @ x 250
mm), guard column (Phenomenex C1s 4 mm & x 2 mm, 5 ym) and an UV-Vis detector (Shimadzu SPD 10A,
Shimadzu, Kyoto, Japan) set at 325 nm.

llex paraguariensis infusion was centrifuged (1.000 x g, 10 min, 25 °C), filtered in 0.45 ym membranes
(Merck Millipore, USA) and 20 pL were injected into the column. The chromatographic conditions for the
gradient were described by Farah, De Paulis, Trugo, and Martins [28], and modified by Alves, 2016 [29] as
follows: Eluent A: 80% 10 mM citric acid solution, pH 2.5, adjusted with 6 N hydrochloric acid, and 20%
methanol. Eluent B: methanol. Gradient: Eluent A, 100% to 80% during 15 min; 80% during 10 min additional
and; 80% to 100% for 5 min. The flow rate was 1 mL/min and run time 30 min.

The identification of phenolic acids was carried out by comparing the retention time and absorption
spectra of llex paraguariensis infusion peaks with standard compounds. The quantification of the CGAs was
based on calibration curves (r?= 0.99) of each identified compound in the infusion. The standard compounds
3-caffeoylquinic acid (3-CQA) (= 98%), 4-caffeoylquinic acid (4-CQA) (= 98%), 5-caffeoylquinic acid (5-CQA)
(2 98%), 3,5-di-caffeoylquinic acid (3,5-di-CQA) (= 95%), and 4,5-di-caffeoylquinic acid (4,5-di-CQA) (= 85%)
were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Mean and standard deviation (n = 3) were calculated.

An in silico analysis carried out using the software Prediction of Activity Spectra for Substances
(PassOnline) (http://www.pharmaexpert.ru/passonline) [30] was used to assess whether the 3-, 4-, 5-, 3,5-,
or 4,5-caffeoylquinic acids could be candidates to complex with iron.

Subjects and study design

The iron absorption was measured based on the serum iron response after ingestion of a meal containing
a high amount of bioavailable iron (11.4 mg, as described below). This preliminary controlled, randomized,
and crossover trial was carried out with three healthy subjects (two male, aged 26 and 38 y-old; and one
female, 26 y-old). The inclusion criteria were adults with no clinical diseases, including the presence of acute
or chronic infection, iron overload disease or anemia, no history of gastrointestinal illness, body mass index
(BMI) < 30 kg/m?, non-alcoholic, no use of medicines or dietary supplements, and with haematological and
serum biochemical routine laboratory results within the normal ranges, including haemoglobin, serum iron
and ferritin, C-reactive protein, and liver enzymes. Women in their menstrual phase of the cycle were
excluded from this study. Written informed consent was obtained for all persons prior their inclusion in the
study, according to the Declaration of Helsinki and the study was approved by the Federal University of Santa
Catarina Ethics Committee (CAAE: 64252017.2.0000.0121).

All subjects were instructed to maintain their habitual diet and physical activity and not to intake alcoholic
beverages, beverages with llex paraguariensis, teas and coffee 24 h before each study day. Compliance for
dietary instructions was carried out through a 24 h dietary recall. The subjects were requested not to practice
any physical activity in the morning of the study.

In a cross-over design, after a fasting overnight, the subjects randomly ingested a meal containing 11.4
mg non-haem iron and either 200 mL water (control) or llex paraguariensis leaf infusion (30 g leaves/300 mL
water, containing 18.1 mg/mL TPC). A washout period of one week was used between each control and llex
paraguariensis infusion. Sample blood was obtained immediately before and at 1, 2, 3 and 4h after the
ingestion of the meal and beverages.

Test meal

The test meal consisted of a mashed potato (300 g) containing 391 kcal energy; calcium 9.08 mg and
11.4 mg of non-haem iron (1.4 mg endogenous iron plus 10 mg as FeSO4). The total iron content was
determined in triplicate according to method 944.02a [31]. The llex paraguariensis infusion was prepared and
immediately served to subjects. For the study, only glass and disposable plastic utensils were used.

Biochemical and hematological analysis

Blood samples were drawn by vein puncture with vacuum system (Vacutainer, BD, Sao Paulo, SP,
Brazil) into tubes with or without ethylene-diamine-tetra-acetic acid (EDTA), for the baseline analysis. For the



serum iron measurement, blood was collected in tubes containing clot activator without EDTA. Serum and
plasma were obtained by centrifugation (1000 x g, 10 min, at 4°C) and the samples were analyzed in
automated equipment (Dimension RXL Max Siemens Healthcare Diagnostics Inc. Deerfield, IL, USA, and
Sysmex XE-2100D Kobe, Japan). For the iron absorption analysis, the parameters derived from the serum
iron curves, area under the serum curve (AUC) calculated using the trapezoidal method, the maximum
increase in serum iron concentration (A iron max), and the percentage iron recovery at maximum peak, were
used. The AUCo.sn was calculated in GraphPad Prism v. 6.01 (GraphPad, La Jolla, CA, USA).

Statistical analysis

Data are expressed as mean * standard deviation or as mean * standard error of mean. The one-way
analysis of variance (ANOVA) or the repeated measure-ANOVA and Tukey post-hoc test were used for
differences detection. Association between TPC and iron chelating activity was evaluated using simple linear
regression analysis. All statistical analyses were performed at the significance level of p< 0.05 using SPSS
17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

RESULTS

Infusion time and its effect on the extraction of total soluble solids, TPC, and iron chelating activity
of llex paraguariensis leaves

Our results revealed a significant improvement of total soluble solids (p< 0.02) and TPC (p< 0.001) at 10
min infusion time for llex paraguariensis leaves in comparison with 2.5 and 5.0 min (Table 1).

Table 1. Infusion time and its effects on the extraction of total soluble solids, total phenolic compounds and iron
chelating activity of llex paraguariensis leaves.

Infusion time Total soluble solids Total phenolic Iron chelating
(min) (mg/mL) * (mg CAE/mL) ** (%)***

25 19.53+0.94 2 5.40+0.58 @ 94.37 £ 1.5572
5.0 23.56 £ 0.98 b 7.03+0.65° 97.17 £2.244ab
10.0 29.24+180°¢ 1848 +£2.52°% 99.06 +1.70 b
Positive Control (200 mg/mL Na2EDTA) - 99.55+0.20°

Results are expressed as mean * standard deviation of three determinations in triplicate. Mean values in the same
column followed by different lower-case letters are significantly different *(p< 0.02); **(p< 0.0001); ***(p< 0.05); ANOVA
and post-hoc Tukey’s test. Ultrapure water at 80 + 1 °C (100 mL) was added to 10 g leaves of llex paraguariensis.
CAE, chlorogenic acid equivalent.

The llex paraguariensis leaf infusion prepared at 2.5 min infusion time had 94% iron-chelating capacity
and with a significantly higher iron-chelating activity at 10 min extraction (> 99%; p< 0.05) (Table
1). This result of iron-chelating close to 100% was comparable to the positive standard control Na;EDTA
(99.5%) (Table 1). Therefore, 10 min infusion time was chosen for further infusion preparations and assays.

Effect of water volume on the extraction of TPC of llex paraguariensis leaf infusions

Although all the infusions were prepared with the same proportion of leaves/water (100 mg/mL) and initial
water temperature (80 °C) during 10 min infusion, TPC was significantly higher for the water volume of 300
mL in comparison to 50 mL (p< 0.002) and 100 mL (p< 0.0001). In addition, a significantly higher final
temperature of 63.2 + 1.0 °C was observed for the 300 mL volume infusion after 10 min (p< 0.0001) (Figure

1).
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Figure 1. The effect of water volume on the extraction of total phenolic compounds of llex paraguariensis leaf infusions.
The extractions were prepared at the same proportion w/v (100 mg/mL): 5 g/50 mL; 10 g/100 mL; and 30 g/300 mL.
The initial temperature for all infusions was 80 + 1 °C. Results are expressed as mean + standard deviation of three
determinations in triplicate. “p< 0.002 compared to 50 mL, " ""p< 0.0001 compared to 50- and 100 mL volumes (ANOVA
followed by Tukey test). CAE, chlorogenic acid equivalent.

Stability of total phenolic content and the iron-chelating activity

After 24 h storage, a significant decrease in the TPC of llex paraguariensis infusion was observed,
regardless of temperature, 22.5% at 8 °C and 24.5% at 25 °C; p< 0.05 compared to control (Table 2).

Table 2. Stability of total phenolic content and the iron-chelating activity of llex paraguariensis leaf infusion

Time (h) Total Phenolic (mg/mL) Iron chelating (%)
Zero (control) 18.11+£0.27 2 99.38 + 1.782
After 24 h (8 °C) 14.04 £ 0.52°% 99.12+ 15372
After 24 h (25 °C) 13.68 £ 0.89°% 100.00 £ 0.00 @

Results are expressed as mean + standard deviation of three determinations in triplicate. Mean values in the same
column followed by different superscript letters are significantly different (p< 0.05). (Repeated measure-ANOVA followed
by Tukey test).Ultrapure water at 80 + 1°C (300 mL) was added to 30 g of llex paraguariensis leaves.

The present data also indicated a decrease of up to 24.5% (from 18.1 to 13.7 mg/mL) of total phenols in
the llex paraguariensis leaf infusions, but that did not reflect any change in the iron chelating activity (Table
2). Figure 2a shows a saturating effect of the llex paraguariensis phenolic compounds on the iron chelating
activity starting from a certain concentration of TPC (3.34 mg/mL), and the linear regression analysis revealed
a significant association between TPC and the iron chelating activity (= 0.87; p< 0.01) for llex
paraguariensis infusions containing up to 3.34 mg CAE/mL TPC (Figure 2b; y=16.83x+21.68).
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Figure 2. Association (a) and linear regression (b) between total phenolic content (mg CAE/mL) and the iron chelating
activity (%) of llex paraguariensis leaf infusions. Results are expressed as mean of three determinations in triplicate.
Infusions were prepared at 2.5-100 mg/mL proportions of leaves/water. CAE, chlorogenic acid equivalent.

Content and stability of chlorogenic acids of llex paraguariensis leaf infusions

Chlorogenic acids were identified and quantified in the llex paraguariensis infusion with the greatest TPC
(18.1 mg/mL) and iron chelating activity (99.4%) (i.e., 30 g of leaves per 300 mL of water at 10 min extraction).
The 3-caffeoylquinic acid was present in the highest content (9.99 + 0.66 mg/mL) followed by the 3,5-di-
caffeoylquinic acid (5.64 £ 0.26 mg/mL) (p< 0.002). 5-Caffeoylquinic (2.17 + 0.27 mg/mL), 4-caffeoylquinic
(2.45 = 0.3 mg/mL), and 4,5-di-caffeoylquinic acids (1.74 + 0.19 mg/mL) showed similar contents.

Results of the stability of chlorogenic acids present in the llex paraguariensis leaf infusion concerning
time and temperature are provided in Figure 3. The three mono-caffeoylquinic acids (3-CQA, 4-CQA, and 5-
CQA) were stable at 8 °C for an analysed period of 24 h. However, in comparison to time zero, at 25 °C all
mono-caffeoylquinic acids showed significant decrease by 16.0-25.2% after 24 h (p< 0.05). Furthermore,
significant reductions were also observed for 3,5-diCQA (21.9-30.6%) and 4,5-diCQA (21.6-27.9%) after 24
h at 8 or 25 °C (p < 0.01). After 24 h, there were no significant differences between 8 and 25 °C for all mono-
caffeoylquinic acids and di-caffeoylquinic acids declines.
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Figure 3. Stability of mono-caffeoylquinic acids (3-CQA, 4-CQA, and 5-CQA) and di-caffeoylquinic acids (3,5-diCQA
and 4,5-diCQA) of llex paraguariensis leaf infusion. Results are expressed as mean + standard deviation of three
determinations in triplicate. *p< 0.05 compared to time zero (RM-ANOVA and Tukey’s test). There were no differences
between 8 °C and 25 °C. Ultrapure water at 80 £ 1 °C (300 mL) was added to 30 g leaves of llex paraguariensis.

Effect of llex paraguariensis infusion on iron absorption in humans

The intake of a test meal enriched with iron promoted an expressive increase in the levels of serum iron
up to 4 h. Intake of the meal with llex paraguarienis infusion showed a substantial reduction in the dietary
iron absorption in comparison to water (control) (Figure 4). Based on the parameters derived from the serum
iron curves, the llex paraguariensis infusion inhibited the iron absorption by approx. 80%, in average (Table
3).

Serum iron (umol/L)




Figure 4. Serum iron curves in healthy subjects (n = 03), after ingestion of a single meal containing 11.4 mg non-haem
iron (1.4 mg endogenous and 10 mg added as ferrous iron). Values are means + SEM. ® Water; ¢ llex paraguariensis
leaf infusion. llex paraguariensis infusion prepared at 30 g leaves/300 mL water containing 18.1 mg/mL of total phenols.

Table 3. Parameters derived from serum iron curves and used as indicators of iron absorption in healthy subjects.

Parameters Water (control) llex paraguariensis infusion® Inhibition (%)
AUCo4n (umol. min-'.L-") 608.9 £ 194.4 118.4+51.8 80.5
A iron max. (umol/L) 3.84 £0.75 0.78 £ 0.24 79.7
Iron recovery (% at peak max.) 5.13+ 0.87 1.11+0.37 78.4

Values are expressed as mean + SEM (n = 3). TPrepared with 30 g leaves/300 mL water, which contain 18.1 mg/mL of
total phenols. AUCo.4n: Area under the curve; A iron max.: Maximum increase in serum iron. Statistical tests were not
applied due to the small sample size.

DISCUSSION

Herbal infusions are typically consumed after contact time herb/hot water during 10 min or less [3,32].
Our results suggested that a better solubility of phenolic compounds of llex paraguariensis infusion depends
on a longer contact time of leaves with water, in agreement with previous data reported for toasted mate tea
[15] and for traditional beverage with llex paraguariensis (“chimarrdo” or “mate”) prepared with minced
commercial leaves and stems [16].

Regarding the iron-chelating activity, the present study showed a high value (Table 1) for this plant. A
similar result was reported by Colpo and coauthors [10] in a study where the iron chelating activity of llex
paraguariensis aqueous extract, prepared in the same way as that of the traditional “mate” consumed in
South America, was approximately 80%. In relation to the effect of the water volume over the extraction of
the phenolic compounds during the preparation of the infusion of llex paraguariensis leaves (Figure 1), our
finding gives rise to the hypothesis that a higher volume of hot water improved TPC extraction as result of a
slower cooling during infusion time. A similar effect was described for Camellia sinensis tea [32].

Altogether, our results confirmed the higher solubility of the phenolic compounds from llex paraguariensis
in hot water [16]. However, in spite of the increased amount of phenolic content extracted at high temperature,
it should be noted that consumption of very hot (> 65 °C) beverages such as tea, coffee, and llex
paraguariensis may increase the risk of esophageal cancer [33]. Therefore, the present results showed a
method of preparing llex paraguariensis leaf infusions that can be used by consumers with the highest levels
of TPC and iron chelating activity with an immediately final safe temperature of 63.2 °C, i.e., 10 min infusion
time and water volume of 300 mL with an initial temperature of 80 °C.

In order to verify the preservation of the properties investigated in this study, the stability of the phenolic
compounds and the iron-chelating activity were evaluated after 24 hours at room temperature and under
refrigeration. Studies in plants with abundant phenolic acids, such as coffee [34] and powdered sweet potato
dissolved in water [35] reported that oxygen was the most important factor for TPC losses, and temperature
can also play a role. According to our results, the storage time of 24 h affected TPC stability to a greater
extent than the temperature did.

The ability to chelating iron ions has been attributed to phenolic compounds such as chlorogenic acids
[36,37]. The stability of chelating activity against iron in the infusion (Table 2) can be explained by a saturating
effect of the llex paraguariensis phenolic compounds on the iron-chelating activity observed at a relatively
low amount of TPC (Figure 2a). On the other hand, the linear regression analysis showed a significant
association between TPC and the iron chelating activity for llex paraguariensis infusions containing up to
3.34 mg CAE/mL TPC (Figure 2b), indicating that most of the iron-chelating activity could be explained by
the phenolic compounds effect. Based on these results, we can explain the absence of an association
between TPC and the iron-chelating activity of llex paraguariensis extracts reported by Colpo and coauthors
[10] taking into account that the authors used extracts with higher amounts of total phenolic compounds.

As for the chlorogenic acids detected and their concentration, the results obtained are in agreement with
what is reported in the literature for llex paraguariensis. [1,14,16,38].

The present study showed the instability of the majority of phenolic acids in llex paraguariensis infusion,
e.g., the mono-caffeoylquinic and the di-caffeoylquinic acids after 24 h at 25 °C. These findings are coherent
with the results for TPC stability (Table 2), which was measured using a colorimetric assay. Takenaka and
coauthors [35] also showed that the CGAs (mono- and di-caffeoylquinic acids) content of powdered sweet
potato dissolved in water had decreased after 1 h at room temperature.



The losses found in CGAs after 24 h at 25 °C indicated that llex paraguariensis infusions were more
sensitive at room temperature and, for this reason, this infusion should be consumed as soon as possible
after preparation, or stored in a refrigerator (8 °C) to preserve part of the CGAs (Figure 3). However, for iron-
chelating purposes, e.g., iron overload diseases, and based on our in vitro results, it seems irrelevant the
temperature for consumption of llex paraguariensis infusions, whether refrigerated or at room temperature
within 24 h.

An in silico analysis carried out using the software PassOnline showed that the 3-, 4-, 5-, 3,5-, and 4,5-
caffeoylquinic acids are strong candidates to complex with iron (data not shown). In general, phenolic acids
of the chlorogenic acid family have an antioxidant effect due in part to their iron-chelating properties
[36,39,40]. Indeed, the complexation of iron with caffeoylquinic acids has been considered as an antioxidant
mechanism, since complexed iron does not have the ability to promote the generation of reactive oxygen
species (ROS), such as hydroxyl radical ((OH) formed in the Fenton reaction [12,36,40]. Evaluating the iron
chelation abilities, Andjelkovi¢ and coauthors [39] showed that hydroxycinnamic acids, such as the CGAs,
have higher complex formation capability than hydroxybenzoic acids (gallic and protocathechuic acids).

There are references in the literature about the iron-chelating property of mono-caffeoylquinic acids and
di-caffeoylquinic acids, involving studies conducted with UV-visible spectroscopy, electron spin resonance
(ESR) spectroscopy, and nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy. This property has been
attributed to (1) a more complex structure in comparison with other phenolic acids (such as the
hydroxybenzoic acid derivatives), which involves caffeic acid linked to quinic acid; (2) the ethylene group
present in the structures of caffeoylquinic acids, which affects favorably their capacity to be a metal chelator,
and (3) the presence of hydroxyl groups, with electron-donating abilities [36,39,40]. The quantity and position
of hydroxyl groups affect the iron-chelating activity of these phenolic acids. Dihydroxy groups linked with an
aromatic ring in the ortho position, referred to as catechol group, improve iron-chelating activity [39]. The
caffeoylquinic acids in the llex paraguariensis leaf infusion contain dihydroxy groups that have these
characteristics and are the binding site of iron in the molecules (Figure 5). Phenolic acids without any catechol
groups for hydroxycinnamic acids derivatives or without any galloyl groups for hydroxybenzoic acid
derivatives have not shown any complexation with iron [39]. Furthermore, the 4,5-caffeoylquinic acid is an
adjacent di-caffeoylquinic acid. Di-caffeoylquinic acids that contain caffeoyl moieties in adjacent position
show a more effective iron chelating activity. These acids have more ability to encircle the iron from the
chelation reaction in comparison with non-adjacent di-caffeoylquinic acids [40].
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Figure 5. Structures of two caffeoylquinic acids found in the llex paraguariensis leaf infusion and the binding site of iron
proposed, according to the literature [36,39,40].

Although transition metals besides Fe*?, e.g. Zn*?, Cu*?, and Mn*?, could be complexed by compounds
which have metal-chelating properties [41], the quantities of metal ions and phenolic compounds, and the
differences in solubility of several foods and beverage sources of minerals could affect differently the
complexation with transition metals [40,42,43]. Afsana and coauthors [42] showed an effect of ingesting
tannic acid on the decrease of iron absorption, but not on the absorption of zinc, copper, and manganese.
Borowska and coauthors [44] reported that the Aronia berries extract, as well as cyanidin 3-O-3-galactoside
and quercetin, can bind Zn*? and Cu*?, but only at pH 5.5. The lead (toxic metal) complexation by 5-CQA was
shown in vitro in aqueous solution by jointly using UV-visible absorption spectroscopy and quantum chemical
calculations [45]. Considering the biological importance of transition metals, when in suitable concentrations
in the body, it should be investigated whether llex paraguariensis, as well as their caffeoylquinic acids, has
an affinity for other transition metals.

In relation to the preliminary in vivo data, to our knowledge, no study in healthy subjects has been
published on the potential of llex paraguariensis infusion to inhibit iron absorption after ingestion of a meal.
Three healthy subjects ingested a meal enriched with non-haem iron (11.4 mg) with 200 mL water (control)
or llex paraguariensis infusion in a preliminary crossover trial. The measurement of the serum iron up to 4 h
after intake clearly showed that the llex paraguariensis infusion promoted an expressive inhibition of the
dietary iron absorption (Figure 4) by, in average, 81% AUC, 80% A iron maximum, and 78% iron recovery at
peak maximum (Table 3).

Considering the variable percentage iron recovery, our results with llex paraguariensis infusion (1.11%)
and water (5.13%; Table 3) were very similar to black tea in a study that evaluated the inhibition of non-haem
iron absorption in 10 healthy volunteers (6 M and 4 F) [46]. In that study, an iron-fortified bread consumed
with water showed 4.46% iron recovery and 0.92% for black tea.

Non-haem iron is the mainly source of iron in the diet [47]. Therefore, plant food or infusions with a
potential to reduce iron absorption at 50% or more in humans have been considered a potent iron absorption
inhibitor [46], which might be interesting for iron overload treatment.



Caffeoylquinic acids are bioactive compounds widely present in plants, which have also shown to be
sources of minerals, including transition metals, such as iron [14,48]. Considering that an adult under normal
condition needs to absorb only 10% of the usual dietary iron (10-20 mg/day), in which 2/3 are obtained from
plants, caffeoylquinic acids in plant food or beverages could favorably contribute to iron absorption
modulation, without affecting iron homeostasis, given that human body does not have an efficient mechanism
to excrete iron [49,50]. In the present study, the extraction of compounds from llex paraguariensis was
optimized to enhance the iron-chelating activity of this plant.

It has been highlighted the iron-chelating proprieties of Camellia sinensis infusions (black tea and green
tea), and the importance to investigate natural iron-chelating for chronic iron overload diseases [20,51]. In
this context, we introduced the llex paraguariensis leaf infusion as a new and potential iron-chelating
adjuvant.

CONCLUSION

The studied llex paraguariensis infusion, rich in phenolic compounds, promoted a complexation with iron
in vitro, with probable involvement of caffeoylquinic acids, and it is suggested that a similar effect may occur
in vivo, decreasing the iron absorption in healthy individuals. Therefore, our results showed an innovative
research area for the llex paraguariensis infusion as a natural iron-chelating agent. Furthermore, we showed
that the commonly used infusion time and water volume affected the extraction of phenolic compounds and
the iron-chelating activity of llex paraguariensis infusion, which has a saturating effect at low total phenol
content. Consequently, the llex paraguariensis infusion was highly stable at room temperature for the iron-
chelating activity. Based on these results, it is suggested that short-term and/or long-term studies should be
carried out to investigate the in vivo iron chelating properties in humans with iron overload diseases.
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Abstract

This study proposed to investigate the effect of llex paraguariensis infusion on
the absorption of non-heme iron in hereditary hemochromatosis (HH) patients with the
HFE genotype. A two-way randomized, controlled, and crossover trial was conducted
on patients, aged 29-69 years, undergoing maintenance therapy. Fourteen HFE-HH
patients ingested a meal containing 11.4 mg iron and 200 mL either of water (control)
or of llex paraguariensis leaf infusion. The beverages were offered in random order, at
intervals separated by a washout period of 7 days. Active surveillance showed no
adverse effects. Blood samples were drawn shortly before and 1, 2, 3, and 4 h after the
meal for serum iron measurement. A significant reduction in the postprandial serum
iron was observed for HH patients after intake of the Ilex paraguariensis infusion (area
under the curve (AUC) expressed as mean + SEM:173.3 & 44.7 umol.h"'.L") compared
to water (1449.4 + 241.5umolh' L") (p < 0.001). In summary, intake of Ilex
paraguariensis leaf infusion significantly inhibited the absorption of iron in patients
with HH and, therefore, should be considered as a potential adjuvant for iron overload
control.

Keywords llex paraguariensis infusion, iron chelating,; hereditary hemochromatosis;
absorption; randomized controlled trial.



1. Introduction

Hereditary hemochromatosis (HH) is caused by homozygous p.Cys282Tyr
mutation in the HFE gene, leading to a severe overload of iron in the human body.'?
However, HFE-HH can also be caused by other mutations, whose penetrance tends to
be rare and dependent on greater exposure to other factors.!*-> The liver-derived peptide
hepcidin plays a critical role in the regulation of dietary iron absorption and iron export
from the body tissues into the plasma. However, the inappropriately low production of
the hormone hepcidin in HFE-HH patients leads to an increased intestinal absorption of
iron in these subjects, which results in excessive iron deposits in the parenchymal cells,
and also an increased risk of tissue and organ damage.’

Regular therapeutic phlebotomy remains the mainstay of the therapy to reduce
iron stores and keep them at normal levels. However, phlebotomy is an invasive
procedure and there are patients who do not tolerate treatment with recurrent
phlebotomies.>® Therefore, alternative therapies have been investigated to help to
manage and reduce the frequency of phlebotomies. In this context, it has been reported
that black tea, which is rich in catechins’, and Milk Thistle (Silybum marianum, a
source of the flavonolignan silybin)® decreased the absorption of iron in HFE-HH
patients.

Considering that Ilex paraguariensis leaf infusion has a high content of
polyphenolic compounds, particularly chlorogenic acids (CGAs), which form
complexes with iron in vitro !, this study aims to investigate the effect of Ilex
paraguariensis leaf infusion intake on the absorption of iron in HFE-HH patients.

2. Material and methods
2.1. Subjects

In this crossover study, 14 patients (12 males) with genetically confirmed
autosomal recessive HFE-HH were recruited after an initial screening by direct contact
from 50 potential volunteers, both homozygous and heterozygous, who were being
treated either at the Ambulatory of the Hematology and Hemotherapy Center of Santa
Catarina State (HEMOSC) or at the Hemotherapy Center of the University Hospital of
the Federal University of Santa Catarina in Florianopolis-SC, Brazil. The selected
patients (aged 29-69 years) were taking no drugs that affect iron absorption; were
undergoing maintenance therapy (phlebotomy treatment to maintain serum ferritin
within the normal range), but were not phlebotomized during the study (with a
minimum interval of at least one month from the last phlebotomy); showed no presence
of anemia; and were able to eat all of the proposed foods. The exclusion criteria were:
patients with underlying malignancy, acute or chronic infection, secondary
hemochromatosis (which also includes individuals with dysmetabolic iron overload
syndrome (DIOS)), alterations in hepatic enzymes and in C-reactive protein levels, and
patients who had made use of chelating substances 24h before the study, as well as
women in their menstrual phase of the cycle or who were undergoing hormone
therapy.®!?

The study was approved by the Federal University of Santa Catarina Ethics
Committee (CAAE: 64252017.2.0000.0121) and the Hematology and Hemotherapy
Center of Santa Catarina State Committee (CAAE: 64252017.2.3001.0110) (both
located in Florianopolis, SC, Brazil) and was registered as a controlled trial at
www.ensaiosclinicos.gov.br and at http://apps.who.int/trialsearch/ under number RBR-



Snrrwc. Before giving written consent to participate, all the volunteers were informed
about the aim and procedures of the study, both verbally and in writing, according to the
general recommendation of the Declaration of Helsinki.

2.2. Study design

The present clinical trial is a randomized, controlled, and crossover study, in
which both beverages were offered in random order using computer-generated
randomization, according to the Latin square method by an independent investigator.
The randomization of the beverages minimizes the bias for the endpoints of the study,
since no appropriate inert material is known to have sensory characteristics compatible
with the llex paraguariensis leaf infusion. The patients were present at the laboratory of
the Federal University of Santa Catarina between 07:30 a.m. and 08:00 a.m. after a 10-
12 h overnight fasting on two non-consecutive mornings (7 days washout period),
having abstained from alcohol, tea, coffee, infusions with mate (Ilex paraguariensis),
and soda 24 h prior to that. The patients had also been asked to get a good night’s sleep
before the study and not to exercise on the morning of the study since these factors may
affect serum iron levels.!> Before blood collection, the patients rested in a seated
position for 15 min. Blood samples were drawn by a qualified technician immediately
before ingestion of a test meal fortified with ferrous iron, and then at 1, 2, 3 and 4 h
after that. The blood was centrifuged (1000 x g, 10 min, at 4°C) to obtain serum. The
analyses were immediately performed by an independent researcher who was blinded to
group assignment, and the serum iron was determined according to the Ferrozine
colorimetric method using commercial reagents and automated equipment (Dimension
RXL Max — Siemens Healthcare Diagnostics Inc. Deerfield, IL, USA).

On each test day, immediately after the first blood collection, the patients
ingested the meal within the next 15 min and after that they ingested 200 mL water
(control) or 200 mL [llex paraguariensis leaf infusion (3.6 g total phenolic content of
CGA equivalents). The patients expected to consume one of the two study beverages;
however, they did not know which one they would drink on each test day. After
ingesting the meal and the beverages, the patients remained seated and drank only water.
The drinking of the water was monitored regarding both time and quantity. The amount
of water the participants drank was respectively the same for each specific day of both
phases of the study.

The meal consisted of mashed potatoes (potato, sunflower oil and salt) and
contained 365 kcal energy; 20 g fat; 4.2 g protein; 42 g carbohydratel,'* and 11.4 mg
non-heme iron (1.4 mg endogenous iron plus the addition of 10 mg of ferrous iron as
FeSOs, Essential Pharma®). The iron content in the meal was determined by acid
digestion followed by atomic absorption spectrophotometry using a Perkin-Elmer
Analyst 300 spectrophotometer, according to the method described by the Official
Method of the Association of Official Analytical Chemists (AOAC, n® 944.02a).!4 The
iron was measured using standard solution for calibration purposes. The patients drank
200 mL of the llex paraguariensis infusion, which was prepared immediately before
being served. To reduce risk of metal contamination, only disposable plastic and glass
utensils were used. Furthermore, active surveillance for any occasional side effects was
performed for 48 h after beverage intake. People sensitive to llex paraguariensis or to
some compound from this plant may have gastric irritation, shivering, irritability or
insomnia. None of the participants showed any evidence of side effects or adverse
reactions due to acute intake of Ilex paraguariensis.



Previous to the studies, initial blood samples were drawn to determine
hematological and biochemical parameters (hemoglobin, hematocrit, serum ferritin,
serum iron, total iron binding capacity, transferrin saturation, high sensitivity C-reactive
protein (hs-CRP), aspartate aminotransferase, and alanine aminotransferase), which
were measured in automated equipment (Dimension RXL Max Siemens Healthcare
Diagnostics Inc. Deerfield, IL, USA, and Sysmex XE-2100D Kobe, Japan). In addition,
each individual’s body weight and height were measured on the first morning of the
experimental session. To check if the participants were following the instructions
regarding their food intake, a 24h dietary recall was carried out by a nutritionist on each
test day.'> Accordingly, the participants followed the instructions regarding the intake of
beverages and did not change their eating habits.

2.3 Sample size

The sample size needed to detect a statistically significant difference (alpha <
0.05 two-sided) was calculated based on the power of 0.8. To detect differences of 20%
in the values of AUC for serum iron, the sample size required was estimated to be of 12
subjects, assuming a standard deviation of 17%.%!? Considering the possibility of an
occasional 20% loss, 14 subjects were included in the study.

2.4. llex paraguariensis leaf sample, infusion, and total phenols and iron analyses

Ilex paraguariensis (yerba-mate) leaves were supplied by Matebras® —Brazilian
Mate Industry Ltd. (Catanduvas, SC, Brazil). The leaves were randomly chosen from
yerba-mate trees, with a certified organic cultivation system in the town of Catanduvas,
Santa Catarina, Brazil. Then, they were dried using a different process in order not to
generate polycyclic aromatic hydrocarbons(PAHs)!®, ground and packed by Matebras®.
For this study, a sample of dried and ground leaves was stored at -18 + 2 °C until used.

The llex paraguariensis used here was taken from the same batch used in our
previous study.!' The infusion (100 mg/mL) was prepared with 300 mL water at 80 =+ 1
°C. After 10 min of extraction, the mixture was filtered and immediately drank by the
patients.

Total phenols in the llex paraguariensis infusion were determined according to
the Folin—Ciocalteu procedure!” with a UV-Vis spectrophotometer (SP-2000UV
Spectrum, Shanghai, China) using a standard curve of chlorogenic acid (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO). Phenolic compounds were measured by reversed-phase HPLC using a
Shim-pack C18 column (4.6 mm ID 250 mm length) with a UV-visible detector
(Shimadzu SPD 10A, 325 nm), as previously described.'!

The iron content in the infusion was determined according to the Official
Method of the Association of Official Analytical Chemists (2016).'* All analytical
determinations were carried out in triplicate.

2.5. Iron absorption measurement

Iron absorption was estimated using a methodology based on the serum iron
response after ingestion of the meal, validated for humans.®!> The parameters of the
serum iron used as indicators of iron absorption, corrected for the baseline fasting serum
iron, were: (1) Area under the serum curve (AUC(o4n)), calculated using the trapezium
rule; (2) the maximum increase in serum iron concentration (Delta iron max); and (3)
the percentage of iron recovery at maximum peak.



2.6. Statistical analysis

Data are expressed as mean + standard error of mean (SEM) or as median and
interquartile range (IQR). Data distribution was evaluated using the Shapiro-Wilk test
and, when necessary, the logarithmic transformation of data was processed.

The Student’s #-test or the Mann-Whitney U-test was used to compare baseline
characteristics stratified according to the mutations in the HFE gene and the serum
ferritin levels. The paired Student’s #-test was used to detect differences between the
beverages (Ilex paraguariensis and water) for the parameters derived from the serum
iron curves.

The mixed-model and repeated measure analysis of variance (RM-ANOVA) was
used to compare the treatments (beverages) (within-subjects factor) and the type of
mutation in the HFE gene, as well as serum ferritin concentration (between-subjects
factor). Bonferroni’s correction was used for multiple pairwise post hoc testing. For the
RM-ANOVA, a test of equality of covariance matrices was applied and the Mauchly’s
sphericity test was used for measuring homoscedasticity. Greenhouse-Geisser correction
was applied if sphericity was not met.

The statistical analysis was performed using SPSS V20.0 (Statistical Package for
the social science, Inc., Chicago, IL, USA) and differences that were statistically
significant were considered at a < 0.05. AUC was calculated using the GraphPad Prism
v. 6.01 (GraphPad, La Jolla, CA, USA).

Retrospective power (1 — ) calculations of effect size for the primary outcome
(the inhibition of iron absorption based on the serum iron AUC) with n=9 and n=5 was
carried out using G*Power (http://www.gpower.hhu.de/en.html) and the result indicated
a power of 0.995 and 0.989, respectively.

3. Results

The average total phenols in the llex paraguariensis leaf infusion used in the
present study was 3.92 = 0.05 g/200 mL (mean + SD). The main phenolic compounds
measured were the 3-caffeoylquinic acid (1.99 + 0.13 g/200 mL), 4-caffeoylquinic acid
(0.49 £+ 0.06 mg/200 mL), and 5-caffeoylquinic acid (0.43 = 0.05 g/200 mL), followed
by the 3,5-di-caffeoylquinic acid (1.13 £ 0.05 g/200 mL) and 4,5-di-caffeoylquinic acid
(0.35 +0.04 g/200 mL).

Sixteen patients with HFE-HH were recruited, of which two individuals
withdrew after screening selection for personal reasons unrelated to the study protocol
and, therefore, 14 completed the study (Fig. 1).



[ Enrollment ] Assessed for eligibility (n= 50)

Excluded (n= 36)
----- » | + Not meeting inclusion criteria (n= 34)
+ Other reasons (n=2)

Randomly assigned (n= 14)

l

[ Allocation J Started intervention (n= 14)

Water llex paraguariensis
Crossover
[ Follow up ] Lost to follow-up (n=0)
A 4
[ Analysis ] Analysed (n=14)
+ Excluded from analysis (n=0)

Fig 1. The CONSORT Flow Chart.

The participants of this study were patients with homozygous p.Cys282Tyr and
heterozygous (Cys282Tyr/p.His63Asp or p.Cys282Tyr/-) mutations and with variable
values of serum ferritin (20-180 pg/L). These variations in serum ferritin values resulted
from the particular physicians’ clinical conduct for each patient. Therefore, considering
potential effects of the genetic variations and the level of iron stored in the body
(estimated by the serum ferritin) on the absorption of iron, in the present study we
stratified patients into p.Cys282Tyr/p.Cys282Tyr and non-p.Cys282Tyr/p.Cys282Tyr,
and by their levels of serum ferritin, < 50 pg/L and > 50 ug/L. The cut-off point of 50
ug/L was chosen based on the various serum ferritin values found for patients in
maintenance phase, i.e., < 50ug/L; 50-100 ug/L; and <300 pg/L.">>!32! The baseline
characteristics of the patients are shown in Table 1.
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The homozygous patients (p.Cys282Tyr/p.Cys282Tyr) were younger, as well as those
with serum ferritin concentration < 50 pg/L. Although not significant (p = 0.064), the
number of phlebotomies per year until reaching the maintenance phase was 66.7%
higher in patients with p.Cys282Tyr/p.Cys282Tyr compared to patients in the subgroup
p.Cys282Tyr/p.His63Asp and p.Cys282Tyr/- (Table 1).The additional parameters were
similar for both subgroups except, as was expected, the serum values of ferritin after
stratification by ferritin levels.

The ingestion of the meal enriched with iron and water (control) resulted in an
AUC 04n) of 1449.4 + 241.5 pmol.min"!.L"!, A Tron max. of 9.1 £+ 1.4 pmol/L, and iron
recovery at peak max. of 16.2 + 2.6% (mean = SEM). When the participants ingested
the meal with the llex paraguariensis leaf infusion, there was a highly significant
reduction in their iron absorption (Fig. 2), according to all the parameters derived from
the serum iron curves, AUCo4n 173.3 #44.7 pmol.min'’.L-, A Iron max. 1.3 £ 0.3
umol/L, and Iron recovery at peak max. 2.4 = 0.5% (mean = SEM) (p <0.001 for all the
parameters derived from the serum iron curves).
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Fig 2. Serum iron curves in HFE-HH patients (n = 14) after ingestion of a single meal
containing 11.4 mg non-heme iron (1.4 mg endogenous iron and 10 mg added as ferrous
iron). Serum iron values are means = SD.

Furthermore, Ilex paraguariensis intake also decreased the iron absorption
regardless of the HFE gene mutations (p.Cys282Tyr/p.Cys282Tyr  vs.
p.Cys282Tyr/p.His63Asp or p.Cys282Tyr/-) or of the serum ferritin levels (< 50 pg/L
vs. > 50 ug/L) (Table 2), with the AUCo4n values remaining below 200 pmol.min"!.L!.
Interestingly, patients with serum ferritin levels < 50 pg/L showed a 2-fold increase in
the iron absorption with water, resulting in a significant serum iron ferritin effect (p =
0.046) and treatment/ferritin interaction (p = 0.012; Table 2).
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4. Discussion

This study showed, for the first time, a significant inhibitory effect of Ilex
paraguariensis leaf infusion (100 mg/mL) on the iron absorption in patients with HFE-
HH after ingestion of a single meal, as can be observed by 88% reduction of the AUC
compared to control (water). A previous study carried out with HFE-HH patients
showed that acute black tea intake also limited the absorption of iron in comparison
with water.” Furthermore, it has been reported that capsules of Silybum marianum
(Legalon® silybin 140 mg) was more effective than black tea to reduce ferric iron
absorption in HFE-HH patients.® On the other hand, Lobbes et al.?? recently showed that
Pinus pinaster Ait. (Oligopin® phenolic procyanidin 100 mg) did not reduce iron
absorption in HFE-HH patients, which might be related with the type and amount of
polyphenols used. Here, we clearly showed an elevated ability of llex paraguariensis
leaf infusion to reduce iron absorption.

We and other authors have reported in in vitro studies the chelating capacity of
Ilex paraguariensis to form complexes with ferrous iron.!®!'However, a study with HH
patients using ferrous iron had not yet been conducted. The bioavailability of ferrous
iron is considered to be higher than that of ferric iron. For efficient absorption, the
gastric hydrochloric acid stabilizes ferric iron, which is reduced to the more soluble
ferrous iron.?* Fortification of widely consumed foods with the highest bio-available
ferrous iron has been established as a national policy in some countries, including Brazil,
aiming to avoid anemia. However, it should be noted that such strategy may pose a risk
of iron overload in HFE-HH patients and may also be an environmental factor to favor
and/or accelerate the phenotypic expression of hemochromatosis, including for
mutations in the non-p.Cys282Tyr/ p.Cys282Tyr HFE gene.**8

It is worth mentioning that patients in this study have been consuming iron-
fortified foods daily for at least 20 years. Interestingly, despite the rarity of the
frequency, five of the 14 patients evaluated presented non-p.Cys282Tyr/p.Cys282Tyr
mutations, which suggests some possible effects of their regular diet. The non-
p-Cys282Tyr/p.Cys282Tyr mutation, usually leads to HFE-HH when associated with:
additional pathological conditions (such as metabolic syndrome); environmental factors
(such as excessive alcohol consumption and great exposure to iron-fortified foods, as
previously mentioned); and/or other coexisting mutations of iron regulation genotypes.
132529 In the present study, the metabolic syndrome was observed in two patients (one
compound p.Cys282Tyr/p.His63Asp heterozygous and one p.Cys282Tyr/p.Cys282Tyr),
and none of the patients was an alcohol abuser. While the laboratorial test for the HFE
mutation is easily accessible, it is not so for other mutations. However, the elevated
liver iron concentration for the HH patient with a single p.Cys282Tyr mutation (see
Table 1 legend) could suggest other coexisting mutations, such as ferroportin disease
(SLC40A1 on 2q32; loss of function for ferroportin excretion), in which the iron
deposition in the liver is more common.'»>23

It is known that p.Cys282Tyr/p.Cys282Tyr mutation leads to more severe iron
overload in the body' and, in fact, in our study the patients with this mutation showed
iron absorption 2-fold higher than the patients with non-p.Cys282Tyr/p.Cys282Tyr
mutation, but with no significant difference (p= 0.073). Anyway, the infusion of /lex
paraguariensis leaves similarly inhibited the absorption of iron in all the HFE-HH
patients undergoing maintenance, regardless of the type of mutation.
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The average serum ferritin level in the patients at the time of diagnosis, regardless
of the type of mutation, was not significantly different. However, based on the
indicators of age, time since diagnosis, and number of phlebotomies per year, the
intensity of iron accumulation tended to be higher in the patients with
p.Cys282Tyr/p.Cys282Tyr mutation, which is expected.!

Herein, we showed that HFE-HH patients with serum ferritin < 50 pg/L had
increased iron absorption in comparison to ferritin > 50 pg/L. when ingesting the iron-
rich meal with water. The intestinal iron absorption depends on several key proteins,
including the divalent metal transporter 1 (DMT1) and ferroportin (FPN), which had an
inverse association with ferritin levels in HFE-HH patients.?? Therefore, our results are
as expected, taking into account that serum ferritin is used as a marker of iron
concentration stored in the body (1.0 pg/L is equivalent to 7.5 mg of iron in the body)?!
and low amount of iron in the body further stimulates absorption of iron in HFE-HH
patients.?**? Phlebotomy therapy is the most effective treatment for HH. The goal is to
induce a negative balance in the concentration of iron in the body in order to remove
excess iron accumulated in the tissues, and thus prevent injuries caused by its
deposition.?® However, the concentration of hepcidin is affected during phlebotomy
therapy, especially when the aim is to maintain serum ferritin < 50 pg/L, and it becomes
even more reduced in cases of HH.?*3? Even so, serum ferritin (as an indicator of iron
stores) and erythropoiesis maintain their regulatory functions, even in patients with HH.
Erythropoiesis is increased to restitute the lost erythroid volume and the stimulated
erythropoiesis directly induces hepcidin suppression. Hepcidin synthesis is inhibited by
erythroferrone (erythroid signal) when there are increased requirements for iron after
stimulation of erythropoiesis by erythropoietin.>* Therefore, this suggests that the
exacerbation of iron absorption in patients with HH, mainly in patients who are well
depleted (ferritin below < 50 pg/L), may be related with the down-regulates of the
hepcidin gene expression by the increased hormone erythroferrone. Moreover, as
indicated by the significant ferritin-treatment interaction, the llex paraguariensis leaf
infusion inhibited iron absorption independently of the serum ferritin levels in the HFE-
HH patients undergoing phlebotomy therapy.

The mechanisms by which some phenolic-rich plant extracts inhibit non-heme
iron absorption are not totally understood. However, based on several in vitro and in
vivo data, it has been suggested that the acute effects of phenolic acids and flavonoids
on iron absorption were due to iron chelation,”*3* which may also occur at the
intracellular level.** Additionally, chlorogenic acid (3-caffeoilquinic acid) was the
strongest in vitro iron chelator among several studied phenolic acids,’ and chlorogenic
acids are the main phenolic compounds in Ilex paraguariensis.'®"!

llex paraguariensis stands out for its content of microelements such as iron, zinc,
and manganese, and macroelements such as magnesium and potassium.*>-3# To date, we
are unaware of any reports of side effects caused by these minerals after routine
consumption of llex paraguariensis infusions by healthy individuals. However, the
absorption of divalent metals, besides iron, requires the same carrier protein (i.e., DMT1)
and, thus, the bioavailability of these metals could be differentiated in HFE-HH patients
on phlebotomies treatment.>® The infusion of Ilex paraguariensis consumed by the
participants contained 0.33 £+ 0.06 mg/200 mL of iron and 3.92 £+ 0.05 g/200 mL of total
phenols. Therefore, considering the high chelating activity of phenolic compounds, it
indicates that iron would not be bioavailable — either due to the amount of iron
presented in the leaves or the way the leaves were processed. Consequently, there would
be no risk of iron accumulation by prolonged consumption of this infusion.
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Adjuvant treatment with Illex paraguariensis should be of long duration,
therefore it is important to carry out additional long-term studies on iron bioavailability
to make sure the chelating effect is maintained, and also to check whether it could either
inhibit the absorption of or cause any possible toxicity by zinc, manganese, and
magnesium in HFE-HH patients.

Limitations to this study include the use of a non-blinded study design (due to
the lack of an appropriate placebo to Ilex paraguariensis infusion) and the absence of a
homogeneous group in relation to the patients’ HFE gene mutations as well to their
serum  ferritin  levels.  Therefore, the patients were  stratified into
p.Cys282Tyr/p.Cys282Tyr and non-p.Cys282Tyr/p.Cys282Tyr and by their ferritin
concentrations, which decreased the number of patients per group. Accordingly, some
conclusions of the present study cannot be extrapolated to the general population of
patients with HFE-HH. However, this study has numerous strengths, mainly due to the
robust response of llex paraguariensis leaf infusion, which inhibited the absorption of
the iron in HH patients. Moreover, the stratification of patients provided the verification
of the favorable effect of the Ilex paraguariensis leaf infusion on the inhibition of iron
absorption in all the HFE-HH patients, regardless of genetic mutations or iron deposits.
The fact that this was a crossover study with HH patients at normal levels of hs-CRP
minimized the risk of bias for a potential increase in serum ferritin concentration due to
inflammation. Finally, caution was taken with regard to the standardization of the meals
and to the iron content, which was confirmed by laboratory analysis, as well as to the
innovative use of llex paraguariensis leaf infusion with known values of total phenols
and iron contents.

5. Conclusion

Acute intake of Ilex paraguariensis leaf infusion (100 mg/mL) significantly
decreased absorption of iron in HFE-HH patients undergoing phlebotomy therapy,
independently of their serum ferritin levels and/or mutations in the HFE gene. Therefore,
consumption of llex paraguariensis leaf infusion with meals may have potential for
reducing iron absorption and could be used as an adjunct for the treatment of HH. The
results of the present study suggest that long-term clinical trials should be conducted to
investigate the effect of Ilex paraguariensis leaf infusion on decreasing iron overload in
HH patients.
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APENDICE C - QUESTIONARIO PARA A COLETA DE DADOS PARA A
CARACTERIZACAO DOS PARTICIPANTES COM HEMOCROMATOSE
HEREDITARIA HFE E OS CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO DO ENSAIO
CLiNICO



Questionario para a coleta de dados

Participante N°|_| | |

Caracterizacio Biodemografica e Clinica (informacoes obtidas com prontuario do portador)
Data: / /

Fatores de inclusio para o estudo Fatores de exclusiio para o estudo
Portador de Hemocromatose Hereditaria (HH) Uso de substancias quelantes 24 horas antes do estudo
Tipo de mutagdo: C282Y homozigoto SIM( ) NAO( )
SIM( ) NAO( ) Infecg@o aguda ou cronica
Em tratamento de manuten¢do para HH SIM( ) NAO( )
SIM( ) NAO( ) Hemocromatose secundaria
Auséncia de anemia SIM( ) NAO( )
SIM( ) NAO( ) Cirrose
Intervalo minimo de 1 més da tltima flebotomia SIM( ) NAO( )
SIM( ) NAO( ) Mulheres na fase menstrual do ciclo (entrevista com
participante) ou em tratamento com estrogénio
SIM( ) NAO( )
Diagnostico de cancer
SIM( ) NAO( )

Nome: numero do CPF

Numero RG: Orgao Emissor: UF: Data Cartao do
SUS: Estado Civil:

Sexo: [Imasculino [Jfeminino Data de nascimento: / / Idade:

Nome da mae: Nome do pai:
Cor da pele: []branca ] parda ] amarela "I negra

Profissao: Anos de educacgao formal:
Telefone: () E-mail:
Endereco:

cep:

Data do diagndstico para hemocromatose hereditaria:
Tipo de mutagao:

Na data do diagndstico, concentracio sérica de:
Ferritina

Flebotomias:

Numero de flebotomias até alcangar a fase de manutengao:

Volume/vez:
Data da ultima flebotomia e qual o volume:
Data para a proxima flebotomia:

Resultado do tltimo exame de sangue que realizou:

- Ferro sérico: ug/dl Data do exame / /
- Ferritina: ng/ml Data do exame / /
- Indice Saturacao Transferrina: % Data do exame / /

- Hemoglobina: g/dl Data do exame / /
- Enzimas hepaticas Data do exame / /

- Proteina C reativa Data do exame /

- CTLF Data do exame / /

Continuacao



Caracterizacio Biodemogriafica e Clinica (Informacdes obtidas com portador) Data: / /

Assinale abaixo se tem alguma das seguintes doencas:

"1 Aumento de colesterol ou triglicerideos

"] Diabete melito

] Pressao Alta

"1 Doengas hepaticas (do figado)

" Hipotireoidismo

"I Hipertireoidismo

] Depressao

Assinale abaixo se ja teve:

] Derrame (Acidente vascular cerebral — AVC).

"I Cancer

"] Doenga Arterial Coronariana

Vocé fez uso de algum remédio continuo? Caso sim, qual(is)?
Qual horario? Para qual(is) doenca(s)?

Nas tltimas 24 horas vocé usou algum remédio? Caso sim, qual(is)?
Qual foi o horario?

Vocé faz uso de chas (como cha preto, cha verde, cha mate, chimarrao, café...) apés as refeicoes?

Toma algum suplemento ou medicamento para diminuir a absorcio do ferro: SIM( ) NAO ( )
Qual (is)?
Por quanto tempo?
Qual a dose/vez e horario?
Obs: Caso sim, reforcar para lembrar, de ficar sem o consumo 24 horas antes do estudo (ch4 ou medicamento.

Vocé realiza algum cuidado com a sua alimentac¢ao, devido a sobrecarga de ferro?
SIM( ) NAO( )
O que seria?

Consumo bebida alcodlica: SIM ( ) Diariamente: ( ) / Semanalmente ( )/ Mensalmente ( )/ Raramente: ( )
NAO ()

Fumante? SIM ( ) Quantos cigarros/dia?
NAO () H4 quanto tempo fumou seu ultimo cigarro?

Peso atual (primeiro dia da intervencdo): Altura: IMC: Data:

Duvidas? Entrar em contato com Cristiane: meristiane@gmail.com ou (48) 99602-0653

Assinatura do pesquisador Assinatura do participante
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APENDICE D - ORIENTAGOES AOS PARTICIPANTES



ORIENTACOES AOS PARTICIPANTES

Orientacoes gerais

A partir das 23 horas (anterior ao dia do estudo), ficar em jejum de alimentos e bebidas,
inclusive agua. Para nao ocorrer interferéncia na andlise de sangue é importante chegar
em jejum na manha do estudo, sem café da manha.

No dia anterior ao estudo ficar sem consumir bebidas alcodlicas.

No dia anterior ao estudo nao utilizar medicamentos que podem afetar a absorgao do
ferro: antiacidos, suplemento de calcio (carbonato de calcio, calcio quelato...), suplemento
de zinco, cloranfenical, alopurinol, vitamina E, &cido ascoérbico (vitamina C) e
medicamentos quelantes contra o ferro.

No dia anterior ao estudo “manter o seu habito alimentar de costume”, porém “nao
consumir”: café, chimarrdo, cha mate, cha preto, cha verde, extrato de cardo mariano
(silibum mariano), refrigerantes e acafrao da terra ou raiz forte (curcuma).

Nao praticar exercicios fisicos na manha do estudo.
As amostras de sangue serdo coletadas durante as 4 horas de durag&o da pesquisa.

Sera realizada uma coleta de sangue, em jejum, antes da ingestao da refeicao e 1h, 2h, 3h
e 4h ap6s o consumo da refeigao.

A participacao no estudo ocorrera em trés dias diferentes. Em cada dia vocé consumira a
refeicdo com uma bebida diferente.

O intervalo entre cada dia de participacado no estudo sera de 1 semana.
No dia do estudo, apods ter consumido a refei¢cdo, sera permitido o consumo de agua.
Durante toda a manha do estudo € importante permanecer em repouso.

Mulheres, agendar a sua participagado 1 semana apos o término da fase menstrual do ciclo.

Duavidas? Entrar em contato com: mcristiane@gmail.com ou (48) 9 9602-0653

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador
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APENDICE E - TEMPOS DE RETENCAO E CONCENTRACAO DOS ACIDOS
CLOROGENICOS, IDENTIFICADOS POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA



E1. Teor de acidos clorogénicos na infusdo de folhas de llex paraguariensis A. St. Hil.,

preparada na propor¢ao de 100 mg/mL.

Composto Picos Tr (min) Concentracio (mg/mL)
Acido 3-cafeoilquinico 1 5,7 9,99 £ 0,667

Acido S-cafeoilquinico 2 8,9 2,17£0,27°¢

Acido 4-cafeoilquinico 3 10,4 2,45+0,30°¢

Acido 3,5 di-cafeoilquinico 4 23,5 5,64+0,26°

Acido 4,5 di-cafeoilquinico 5 24,1 1,74+ 0,19 ©

Total acidos clorogénicos 21,99 +£ 0,16

Resultados expressos em média + desvio padrio de trés determinagdes em triplicata.

Valores médios com letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca

significativa (p < 0,002). ANOVA e teste de Tukey. Tr: Tempo de retengdo. Agua

ultrapura a 80 + 1°C (300 mL) adicionada sobre 30g de folhas de llex paraguariensis

(100mg /mL).



E2. Teor de acidos clorogénicos na infusdo de folhas de llex paraguariensis A. St. Hil.,

preparada na propor¢ao de 100 mg/mL, apds 24 hs em temperatura de refrigeracao (8 °C)

e ambiente (25 °C).

Concentracio Concentracio
Composto (mg/mL) a 8 °C (mg/mL) a 25 °C

9,69 + 0,742 8,38+0,05?
Acido 3-cafeoilquinico

1,96+ 0,16° 1,62 +£1,74°¢
Acido 5-cafeoilquinico

2,33+£0,11°¢ 1,94 £0,95°¢
Acido 4-cafeoilquinico

4,40 £0,09° 3,90 +3,37°
Acido 3,5 di-cafeoilquinico

1,36+ 0,10 ¢ 1,24 £0,77°¢

Acido 4,5 di-cafeoilquinico

Total acidos clorogénicos

19,74 £ 2,01

17,09 +1,22

Resultados expressos em média + desvio padrao de trés determinagdes em triplicata.

Valores médios com letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca

significativa (p < 0,002). ANOVA e teste de Tukey. Agua ultrapura a 80 = 1°C (300 mL)

adicionada sobre 30g de folhas de /lex paraguariensis (100mg /mL).
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APENDICE F — CROMATOGRAMA REPRESENTATIVO DO PERFIL DE ACIDOS
CLOROGENICOS DA INFUSAO DE FOLHAS DE ERVA-MATE



F1. Cromatograma representativo do perfil de dcidos clorogénicos (325nm) da infusdo

de folhas de llex paraguariensis (100 mg/mL), imediatamente apos o preparo, tempo

Ze10.
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F2. Cromatograma representativo do perfil de dcidos clorogénicos (325nm) da infusdo

de folhas de llex paraguariensis (100 mg/mL), apds 24h a § °C.
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F3. Cromatograma representativo do perfil de acidos clorogénicos (325nm) da infusdo

de folhas de llex paraguariensis (100 mg/mL), apds 24h a 25 °C.
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Picos: 1) Acido 3-cafeoilquinico; 2) Acido 5-cafeoilquinico; 3) Acido 4-cafeoilquinico;
4) Acido 3,5-dicafeoilquinico; 5) Acido 4,5-dicafeoilquinico.
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APENDICE G - ESPECTROS DE ABSORGAO DOS ACIDOS CLOROGENICOS
IDENTIFICADOS NA INFUSAO DE FOLHAS DE ERVA-MATE



G. Espectros de absor¢do, com detector de arranjo de diodos (DAD), dos acidos
clorogénicos encontrados na infusdo de folhas de llex paraguariensis A. St. Hil.
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APENDICE H — CARACTERISTICAS BIODEMOGRAFICAS E OS PARAMETROS
BIOQUIMICOS E HEMATOLOGICOS BASAIS DOS PARTICIPANTES
CONSIDERADOS SAUDAVEIS



H. Caracterizacdo biodemografica e clinica dos voluntarios saudaveis ao iniciar a intervencao e valores para a area abaixo da curva de ferro sérico (AUCo.4n)
apods a ingestdo de uma refei¢do contendo 11,4 mg de ferro ndo heme (1,4 mg endégeno ¢ 10 mg adicionado na forma de ferro ferroso).

Voluntario Sexo Idade no inicio da

Marcadores hematologicos e bioquimicos no inicio da intervencao

Antropometria no inicio da

intervencio (anos) intervencio
Ht Hg Fe CTLF Sat.  Ferritina AST ALT PCR-us Peso Altura IMC
(%) (g/dL) (nmol/L) (pmol/L) Trans (pg/L) (U/L) (U/L) (mg/L) (kg) (m) (kg/m?)
o
1 M 38 422 145 19,7 58,55 gf) 68 30 19 1,19 69 1,75 22,55
2 M 26 40,5 13,9 19,16 60,35 32 89,1 24 42 0,9 74 1,79 23,13
3 F 29 45,0 145 8,95 5,01 13 28 17 19 0,3 67 1,77 21,41

Legenda: Ht, hematocrito; Hg, hemoglobina; Fe, Ferro sérico; CLTF, contagem total de ligagdo do ferro; Sat. Trans., indice de saturagdo de transferrina; AST,

aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; PCR-us, proteina C reativa ultra sensivel e IMC, indice de massa corporal.
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APENDICE | - INFORMACOES COMPLEMENTARES SOBRE A
CARACTERIZACAO BIODEMOGRAFICA E CLINICA DOS PARTICIPANTES COM
HEMOCROMATOSE HEREDITARIA HFE



I. Informagdes complementares sobre a caracterizagdo biodemografica e clinica dos participantes com hemocromatose hereditaria HFE.

Participante ~ Mutacdo  Sexo Diagnéstico Uso de substincias Volume (mL) da  Consumo bebida Fumante Cuidados com a
(ano) quelantes contra o ultima flebotomia alcodlica*** alimentacio, devido a
ferro** HH %5
1 C282Y/H63D M 2015 - 400 Sim Nao Sim
2 C282Y/H63D M 2015 - 450 Sim Nao Nao
3 C282Y/C282Y M 2014 - 450 Sim Sim**** Sim
4 C282Y/WT M 2014 - 450 Nio Nao Sim
5 C282Y/C282Y M 2010 - 450 Sim Nao Sim
6 C282Y/H63D M 2012 - 500 Sim Nio Nio
7 C282Y/C282Y F 2016 - 500 Nao Nao Sim
8 C282Y/C282Y M 2000 - 400 Nao Nao Sim
9 C282Y/C282Y M 2016 - 500 Sim Nio Nio
10 C282Y/C282Y M 2016 - 500 Sim Nao Nao
11 C282Y/C282Y M 1999 - 500 Sim Nio Sim
12* C282Y/C282Y M 2012 - 400 Nio Nio Nio
13 C282Y/C282Y F 2008 - 500 Nao Nao Sim
14 C282Y/H63D M 2014 - 500 Nio Nao Nio

O intervalo entre a data da ultima flebotomia e o inicio da intervengao para todos os participantes foi de 30 dias ou mais.

* Iniciou com as flebotomias em 2015. Ovolactovegetariano desde a adolescéncia.

** Nenhum participante utiliza medicamento ou suplemento quelante contra o ferro. 12 participantes ndo consomem diariamente apos as refei¢cdes cha preto, cha
verde, chimarrao ou café. Apenas dois participantes tem o habito de tomar café ou cha verde ap6s o almogo. Outros dois participantes tém o habito de consumir
bebida a base erva-mate diariamente (chimarrao), porém longe das refeigdes.

*#% Entre os 08 participantes que consomem bebida alcoolica, ocorre socialmente, sendo 01 raramente e 07 semanalmente.

**** Sem fumar nas manhas de intervengao.

***x% (03 participantes, reducdo no consumo de carnes vermelhas; 03 participantes, redugdo no consumo de carnes vermelhas e vegetais verde escuro e 02
participantes, redu¢do no consumo de feijdo.
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APENDICE J - CURVAS DE FERRO SERICO, POR MUTACAO NO GENE HFE E
POR NIVEIS DE FERRITINA SERICA



J1. Curvas de ferro sérico ap0s a ingestao de uma refeicdo contendo 11,4 mg de ferro ndo heme (1,4

mg endogeno e 10 mg adicionado na foram de ion ferroso) por portadores de HH HFE C282Y homozigoto

(n=109).
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J2. Curvas de ferro sérico apds a ingestao de uma refei¢do contendo 11,4 mg de ferro ndo heme (1,4

mg endogeno e 10 mg adicionado na foram de ion ferroso) por portadores de HH HFE C282Y/H63D

heterozigoto e C282Y heterozigoto (n = 05).
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J3. Curvas de ferro sérico apds a ingestdo de uma refeicdo contendo 11,4 mg de ferro ndo heme (1,4

mg enddgeno e 10 mg adicionado na foram de ion ferroso) por portadores de HH HFE com concentragdo de

ferritina sérica > 50 ug/L (n = 09).

—~ 159 .

- -~ Agua

g

2 104 -B- /lex paraguariensis
.§ (infusdo)

% 5] =& Silybum marianum
E (suspensdo)

]

©

o ogf—p—F—F .

é 1 2 3 5

I 5 Tempo (h)

J4. Curvas de ferro sérico apds a ingestdo de uma refeicdo contendo 11,4 mg de ferro ndo heme (1,4

mg enddgeno e 10 mg adicionado na foram de ion ferroso) por portadores de HH HFE com concentragdo de

ferritina sérica < 50 ug/L (n = 05).
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APENDICE K — PARAMETROS DERIVADOS DAS CURVAS DE FERRO SERICO,
POR MUTACAO NO GENE HFE E POR NIVEIS DE FERRITINA SERICA



Tabela K1. Parametros derivados das curvas de ferro sérico, utilizadas como indicadores

da absorcao do ferro (AUC.4n, A max. ferro e % percentual de recuperagdo do ferro no

pico maximo), de acordo com o tipo de mutagao.

Pacientes Parametros Tratamentos
HH HFE
llex Agua Silybum
paraguariensis marianum
Mutacio do gene HFE
AUCq.4n 197,562,2° 1769,9 = 325,0° 23289 * 487,9°
(umol. min
1.L'l)
Pacientes
C282Y/C282Y A max. 1,53 ©0,36* 10,50 *1,75° 13,07 *2,53°
(n=109) (umol/L)
% Fe max. 2,71 0,67 18,62 *3,45° 22,60 *4,25°
AUCo.4n 129,8*59,3° 872,5145,3° 1954,4 759,7°
(umol. min
171-1
Pacientes L9
C282Y/H63D e o« 097 *042° 659 <108 1142 * 438"
C282Y/- (umol/L)
(n = 05)* K
% Fe max. 1,77 *0,73* 11,86 *3,41° 19,97 *7,26°

Resultados expressos em média + erro padrido da média. Valores médios com letras

minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os

tratamentos (ANOVA-MR; p < 0,05). Valores de significancia foram ajustados pela

corre¢ao de Bonferroni para multiplos testes (p < 0,05). AUC.4h: area de baixo da curva;

A max.: aumento maximo da absorcdo de ferro sérico; % Fe max.: percentual de

recuperacdo do ferro no pico maximo * Cinco pacientes heterozigoto composto,

C282Y/H63D e um paciente C282Y heterozigoto, C282Y/-.



Tabela K2. Parametros derivados das curvas de ferro sérico, utilizadas como indicadores

da absorcao do ferro (AUC.4n, A max. ferro e % percentual de recuperagdo do ferro no

pico maximo), de acordo com a concentragdo de ferritina sérica.

Pacientes Parametros Tratamentos
HH HFE
llex Agua Silybum
paraguariensis marianum
Ferritina Sérica (ng/L)
AUCq.4n 173,2* 66,7 1062,3* 223,7°  1610,3 *467,6°
(umol. min
1 L—l)
Total pacientes °
com ferritina )\ . 1,33%0,42° 746 1,56  9,57%2,64°
sérica > 50 (umol/L)
(n = 09) H
% Fe max. 2,43 0,75* 13,73 % 3,10° 17,17 =4,49°
AUCo.an 173,4*46,5° 2146,0 402,3°> 32479 *486,9°
(umol. min
Total pacientes L")
com ferritina
sérica <50 A max. 1,32 = 0,26° 12,06 * 2,22° 17,72 £2,61°
(n=5)* (umol/L)
% Fe max. 2,28 *0,53° 20,67 * 4,42° 29,74 * 4,55°

Resultados expressos em média + erro padrao da média. Valores médios com letras

minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os

tratamentos (ANOVA-MR; p < 0,05). Valores de significancia foram ajustados pela

correcao de Bonferroni para multiplos testes (p < 0,05). AUC.4n: area de baixo da curva;

A max.: aumento maximo da absorcdo de ferro sérico; % Fe max.: percentual de

recuperac¢ao do ferro no pico maximo *Todos os pacientes C282Y homozigoto.
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APENDICE L - ESTUDO DE PREDIGAO IN SILICO



Estudo de predicao in silico

Um estudo in silico foi aplicado com o emprego do software Prediction of Activity
Spectra  for  Substances (PassOnline) (http://www.pharmaexpert.ru/passonline)
(SIRIVAS et al. 2014), para verificar se os acidos cafeoilquinicos identificados na
presente infusdo de folhas de erva-mate (acidos 3-, 4-, 5-, 3,5-, e 4,5- cafeoilquinicos),
seriam possiveis candidatos para a complexagdao com o ferro. Os achados foram
confrontados com estudos encontrados na literatura, que para os acidos fenolicos da
familia dos dacidos clorogénicos revelam ter efeito antioxidante devido as suas
propriedades quelantes de ferro (KONO et al. 1998; ANDJELKOVIC et al. 2006; LI et
al. 2018). A complexacdo do ferro com os acidos cafeoilquinicos ¢ considerada um
mecanismo antioxidante, visto que o ferro complexado nao tem a capacidade de promover
a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como o radical hidroxila (*OH)
formado pela reagdo de Fenton ( KONO et al. 1998; IMAM et al. 2017, LI et al. 2018).

Para o inicio do estudo foi verificado o desenho da molécula no banco de dados
de quimica do National Institutes of Health (NIH) (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ ),
que transmitiu as informacdes quimicas referentes a cada molécula de interesse. Com
esses dados foi possivel realizar o estudo in silico proposto, a partir do Software
PassOnline.

O Software PassOnline ¢ uma ferramenta altamente recomendada na previsao do
espectro de atividade para substancias, com o objetivo de avaliar o potencial biologico
geral de uma molécula organica sobre o organismo humano (OLIVEIRAL et al. 2018).
O qual mostrou, que os acidos mono-cafeoilquinicos e di-cafeoilquinicos encontrados na
infusdo de folhas de erva-mate sdo considerados um potencial antioxidante, por terem
alcangado uma pontuagao forte, originada da diferenca entre os indices de potencialmente
ativos (dados na caixa verde) e potencialmente inativos (dados na caixa vermelha), pois
valores superiores a 0,5 sdao considerados potencialmente ativos. Os resultados
encontrados foram: 4cido 3-cafeoilquinico 0,781 (0,785 - 0,004); 4acido 4-cafeoilquinico
0,767 (0,771 - 0,004); acido 5-cafeoilquinico 0,781 (0,785 - 0,004); acido 3,5-
cafeoilquinico 0,776 (0,780 - 0,004) e 4cido 4,5-cafeoilquinico 0,803 (0,806 - 0,003). Nas
Figuras 1, 3,5, 7 ¢ 9 ¢ possivel visualizar a estrutura quimica dos acidos cafeoilquinicos
analisados e nas Figuras 2, 4, 6, 8 ¢ 10 os indices de potencialmente ativos e

potencialmente inativos de cada composto.



Figura 1 — Estrutura quimica do 4cido 3-cafeoilquinico
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Fonte: National Library of Medicine — National Center for Biotechnology Information

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

Figure 2: Previsdo da atividade biologica com base na estrutura do acido 3-
cafeoilquinico, segundo analise in silico.
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Legenda: Potencialmente ativo (caixa verde) e potencialmente inativo (caixa vermelha).



Figure 3: Previsao da atividade bioldgica com base na estrutura do acido 4-
cafeoilquinico
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Fonte: National Library of Medicine — National Center for Biotechnology Information

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

Figure 4: Previsdo da atividade biologica com base na estrutura do acido 4-
cafeoilquinico, segundo analise in silico.

0.771/|0,004||Antioxidant |

Legenda: Potencialmente ativo (caixa verde) e potencialmente inativo (caixa vermelha).



Figure 5: Previsao da atividade bioldgica com base na estrutura do acido 5-
cafeoilquinico,
C1C(C(C(CC1(C(=0)0)O)OC(=0)C=CC2=CC(=C(C=C2)0)0)0)0.
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Fonte: National Library of Medicine — National Center for Biotechnology Information

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

Figure 6: Previsdo da atividade bioldgica com base na estrutura do acido 5-
cafeoilquinico, segundo analise in silico.
0,785/[0.004|[Antioxidant |

Legenda: Potencialmente ativo (caixa verde) e potencialmente inativo (caixa vermelha).



Figura 7 — Estrutura quimica do 4cido 3,5-cafeoilquinico,
C1C(C(C(CC1(C(=0)0)0)OC(=0)C=CC2=CC(=C(C=C2)0)0)0)OC(=0)C=CC3=C
C(=C(C=C3)0)0.
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Fonte: National Library of Medicine — National Center for Biotechnology Information

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

Figure 8: Previsdo da atividade bioldgica com base na estrutura do acido 3,5-
cafeoilquinico, segundo analise in silico.

0.780/|0.004||Antioxidant |

Legenda: Potencialmente ativo (caixa verde) e potencialmente inativo (caixa vermelha).



Figura 9 — Estrutura quimica do 4cido 4,5-cafeoilquinico,
C1C(C(C(CCI(C(=0)0)0)OC(=0)C=CC2=CC(=C(C=C2)0)0)0OC(=0)C=CC3=CC(=
C(C=C3)0)0).
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Fonte: National Library of Medicine — National Center for Biotechnology Information
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

Figure 10: Previsdo da atividade biologica com base na estrutura do acido 4,5-
cafeoilquinico, segundo analise in silico.

0,806/(0,003|[Antioxidant |

Legenda: Potencialmente ativo (caixa verde) e potencialmente inativo (caixa vermelha).
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APENDICE M - DADOS SOBRE COMORBIDADES



L. Comorbidades em portadores de hemocromatose hereditaria HFE

g = o . 5 g g

B = K

= k=) 3 = I = o= 5 =

Q e 5 2 2 ot < 3 2 =

Individuo  Mutacio Sexo L = 53 = = = = 2 = =

== = =] = == < o o =) 7}
1 C282Y/H63D - X - - - - - - - -
2 C282Y/H63D M X - - - - X - - - X
3 C282Y/C282Y M - - - X - - - - - R
4 C282Y/- M X - - - - X - - - -
5 C282Y/C282Y M X - - - - X - - - -
6 C282Y/H63D M - - - - - X - X - -
7 C282Y/C282Y F - - - - X X X - - -
8 C282Y/C282Y M X - - - - - - - - X
9 C282Y/C282Y M X - - - - - - - - -
10 C282Y/C282Y M - - - - - - - - - R
11 C282Y/C282Y M - - X - - - - - X -
12 C282Y/C282Y M - X - - - - - - - -
13 C282Y/C282Y F - - - - - X - - - -
14 C282Y/H63D M - - X - - - - - - -

Abreviagdes: DM2, Diabetes tipo 2; Hiper-TG, hipertrigliceridemia; Hiper-CLT, hipercolesterolemia; SMT, Sindrome Metaboélica;



171

ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISAS COM SERES HUMANOS



UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC %0"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: INFLUENCIA DA ERVA-MATE (llex paraguariensis, St. Hil.) NA ABSORCAQ DO
FERRO ALIMENTAR EM PORTADORES DE HEMOCROMATOSE HEREDITARIA

Pesquisador: Edson Luiz da Silva

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 3

CAAE: 64252017.2.0000.0121

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.390.909

Apresentagao do Projeto:

Projeto de pesquisa de doutorado orientado por Edson Luiz Silva, do programa de pds graduagdo em
Nutricdo. Segundo os autores, a hemocrotamose hereditaria é caracterizada pelo aumento de trés a quatro
vezes da absorgéo do ferro da alimentagao, pela deposi¢ao progressiva do ferro e surgimento de lesdes em
varios 6rgaos. A associagao entre sobrecarga de ferro e risco aumentado para

doencas crbnicas nao transmissiveis, também tem sido evidenciada. Dentre os

tratamentos alternativos e coadjuvantes para diminuir a absorgéo de ferro

encontra-se o0 uso de plantas, infusdes e/ou extratos vegetais com propriedades

de quelar o ferro da alimentagéo. A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.),

largamente consumida no sul do Brasil, possui elevada capacidade de quelar

ferro in vitro. Nossa hipotese é que a erva-mate, podera diminuir a absorgao do

ferro alimentar em portadores de HH e auxiliar no tratamento.

A proposta inicial era realizar um Estudo clinico, randomizado, controlado e cruzado, com pelo menos 06
individuos portadores de HH C282Y homozigoto. Os voluntarios seréo distribuidos de forma randomizada
quanto ao consumo das bebidas e consumirao 200 mL de infusdo de erva-mate, na proporgao de 20 mg/mL,
200 mL de agua (controle

Endereco: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria I, R: Desembargador Vitor Lima, n°® 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 88.040-400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br
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negativo) ou 200 mL de agua com extrato de Sillibum marianum com 140 mg de

silimarina (7 mL Legalon Fort®; controle positivo). Ou seja, considerando que sera

estudo cruzado, todos os seis participantes passarao pelos trés tratamentos

(erva-mate, agua e Sillibum marianum). Inicialmente, na manha do estudo, os participantes se dirigirdo ao
Laboratério de Técnica Dietética do Departamento de Nutricido da UFSC e permanecerao sentados por 15
min para regular o fluxo sanguineo de repouso. Em seguida, amostras de 4 mL (um tubo de coleta) de
sangue venoso periférico

serado coletadas, por técnico laboratorial habilitado, em jejum e ap6s 1,2,3 e 4 h

da ingestao da refeicdo padronizada contendo sulfato ferroso comercial para

alimentos e cada um dos tratamentos (infusdo de erva-mate, agua ou o controle

positivo). Na atual emenda os autores propdem aumentar o "n" de 6 pra 12, com a justificativa de que os
resultados preliminares tém mostrado variagbes pré-analiticas, as quais eram desconhecidas e, portanto,
nao tinham sido consideradas no calculo amostral. Na emenda também propdem a inclusdo do Servigo de
Hemoterapia (Banco de Sangue) do HU-UFSC com a justificativa de que este servigo atende portadores de
hemocromatose hereditaria (HH), patologia de carater genético raro. A Declaragéo de anuéncia do HU foi
apresentada com assinatura da Professora Gerente de Ensino e Pesquisa do HU.

Objetivo da Pesquisa:
Verificar a influéncia da ingestdo aguda de infusdo de erva-mate na absorc¢ao do ferro
alimentar em portadores de HH HFE C282Y homozigoto.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos foram devidamente apresentados como possivel desconforto ou outros riscos fisicos pelo fato de
se submeter a jejum de 8 a 10 h e/ ou desconforto pelas coletas de sangue. Para minimizar tais
desconfortos, os autores referiram que as coletas serdo realizadas logo no inicio da manha, para o jejum
nao se estender por mais tempo e a coleta de sangue sera feita por profissionais qualificados, com ampla
experiéncia e com a adogao de procedimentos adequados a coleta de sangue. Todos os materiais utilizados
serao descartaveis. Porém, mesmo assim, a coleta de sangue podera provocar um pouco de dor causada
pela “picada” da agulha e, as vezes, a formagao de uma mancha roxa, que desaparecera em poucos dias.
Para algumas pessoas, podera ocorrer, ainda, um pequeno desmaio devido ao nervosismo. Caso isso
ocorra, vocé sera prontamente atendido pelos profissionais no proprio local da coleta.

Como beneficios, os autores acreditam que, a partir do banco de dados do HEMOSC, seja possivel tragar o
perfil da populagao catarinense com HH atendida nessa entidade. Além disto, referem que
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iniciarao estudos cientificos voltados para essa populagao no estado, podendo resultar em impacto positivo

para a qualidade de vida dos portadores de HH. Também esperam contribuir para pesquisas com plantas

regionais, como a

erva-mate, com potencial para auxiliar no tratamento da HH e instigar o aumento

de pesquisas voltadas

a HH no Brasil.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa que pode auxiliar na caracterizagao de pacientes com hemocromatose hereditario e sobre o efeito

da erva-mate na absor¢ao do ferro. Estudo experimental que pode trazer contribuicbes importantes para a

area.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Termos devidamente apresentados e assinados.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:

As informacgbes da presente emenda estdo em conformidade com as exigéncias da Resolu¢ao 466/12 do

CNS.

Consideragées Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacgao
Informacgées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS 101493 26/10/2017 Aceito
do Projeto 9 E1.pdf 11:48:56
Declaragao de Declaracao_Coordenador_Pesquisadoral] 26/10/2017 |Cristiane Manfé Aceito
Pesquisadores .pdf 11:46:22 | Pagliosa
Outros NOVO_Justificativa_para_emenda_no _p| 26/10/2017 |Cristiane Manfé Aceito

rojeto_de pesquisa.pdf 10:50:52 | Pagliosa
Declaragao de Declaracao_ HEMOSC.pdf 26/10/2017 |Cristiane Manfé Aceito
Instituicdo e 10:21:24 | Pagliosa
Infraestrutura
Declaragao de Declaracao_|Instituicao_Analises_Clinica|] 26/10/2017 |Cristiane Manfé Aceito
Instituicdo e s.pdf 10:18:44 | Pagliosa
Infraestrutura
Declaracao de Declaracao_Pesquisador_Colaborador | 26/10/2017 |Cristiane Manfé Aceito
Pesquisadores Francilene.pdf 10:17:44 | Pagliosa
Declaragao de Novo_Declaracao_Pesquisador_Colabor| 26/10/2017 |Cristiane Manfé Aceito
Pesquisadores ador HU Vivian.pdf 10:16:50 | Pagliosa
Declaragao de Novo_Declaracao_Pesquisador_Colabor] 26/10/2017 |Cristiane Manfé Aceito
Pesquisadores ador HU Andrea.pdf 10:15:39 | Pagliosa
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Declaragéo de Novo_Declaracao_HU.pdf 26/10/2017 | Cristiane Manfé Aceito

Instituicdo e 10:14:41 | Pagliosa

Infraestrutura

Declaragao de Declaracao_Pesquisador_Colaborador_| 24/10/2017 |Cristiane Manfé Aceito

Pesquisadores Bruno.pdf 10:25:25 | Pagliosa

Projeto Detalhado / |Projeto_Hemocromatose_Hereditaria_03| 24/10/2017 (Cristiane Manfé Aceito

Brochura .pdf 10:10:16 | Pagliosa

Investigador

Qutros Carta_de_Anuencia_2.pdf 17/05/2017 | Cristiane Manfé Aceito
16:24:11 Pagliosa

Qutros Respostas_Pendencias.pdf 17/05/2017 | Cristiane Manfé Aceito
16:20:08 | Pagliosa

TCLE / Termos de |TCLE_Efeito_da_erva_mate_na_reduca| 17/05/2017 |Cristiane Manfé Aceito

Assentimento / o_do_ferro_2.pdf 16:13:58 |Pagliosa

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |TCLE_Banco_de_dados_hemocromatos| 17/05/2017 |Cristiane Manfé Aceito

Assentimento / e_hereditaria_2.pdf 16:10:15 | Pagliosa

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folha_de Rosto 2.pdf 10/05/2017 |Edson Luiz da Silva Aceito
17:51:48

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: Trindade
UF: SC

Telefone:

Municipio:
(48)3721-6094

FLORIANOPOLIS, 21 de Novembro de 2017

Assinado por:

Yimar Correa Neto

(Coordenador)

CEP: 88.040-400
FLORIANOPOLIS

E-mail:

Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria I, R: Desembargador Vitor Lima, n°® 222, sala 401

cep.propesq@contato.ufsc.br
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO
CEP: 88040-970 - FLORIANOPOLIS - SC

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Vocé estd sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), da pesquisa intitulada
“Influéncia da erva-mate (/lex paraguariensis, St. Hil.) na absor¢ao do ferro alimentar em
portadores de hemocromatose hereditaria”, de responsabilidade do professor Dr. Edson Luiz da
Silva.

Neste estudo, pretende-se avaliar se a erva-mate — planta usada para preparar o chimarrao —
apresenta algumas propriedades consideradas benéficas as pessoas que tém hemocromatose
hereditaria, uma doenca que se caracteriza por aumento do ferro no sangue. Este estudo é necessario
porque se acredita que substancias presentes na erva-mate podem auxiliar na diminui¢do do ferro
sanguineo, por meio da redugdo da absorcao pelo intestino do ferro que esta nos alimentos.

A sua participacdo nesta pesquisa consistira no consumo de uma refeicdo normal contendo
10 mg de ferro (sulfato ferroso comercial para alimentos), juntamente com um copo de 200 mL de
erva-mate (grupo intervencao). Além disto, precisamos da sua autorizag¢do para coletar amostras de
sangue (4 mL, um tubo de coleta), as quais serdo realizadas por profissional treinado, antes e apos
1, 2, 3 e 4 horas da refei¢do. Ap6s uma semana, vocé serd novamente convidado(a) a comparecer no
Laboratorio de Técnica Dietética do Departamento de Nutricdo da UFSC, em jejum, e consumir a
mesma refei¢do no café da manha, acompanhada desta vez de 200 mL de 4gua (grupo controle
negativo), sendo realizadas as mesmas coletas de sangue. Por fim, apés mais uma semana, vocé
deverd consumir o café da manha com 200 mL de extrato comercial da planta Sillibum marianum, a
qual possui propriedade comprovada de diminuir o ferro do sangue (grupo controle positivo). Todas
as refeicoes (café da manha) e bebidas serdo preparadas por nutricionista da UFSC e oferecidas a
vocé sem qualquer custo. Os grupos controle positivo e negativo sdo importantes para monitorar as
variagcoes nas concentracdes de ferro no sangue, bem como para comparagdes dos resultados
obtidos com a erva-mate.

Além das medidas da concentragdo de ferro no sangue, serdo realizados exames iniciais para
as medidas de hemoglobina, ferritina, indice de saturagdo da transferrina e do marcador
inflamatorio proteina C reativa. Ao término da pesquisa, vocé recebera os resultados do estudo.

Na manhd do estudo, vocé deverd se dirigir ao Laboratorio de Técnica Dietética do
Departamento de Nutri¢do da UFSC, em jejum, para a ingestdo da refeigdo padronizada e para as
coletas de sangue. Além disto, serdo obtidas informacgdes, por meio de questionamentos, sobre a sua
idade, data do diagndstico para hemocromatose hereditaria, nimero de flebotomias apds
diagndstico, no ultimo ano e no Ultimo més, uso de medicamentos ou suplementos que diminuem o
ferro do sangue (qual o tipo e por quanto tempo). Também serdo aferidos o peso e a altura no
primeiro dia do estudo para o calculo do Indice de Massa Corporal.

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Edson Luiz da Silva — Departamento de Analises Clinicas, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC) — Campus Universitario s/n — Bairro Trindade — 88.040-970 Florianépolis-SC, Brasil. Telefones: (48) 3721-4159 ou 3721-
2778.

Comité de Pesquisa em Seres Humanos (CEPSH) da UFSC - Pré-Reitoria de Pesquisa. Localizagdo: Prédio Reitoria IlI, 42 andar, sala 401, localizado
na Rua Desembargador Vitor Lima, n2 222, Trindade, Florianépolis-SC — CEP: 88.040-400. E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br, Telefone: (48)
3721-6094.

Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina (HEMOSC): Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos do Centro de
Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina CEMARK — CNPJ 72347982/0001-01. Rua Bar3o de Batovi, n2630, Anexo Administrativo Hemosc —
Centro - Florianépolis /SC — CEP: 88015-340 E-mail: cep.fns@hemosc.org.br, Telefone: (48) -3251-9826.
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No dia do estudo, sera importante permanecer em jejum de 8 a 10 h, sem a ingestdo de agua
apds a meia-noite ou de bebidas alcodlicas no dia anterior ao estudo e sem praticar exercicios
fisicos 24 horas antes do estudo. Vocé devera informar qualquer uso de medicamento que tenha
ocorrido imediatamente antes do estudo e nao tomar medicamentos que possam afetar a absorc¢ao de
ferro antes do estudo, mesmo aqueles de uso rotineiro.

O presente estudo podera causar risco do desconforto ou outros riscos fisicos pelo fato de se
submeter a jejum de 8 a 10 h e o desconforto pelas coletas de sangue. Para minimizar tal
desconforto, as coletas serdo realizadas logo no inicio da manha, para o jejum ndo se estender por
mais tempo e a coleta de sangue sera feita por profissionais qualificados, com ampla experiéncia e
com a adocdo de procedimentos adequados a coleta de sangue. Todos os materiais utilizados serdao
descartaveis. Porém, mesmo assim, a coleta de sangue podera provocar um pouco de dor causada
pela “picada” da agulha e, as vezes, a formagdo de uma mancha roxa, que desaparecera em poucos
dias. Para algumas pessoas, poderd ocorrer, ainda, um pequeno desmaio devido ao nervosismo.
Caso isso ocorra, vocé sera prontamente atendido pelos profissionais no proprio local da coleta.

Sera assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como a garantia do livre acesso a
todas as informacdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas consequéncias. Enfim, vocé
poderé se informar sobre tudo o que queira saber antes, durante ou depois da sua participagao.

Vocé ndo terd nenhum gasto com a pesquisa. Caso ocorra alguma despesa (como por
exemplo, com o seu deslocamento) decorrente da participagdo na pesquisa, havera ressarcimento na
forma de pagamento em dinheiro diretamente a vocé ou mediante deposito em sua conta bancéria.

Além disto, para viabilizar a sua participagao havera flexibilidade para a realizacdo do
estudo em todos os dias da semana, incluindo os finais de semana, com o objetivo de ndo
comprometer a sua rotina de trabalho. As datas previamente serdo definidas respeitando a sua
disponibilidade.

Entretanto, ndo havera nenhuma compensacao financeira relacionada a sua participagdo na
pesquisa.

Caso vocé tenha algum prejuizo material ou imaterial em decorréncia da pesquisa, podera
solicitar indenizagdo, de acordo com a legislagdo vigente e amplamente consubstanciada.

Esperamos que este estudo traga beneficios as pessoas com hemocromatose hereditéria, tais
como a possibilidade de utilizar a erva-mate como auxiliar no tratamento de reducdo do ferro
sanguineo e, assim, evitar a susceptibilidade aumentada dessa populacdo para outras doencas
(diabetes, doengas do coragdo, canceres).

Esta pesquisa ndo oferece riscos maiores do que os citados acima, nao tém fins lucrativos, ¢
confidencial e o seu nome serd usado apenas no primeiro momento de coleta das amostras de
sangue. Em seguida, as amostras serdo identificadas pelo numero do seu cadastro. Os resultados do
estudo poderdo ser publicados em revistas cientificas, apresentados em congressos ou eventos
cientificos ou as autoridades sanitdrias, sem que seus dados pessoais sejam mencionados em parte
alguma. A participag¢ao no estudo ndo acarretara nenhum tipo de discriminagdo ou preconceito.

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Edson Luiz da Silva — Departamento de Analises Clinicas, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC) — Campus Universitario s/n — Bairro Trindade — 88.040-970 Florianépolis-SC, Brasil. Telefones: (48) 3721-4159 ou 3721-
2778.

Comité de Pesquisa em Seres Humanos (CEPSH) da UFSC - Pré-Reitoria de Pesquisa. Localizagdo: Prédio Reitoria IlI, 42 andar, sala 401, localizado
na Rua Desembargador Vitor Lima, n2 222, Trindade, Florianépolis-SC — CEP: 88.040-400. E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br, Telefone: (48)
3721-6094.

Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina (HEMOSC): Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos do Centro de
Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina CEMARK — CNPJ 72347982/0001-01. Rua Bar3o de Batovi, n2630, Anexo Administrativo Hemosc —
Centro - Florianépolis /SC — CEP: 88015-340 E-mail: cep.fns@hemosc.org.br, Telefone: (48) -3251-9826.
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O(a) senhor(a) recebera uma via do presente Termo de Consentimento Livre Esclarecido
assinada pelos pesquisadores e ficara garantida a liberdade de recusar-se a participar ou retirar seu
consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacao alguma.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da UFSC (CAAE 64252017.2.0000.0121) e a pesquisa estd de acordo com a Resolugdo 466/2012
do Conselho Nacional de Saude, para proteger os direitos dos seres humanos em pesquisas. No final
do estudo, o(a) senhor(a) recebera os resultados obtidos. Havendo qualquer davida em relagdo ao
estudo, entrar em contato pelos telefones (48) 3721-27.78 ou 99602-0653.

Eu, abaixo assinado, fui esclarecido sobre a pesquisa Influéncia da erva-mate (Ilex
paraguariensis, St. Hil.) na absor¢io do ferro alimentar em portadores de hemocromatose
hereditaria e concordo em participar deste estudo. Afirmo que estou ciente da pesquisa e da forma
de coleta do material necessario e AUTORIZO a utilizacio de sangue e dos demais dados
coletados, sem que haja divulgacao de meus dados pessoais. No caso de persistir alguma dtvida ou
quiser desistir do estudo, poderei fazé-lo pessoalmente com os pesquisadores no Laboratorio de
Pesquisa em Lipideos, Antioxidantes e Aterosclerose, localizado no 1° andar do Bloco K,
Departamento de Anélises Clinicas, Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Santa
Catarina (Rua Delfino Conti s/n, Trindade. CEP 88040-370, Florian6polis-SC) ou através
dos telefones (48) xxxx-xxxx ou (48) xXxxx-XxXX, sem justificativas.

Nome do(a) participante:

Endereco:

RG:

Telefone:

©00000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

Assinatura do(a) participante

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Edson Luiz da Silva

Telefones de contato: (48) XXXX-XXXX; XXXX-XXXX Assinatura do Pesquisador

Pesquisadora Assistente: Cristiane Manfé Pagliosa
Telefone de contato: (48) XXXXX-XXXX Assinatura do Pesquisador

Data / / Favor rubricar todas as paginas.

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Edson Luiz da Silva — Departamento de Analises Clinicas, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC) — Campus Universitario s/n — Bairro Trindade — 88.040-970 Florianépolis-SC, Brasil. Telefones: (48) 3721-4159 ou 3721-
2778.

Comité de Pesquisa em Seres Humanos (CEPSH) da UFSC - Pré-Reitoria de Pesquisa. Localizagdo: Prédio Reitoria IlI, 42 andar, sala 401, localizado
na Rua Desembargador Vitor Lima, n2 222, Trindade, Florianépolis-SC — CEP: 88.040-400. E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br, Telefone: (48)
3721-6094.

Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina (HEMOSC): Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos do Centro de
Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina CEMARK — CNPJ 72347982/0001-01. Rua Bar3o de Batovi, n2630, Anexo Administrativo Hemosc —
Centro - Florianépolis /SC — CEP: 88015-340 E-mail: cep.fns@hemosc.org.br, Telefone: (48) -3251-9826.
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Note: This record shows only 22 elements of the WHO Trial Registration Data Set. To view changes that have been made to the source record, or for additional information about this trial, click on the URL below to go to
the source record in the primary register.

Register: REBEC

Last refreshed on: 15 January 2020

Main ID: RBR-5nrrwe

Date of registration: 30/10/2018

Prospective Registration: No

Primary sponsor: Universidade Federal de Santa Catarina - Floriandpolis, SC, Brazil

Public title: Erva-mate influence on iron absorption from the diet in people with hereditary iron overload
Scientific title: Effect of erva-mate (ilex paraguariensis st. hil.) on the absorption of iron in patients with hereditary hemochromatosis
Date of first enrolment: 01/09/2017

Target sample size: 12

Recruitment status: Recruiting

URL: http://www.ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-5nrrwc/

Study type: Intervention

Study design: Controlled and randomized crossover open-label trial treatment

Phase: N/A

Brazil

Name: Cristiane Manfé Pagliosa Name: Cristiane Manfé Pagliosa

Address: Rua Delfino Conte sem numero 88040-370 Floriandpolis Brazil Address: Rua Delfino Conti sem nimero 88040-370 Floriandpolis Brazil
Telephone: +55 48 996020653 Telephone: +55 48 996020653

Email: mcristiane@gmail.com Email: mcristiane@gmail.com

Affiliation: Universidade Federal de Santa Catarina Affiliation: Universidade Federal de Santa Catarina

Inclusion criteria: hereditary hemochromatosis; live in Florianépolis, State of Santa Catarina Brazil; a minimum age limit of 18 years; maintenance treatment; homozygous for the
C282Y mutation in HFE; absence of anemia and a minimum interval of one month from the last phlebotomy.

Exclusion criteria: Use of chelating agents 24 hours prior to the start of the study; presence of acute or chronic infections; cancer; diagnosis for secondary hemochromatosis and in
women in the menstrual phase of the menstrual cycle.

Age minimum: 18
Age maximum: 80
Gender: -

Disorders of iron metabolism

disorders of iron metabolism; hemochromatosis
Disorders of iron metabolism
Hemochromatosis

E00-E90
Hemochromatosis

All participants will receive all treatments: llex paraguariensis infusion, water and silybum marianum suspension and in random order. This is a crossover study and will be with 12
participants.

Intervention group: The participants are 12 patients with Hereditary Hemochromatosis. They will be ingesting a standardized meal containing, 11.4 mg non-haem iron (1.4
endogenous and 10 mg added in the form of ferrous sulfate) and with the treatment for the intervention group: 200 mL llex paraguariensis (erva-mate) leave infusion. The infusion will
be prepared in proportion of 100 mg/mL and 10 min of infusion.

Negative control group: The participants are 12 patients with Hereditary Hemochromatosis. They will be ingesting a standardized meal containing, 11.4 mg non-haem iron (1.4
endogenous and 10 mg added in the form of ferrous sulfate) and with the treatment for the negative control group, 200 mL water.

Positive control group or silybum marianum group: The participants are 12 patients with hereditary hemochromatosis. They will be ingesting a standardized meal containing, 11.4 mg
non-haem iron (1.4 endogenous and 10 mg added in the form of ferrous sulfate) and with the treatment for the silybum marianum group: 200 mL water and silybum marianum
commercial suspension with 140 mg in the form of silybin. Silybum marianum just has already been studied to reduce iron absortion.

After an overnight fast, bold will be taken immediately before and at 1, 2, 3 and 4 hous after ingestion of the standardized meal with the treatment (llex paraguariensis infusion, water
or silybum marianum suspension). The patients will participate three morning at same hour (between 08:00 — 08:30 hours) after fasting overnight with an interval of seven days
between each test (treatment).

Dietary supplement
Genetics

Other

Supplementary Feeding

The appearence and clearence of total serum iron will be assessed by calculating the area under the serum iron curve over the 4 hours observation period.
The area under the serum iron curve will be calculated using the trapezium rule by the statistic software GraphPad Prism 6.0

The area under the curve is constructed with the results for the concentration of serum iron in micromol per liter as a function of the time in hours. Samples of blood collected at time
zero and after 1, 2, 3 and 4 hours.

The expected result is to demonstrate whether the consumption of llex paraguariensis (erva mate) can decrease the absorption of iron meal in patients with hereditary

apps.who.int/trialsearch/Trial2.aspx?TriallD=RBR-5nrrwc 1/2
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hemochromatosis. Thus, to contribute with perspectives related to the adjuvant treatment of hereditary hemochromatosis, with the search for natural chelating compounds, which may
reduce the absorption of dietary iron in the patients.

Secondary outcomes are not expected.

2.390.909
64252017.2.0000.0121

Universidade Federal de Santa Catarina - Floriandpolis, SC, Brazil
Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina - HEMOSC - Florianopolis, SC, Brazil

Status:
Approval date:
Contact:

Results available:
Date Posted:

Date Completed:
URL:
Disclaimer: Trials posted on this search portal are not endorsed by WHO, but are provided as a service to our users. In no event shall the World Health Organlzatlon be Ilable for any damages arising from the use of the
information linked to in this section. None of the information obtained through use of the search portal should in any way be used in clinical care without a phy health pi i WHO is not
p ible for the Y and/or use made of the content displayed for any trial record.
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