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RESUMO: Este estudo tem por objetivo avaliar o extrato da erva mate (/llex
paraguariensis) sobre os parametros bioquimicos e 6sseos de calcio e fésforo
em ratas da linhagem Wistar, bem como quantificar compostos fendlicos totais
e taninos, e determinar a forca maxima dssea. Os 32 animais foram divididos
em quatro grupos: dieta padrao + agua ad libittum; dieta padrao + extrato de
erva mate ad libittum; dieta hiperlipidica + agua ad libittum; dieta hiperlipidica +
extrato de erva mate ad libittum. Tanto nos niveis de calcio e fésforo séricos
quanto 6sseos a erva mate administrada nao interferiu na absorcdo de ambos
minerais, porém a dieta hiperlipidica reduziu a concentragdo dos niveis
plasmaticos de foésforo. Com relacdo a excregcao de calcio e fosforo fecal
observou-se diferenga significativa entre os grupos, com maior excrecdo no
grupo tratamento com chimarrdo. Quanto a analise de forca maxima n&o houve
diferenca significativa entre o grupo controle e tratamento.
PALAVRAS-CHAVE: célcio; fésforo; taninos; fatores antinutricionais.

1. INTRODUGAO

A erva mate (llex paraguariensis) é uma bebida caracteristica consumida
principalmente pela populagéo do Sul do Brasil, Uruguai, Argentina e Paraguai.
No extrato aquoso de suas folhas € encontrada uma variedade de compostos
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quimicos, entre eles os compostos fendlicos responsaveis por diversas
atividades biolégicas conhecidas dessa planta, principalmente pela atividade
antioxidante.

Dentre os compostos quimicos presentes na erva mate encontram-se os
taninos. Os taninos sao compostos fendlicos comumente vinculados a
macromoléculas com atividade antioxidante (Soares, 2010). A complexagao
dos taninos com as proteinas tornam-as insoluveis e inativam as enzimas.
Essa complexagao é a principal base do efeito biolégico, sendo dependente do
pH, envolvendo ligagdes hidrofébicas e pontes de hidrogénio. Além disso, se
ligam a outras macromoléculas como o amido causando dessa maneira uma
reducao no valor nutricional dos alimentos. Da mesma forma, os taninos inibem
algumas enzimas digestivas e diminuem absor¢cdo de nutrientes devido a
formagcdo de complexos com ions divalentes de metais (Ca**) provocando
erosao de células epiteliais do intestino (Moraes, 2009).

Estudos sobre biodisponibilidade de minerais apontam que os fatores
fisiolégicos e nutricionais podem interferir na absorgédo, no transporte e no
armazenamento, com subsequente aumento da suscetibilidade a deficiéncia ou
toxidade (Lobo e Tramonte, 2004). O calcio (Ca) é um nutriente essencial e
necessario para as fungdes bioldégicas do organismo. Na alimentagcdo humana
tem sido estabelecido em todas as etapas da vida exercendo funcdes
fisiologicas como componente do tecido dsseo, de cofator enzimatico ou como
mensageiro celular (Weaver, 2003). Aproximadamente 99% do calcio corporal
encontram-se no esqueleto e o restante encontra-se distribuido nos dentes,
tecidos moles, plasma e fluido extracelular (Nordin, 1997).

O fésforo (P) esta intimamente associado ao calcio na nutricdo humana,
sendo chamado de seu gémeo metabdlico. Desta forma, os fatores que
favorecem ou dificultam a absorcao do fosforo sao praticamente os mesmos do
calcio. Para manter o equilibrio normal sérico calcio-fosforo, suas quantidades
na dieta devem ser equilibradas (1:1) (Lobo e Tramonte, 2004).

O fésforo tem a fungdo de tamponar sistemas acidos ou alcalinos,
auxiliando na manutencado do pH, no armazenamento temporario de energia
provinda do metabolismo de macronutrientes, na forma de Adenosina Trifosfato
(ATP), sendo responsavel também pela ativagao, por meio da fosforilacdo de
diversas cascatas enzimaticas (Cozzolino, 2007). Assim como o calcio, o
fésforo € importante no desenvolvimento ésseo animal, e juntos, eles formam o
principal constituinte da matriz inorganica, a hidroxiapatita (Henry,1995). O
fésforo atua na formagdo da estrutura Ossea, participa da formacédo de
membranas celulares, € componente dos acidos nucléicos envolvidos no
crescimento e na diferenciagdo celular. Seus niveis sanguineos em excesso,
que também sdo controlados pelo hormbnio da paratireéide (PTH), vitamina D
e calcitonina (Macari, 2002).

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do extrato
da erva mate (/lex paraguariensis) sobre os parametros bioquimicos e ésseos
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de calcio e de fésforo em ratas da linhagem Wistar, bem como quantificar
compostos fendlicos totais e taninos, e determinar a forca maxima éssea.

2. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 32 ratas (Rattus Novergicus) da linhagem Wistar, fémeas,
com 60 dias de idade, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de
Pelotas (UFPEL). Os animais foram mantidos em gabinetes ventilados, em
caixas de polipropileno agrupados em quatro ratas por caixa, sendo a
temperatura e umidade relativa do ar controladas na faixa de 22-24°C e 65-
75%, respectivamente, e ciclo claro/escuro de 12 horas. Apds um periodo de
cinco dias de adaptacdo, as ratas foram divididas aleatoriamente em quatro
grupos experimentais, com oito animais cada, conforme apresentado a seguir:
dieta padrao (4% de lipidios) + agua ad libittum; dieta padrao (4% de lipidios) +
extrato de erva mate ad libittum; dieta hiperlipidica (25% de teor lipidico) +
agua ad libittum; dieta hiperlipidica (25% de teor lipidico) + extrato de erva
mate ad libittum. As dietas padréo (4% de teor lipidico) e hiperlipidicas (25% de
teor lipidico) foram elaboradas em laboratoério, segundo as recomendagdes do
American Institute of Nutrition - AIN93-M para roedores. O extrato da erva mate
foi preparado na respectiva concentragao e temperatura 10% a 70°C, por se
assemelhar a ingestdo humana.

Os 32 animais foram eutanasiados no 34° dia os quais foram mantidos em
jejum de 12 horas e, em seguida, submetidos ao procedimento de decapitacao
conforme a Resolugédo do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV) n°
714 de junho de 2002, seguindo os Principios Eticos na Experimentacéo
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA,
1991). Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo
Animal (CEEA) da UFPEL (Protocolo n® 1641). Apds a eutanasia, o fémur dos
animais foi coletado e a parte muscular removida, sendo posteriormente
congelados a -20°C. Os ossos foram secos em estufa (100°C) por 24 horas e,
posteriormente, digeridos em &cido nitrico-perclérico. As fezes coletadas
semanalmente foram secas em estufa (100°C) por 24h, pesadas, trituradas e,
posteriormente, digeridas em acido nitrico-perclorico.

A concentracdo de calcio e fosforo no material 6sseo e nas fezes foi
determinada por Espectrometria de Emisséo Otica com Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP-OES) de acordo com a metodologia de Zhang et al. (2009),
foram realizadas as leituras em ICP-OES. Os teores de calcio (Calcio liquiform
(Ref. 90-2/60) e fosforo (Ref. 42-100) séricos foram determinados a partir de
amostras sanguineas pelo método colorimétrico comercialmente disponivel
(Labtest, Minas Gerais, MG — Brasil). A quantificagdo dos compostos fendlicos
totais foi realizada pelo método Folin-Ciocalteau adaptado de Swain e Hillis
(1959) e os taninos totais pelo método da precipitagdo da caseina. Os
resultados foram expressos em ug mL™".
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Para a determinagdo do parametro biomecanico de forgca maxima (N)
Ossea, o fémur esquerdo e direito dos animais foi descongelado até atingir
temperatura ambiente e, posteriormente, submetidos a um ensaio de flexdao em
maquina universal de ensaios mecanicos da marca EMIC®, dotada de célula de
carga de 100 kgf ajustada para a escala de 10 kgf. Todos os fémures foram
testados na mesma posicdo, com suas extremidades apoiadas em dois
suportes apropriadamente afastados de acordo com seus comprimentos, e a
carga sendo aplicada no centro. A velocidade de aplicagdo de carga foi de 10
mm/min. Os resultados foram expressos em forgca maxima (N).

Os dados foram analisados estatisticamente por meio de analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey, com nivel de significancia de 1% e 5%
para comparagao das médias, através do programa Assistat versdo 7.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relagdo a absorgao de calcio e fésforo a nivel 6sseo ndo houve
diferenca significativa (ns) entre os diferentes grupos analisados (controle
(dgua) e tratamento (chimarrdo)) (Tabela 1), indicando que os grupos que
receberam chimarrdo ndo apresentaram interferéncia na absorgdo dos minerais
calcio e fosforo, quando comparados com os animais do grupo controle.

Ao analisar os dados referentes a excrecdo semanal dos minerais
observou-se que em relagdo ao calcio houve diferenga significativa (p<0,01)
entre os diferentes grupos analisados (Tabela 1). Tanto na dieta padrdo como
na dieta hiperlipidica os niveis de excregao foram maiores nos grupos que
receberam chimarréo (23,67 mg g +2,90 e 28,00 mg g' +0,77). Da mesma
forma, quando analisados os dados de excrecdo do fosforo observou-se
diferenca significativa entre os diferentes grupos analisados (p<0,05). Ao
analisar o grupo alimentado com dieta hiperlipidica e chimarrdo observou-se
uma maior excregdo de fosforo (9,67 mg g' * 1,59), quando comparado ao
grupo alimentado com dieta padrdo e chimarrdo (8,70 mg g + 0,89). Além
disso, quando analisado o grupo controle observou-se valores de excrecao
menores quando comparado com o grupo chimarrao.

Tabela 1 - Concentragéo de calcio (Ca*?) e fosforo (P) dsseo (fémur) e excregdo de Ca*2e P
pelas fezes analisados em ICP-OES. Os resultados foram apresentados em média + desvio
padr&o e expressos em mg g™'.

Tratamento Ca*? P Ca*? P
Osseo Excrecdo fezes
----- mgg’ -
Dieta padrao + agua 24,00 9,63 +1,04" 15,00 + 5,09°** 7,37 + 2,05%>*
2,71
Dieta padrao + chimarrao 16,25 7,53 £1,27™ 23,67 8,70 + 0,892
5,74 2,90%*

Dieta hiperlipidica + agua 21,25 + 8,93 +1,05" 12,43 +9,49>** 4,60 + 2,50°*
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3,30m
Dieta  hiperlipidica + 19,00 + 7,83 +1,50" 28,00 £0,77>** 9,67 + 1,59%*
chimarrao 3,50"s

Valores com letras iguais na mesma coluna nao apresentam diferenga estatistica significativa
entre 0s grupos.

* probabilidade de erro a 5% (p<0,05); ** probabilidade de erro a 1% (p<0,01); ns = ndo
significativo

Os teores de calcio e fésforo séricos, analisados pelo método colorimétrico,
indicaram que quanto aos niveis de calcio sérico ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) entre os diferentes grupos analisados. Ao analisar o
fésforo observou-se que nao houve diferenga significativa entre os grupos
(dgua e chimarrao), porém, observou-se interagdo entre as dietas, sendo que
na dieta hiperlipidica houve uma reducgao significativa no teor de fésforo sérico
tanto no grupo controle (10,60 mg g' + 2,55) quanto no grupo tratamento com
chimarrao (11,83 mg g' + 2,23) (Tabela 2).

Suplementos de «calcio ou elevadas ingestdes de calcio podem
comprometer o equilibrio de calcio e fosforo e alterar a absorg¢ao do fésforo. Os
efeitos do calcio no metabolismo do fésforo foram estudados em adultos por
Spencer et al. (1984), utilizando 200, 800 e 2000 mg/dia de calcio e 200 e
800mg/dia de fosforo. A adi¢cdo de diferentes quantidades de calcio levou a
uma significante diminuicdo na excrec¢éo urinaria de fosforo e a um aumento na
excrecao fecal de fosforo.

Tabela 2 - Teores séricos de Ca*'?> e P analisados no plasma. Os resultados foram
apresentados em média + desvio padrdo e expressos em mg dL"".

Tratamento Célcio (Ca*?) Fosforo (P)
----- mg dL™" -

Valor de referéncia padrao 10 5

Dieta padrao + agua 11,81 £ 0,47% 16,10 £ 2,922

Dieta padrao + chimarrao 12,02 + 0,572 16,28 + 3,412

Dieta hiperlipidica + agua 12,09 £ 0,752 10,60 + 2,55°

Dieta hiperlipidica + chimarrao 12,48 £ 0,502 11,83 +2,23°

* Valores com letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca estatistica significativa
entre os grupos.

Foi encontrado no presente estudo, por meio da quantificagcdo de
compostos fendlicos totais realizada pelo método Folin-Ciocalteau, um valor
médio de 7,25 ug g' + 0,04 no extrato aquoso de erva mate usando como
padrao a curva de acido galico. Asolini et al. (2006) relata em seu estudo teores
menores de compostos fendlicos (0,05 ug g') em folhas secas de diferentes
tipos de erva mate.

A andlise de taninos revelou um valor de 5,82 uyg g’ + 0,01, sendo
calculado a partir dos valores obtidos da analise de compostos fendlicos totais.
Os dados encontrados corroboram com os resultados encontrados por Proulx
et al. (1993) os quais ndo observaram em ratos, efeito negativo de taninos na
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absorcao de calcio em trés variedades de feijao (Phaseolus vulgaris) crus e
cozidos. Para os autores a explicagdo dos resultados n&o é clara, entretanto,
os taninos podem preferencialmente ligarem-se ao ferro deixando o calcio livre.

Da mesma forma, com a finalidade de verificar se houve interferéncia dos
taninos presentes na erva mate e a absorcdo de calcio e fésforo dssea foi
realizada analise de forgca maxima no fémur dos animais anterior a digestdo em
acido nitrico-perclorico. A determinagao da resisténcia 6ssea a quebra tem sido
utilizada como indicadora do estado geral ésseo, podendo ser influenciada pela
linhagem, idade e nutrigdo (Kocabagli, 2001). As médias dos valores de forga
maxima obtidas estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3 - Forga maxima expressa em ossos das ratas. Os resultados foram apresentados em
média £ desvio padrao e expressos em forga maxima (N).

Dietas Tratamento
Controle Chimarrao
_____ N -----
Dieta padrao 22,19 + 3,73° 22,19 + 5,192
Dieta hiperlipidica 25,15 £ 2,482 24,65+ 1,132

* Valores com letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenga estatistica significativa
entre 0s grupos.

Observou-se entre os grupos analisados que nao houve diferenga
significativa entre os tratamentos (controle e chimarrdo), porém ocorreu
interacao entre as dietas analisadas (padrdao e hiperlipidica), sendo que os
grupos que receberam dieta hiperlipidica apresentaram forgca maxima maior em
relagdo aos grupos que receberam dieta padrdo. Os testes de resisténcia
O0ssea a quebra sao utilizados para expressar a quantidade maxima de forga
que 0 0sso é capaz de suportar antes da sua ruptura (Sa, 2004). O conteudo de
cinzas que expressa o teor de minerais do 0sso esta diretamente relacionado a
resisténcia 6ssea (Rath, 1999). Segundo Pizzolante (2000), o fosforo esta
envolvido na formacédo do colageno e mineralizacdo 6ssea, aumentando a
resisténcia ténsil do osso e acelerando a cicatrizagao de fraturas, é ativador de
coenzimas para o funcionamento de vitamina B.

4. CONCLUSOES

Conclui-se que tanto na analise de calcio e fosforo a nivel ésseo quanto a
nivel sanguineo a erva mate administrada na forma de chimarrdo nao interferiu
na absor¢cao de ambos minerais. Observou-se ainda que, a dieta hiperlipidica
interferiu nos niveis séricos de fosforo reduzindo a concentracdo plasmatica.
Com relagdo a excregcao de calcio e fosforo fecal observou-se diferenca
significativa entre os grupos analisados, demonstrando uma maior excre¢ao
nos grupos tratamento com chimarrdo. Ressalta-se ainda que, os resultados
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encontrados na analise de forca maxima nao diferiram entre o grupo controle
(dgua) e o grupo tratamento (chimarrao).
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ABSTRACT: This study aimed at evaluating the yerba mate extract (/lex
paraguariensis) on the biochemical and bone parameters of calcium and
phosphorus in Wistar rats and quantify total phenolics and tannins, and
determine bone maximum strength. The 32 animals were divided into four
groups: standard diet + water ad libittum; standard diet + yerba mate extract ad
libittum; hyperlipidemic diet + water ad libittum; hyperlipidemic diet + yerba mate
extract ad libittum. Both levels of calcium and serum phosphorus as the bone
administered mate did not affect the absorption of both minerals, but the fat diet
reduced the concentration of serum phosphorus levels. Regarding the fecal
excretion of calcium and phosphorus there was significant difference between
the groups, with increased excretion in the treatment group mate. As the
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