UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO
CURSO DE NUTRIGAO

Richard Emanuel Filipini

Efeitos da ingestao aguda da infusao de erva-mate (llex paraguariensis) na
funcao endotelial avaliada pela dilatagao fluxo mediada: Um ensaio clinico

randomizado cruzado

Florianépolis - SC
2022



RICHARD EMANUEL FILIPINI

Efeitos da ingestdo aguda da infusédo de erva-mate (llex paraguariensis) na
funcao endotelial avaliada pela dilatagao fluxo mediada: Um ensaio clinico

randomizado cruzado

Trabalho de Conclusdo de Curso submetido
ao Curso de Graduacdo em Nutricdo da
Universidade Federal de Santa Catarina
como pré-requisito para obtencao do grau de
Bacharel em Nutricao.

Orientador: Guilherme Fleury Fina Speretta

Florianépolis — SC
2022



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geracdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Filipini, Richard Emanuel
Efeitos da ingestdo aguda da infusdoc de erva-mate (Ilex
paraguariensis) na fungio endotelial avaliada pela dilatagdo

fluxo mediada (FMD) : Um ensaic clinico randomizado cruzadeo
/ Richard Emanuel Filipini ; orientador, Guilherme Fleury
Fina Speretta, 2022.

28 p.

Trabalho de Conclusdo de Curso (graduagdo) -
Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias
da Satde, Graduagic em Nutrigdc, Floriandpclis, 2022.

Inclui referéncias.

1. Nutrigdo. 2. Erva Mate. 3. Ilex paraguariensis. 4.
Dilatagdo Fluxc Mediada. 5. Fungdo Endotelial. I. Speretta,
Guilherme Fleury Fina . II. Uniwversidade Federal de Santa
Catarina. Graduagdc em Wutrigdc. III. Titulo.




{{'\

QUL
/3ﬁ .

c
.
un
N

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
CURSO DE GRADUACAO EM NUTRICAO

DECLARACAO DE ANUENCIA DO ORIENTADOR

Eu, Guilherme Fleury Fina Speretta, professor do Curso de Nutri¢cao, lotado no
Departamento de Nutricdo, da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
declaro anuéncia com a verséo final do Trabalho de Concluséo de Curso (TCC) do

aluno Richard Emanuel Filipini, submetido ao Repositorio Institucional da UFSC.

Floriandpolis, 13 de dezembro de 2022.

Documento assinado digitalmente

Guilherme Fleury Fina Speretta

Data: 09/12/2022 23:51:08-0300
CPF:***.757.018-*"

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Dr. Guilherme Fleury Fina Speretta
Orientador do TCC



A ingestao aguda da infusado de erva-mate (llex paraguariensis) nao modifica a
funcao endotelial avaliada pela dilatagao fluxo mediada: Um ensaio clinico

randomizado cruzado

Richard E. Filipini'; Manuela F. B. José'?; Dick H. Thijssen®#*; Guilherme F.

Speretta'?

'Department of Physiological Sciences, Biological Sciences Centre, Federal
University of Santa Catarina (UFSC), Florian6polis, SC, Brazil
°Multicenter Post-Graduate Program in Physiological Sciences, Federal University of
Santa Catarina, Florianopolis, SC, Brazil
3Research Institute for Sport and Exercise Sciences, Liverpool John Moores
University, Liverpool, UK
4Department of Physiology, Radboudumc, Nijmegen, The Netherlands



RESUMO

As doengas cardiovasculares (DCVs) sdo as maiores causas de morte em nivel global
e fatores nutricionais podem alteram sua incidéncia. A erva-mate (EM) é uma planta
consumida na forma de infusdo quente ou fria e um possivel fator nutricional com
efeitos no sistema cardiovascular. Ainda ndo se sabe, no entanto, o efeito da erva-
mate, consumida de maneira quente ou fria, em alguns parametros cardiovasculares.
Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da ingestdo aguda da infusao de
EM, quente ou fria, na fungdo endotelial por meio da dilatagao fluxo mediada (FMD),
bem como em outras variaveis hemodinamicas e autondmicas. Foi realizado um
ensaio clinico randomizado cruzado, avaliando-se 13 adultos saudaveis de ambos os
sexos com idade entre 18 e 40 anos, submetidos a trés condigbes: controle, infusdo
fria e infusdo quente de EM. O desfecho primario foi a FMD, e os desfechos
secundarios incluiram a frequéncia cardiaca (FC), a variabilidade da frequéncia
cardiaca (VFC), e a presséo arterial (PA) média avaliados antes da administragao da
intervengao, 40 e 80 minutos apds a intervencao. No percentual da FMD a analise de
variancia (ANOVA) apontou um efeito somente para intervencéao (p < 0,05), e néo para
a interac&o entre tempo e intervencéo (p = 0,60). Quanto aos desfechos secundarios
foram observados efeitos somente no dominio do tempo da ANOVA (p < 0,05), sem
aparente efeito da EM. Observou-se aumento generalizado da alta frequéncia (HF),
reducao da razao baixa frequéncia/alta frequéncia (LF/HF), e aumento dos indices
desvios padrdes dos intervalos NN (SDNN) e raiz quadrada da média do quadrado
das diferengas entre intervalos NN sucessivos (RMSSD). A FC e PA apresentaram
reducdo e elevacao, respectivamente. Os resultados indicam que considerando a
interacdo de tempo e intervencdo ndo houve impacto da infusdo de EM na FMD,
contrariando a hipétese inicial do estudo, e possivelmente sendo influenciados por
fatores como a quantidade de polifendis da amostra utilizada.

Palavras-chave: Erva-Mate. llex paraguariensis. Dilatagdo Fluxo Mediada. Funcéo

Endotelial.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases (CVDs) are the main cause of death globally and nutritional
factors can alter their incidence. Yerba mate (YM) is a plant consumed as a hot or cold
infusion and is a nutritional factor that might have effects on the cardiovascular system.
However, the effect of yerba mate, consumed hot or cold, on certain cardiovascular
parameters is still unknown. Thus, the aim of this study was to evaluate the effects of
acute ingestion of EM infusion, hot or cold, on endothelial function through flow-
mediated dilation (FMD), as well as on other hemodynamic and autonomic variables.
A crossover randomized clinical trial was carried out, evaluating 13 healthy adults of
both sexes between 18 and 40 years old, submitted to three conditions: control, cold
infusion and hot infusion of YM. The primary outcome was FMD, and secondary
outcomes included heart rate (HR), heart rate variability (HRV), and mean arterial
pressure (BP) assessed before administration of the intervention, 40 and 80 minutes
after the intervention. In the percentage of FMD, the analysis of variance (ANOVA)
showed an effect only for the intervention (p < 0.05), and not for the interaction between
time and intervention (p = 0.60). As for secondary outcomes, effects were observed
only in the time domain of ANOVA (p < 0.05), with no apparent effect of YM. There
was a generalized increase in high frequency (HF), a reduction in the low
frequency/high frequency ratio (LF/HF), and an increase in the standard deviation of
the NN interval (SDNN) and the square root of the mean of the sum of the squares of
differences between adjacent NN intervals (RMSSD). HR and BP decreased and
increased, respectively. The results indicate that considering the interaction of time
and intervention, there was no impact of YM infusion on FMD, contrary to the initial
hypothesis of the study, and possibly being influenced by factors such as the amount
of polyphenols in the utilised sample.

Keywords: Yerba Mate. llex paraguariensis. Flow Mediated Dilation. Endothelial

Function.



INTRODUGAO

As doengas cardiovasculares (DCVs) sdao um grupo de doengas que afeta o
coragao e 0s vasos sanguineos e sdao as maiores causas de morte em nivel global
(WHO, 2021). Sabe-se que o endotélio e o sistema nervoso autbnomo possuem papel
importante na manutencdo da saude cardiovascular e que a disfungdo endotelial
precede o desenvolvimento de parcela das DCVs (THIJSSEN et al., 2019;
VANDERLEI et al., 2019).

A dilatagao fluxo mediada (FMD) é uma ferramenta n&o invasiva que avalia a
funcéo endotelial, através de mudancas no diametro da artéria braquial, identificadas
por ultrassonografia, em resposta a isquemia do antebrago induzida pela insuflagao
de um manguito (THIJSSEN et al., 2019). Evidéncias sugerem que a técnica pode ser
utilizada em ensaios clinicos para a avaliagcdo de intervengdes e exposi¢cdes agudas
e crbnicas e como preditor para a reduc¢ao da incidéncia de DCVs, ou seja, a melhora
da FMD em ensaios clinicos pode indicar melhores desfechos cardiovasculares
(THIJSSEN et al., 2019; MODENA et al., 2002; RAS et al., 2015). Outra ferramenta
que pode fornecer informagdes sobre progndstico cardiovascular é a variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC), que além do seu valor como marcador de saude, permite
inferir a modulagdo autonémica para o coragdo (VANDERLEI et al.,, 2019; TASK
FORCE, 1996; GRASSLER et al., 2012).

A busca por intervengdes ou fatores protetivos e de risco para as DCVs é um
dos desafios para pesquisadores em um contexto de alta mortalidade, em especial, a
busca por medidas ndo farmacoldgicas tem corroborado o importante papel de fatores
dietéticos (WHO, 2021). O consumo de chas, por exemplo, apresenta relagao inversa
com a incidéncia de DCVs em estudos epidemiolégicos (PETERS; POOLE; ARAB,
2001). Revisdes sistematicas de ensaios clinicos parecem sugerir um beneficio do
consumo de chas em desfechos cardiovasculares intermediarios (HARTLEY et al.,
2013). Por exemplo, uma revisao sistematica investigou o efeito do consumo dos chas
preto e verde sobre a FMD e encontrou uma melhora da fungao endotelial associada
ao consumo desses chas (RAS; ZOCK; DRAIJER, 2011). O mecanismo pelo qual o
consumo de chas poderia alterar desfechos cardiovasculares ainda nao esta
completamente elucidado, mas sugere-se que esteja relacionado com compostos
bioativos presentes nessas ervas (RAS; ZOCK; DRAIJER, 2011; HARTLEY et al.,
2013).



A erva-mate (EM; llex paraguariensis) € uma planta usualmente consumida na
forma de infusdo quente ou fria a partir das folhas secas e processadas,
principalmente na América do Sul (CARVALHO, 2003) e em paises ao leste do mar
Mediterraneo, na Asia Ocidental (SULAIMAN et al., 2021). Assim como os chas verde
e preto, a EM possui compostos bioativos em sua composi¢ao, tais como os polifendis
e alcaloides como a cafeina e teobromina (GAN et al., 2018; BURRIS et al., 2012),
indicando a possibilidade de efeitos fisioldgicos positivos. De fato, estudos pré-clinicos
e clinicos observaram efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios da EM, bem como
possiveis efeitos em desfechos clinicos intermediarios, como redugao do colesterol
LDL e aumento do colesterol HDL, e alteragdes agudas da pressao arterial (PA) e
frequéncia cardiaca (FC) (BRACESCO et al., 2011; GAN et al., 2018; BURRIS et al.,
2012; MAUFRAIS et al., 2018). Uma revisao sistematica realizada por nosso grupo de
pesquisa (ndo publicada), que avaliou os efeitos fisiolégicos da EM, incluiu apenas um
estudo que avaliou a funcdo endotelial, o qual observou melhora na microcirculagao
em pacientes com alta viscosidade do sangue apos seis semanas de ingestdao de EM
(YU et al., 2015). E interessante ressaltar que a temperatura em que a EM é
consumida pode diferenciar os efeitos fisioldégicos da planta, como demonstrado em
um estudo avaliando parametros cardiovasculares em resposta ao consumo agudo
da EM (MAUFRAIS et al., 2018).

Os efeitos agudos da EM na funcao endotelial, avaliada pela FMD e modulagao
autondémica em individuos saudaveis e em estudos controlados, permanecem, porém,
inexplorados. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da
ingestdo aguda da infusdo da EM, quente ou fria, na fun¢cdo endotelial de adultos

jovens. Também foram avaliados os efeitos da EM na VFC, PA e FC.

MATERIAL E METODOS

Populacdo, Cenario e Aspectos Eticos

Foram considerados elegiveis para o estudo adultos jovens (18 a 40 anos) de
ambos os sexos. Foram excluidos individuos que fossem fumantes, portadores de
doencas cardiometabdlicas, que estivessem sob uso de medicagao continua ou com
lesdo no braco que incapacitasse a avaliacdo adequada da FMD. A amostra

necessaria foi calculada como 15 participantes por grupo ja considerando uma taxa



de 10% de perdas e sendo calculada a priori com base em um efeito médio esperado
para o FMD utilizando o software G*Power versao 3.1.9.2 (FAUL et al., 2009). O
recrutamento dos pacientes aconteceu por meio da divulgagao em midias sociais e
indicagcbes de outros participantes de julho a dezembro de 2021, caracterizando a
amostragem por conveniéncia. As coletas ocorreram no Centro de Desportos da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) de agosto a dezembro de 2021. A
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos da
UFSC (n°: 3.758.314). Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. As diretrizes do Consolidated Standards of Reporting Trials
(CONSORT) foram utilizados para a redacéo do estudo (MOHER et al., 2010).

Delineamento e Protocolo de Coletas

O delineamento do estudo caracterizou-se como um ensaio clinico
randomizado cruzado e aberto. O desfecho primario foi a FMD, enquanto os
desfechos secundarios incluiram a VFC, FC e a PA. Cada participante fez trés visitas
ao laboratorio: 1. controle (agua); 2. infuséo fria de EM; 3. infusdo quente de EM. O
intervalo entre as visitas foi de 2-7 dias. Em cada visita, ao chegar, os participantes
permaneceram 15 minutos deitados em repouso e aclimatagdo. Em seguida, foi
realizado o primeiro FMD (momento 0’). Logo apds, os participantes tomaram agua,
infusdo de EM quente ou infusdo de EM quente. Apds 40 e 80 minutos novos registros
da FMD foram realizados, tempo esse compativel com estudo prévio avaliando
variaveis cardiovasculares apds a ingestdo de EM (MAUFRAUIS et al., 2018). No
momento anterior a cada registro de FMD também foram avaliados a PA, FC e VFC.
Todos os registros foram realizados com o participante na posi¢ao deitada. O desenho

do estudo esta resumido na Figura 1.

Figura 1 Protocolo de um dia de avaliacao
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Os simbolos acima da palavra “Intervencao” representam, respectivamente, de cima
para baixo: infusdo quente de erva-mate, infusao fria de erva-mate e controle (agua a
temperatura ambiente). FC: frequéncia cardiaca; FMD: dilatagcao fluxo mediada; PA:

pressao arterial; VFC: variabilidade da frequéncia cardiaca.

As avaliagdes foram conduzidas em horario padronizado para cada
participante, com jejum de ao menos 6 h para alimentos, abstencdo de 24 h para
praticas de atividade fisica, e abstencao de bebidas alcbolicas e cafeinadas nas 12 h
prévias ao estudo (THIJSSEN et al., 2019). Também foi solicitado aos participantes a
abstengao de pelo menos 1 semana do consumo de EM antes do inicio das coletas,
e durante todo o periodo de envolvimento na pesquisa para evitar a interferéncia de
possiveis efeitos cronicos da EM na FMD.

A ordem das intervengbes para cada participante foi gerada utilizando um
software computadorizado com funcado para geracdo de sequéncia aleatoéria de
alocacao (Microsoft Excel®, Microsoft®, Redmond, WA, USA). A sequéncia de
alocagao foi gerada pelo mesmo pesquisador responsavel pela afericdo do desfecho
primario, nao havendo sigilo de alocagao, sendo utilizado randomizagao simples para
o estudo. Quanto ao cegamento o estudo foi aberto, ndo havendo cegamento de

nenhum dos envolvidos na pesquisa.

Infus6es de Erva-Mate (EM) e Controle



A condigao controle consistiu em 200 mL de agua em temperatura ambiente de
aproximadamente 24 °C. Quanto as intervencdes, a infusdo quente de EM consistiu
em uma infusdo de 5 g de EM refinada (Mate Laranjeiras, Cascavel, PR, Brasil) em
200 mL de agua a temperatura controlada de 70°C. A infusdo fria, por sua vez,
consistiu em infusdo de 5 g da mesma EM em 200 mL de agua a temperatura
controlada de 10°C. As temperaturas controladas para as infusdes foram escolhidas
levando em conta a forma de consumo habitual da EM, além de protocolos anteriores
e temperaturas de bebidas quentes consideradas limites para agao possivelmente
carcinogénicas considerando a perda de calor com o ambiente (MAUFRAIS et al.,
2018; LOOMIS et al., 2016).

Antropometria

As medidas antropométricas foram coletadas utilizando um estadidmetro para
a estatura, uma fita métrica antropométrica para a circunferéncia de cintura (CC), e

uma balanga digital para a massa corporal.

Dilatagao Fluxo Mediada (FMD)

Com relacédo ao desfecho primario, o FMD, utilizaram-se como base as
diretrizes do consenso baseado em evidéncias para a FMD em humanos (THIJSSEN
et al., 2019). Com o brago direito estendido, um manguito manual foi posicionado no
antebrago imediatamente distal ao processo do olecrano com o intuito de gerar
isquemia ao antebrago. Registrou-se entdo 1 min do didmetro e fluxo da artéria
braquial em momento basal, apés o qual insuflou-se o manguito a pressao
padronizada de 200 mmHg (minimo > 50 mmHg presséo sistolica para todos os
participantes) mantendo-se a isquemia por 5 min. Em seguida, desinflou-se o
manguito e registraram-se 3 min de resposta do didmetro e fluxo da artéria braquial
(THIJSSEN et al., 2019).

Para o registro do didmetro e fluxo utilizou-se uma sonda portatil de matriz
linear multifrequencial de 10-12 MHz acoplada a uma maquina de ultrassom de alta
resolucéo (GE Logiq S7, General Electric Medical Systems, Milwaukee, WI, EUA),
posicionando-a sobre a artéria braquial. Os registros de didmetro e fluxo gravados em

video foram posteriormente analisados com auxilio de software de detecgéo continua



de bordas e paredes (FlowaveUS) (COOLBAUGH et al., 2016) A partir dos registros
brutos obtidos pelo software o didametro basal e diametro pico, o tempo até o pico, e 0
shear rate foram calculados com auxilio de software gerenciador de dados (Microsoft
Excel®, Microsoft®, Redmond, WA, USA). O didmetro basal foi obtido pela média do
primeiro minuto basal, o didmetro pico como o valor mais elevado de diametro
alcangado pelo registro apos a liberagdo do manguito, o tempo até o pico como o
momento do didmetro pico considerando como tempo inicial a liberacdo do manguito,
e 0 shear rate sendo calculado como a area sob a curva dessa variavel do momento

da liberagdo do manguito até o momento de diametro pico (THIJSSEN et al., 2019).

Parametros Hemodinamicos

Com relacdo aos desfechos secundarios, a PA foi aferida usando um
dispositivo automatizado (Omron HBP 1100, OMRON, Kyoto, Jap&o) imediatamente
antes do inicio do registro da FMD. A PA média (PAM) foi calculada por meio da
férmula: pressao arterial diastolica + [(pressado arterial sistdlica — pressao arterial
diastolica)/3] FC e o intervalo cardiaco foram adquiridos e registrados por meio de um
monitor da frequéncia cardiaca (Polar H10, Polar Electro Oy, Kempele, Finlandia) e

um aplicativo para smartphone (Elite HRV, Asheville, NC, USA).

Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC)

A VFC foi analisada a partir de registros de 5 min do intervalo cardiaco dos
participantes em respiracdo espontanea. As séries de intervalos foram examinadas e
foi realizada a retirada manual dos batimentos ectopicos e artefatos, sendo
considerada a perda maxima aceitavel de 5% dos batimentos. A analise da VFC foi
realizada nos dominios do tempo e da frequéncia utilizando um software
computadorizado dedicado a analise da VFC (Kubios HRV Standard 3.5.0, Kubios Oy,
Kuopio, Finland). No dominio do tempo foram avaliados os desvios padrdoes dos
intervalos NN (SDNN) — representante da variabilidade total da FC - e a raiz quadrada
da média do quadrado das diferengas entre intervalos NN sucessivos (RMSSD) —
estimativa da variabilidade da FC de curto prazo — sendo essas duas medidas
recomendadas para a avaliagdo no dominio do tempo (TASK FORCE, 1996). No

dominio da frequéncia, por sua vez, foram avaliados a baixa frequéncia (LF; 0,04—



0,15 Hz) e alta frequéncia (HF; 0,15-0,40 Hz) apresentados em logaritmo de valores
absolutos (log) e unidades normalizadas (nu) e a relagdo da alta e baixa frequéncia
(LF/HF). Para as analises, as séries temporais foram transformadas em séries
uniformemente espacgadas por interpolacao (4 Hz) e foram distribuidas em conjuntos
semi-sobrepostos de 300 pontos (periodograma de Welch). Uma janela de Hanning
foi utilizada para atenuar os efeitos colaterais e as séries temporais interpoladas
tiveram os espectros calculados pelo algoritmo Fast Fourier Transform (FFT) (TASK
FORCE, 1996).

Analise Estatistica

Para a estatistica descritiva os dados continuos foram apresentados na forma
de medida de tendéncia central (média ou mediana) acompanhada de medidas de
variagdo (desvio padrdo da média ou erro padrdo). Para a estatistica inferencial
aplicada aos desfechos primario e secundarios utilizou-se a analise de variancia
(ANOVA) de duas vias para a comparagao de mais de duas médias, seguido do pos-
teste de Tukey. A anadlise estatistica foi realizada por meio do software GraphPad
Prism 6 (Graphpad Inc., La Jolla, USA).

Visto que o didmetro basal tem relacédo direta com o percentual de dilatacéo
observado (THIJSSEN et al., 2019; SILBER et al., 2005), e considerando a variagao
dos valores de didmetro basal encontrado nos resultados, ainda que nao significativos,
foi realizado uma analise post hoc para o percentual da FMD. Realizou-se, assim, uma
analise de covariancia (ANCOVA) para o percentual da FMD utilizando o software
Jamovi (The Jamovi Project, Version 2.3) tomando como covariavel o diametro basal.
A ANCOVA também foi seguida do pds-teste de Tukey.

Para todos os testes, considerou-se significativo valores p < 0,05.

RESULTADOS

Fluxo de Participantes

O fluxo de participantes esta apresentado na Figura 2. Compareceram ao

laboratério para avaliacdo de elegibilidade para o estudo 14 individuos, sendo

removido um individuo devido a presenca de critério de exclusdo (fumante). Foram



randomizados e avaliados 13 participantes, portanto sem perdas no seguimento.
Quanto a ordem de randomizacédo: quatro participantes iniciaram os testes no grupo
controle; quatro participantes iniciaram no grupo infusdo fria de EM; e cinco
participantes no grupo infusdo quente de EM.

Durante a extracao e analise de dados, dois participantes foram excluidos de
analises, sendo um excluido da analise da FMD (mas permanecendo nas restantes
analises) e outro da analise da VFC (também permanecendo nas analises restantes),
resultando em um total de 12 participantes os desfechos citados e 13 para o restante

das analises.

Figura 2 Fluxo de participantes durante a realizagdo do estudo

| Avaliados para elegibilidade (n = 14) |

| Removido devido a presenca de
| critério de excluséo (n = 1)

Randomizados (n=13) |

44 Perdas no seguimento (n = 0) |

r

Avaliados (n = 13) |

Excluido da anélise
(devido a erros no
registro) (n = 2)

¥

» Analisados p/ desfecho primario- FMD (n = 12)
» Analisados p/ desfecho secundario-VFC (n=12)
+ Analisados p/ outros desfechos (n = 13)

FMD: dilatacao fluxo mediada; VFC: variabilidade da frequéncia cardiaca

Caracterizagcao da Amostra

Os dados de caracterizacdo da amostra estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 Caracterizagao dos participantes do estudo

(n=13)




Sexo (%)

Masculino* 53,8
Idade (anos) 23,9 (2,3)
Estatura (m) 1,68 (0,1)
Massa Corporal (Kg) 66,5 (12,1)
IMC (Kg/m?) 23,4 (2,5)
CC (cm) 76,8 (7,9)
RCE 0,46 (0,1)

Dados apresentados como Média (Desvio Padrao); CC: circunferéncia de cintura;
IMC: indice de massa corporal; RCE: relacao cintura/estatura.

Dilatagao Fluxo Mediada (FMD)

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas apontou um efeito para
intervencao para o percentual de dilatagdo da FMD, mas n&o houve efeito no tempo
ou interagao entre fatores tempo e intervencao (Tabela 2 e Figura 3). O pos-teste néao
detectou diferencas entre as intervencgdes (p > 0,05), embora exista uma aparente
tendéncia de maiores valores nos grupos infusdes de forma independente do tempo.

Também realizamos uma ANCOVA para o percentual de dilatacdo da FMD,
tomando como covariavel o didametro basal dispostos na Tabela 3. A analise da
ANCOVA confirmou o didmetro basal como fator que influencia o percentual de
dilatagao (p < 0,05), embora os resultados corrigidos sejam similares aos observados
com a ANOVA, apresentando efeito somente da intervencdo. No pés-teste, contudo,
o controle apresentou menor dilatagcdo comparado as infusdes quente e fria (p < 0,05).

A Tabela 2 também apresenta os resultados do didametro basal e do didametro
pico, que n&o apontaram efeitos em nenhum dos parametros avaliados. Por fim, ainda
€ possivel verificar resultados para fator tempo da ANOVA para o tempo até o pico

(TAP) e para a area sob a curva do shear rate.

Tabela 2 Caracteristicas da artéria braquial no teste da Dilatagado Fluxo Mediada
antes e apos a ingestao de erva-mate quente ou fria pela analise de variancia

C | Infusdo Infusdo ANOVA de duas vias (valor de p)
or_ltro © Fria EM Quente EM
(n=12) (n=12) (n=12) Tempo Intervengdo Interagéo
FMD (%)
(04 8,12(3,30) 9,39(3,27) 9,31(2,71)
40’ 7,65(3,16) 10,54(3,58) 10,65(3,86) 043 <0,05 0,60

80’ 8,65(3,90)  9,97(4,28)  9,55(3,76)



Diametro

Basal
(mm)
0’ 3,62(0,72) 3,63(0,72) 3,58(0,72)
40’ 3,63(0,80) 3,52(0,71) 3,51(0,72) 0.07 0.17 0.22
80’ 3,64(0,79) 3,55(0,73) 3,49(0,72) ’ ’ ’
Diametro
Pico
(mm)
0’ 3,91(0,74) 3,95(0,70) 3,91(0,79)
40’ 3,89(0,77) 3,88(0,71) 3,88(0,75)
80’ 3,92(0,73) 3,88(0,70) 3,82(0,76) 0,19 0.74 0,42
TAP (s)
0’ 60,4(18,8) 59,2(12,1) 64,1(19,5)
40’ 50,3(14,6) 58,3(20,4) 56,7(13,1) < 0,05 0,21 0,47
80’ 43,6(15,0) 53,1(16,3) 56,3(15,4)
SRauc*
(s 10%)
0’ 19,95(7,74) 18,24(6,31) 17,78(5,64)
40’ 16,29(5,22) 16,82(8,44) 16,07(6,45) < 0,05 0,76 0,85
80’ 15,84(7,73) 15,17(3,93) 13,92(6,04)

Dados apresentados como Média (Desvio Padrao); ANOVA: analise de variancia; EM: erva-
mate; FMD: dilatacao fluxo mediada; SRayc: area sob a curva da shear rate; TAP: tempo até o
pico; *n = 10 para cada grupo devido a erro no registro da onda de pulso.

Figura 3 Percentual da Dilatagdo Fluxo mediada antes e apds a ingestdo de erva-

mate quente ou fria pela analise de variancia

15~
T EM Quente (n=12)
@ Controle (n=12)

FMD (%)

0 T T T
Q »§ Q

Dados apresentados como Média e Desvio padrdao; ANOVA: analise de variancia; EM: erva-

mate; FMD: dilatacao fluxo mediada.



Tabela 3 Percentual da Dilatagdo Fluxo Mediada antes e apds a ingestao de erva-
mate quente ou fria pela analise de covariancia

Infusdo Infuséo ANCOVA (valor de p)*
Controle .
= 12) Fria EM Quente EM ; _
(n (n=12) (n=12) Tempo Intervengdo Interagéo
FMD (%)
0’ 8,12 (0,90) 9,45 (0,90) 9,37 (0,90)
40’ 7,73 (0,90) 10,60 (0,90) 10,60 (0,90) <
80’ 8,64 (0,90) 9,85 (0,90) 9,29 (0,91) 0,68 0,05 0,76

Dados apresentados como Média (Erro Padrao); ANCOVA: andlise de covariancia; EM: erva-
mate; FMD: dilatagao fluxo mediada. *O didmetro basal foi utilizado como co-variavel.

Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC)

Na Tabela 4 estao apresentados os resultados para a VFC. Quanto as medidas
do dominio da frequéncia, para a LF, tanto em unidades normalizadas ou logaritmo,
nao foram observados efeitos do tempo, intervencdes ou interacdo na ANOVA. Com
relagcdo a HF, observamos um efeito do tempo para a medida em logaritmo, sendo
que, o pos-teste mostrou aumento dessa variavel em 80’ comparado a 0’. A razéo
LF/HF também apresentou efeito do tempo, com redugdao em 40’ comparado a 0’,
observado pelo pds-teste. Com relagdo aos resultados da VFC relativos ao dominio
do tempo, tanto o SDNN quanto o RMSSD apresentam efeito do tempo. O pds-teste
demostrou aumento do SDNN em 40’ e 80’ comparados a 0’, e aumento do RMSSD

em 80’ comparado a 0’

Tabela 4 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca antes e apds a ingestao de erva-
mate quente ou fria pela analise de variancia

ANOVA de duas vias (valor de p)

Controle Infusao Infusao
— 12 Fria EM Quente EM _
(n=12) (n=12) (n=12) Tempo Intervengcdo Interacdo
LF (n.u.)
(04 47,55(23,53) 46,98(19,56) 47,88(18,05)
40’ 42,10(15,97) 43,58(14,66) 41,74(18,69) 7 77
80’ 45,80(21,16) 42,87(18,29) 39,10(17,18) 0,08 0.70 0.
LF (log)
(0} 6,85(0,92) 7,17(0,88) 6,92(1,09)

40’ 6,96(1,02) 7,26(0,88) 7,09(0,87)

0,38 0,83 0,24



80’ 7,30(0,71) 7,02(0,86) 7,15(0,77)
HF (n.u.)
0’ 52,41(23,55) 52,96(19,52) 52,09(18,04)
40’ 57,80(15,95) 58,34(14,67) 58,06(18,56)
80’ 54,12(21,09) 56,96(18,33) 60,85(17,14) 0,09 0,70 0.76
HF (log)
0’ 6,99(1,59) 7,28(1,43) 7,02(1,43)
40’ 7,31(1,44) 7,52(1,12) 7,48(1,01) < 0,05 0,74 0,29
80’ 7,48(1,31) 7,31(1,12) 7,68(0,95)
LF/HF
0’ 1,51(1,38) 1,37(1,57) 1,19(0,93)
40’ 0,92(0,83) 0,95(0,79) 0,91(0,68) <0.05 0.18 0.74
80’ 1,25(1,15) 1,03(1,01) 0,82(0,76) ’ ’ ’
SDNN
(ms)
0’ 60,22(32,03) 64,49(37,73) 61,99(32,07)
40’ 66,73(34,39) 71,61(39,42) 69,11(31,35) <0,05 0.90 023
80’ 70,95(34,06) 64,48(32,11) 74,50(30,34)
RMSSD
(ms)
0’ 72,61(51,92) 80,33(60,58) 75,74(47,52)
40’ 82,53(54,50) 86,68(52,16) 88,01(46,65) <0.05 0.76 011
80’ 90,16(56,11)  79,53(49,96) 95,13(51,06)

Dados apresentados como Média (Desvio Padrao). ANOVA: analise de variancia; EM: erva-
mate; HF: high frequency — alta frequéncia; LF: low frequency - baixa frequéncia; RMSSD:
square root of the mean squared differences of successive NN intervals —raiz quadrada da
média do quadrado das diferencas entre intervalos NN sucessivos; SDNN: standard deviation
of the NN interval — desvios padrdes dos intervalos NN.

Parametros Hemodinamicos

Os parametros cardiovasculares FC e PAM estao apresentados na Tabela 5.
Para ambas as variaveis foi observado efeito do tempo na ANOVA. O pés-teste
apontou uma reducéo da FC em 40’ e 80’ comparado a 0’, e elevagao na PAM em 40’

comparadaa0’.

Tabela 5 Frequéncia Cardiaca e Pressao Arterial Média antes e apds a ingestao de
erva-mate quente ou fria pela analise de variancia

Infuséo ANOVA de duas vias (valor de p)
Quente EM

(n=13)

Infusado
Fria EM
(n=13)

Controle

(n=13) Tempo Intervengdo Interagdo




FC

(bpm)

0’ 61,43(13,21) 62,15(12,17) 63,54(9,58)

40’ 58,36(12,31) 58,69(10,83) 59,62(10,50) <05 085 059
80’ 58,71(11,74) 58,46(9,06)  57,00(8,10) ’ ’ ’
PAM

(mmHg)

0’ 81,64(7,82) 83,00(6,63) 80,00(7,03)

40’ 82,79(7,61)  87,10(6,69) 8533(643) <05 022 0.10
80’ 82,33(7,43) 83,49(7,33)  83,77(6,19) ’ ’ ’

Dados apresentados como Média (Desvio Padrao); ANOVA: analise de variancia; EM: erva-
mate; FC: frequéncia cardiaca; PAM: pressao arterial média.

DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar os efeitos da ingestéao
aguda da infusdo da EM na func¢do endotelial pela FMD. Com relagdo ao desfecho
primario ndo foram detectadas diferengcas expressivas na FMD ocasionadas pela
ingestao aguda da EM considerando a interagao entre os fatores tempo e intervencgao.
Nos desfechos secundarios (VFC e parametros hemodinamicos) também nao foram
observados efeitos da ingestdo da EM.

Quanto ao desfecho primario, alguns fatores precisam ser considerados para a
auséncia de efeito da EM na FMD. Primeiro, o conteudo total de polifendis do extrato
utilizada pode ter sido menor que o necessario para produzir resultados expressivos.
Atualmente, a principal hipétese para uma melhora da FMD com o consumo de chas
€ o conteudo total de polifendis como flavonoides. Embora, estimativas de conteudo
fendlico sejam dependentes do modo de preparo e erva utilizada, uma revisao
sistematica (RAS; ZOCK; DRAIJER, 2011) estimou que, valores entre 248 e 415 mg
de conteudo fendlico total para 500 mL de chas preto e verde, respectivamente, sejam
suficientes para gerar uma reposta moderada na FMD. Nesse contexto, o extrato de
EM utilizado em nosso estudo, previamente analisado e descrito por KROLIKOWSKI
et al. (2022), tinha como conteudo total de polifendis 225 mg para 5 gramas.
Recomendamos que, futuros estudos avaliem a dose-resposta da EM na FMD. Outra
possibilidade que nédo pode ser descartada € que componentes especificos do cha
preto e cha verde ndo presentes na EM (ou presentes em quantidades

significativamente diferentes) possam ser responsaveis pelo efeito na FMD (HECK;



MEJIA, 2007). Sabe-se, por exemplo, que a EM n&o possui catequinas, diferente dos
chas preto e verde, por outro lado a EM apresentaria quantidades maiores de acido
clorogénico. A auséncia de catequinas e presenga de acido clorogénico na EM é
compativel com resultados de literatura que sugerem efeitos positivos na FMD
provenientes da suplementagdo com catequinas, mas nédo com o acido clorogénico
(SHAFABAKHSH et al., 2019; MUBARAK et al., 2012).

O tempo de avaliagao e de intervencao utilizado em nosso estudo também
pode ser considerado. Estudos encontraram efeitos positivos do consumo de cha
preto e verde sobre a FMD apds o consumo cronico da infusdo (RAS; ZOCK;
DRAIJER, 2011), e nesse sentido nossos resultados ndo permitem qualquer
conclusao, uma vez que somente foi avaliado o consumo agudo. Por fim, destacam-
se ainda os aspectos metodologicos que podem ter contribuido para o resultado.
Evidéncias sugerem que, diferengas na posi¢ado do manguito podem gerar respostas
diferentes na FMD, sendo que o manguito posicionado de forma distal (como é o caso
do nosso estudo) parece gerar respostas mais conservadoras, o que poderia explicar
parcialmente respostas de maior magnitude em estudos prévios (THIJSSEN et al.,
2019; RAS; ZOCK; DRAIJER, 2011).

Com relagao a outras variaveis da FMD foram observados efeitos do tempo nas
variaveis TAP e para o shear rate. Como o shear rate é calculado como a area sob a
curva do shear até o momento do didmetro pico (THIJSSEN et al., 2019), sua redugéo
pode ser influenciada pela redugao do TAP. Nesse contexto, uma possibilidade para
areducao do TAP seria a presenca de algum efeito cumulativo de repetidas avaliagbes
de FMD. Contudo, um estudo prévio ndao observou alteracbes decorrentes da
repeticdo de avaliacbes da FMD em diferentes parametros, como didmetro basal,
diametro pico e fluxo basal (BARTON et al., 2011), embora o tempo até o pico e o
shear rate ndo tenham sido avaliados.

Com relagdo aos desfechos secundarios, especificamente nas variaveis do
dominio da frequéncia da VFC, observaram-se resultados somente para o tempo nas
variaveis HF (log) e razdo LF/HF. E reconhecido que a modulagdo autondémica
parassimpatica, ou ainda, a atividade vagal, é o principal contribuinte da medida de
HF, enquanto a relagdo LF/HF refletiria o balango simpato-vagal (TASK FORCE,
1996). Considera-se, portanto, que ha uma tendéncia de aumento na modulagéo vagal
durante a realizagao das avaliacbes, o que por sua vez contribui para uma reducao

no balango simpato-vagal. Essas alteragdes nao parecem ocorrer de forma diferente



para os grupos ja que nao ha diferengcas na interacdo dos fatores. Nesse sentido
algumas possibilidades podem ser exploradas. Talvez o fator mais imediato a ser
pensado seja o tempo de repouso a que os participantes foram submetidos durante
as avaliagdes em detrimento a efeitos da EM. Contudo, outro fator em comum entre
todos os grupos € a ingestdo de volume de liquido de 200 mL, sendo que estudos
prévios relataram alteragdo da FC e da VFC em decorréncia da ingestdo aguda de
agua (CALLEGARO et al., 2007). Esse resultado também foi encontrado em estudo
prévio envolvendo a ingestdo aguda de liquidos adicionados de extratos da EM
(MAUFRAIS et al., 2018), embora neste caso a temperatura do extrato parega ter
exercido algum efeito na resposta da FC e da VFC, o que néo foi observado em nosso
estudo. Os fatores tempo de repouso e ingestdo aguda de liquidos nao séao
necessariamente excludentes, e é possivel que atuem de forma complementar para
explicar as altera¢des observadas.

De forma similar, os indices do dominio do tempo RMSSD e SDNN
apresentaram efeito do tempo sem diferengas entre os grupos. Sugere-se que, a
RMSSD como correspondente da modulagédo parassimpatica, e, portanto, apresente
resposta similar ao HF, enquanto o SDNN inferiria a variabilidade total, incluindo os
componentes simpatico e parassimpatico do sistema nervoso autbnomo, entre outros
fatores que podem influenciar a VFC, como horménios e sistema imunoldgico
(VANDERLEI et al., 2019; TASK FORCE, 1996). Nesse caso, considera-se que o
indice SDNN estaria apresentando uma tendéncia de aumento, pelo menos em parte,
ocasionada pelo aumento da modulagdo parassimpatica, inferida pelos indices ja
citados.

Por fim, ainda se observaram efeitos do tempo para a FC e PAM. O resultado
observado para a FC parece ser coerente com os resultados para a VFC, uma vez
que existe um aparente incremento na modulacéo parassimpatica, e uma redu¢ao no
balango simpato-vagal. A influéncia parassimpatica para a FC é€ mediada pela
liberacdo de acetilcolina via nervo vago que serdo captados por receptores
muscarinicos, enquanto a influéncia simpatica se da pela liberagado de epinefrina e
noraepinefrina e captagdo por receptores adrenérgicos (TASK FORCE, 1996).
Sugere-se um predominio do mecanismo parassimpatico explicando a redugéo da FC,
em especial destaca-se a coeréncia do resultado com estudos prévios relacionados a
ingestao aguda de liquidos (JORDAN, 2002; CALLEGARO et al., 2007; MAUFRAIS et
al., 2018).



Quanto a PAM, observou-se apenas efeito do tempo, com uma modesta
tendéncia de aumento. Maufrais e colaboradores (2018) também encontraram um
aumento na PA apés a ingestdo de uma infusdo quente ou fria de EM, embora nesse
caso nao houvesse controle. Neste caso, alguns fatores podem ser considerados, com
destaque para dois, o consumo agudo de liquidos e cafeina. Sabe-se que, 0 consumo
agudo de agua possui um efeito pressor, que parece ser maior em individuos com
algum nivel de disfungdo autonémica, mas que também parece acontecer em
individuos saudaveis e normotensos. O volume ao qual usualmente se observam
essas alteragdes é, em geral, maior do que o utilizado em nosso estudo, contudo as
respostas observadas parecem ter magnitude maxima de 30 a 40 minutos apos a
ingestao, o que € compativel com nossos resultados, suscitando assim a possibilidade
de que volumes menores também possam gerar esse efeito pressor. Ainda que nao
estejam completamente elucidados, os mecanismos que sustentam essa alteragao
parecem se dar via aumento da resisténcia vascular periférica devido a ativacao
simpatica por meio de mecanismos de nivel espinal (JORDAN, 2002; CALLEGARO et
al., 2007). Novamente, o estudo prévio de Maufrais (2018) envolvendo o consumo
agudo de extrato da EM parece ser coerente com essa hipotese, ja que além da
elevagao da PA também foi observado um aumento na resisténcia vascular periférica.

Outro fator que poderia contribuir para explicar os resultados é a cafeina
presente na EM, embora ndo tenham observados efeitos da intervencdo ou da
interacado entre intervencao e tempo. A ingestao aguda de cafeina possui um efeito
pressor, com magnitude de resposta de 3 a 15 mmHg a depender de fatores como
status hipertensivo, idade, tolerancia e outros. Essa resposta parece ser
predominantemente devido ao antagonismo de receptores de adenosina, que por sua
vez teria seu efeito vasodilatador reduzido pelo consumo de cafeina (MORT; KRUSE,
2008). E importante, contudo, destacar que, a andlise da EM utilizada em nosso
estudo, demostrou a presenca de 20 mg de cafeina para 5 gramas de extrato
(KROLIKOWSKI et al., 2022), o que pode ter sido insuficiente para ocasionar
aumentos de maior magnitude na PAM apds a ingestdo de EM. E possivel que,
dosagens maiores do extrato de EM e, portanto, de cafeina possam apresentar

resultados diferentes.

Limitagoes e Forgas



Destacam-se ainda algumas limitagdes e forgas do estudo. A primeira limitagao
do estudo diz respeito a auséncia de cegamento tanto para os participantes, quanto
para a analise dos desfechos. Esse fator pode aumentar o risco de viés de um estudo
prejudicando sua validade interna (HIGGINS et al., 2011; MOHER et al., 2010). O nao
cegamento para os participantes ocorreu principalmente devido a dificuldade de
mimetizar coloragdo, aroma e sabor da infusdo de EM com substancias inertes,
especialmente tendo em vista o delineamento cruzado do estudo. A limitacdo de
recursos humanos disponiveis decorrente da pandemia da Covid-19, exigiu a
participacdo dos pesquisadores em toda a conducao do estudo, inviabilizando o
cegamento das analises pelos pesquisadores. Ademais, idealmente, o periodo das
avaliagdes deve ser realizado em mesmo periodo do dia para todos os participantes
(THIJSSEN et al., 2019), o que néo foi possivel. Foram tomados cuidados, contudo,
para a padronizagao do horario de avaliagdo para o mesmo participante, ou seja, as
trés avaliacdes de cada participante ocorreram no mesmo periodo do dia.

Como pontos fortes do estudo destacam-se os critérios metodoldgicos, desde
a preparagao dos participantes e do ambiente (como o tempo de jejum, tempo de
abstencéo do consumo de alcool e exercicios), bem como o protocolo de avaliagéo e
a analise e dados realizados em concordancia com diretrizes para a FMD, com
excecgao do cegamento (THIJSSEN et al., 2019). Destaca-se também a importancia
do processo de randomizagao adequado do estudo. A randomizagao € essencial para
a validade interna do estudo, estando ligado ao viés de selegdo. A randomizagao
equilibra caracteristicas entre os grupos que poderiam influenciar no desfecho,
reduzindo a ocorréncia de fatores de confusao (HIGGINS et al., 2011; MOHER et al.,
2010). Existe uma aparente relacdo entre os efeitos encontrados na FMD e a
qualidade dos estudos, isto é, estudos de maior qualidade metodoldgica parecem tem
estimativas mais conservadoras em relacédo a estudos de menor qualidade (RAS;
ZOCK; DRAIJER, 2011). Nesse sentido, considerando que foi adotado delineamento
randomizado para as intervengdes bem como a adesdo a recomendacgdes da
avaliagao da FMD, estes fatores somados aos abordados acima podem ter contribuido
para a validade dos resultados encontrados. Por fim, o estudo também foi o primeiro
a conhecimento dos autores a explorar os efeitos da EM na FMD, o que considerando
o prevalente consumo, representa um avango na literatura cientifica em diregdo ao
entendimento dos efeitos (ou, ainda, auséncia de efeitos) agudos da EM no sistema

cardiovascular.



CONCLUSOES

Os resultados do estudo indicam que a EM ndo provocou alteragdes
expressivas na FMD independente da temperatura. Os resultados contrariam nossa
hipétese inicial. O tempo de intervencéao utilizado, a reduzida quantidade de polifendis
na amostra, e a metodologia empregada para a realizagado da FMD, e outros aspectos
metodoldgicos podem ter influenciado nossos achados. Também nédo encontramos
alterac¢des importantes nas variaveis hemodinamicas e VFC, embora, principalmente,
devido a presenga de cafeina na EM ndo se exclua a possibilidade de que maiores
concentragcdes da EM possam demonstrar diferentes respostas nessas variaveis. Faz-
se necessario novos estudos que avaliem a dose-resposta da ingestdo aguda e
cronica de EM na funcéo endotelial, variaveis hemodinamicas e VFC.

Embora o objetivo do estudo tenha sido explorar os efeitos da ingestao aguda
da infusdo de EM no sistema cardiovascular, sem o intuito de estabelecer
recomendacgdes clinicas, destacam-se as incertezas existentes relativas ao impacto
de alteragdes na FMD ocasionadas por intervengdes agudas para o desfecho
cardiovascular final, o que acaba por limitar a validade externa do estudo. Ademais, a
prépria populagdo do estudo limita a possibilidade de generalizagdes para grupos
populacionais diferentes, como populagbes com enfermidades ou diferentes faixas de
idade.
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