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JACOB PS. Efeito da ingestao de dieta hiperlipidica e do extrato aquoso da
erva-mate (llex paraguariensis) sobre a expressao de proteinas envolvidas
na resposta inflamatoria e na regulacdo da via de sinaliza¢do da insulina no
figado de ratos Wistar [dissertacdo de mestrado]. Sdo Paulo: Faculdade de
Saude Publica da Universidade de Séo Paulo; 2012.

Resumo

Introducdo — A obesidade estd associada a um quadro de inflamacéo
cronica e de baixa intensidade, que predispde a resisténcia a acdo da
insulina e ao desenvolvimento do diabetes mellitus (DM) tipo 2. O aumento
da concentracdo sanguinea de acidos graxos nao esterificados e de
citocinas pro-inflamatérias eleva a expresséo hepatica de quinases (quinase
do inibidor do fator nuclear kappa B (IKK)-B e a c-jun N-terminal quinase
(JNK)) que aumentam a resposta inflamatéria e prejudicam a via de
sinalizacdo da insulina. A erva-mate (llex paraguariensis) contém compostos
bioativos que apresentam a capacidade de reduzir a expressdo de genes
envolvidos na resposta inflamatéria. Objetivo — Investigar o efeito da
ingestdo do extrato aquoso de erva-mate (EAEM) sobre a resposta
inflamatdria e via de sinalizacdo da insulina no figado de ratos alimentados
com racdo hiperlipidica (HL). Métodos — Ratos Wistar, machos, foram
submetidos a dieta controle (CON) (n= 18) ou HL (n= 18) durante 12
semanas. Apés esse periodo, seis animais de cada grupo foram
eutanasiados, enquanto o restante dos animais foi distribuido em grupos que
receberam, ou ndo, por gavagem, o EAEM (1 g/kg massa corporal/dia)
durante quatro semanas. ApdOs esse periodo, todos os animais foram
eutanasiados e determinou-se as concentracdes de glicose, insulina,
colesterol  total, HDL-colesterol, LDL-colesterol,  VLDL-colesterol,
triacilglicerois (TAG), leptina, adiponectina, TNF-a, IL-6, inibidor do ativador
do plasminogénio-1 (PAI-1) e a MCP-1 e a atividade sérica das enzimas
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Foi
realizada analise histolégica para verificacdo da infiltracdo de lipidios. Foi
avaliada também a composicdo corporal dos animais. Para a analise da
expressado das proteinas JNK, IKK-B, AKT e IRS-1 nas suas formas totais e
fosforiladas, e da proteina NF-kB, na sua forma fosforilada, um grupo de
animais (n = 36) foi submetido ao mesmo protocolo experimental, porém
neste foi realizada a infusdo de insulina previamente ao momento da
eutanasia. Todos os animais foram submetidos ao teste oral de tolerancia a
glicose (0GTT) e ao teste de tolerancia intraperitoneal a insulina (ipITT) na 1
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a 12 2 e 16 @ semana do protocolo experimental. Resultados — ApGs 12
semanas de protocolo experimental, os animais submetidos a racdo HL
apresentaram maior consumo alimentar, no entanto, isocalérico em
comparacao aquele dos animais do grupo CONBL (p < 0,05). O grupo HLBL
teve aumento significativo do ganho de peso; do peso coxim adiposo
retroperitoneal e do figado; da glicemia de jejum; da glicemia quando
submetidos ao oGTT, em todos os tempos do teste, e ao ipITT no tempo O,
5, 30 e 40; da concentragdo sérica de colesterol total, LDL-colesterol, PAI-1
e PCR, em relagdo ao grupo CONBL (p < 0,05). Apenas 1/3 dos animais
HLBL apresentaram degeneragdo micro e macrogoticular discreta. O
consumo da dieta HL diminuiu a fosforilagéo da AKT em relag&o aos animais
gue consumiram a racdo CON (p <0,05). No que se refere aos efeitos do
EAEM, observou-se que esta intervengao n&o alterou o consumo alimentar,
sendo que 0s animais submetidos a racao HL, com ou sem a administracao
do EAEM, ingeriram significantemente menor quantidade em relagdo aos
seus respectivos grupos controles (p < 0,05), todavia, 0 consumo energeético
novamente mostrou-se isocalérico (p < 0,05). A administragdo do EAEM
reverteu o quadro de ganho de peso nos grupos que consumiram a racao HL
e, ainda, reduziu o percentual de lipidios da carcaca nos animais que
consumiram a racdo CON, em relacdo aos respectivos grupos sem a
intervencéo (p <0,05). O grupo CONEM apresentou aumento do percentual
de massa magra e reducdo da glicemia no ipITT nos tempos apoés 5 e 10
minutos do inicio do tese, quando comparado ao seu grupo controle (p
<0,05). O EAEM reduziu as concentracdes seéricas de colesterol total no
grupo alimentado com racdo HL em relagcdo ao grupo CON (p < 0,05). O
grupo HLEM apresentou menor razdo da expressdo da IKK-B fosforilada
pela total, fosforilacdo do NFkB, bem como maior razdo da expressédo da
AKT fosforilada pela total em relagdo ao grupo HL (p < 0,05). Conclusdes —
O consumo de racéao HL induziu no figado perfil pro-inflamatoério e quadro de
intolerancia a glicose Sendo assim, o consumo de racdo HL pode ser
considerado um fator relevante na etiologia da obesidade e no
desenvolvimento das doencas crbénicas nao-transmissiveis (DCNT), em
especial, do DM tipo 2. A intervencdo com o EAEM modulou a resposta
inflamatdria e diminuiu a intolerancia a glicose hepatica Todos esse fatores,
em conjunto, indicam que a erva-mate possa ter um efeito positivo na
reducao do risco e tratamento das DCNT.

Descritores: Dieta hiperlipidica; Obesidade; Inflamacéo; Resisténcia a acao
da insulina; Erva-mate.
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JACOB PS. Efeito da ingestao de dieta hiperlipidica e do extrato aquoso da
erva-mate (llex paraguariensis) sobre a expressao de proteinas envolvidas
na resposta inflamatoria e na regulacdo da via de sinaliza¢do da insulina no
figado de ratos Wistar/ Effect of the high-fat diet and yerba mate aqueous
extract intake (llex paraguariensis) on the expression of proteins involved in
the inflammatory response and insulin signaling regulation in the liver of
Wistar rats [dissertation]. Sdo Paulo (BR): Faculdade de Saude Publica da
Universidade de S&o Paulo; 2012.

Abstract

Introduction — Obesity is associated with a chronic low-grade inflammation
that predisposes to insulin resistance and to the development of type 2
diabetes. The augmentation of plasmatic nonesterified fatty acids and
proinflammatory cytokines increases the hepatic expression of some kinases
(inhibitor of kappa B kinase (IKK-B) and c-jun N-terminal kinase (JNK)) that
increases the inflammatory response and impairs the insulin signaling. Yerba
mate (llex paraguariensis) contains bioactive compounds, which have the
ability to reduce the expression of genes involved in inflammatory response.
Objective — This aim of this project was to investigate the effect of yerba
mate aqueous extract (YMAE) intake on the inflammatory response and
insulin signaling regulation in the liver of Wistar rats submitted to adjusted
high-fat diet (HFD). Methods — Male Wistar rats were fed with a control diet
(n=18) or a HFD (n=18) for 12 weeks. After this, six animals of each group
were euthanized and the rest of the animals were distributed in groups that
received, or not, by gavage, YMAE (1g/kg body weight/day) for four weeks.
Then, all the animals were euthanized and was determined the glucose,
insulin, total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, VLDL-cholesterol,
triacylglycerol (TAG), leptin, adiponectin, TNF-a, IL-6, C-reactive protein
(CPR), plasminogen activator inhibitor (PAI)-1 and MCP-1 concentration, and
the alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST)
plasma activity. Histological analysis was performed for the evaluation of lipid
infiltration. The body composition of the animal was also evaluated. To
expression evaluation of the JNK, IKK-B, NF-kB, IRS-1 and AKT, a group of
animals (n = 36) underwent the same experimental protocol, however, insulin
infusion were done previously to moment of euthanasia. All animal were
submitted to the oral glucose tolerance test (0GTT) and the intraperitoneal
insulin tolerance test (ipITT) in the first, twelfth and sixteenth weeks of the
experimental protocol. Results — After 12 weeks of experimental protocol,
HLBL group had higher feed intake, however, isocaloric intake when
compared to the CONBL group (p < 0,05). The HLBL group had a significant
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increase of weight gain; retroperitoneal adipose deposit and liver weight;
fasting glycaemia; glycaemia when submitted to oGTT in all times of the test
and upon ipITT at time 0, 5, 30 and 40; serum total cholesterol, LDL-
cholesterol; PAI-1 and CRP in relation to CONBL (p < 0.05). Only one third of
the HLBL animals presented micro and macrogoticular discrete
degeneration. The consumption of HFD decreased the hepatic AKT
phosphorylation compared to animals fed with the CON diet (p < 0,05). As
regards to the YMAE effects, it was observed that this intervention did not
alters food consumption, because the animals submitted to the HFD, with or
without YMAE administration, ingested significantly lower quantity in relation
to their respective control groups (p < 0.05). However, energy consumption
again proved to be isocaloric (p < 0.05). The administration of YMAE
reversed the weight gain in the groups fed with HFD and also reduced the
percentage of carcass fat in the animals fed with the CON diet in relation to
the respective groups without intervention (p < 0.05). The CONEM group
presented an increased percentage of lean mass and reduction in blood
glucose concentration in the ipITT after 5 and 10 minutes from the beginning
of the test when compared to the control group (p < 0.05). The YMAE
reduced serum total cholesterol concentration in the group fed with the HFD
compared to CON group (p < 0,05). The HLEM group presented lowest ratio
of expression of phosphorylated by total IKK-B, NFKB phosphorylation, as
well as the major ratio of the expression of phosphorylated by total AKT than
HFD group (p < 0,05). Conclusions — HFD intake induced liver pro-
inflammatory profile and glucose intolerance. Thus, HFD intake can be
considered a relevant factor in the etiology of obesity and the development of
chronic non-comunicable diseases, in particular, the type 2 diabetes. The
intervention with YMAE modulates the inflammatory response and decreased
glucose intolerance. All these factors together indicate that yerba mate may
have a positive effect on risk reduction and treatment of chronic diseases.

Descriptors: High-fat diet; Obesity, Inflammation; Insulin Resistance; Yerba
Mate.
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1 REVISAO DA LITERATURA
1.1 OBESIDADE E PADRAO DE DIETA

No ano de 1997, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) identificou
a obesidade como grave problema de saude publica (OMS, 2000) e,
atualmente, considera que ha, pelo menos, cerca de um bilhdo de adultos
acima do peso e 300 milhdes de obesos em todo o mundo (OMS, 2010). A
publicacdo mais recente do National Center for Health Statistics (NCHS)
revelou que nos Estados Unidos da Ameérica (EUA), entre 2009-2010, a
prevaléncia na obesidade era de 35,5% e 35,85% para homens e mulheres,
respectivamente (FLEGAL et al., 2012).

No Brasil, dados recentes da Pesquisa de Orcamentos Familiares
(POF) de 2008-2009 indicam diminuicdo progressiva do déficit de peso em
adultos (2,7%) e aumento constante do excesso de peso e da obesidade
nessa faixa etaria. O excesso de peso foi constatado em cerca de metade
dos homens (50,1%) e das mulheres (48%), com uma prevaléncia total de
49%. A obesidade, por sua vez, foi observada em 14,8% dos individuos
avaliados, sendo que as mulheres apresentaram-se mais obesas (16,9%) do
gue os homens (12,5%). Ressalta-se também a crescente prevaléncia, em
criancas e adolescentes, de excesso de peso (33,5% e 20,5%,
respectivamente) e de obesidade (14,3% e 4,9%), respectivamente (IBGE,
2010).

Estima-se que a obesidade represente um gasto de 2-6% dos custos
totais com saude em paises desenvolvidos, no entanto, os valores reais
provavelmente sdo muito maiores, visto a gravidade do problema e da
participacdo da obesidade na etiologia de outras doencas crbnicas nao
transmissiveis (DCNT) (OMS, 2003). No Brasil, os custos diretos e indiretos
relacionados a obesidade representam cerca de 1,5 bilhdo de reais por ano,
0 qual inclui internacBes hospitalares, consultas médicas e uso de

medicamentos. Desse valor, 600 milhbes sdo provenientes do Sistema
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Unico de Saude (SUS), o que representa 12% do orcamento gasto em
relacdo as demais doencas (ANJOS, 2006).

A obesidade pode ser definida como o acumulo excessivo de gordura
corporal, em tal extensdo que acarrete prejuizos a saude dos individuos,
como dificuldades respiratédrias, problemas dermatoldgicos e distarbios do
aparelho locomotor, além de propiciar o surgimento de algumas doencas,
como dislipidemias, doencgas cardiovasculares, diabetes mellitus (DM) tipo 2
e alguns tipos de canceres (OMS, 2000; HOTAMISLIGIL, 2006). Além disso,
0 excesso de peso esté relacionado a outras condigdes como, por exemplo,
calculos biliares, doencas osteoarticulares e depressdo (CICUTTINI et al.,
1996; BERGSTROM et al., 2001; FIELD et al., 2001; WILSON et al., 2002;
STEIN; COLDITZ, 2004; SULLIVAN et al., 2005; HEO et al., 2006; PEREZ
PEREZ et al., 2007).

A obesidade possui etiologia multifatorial (OMS, 2000; PENA;
BACALAU, 2000), envolvendo fatores histéricos, ecologicos, politicos,
socioeconbmicos, psicossociais, biolégicos e culturais (BRASIL, 2006;
MONDINI; MONTEIRO, 1998; STUNKARD, 2000). Dentre os principais
fatores relacionados a ocorréncia da obesidade, destacam-se aqueles
relacionados ao estilo de vida, como dieta, atividade fisica e tabagismo
(ROBERTS; BARNARD, 2005). Sob este aspecto, pode-se dizer que o
fendbmeno da transicdo nutricional ocorrida no século passado foi um dos
principais fatores que acarretou em alteracdes dos habitos alimentares,
convergindo para a ingestdo de uma dieta mais rica em lipidios
(particularmente de origem animal), acUcares e alimentos refinados, e pobre
em carboidratos complexos e fibras alimentares, a qual tem sido designada
como "dieta ocidental” (MONTEIRO et al., 1995).

A alta quantidade de lipidios na dieta esta associada ao elevado
consumo de acidos graxos saturados, trans e poliinsaturados dmega-6
(OMS, 2003; IBGE, 2004). H& evidéncias de que o alto consumo de acidos
graxos saturados eleva a concentracdo plasmatica de colesterol total e da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e, deste modo, a incidéncia da

aterosclerose, a qual aumenta o risco de ocorréncia de doencas
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cardiovasculares (DCV) (GRUNDY, 2001). Atuando da mesma forma, a
ingestdo de 4&cidos graxos trans também acarreta em alteracdo da
concentracdo plasmatica de colesterol total, VLDL-colesterol, LDL-colesterol
e triacilgliceréis (TAG), além de induzir um quadro de esteatohepatite ndo
alcodlica. Todos estes fatores estdo associados ao desenvolvimento da
resisténcia a acdo da insulina e hiperglicemia, ao mesmo tempo em que
possuem relacdo positiva com as DCV (MACHADO et al., 2010; WILLETT,
ASCHERIO, 1995).

As informacgdes disponibilizadas pela POF 2002-2003 evidenciaram
aumento do consumo de produtos industrializados, lipidios totais e de
gorduras saturadas, aliado ao baixo consumo de frutas e de hortalicas e a
diminuicdo da ingestdo de cereais e de leguminosas. Esses fatos estdo
associados a crescente participacdo das DCNT no perfil de morbi-
mortalidade da populacdo brasileira e, particularmente, com o aumento da
prevaléncia do excesso de peso no pais (IBGE, 2004; LEVY-COSTA et al.,
2005).

Os dados mais atuais da POF indicam uma pequena melhora no que
diz respeito ao aumento do consumo de frutas, legumes e verduras, bem
como a diminuicdo do consumo de farinhas, féculas e massas; acucares;
panificados e Oleos e gorduras. No entanto, o consumo de cereais,
leguminosas e oleaginosas continua decrescendo e, em contrapartida, o
consumo de carnes, visceras, pescados e alimentos industrializados,
aumentando (IBGE, 2010; MONTEIRO et al., 2010). Tais fatos evidenciam
uma dieta ainda caracterizada pela presenca excessiva de lipidios, ao
mesmo tempo em que h& evidéncias de que o elevado consumo desse
nutriente possa contribuir para o desenvolvimento da obesidade (WEST;
YORK, 1998; ASTRUP et al., 2000).
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1.2 INFLAMACAO CRONICA INDUZIDA PELA OBESIDADE

A resposta inflamatéria promove a sintese e a liberagdo de citocinas
pro-inflamatdrias, quimiocinas, fatores angiogénicos e de crescimento, bem
como a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio,
sendo esse processo parte fundamental da resposta imune na presenca de
patdgenos (BEUTLER et al., 2006). Entretanto, ha exemplos de situacfes
nas quais a inflamacdo ndo € decorrente da presenca de patbgenos no
organismo, sendo esta estimulada contra componentes teciduais, conforme
pode ser observado em doencgas auto-imunes, como artrite reumatoide e
lGpus eritematoso sistémico (ABOU-RAYA; ABOU-RAYA, 2006). Ha também
classes de doencas que apresentam um componente latente de inflamacéo
cronica, conforme se verifica nas doencgas inflamatoérias intestinais — doencga
de Crohn e retocolite ulcerativa inespecifica —, nas quais ha evidente
relacdo entre fatores genéticos e ambientais na etiologia (GUARNER, 2007).

Cabe ressaltar que a obesidade também representa um fator
etiolégico da inflamacédo crbénica e, consequentemente, da disfuncdo de
orgdos (QATANANI; LAZAR, 2007; BERG; SCHERER, 2005). A ingestao
excessiva de lipidios acarreta em maior armazenamento desse nutriente no
interior do adipdcito (hipertrofia), no entanto, quando o adipécito ultrapassa o
seu limiar critico de armazenamento, esta célula exibe sinais de estresse
como: hipoxia, alteracdo da funcdo mitocondrial, aumento da producao de
ERO, ativacdo de vias de sinalizacdo intracelulares envolvidas com
apoptose, liberacédo de acidos graxos nao esterificados (AGNE), aumento da
sintese de citocinas pro-inflamatorias e estresse do reticulo endoplasmatico
(HOTAMISLIGIL, 2010; GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2007; OPIE; WALFISH,
1963).

Em estudos envolvendo humanos e animais, constata-se que a
resposta inflamatéria decorrente da obesidade reside, inicialmente, no tecido

adiposo, que € responsavel pela secrecdo de diversas citocinas pro-
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inflamatdrias, como o fator de necrose tumoral (TNF)-a, a interleucina (IL)-6
e a IL-1 e de fatores com acdo quimiotatica, como a proteina quimiotética
para mondcitos (MCP)-1. Neste sentido, constata-se que a expressao de
adipocinas com agdo pro-inflamatoria é elevada em camundongos e
humanos obesos, enquanto a sintese de adiponectina — adipocina com
acdo antiinflamatéria — é reduzida (CANCELLO; CLEMENT, 2006). Uma
das hipéteses sugeridas para a reducdo da concentracdo plasmatica da
adiponectina em individuos obesos esté relacionada a modulagdo exercida
por citocinas pro-inflamatorias, como a IL-6, que promove a reducdo da
expressdo génica e da liberacdo da adiponectina em adipdcitos (OUCHI et
al., 2000). Cabe destacar que a concentracdo plasmatica de adiponectina
possui correlagdo negativa com o percentual de gordura corporal, a
distribuicdo de gordura central, a concentracdo plasmatica de insulina em
jejum, a tolerancia oral a glicose e com fatores de risco cardiovascular, como
pressao arterial sistélica e diastolica e concentracdes plasmaticas de
colesterol total, LDL-colesterol, TAG e acido urico (MATSUZAWA et al.,
2004).

1.3 EFEITO DA RESPOSTA INFLAMATORIA SOBRE A VIA DE
SINALIZACAO DA INSULINA

A insulina € um hormdnio produzido pelas células B das ilhotas
pancreaticas e € importante para a manutencdo da homeostase da glicose e
do crescimento e diferenciacao celular. Sua secrecéo ocorre em resposta ao
aumento da concentracdo plasmatica de glicose e de aminoacidos. Sob esse
aspecto, destaca-se, dentre as suas fungbes, a reducdo da producdo
hepatica de glicose — por meio da diminuicdo da gliconeogénese e da

glicogendlise —, aumento da captacéo periférica de glicose pelos tecidos
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muscular e adiposo, estimulo da lipogénese no figado e no tecido adiposo
branco, reducdo da lipdlise, bem como aumento da sintese proteica e
inibicdo da protedlise (BOGARDUS et al., 1995).

A partir de uma complexa via de sinalizagdo, a insulina realiza suas
funcBes bioldgicas, que sao inicialmente desencadeadas pela sua ligacdo ao
receptor de insulina (IR) (TANIGUCHI et al., 2006). Em condi¢gdes normais, a
ligacdo da insulina a subunidade a de seu receptor permite que a
subunidade [ adquira atividade quinase, o0 que promove a alteracao
conformacional e auto-fosforilagdo do IR. Uma vez ativado, o IR fosforila
residuos de tirosina contidos em varios substratos proteicos, como o
substrato do receptor de insulina (IRS) (SALTIEL; PESSIN, 2002). A
fosforilacdo em tirosina das proteinas IRS-1 e IRS-2 propicia a formacao de
sitios de reconhecimento para moléculas contendo dominios com homologia
a Src 2 (SH2), como a fosfatidilinositol 3—quinase (P1 3-K) (WHITE, 1998), o
gue culmina na ativacdo de quinases, como a quinase dependente de
fosfoinositol (PDK)-3 (SALTIEL, KAHN, 2001). Dentre os substratos
conhecidos dessa quinase, destaca-se a proteina quinase B (PKB/AKT),
bem como as formas atipicas da proteina quinase C (PKC) (LIU et al., 1999).
A AKT, por sua vez, € responsavel por mediar os efeitos da insulina no
transporte de glicose, o qual é realizado pelo transportador de glicose
(GLUT)-4 em tecidos periféricos, como no musculo e no tecido adiposo
(SALTIEL, KAHN, 2001).

Dentre outras funcdes, a ativacdo da AKT também favorece a sintese
de glicogénio, uma vez que a AKT inativa a proteina quinase da glicogénio
sintase (GSK)-3, o que reduz a taxa de fosforilacdo da enzima glicogénio
sintase e, consequentemente, aumenta a atividade desta enzima (CROSS et
al., 1995). Neste contexto, a ativacao da Pl 3-K induz a ativacao da proteina
fosfatase 1, o que promove a desfosforilacdo da enzima glicogénio sintase
(BRADY et al., 1997).

A ativacdo da AKT também tem influéncia na supressdo da
gliconeogénese hepatica, uma vez que esta proteina fosforila uma familia de

fatores de transcricdo designada FOXO, o que reduz a expressao de genes
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gue codificam enzimas envolvidas na neoglicogénese, como a
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e glicose-6-fosfatase (G-6-Pase)
(LIAO et al., 1998; HALL et al., 2000).

A fosforilacdo do IRS-1 no seu residuo de serina na posi¢cao 307 por
determinadas quinases acarreta em diminuicdo da sua capacidade de
ligacdo ao IR, com consequente diminuicdo da ativacdo da Pl 3-K e do
transporte de glicose nos tecidos muscular e adiposo, a0 mesmo tempo em
gue promove reducdo da capacidade de sintese de glicogénio e da inibicdo
da producao hepética de glicose no figado, cuja associagéo de fatos culmina
no aumento da glicemia (ZICK, 2005).

As citocinas pro-inflamatérias podem prejudicar a sinalizacdo da
insulina por diversos mecanismos, incluindo a ativacdo da familia de
proteinas supressoras da sinalizacdo de citocinas (SOCS), uma vez que
estas podem diminuir a capacidade de ligacdo do IRS-1 e do IRS-2 ao IR,
bem como reduzir a atividade e aumentar a degradacdo do IRS-1
(HOWARD; FLIER, 2006; LEBRUN; VAN OBBERGHEN, 2008). Cabe
destacar que o aumento da expressdo da SOCS-3 no tecido hepatico
diminui a atividade da PI-3K (UEKI et al., 2004).

Algumas quinases podem ser consideradas proteinas-chave no que
diz respeito a fosforilacdo do residuo de serina 307 da IRS-1, como a
quinase do inibidor do fator nuclear kappa B (IKK)-B, a c-jun N-terminal
quinase (JNK) e a PKC, as quais estdo diretamente relacionadas ao
desenvolvimento da resisténcia a acdo da insulina em resposta a um
estresse fisioldgico, como observado, por exemplo, em animais submetidos
a ingestao de racdo hiperlipidica (HL) (HIROSUMI et al., 2002; AGUIRRE et
al., 2000; GAO et al., 2003; GRIFFIN et al., 1999; ZICK, 2005; GAO et al.,
2002).

A JNK ¢é ativada por citocinas, como o TNF-a, e por AGNE (AGUIRRE
et al., 2000; GAO et al., 2002). Por outro lado, camundongos knockout para
0s genes que codificam as proteinas JNK-1 e JNK-2, quando submetidos a
ingestdo de racdo HL (50% do valor energético total na forma de lipidios),

apresentam reducdo da fosforilacdo do residuo de serina 307 do IRS-1
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(TUNCMAN et al., 2006). A IKK-B também esta envolvida na ativagédo da via
de sinalizacdo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) e,
consequentemente, esta quinase pode favorecer o aumento da resposta
inflamatéria e do desenvolvimento da resisténcia periférica a acdo da
insulina (SHOELSON et al., 2006). Em ensaios envolvendo culturas de
hepatécitos, o bloqueio da ativagcdo da IKK proporciona as células
resisténcia a acdo do TNF-a. Portanto, similarmente a JNK, a ativagao da
IKK-B no figado por si sé parece ser suficiente para ocasionar a resisténcia a
acao da insulina (CAl, et al., 2005).

1.4 RESISTENCIA A ACAO DA INSULINA E INFLAMACAO NO
TECIDO HEPATICO

Embora o tecido adiposo tenha sido o principal foco em alguns
estudos sobre a sinalizacdo e a resposta inflamatoria em condicdes
obesogénicas, tem sido evidente que ha outros tecidos metabolicamente
importantes no que diz respeito as respostas imune e metabdlica nessas
circunstancias (OLEFSKY; GLASS, 2010). O figado é um o6rgdo que
apresenta diversas funcfes relevantes no organismo, como regulacdo do
metabolismo de macronutrientes, papel na detoxificacdo de xenobioticos,
bem como possui a capacidade de regeneracdo, o0 que evidencia a
capacidade deste 6rgdo de executar reacdes adequadas para manter a
homeostase corporal (RACANELLI; REHERMANN, 2006).

O figado é um 6rgdo essencial no que diz respeito a regulacdo do
metabolismo da glicose, de aminoacidos e de lipidios (CONSOLI, 1992,
RADZIUK; PYE, 1999). Dentre as células que estruturam este tecido,
encontram-se 0s hepatdcitos, que sdo responsaveis por funcdes de sintese,

de secrecdo e de eliminacédo; as células estelares, que secretam colageno;
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as células de Kupffer, que sdo macréfagos residentes; as células epiteliais
do ducto biliar; e as células endoteliais dos sinusoides (ZAHLTEN et al.,
1981). As células de Kupffer sdo o maior grupo de macréfagos residentes do
organismo humano e representam aproximadamente 20% das células nédo
parenquimais hepaticas — derivadas de mondcitos circulantes —, que
residlem no espago vascular sinusoOide, predominantemente na &rea
periportal (MACKAY, 2002).

A funcéo central do figado na resposta inflamatoria é ressaltada pela
sua localizacdo anatébmica Unica, que permite aporte sanguineo continuo
ndo apenas pelo sistema arterial (artérias hepaticas), mas também pelo trato
digestorio, via veia porta. A organizacao estrutural do parénquima hepatico
tem importante implicacdo na fungdo imunolégica e, nesse contexto,
destaca-se que cerca de um terco do total do sangue circulante perfunde o
figado por minuto (RACANELLI; REHERMANN, 2006), o que implica que
cerca de 10° linfécitos entram em contato, diariamente, com o tecido
hepatico (WICK et al., 2002). Aliado a esse fato, células sanguineas do
sistema imune inato e adaptativo circulam por uma rede de sinuséides no
figado, o que permite contato com uma variedade de células, como
hepatocitos, células endoteliais e células Kupffer. A comunicacdo entre
essas células e a regulacdo das funcdes hepaticas sdo principalmente
mediadas por citocinas, as quais tém acdo enddcrina, paracrina e autoécrina
(RACANELLI; REHERMANN, 2006; TACKE et al., 2009).

A obesidade, especialmente do tipo visceral, leva ao desenvolvimento
da resisténcia a acado da insulina no figado, sendo esta uma das principais
causas do desenvolvimento da intolerancia a glicose e, subsequentemente,
do DM tipo 2, cujo fato pode estar relacionado a auséncia da supressao da
producdo enddgena hepéatica de glicose apos as refeicdes (SIRONI et al.,
2011; MADEC et al., 2011; FERRANNINI et al., 1988).

Diversos estudos tém demonstrado que a sinalizacdo hepatica da
insulina ocorre, principalmente, em funcédo da proteina IRS-2, ao invés do
IRS-1 (ROTHER et al., 1998; KIDO et al., 2000). As funcdes fisiolégicas do

IRS-1/2 foram estabelecidas em estudos envolvendo camundongos
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knockout para esses substratos. O camundongo que nao expressa o0 IRS-1
apresenta resisténcia a acdo da insulina e retardo de crescimento, mas nao
é hiperglicémico (ARAKI et al., 1994). Entretanto, o camundongo que n&o
expressa o IRS-2 apresenta um fenétipo diferente do camundongo sem IRS-
1: hiperglicemia acentuada devido a resisténcia a acdo da insulina nos
tecidos periféricos, faléncia da atividade secretoria e reducédo significativa da
massa das células B pancreaticas (WITHERS et al., 1998). A resisténcia
hepatica a acdo da insulina é um fator relevante envolvido na fisiopatologia
do DM tipo 2, sendo que a diminuicdo da expressdo do IRS-2, com
resultante interrupcdo da sinalizacdo mediada pela PI-3K e pela proteina
PKB/AKT, tém sido observadas em estudos envolvendo modelos animais,
como em ratos ob/ob (KEROUZ et al.,1997; SHIMOMURA et al., 2000). Em
conjunto, esses estudos evidenciam que a resisténcia a acao da insulina no
figado € mediada também pela inibicdo da IRS-2 (YAHAGI et al., 2002).

A doenca hepatica gordurosa nédo alcodlica (DHGNA) é uma das
doencas hepaticas cronicas mais prevalentes em todo o mundo (SMITH;
ADAMS, 2011; CHARLTON et al., 2001). Estudos populacionais em paises
ocidentais como os Estados Unidos da America tém demonstrado
prevaléncia entre 20-30% para esta doenca, enquanto em paises orientais,
como a China, entre 13-17% (BROWNING; HORTON, 2004a; ZELBER-
SAGI et al., 2006; FAN et al., 2005; SHEN et al., 2003) A resisténcia a acao
da insulina € um fator de risco para o desenvolvimento da DHGNA, a qual
apresenta prevaléncia de 95% na populacdo obesa. Dentre os principais
fatores que contribuem para o desenvolvimento dessa doenca, destacam-se
o estilo de vida e o aumento do consumo de alimentos com alto teor de
lipidios e de aguUcares. Ressalta-se que a DNAFG é caracterizada por
acumulo de lipidios em hepatdcitos, que representa, ao menos, 5% do peso
deste tecido (BASARANOGLU et al., 2010).

A esteatose hepatica ndo alcoodlica (EHNA), a qual é considerada um
subgrupo da DHGNA, apresenta prevaléncia de 3% em individuos adultos e
pode ser caracterizada como uma patologia crbnica e progressiva, que

possui a capacidade de evoluir, em longo prazo, para a fibrose hepatica, a
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cirrose, o carcinoma hepatocelular e a faléncia hepéatica (CALDWEL et al.,
1999; POONAWALA et al., 2000; MARCHESINI et al., 1999; RATZIU et al.,
2002).

A fisiopatologia da EHNA ainda ndo esta completamente esclarecida,
no entanto, a principal hip6tese implica em duas fases, sendo que, na
primeira fase, a EHNA ocorre, inicialmente, devido ao armazenamento
inadequado de lipidios ou acumulo ectdpico desse nutriente. Na segunda
fase, 0 estresse oxidativo provoca lesédo do hepatdcito e, consequentemente,
desenvolvimento da inflamacgéao (TILG; MOSCHEN, 2010; MARCHESINI et
al., 2001; MARCHESINI et al., 1999).

O aumento da producdo de ERO e da peroxidacdo lipidica na
membrana plasmatica e em organelas de hepatocitos promove a
necroinflamacéo, a ativacdo de células estelares e a fibrose no figado.
Nesse contexto, a elevada concentracdo de AGNE na circulagdo e no
figado; as anormalidades mitocondriais; as endotoxinas derivadas do
intestino, como lipopolissacarideos (LPS), oriundos de bactérias Gram
negativas e sua interacdo com o figado; e a sintese de adipocitocinas sao
considerados os principais fatores de risco no desenvolvimento da esteato-
hepatite em modelos animais. Os AGNE também sdo considerados
importantes indutores da producdo hepatica mitocondrial, peroxissomal e
microssomal de ERO, bem como tém relevante papel na transicdo da
esteatose simples para a EHNA (SEPPALA-LINDROOS et al., 2002;
MILAGRO; CAMPION; MARTINEZ, 2006).

1.5 ERVA-MATE (llex paraguariensis)

A erva-mate (llex paraguariensis) € uma arvore da familia das

aquifolidceas nativa da regido subtropical da América do Sul presente no sul
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do Brasil, norte da Argentina, no Paraguai e no Uruguai (ANDERSEN;
FOGH, 2001). O consumo de bebidas a base de erva-mate é uma pratica
observada ha centenas de anos, sendo que sua propriedade estimulante ja
era previamente conhecida pelos indigenas antes da chegada dos europeus
na América do Sul (BASTOS et al., 2007a; BASTOS et al., 2007b; BASTOS
et al., 2005). Segundo a medicina popular e herboristas, sua ingestao
poderia atuar na melhoria da artrite, cefaléia, constipagdo intestinal,
reumatismo, obesidade, fadiga, edema, hipertensdo arterial sistémica,
digestdo lenta e disturbios hepaticos (BASTOS; TORRES, 2003; ANESI;
FERRARO; FILIP, 2005).

De acordo com a legislacdo brasileira, o extrato aquoso de erva-mate
(EAEM) pode ser classificado como tal quando se utiliza exclusivamente
como produto folhas/ramos secos e desintegrados da llex paraguariensis
(ANVISA, 1998). O cha mate, atualmente, & consumido de forma regular por
milhdes de pessoas, com ingestdo média diaria de um litro nas regides em
gue seu consumo é cotidiano, sendo esta bebida considerada uma
alternativa para a ingestao de café (MOSIMANN; WILHELM-FILHO; SILVA,
2006). Dentre as principais formas de consumo, sdo amplamente
conhecidas: o chimarrdo, tereré, cha-mate e mate cozido. O primeiro se
caracteriza pela bebida obtida da maceracdo da erva-mate verde e
cancheada em agua quente, sendo consumido no sul do Brasil, no Uruguai,
na Argentina e no Paraguai. O tereré € feito com a erva nas mesmas
condicles, entretanto, utilizando-se agua fria ou gelada, sendo consumido
mais frequentemente no leste e no sul do Brasil, na Argentina e no Uruguai
(MAZZAFERA et al., 1997). O cha mate, por sua vez, se caracteriza pela
infusdo da erva-mate torrada, enquanto que o mate cozido se refere a erva
verde fermentada na forma de cha, usualmente comercializada em sacos,
como o cha-mate (BASTOS et al., 2005).

Apesar do mercado para bebidas a base de erva-mate ter crescido
em funcéo dos beneficios a saude vinculados pela midia e pelo lancamento
de novos produtos com maior aceitacdo pelo publico, como as bebidas

prontas para ingestao aromatizadas com aroma natural de frutas (maca e



39

péssego) (IBGE, 2005), os resultados cientificos relatando os efeitos da
erva-mate sao relativamente recentes, sendo que, apenas na década de
1990, que foram publicados os primeiros trabalhos que demonstraram a
atividade antioxidante in vitro e in vivo de infusdes de erva-mate verde
(chimarréo) (CAMPOS et al., 1998). Alem disso, alguns estudos aventam
gue a ingestdo do cha mate possa estimular o sistema nervoso central
(GONZALEZ et al., 1993) e aumentar a protecao de oxidacdo do DNA e da
lipoperoxidacdo da LDL (BRACESCO et al., 2003; HECK; DE MEJIA, 2007).

Compostos bioativos (CBA) e nutrientes tém sido identificados no cha
mate, como: cafeoil-derivados (acido cafeico, acido clorogénico, acido 3,4-
dicafeoilquinico, éacido 3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico),
flavondides (quercetina, rutina e kaempferol), metilxantinas (cafeina, teofilina
e teobromina), taninos, numerosas saponinas triterpénicas — derivadas do
acido ursolico e conhecidas como metasaponinas —, alguns aminoacidos,
minerais (fosforo, ferro e calcio) e vitaminas (B1, B2 e C) (POMILIO et al.,
2002; ZAPOROZHETS et al., 2004; KRAEMER et al., 1996). No que
concerne a atividade antioxidante do cha-mate, os cafeoil-derivados sé&o
considerados 0s principais constituintes primarios responsaveis pela
capacidade antioxidante do cha mate (HECK; DE MEJIA, 2007). De modo
geral, a concentracdo de polifenéis na erva-mate € superior a do cha verde e
similar aquela encontrada em vinhos tintos (BIXBY et al., 2005).

Embora a presenca das metilxantinas colabore para a maior parte dos
efeitos fisiologicos da erva-mate, como, por exemplo, o efeito termogénico
(PANG et al., 2008; POMILIO et al. 2002), muitas outras propriedades tém
sido encontradas independentemente da presenca desses compostos. A
presenca de saponinas na erva-mate apresenta a capacidade de interferir no
metabolismo do colesterol e retardar a absorcdo intestinal de lipidios
dietéticos, por meio da inibicdo da lipase pancreatica (HAN et al., 2002;
RODRIGUEZ DE SOTILLO; HADLEY, 2002). O &cido clorogénico, que € um
composto fendlico também encontrado na erva-mate, pode melhorar a
tolerancia a glicose, diminuir os lipidios hepaticos e plasmaticos em ratos

Zucker obesos, hiperlipidémicos e resistentes a acdo da insulina
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(HOSTTETMANN; MARSTON, 1995), bem como a oxidacdo de &cidos
graxos insaturados no figado (MARTINS et al., 2009).

1.5.1 Erva-mate e Inflamacgéao

Os estudos que relacionam a ingestdo do EAEM e sua capacidade de
modular a resposta inflamatéria sdo escassos, no entanto, diversos autores
tém pesquisado a atuacdo de CBA isolados presentes no EAEM sob este
enfoque. O &cido cafeico, por exemplo, possui a capacidade de inibir a
atividade das enzimas 5-lipoxigenase (LOX), 12-LOX e ciclooxigenase
(COX), que estdo diretamente relacionadas com a sintese de eicosandides
(prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos) (KOSHIHARA et al., 1984;
MIRZOEVA et al., 1996; MICHALUART et al., 1999), enquanto o acido 3,5-
dicafeoilquinico, por sua vez, também presente no cha-mate, possui a
capacidade de inibir a expressao da enzima oxido nitrico sintase-2 (NOS-2)
e de diminuir a atividade transcricional do fator de transcricdo NF-kB em
macroéfagos ativados por LPS (OLMOS et al., 2008).

Em um estudo in vitro, utilizando macrofagos ativados por LPS, a
guercetina demonstrou ser um dos mais potentes inibidores da resposta
inflamatdria, uma vez que reduz a atividade da COX-2 nessas ceéulas
(PUANGPRAPHANT; DE MEJIA, 2009). Além disso, em macréfagos
ativados, o Kaempferol e a quercetina, os quais estdo presentes no cha
mate, sdo capazes dede inibir a expressdo génica e proteica da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iINOS), bem como a producéo de 6xido nitrico.
Interessantemente, estes dois flavondides também apresentam a
capacidade de inibir a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB, que é um
potente fator de transcrigdo para a iINOS (HAMALAINEN et al., 2007).
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Em adendo, novamente em macrofagos ativados por LPS, a
combinacdo de quercetina/saponinas da erva-mate resultou em interacao
sinérgica, inibindo a producdo de 6xido nitrico (NO) e prostaglandinas E2.
Essa combinacdo também suprimiu a sintese de IL-18 e de IL-6, 0 que
resultou na reducdo da translocacdo do NF-kB, induzida por LPS, do
citoplasma para o nucleo celular. Entretanto, o extrato bruto ndo possui esse
potente efeito antiinflamatdrio em fungéo dos efeitos antagonistas de alguns
compostos presentes na erva-mate (PUANGPRAPHANT; DE MEJIA, 2009).

Um estudo recente conduzido por Arcari e colaboradores (2011)
verificou que a suplementacdo com o EAEM em camundongos alimentados
com racao HL por 16 semanas diminuiu a expressao génica das citocinas IL-
6, TNF-a e INOS, bem como aumentou a expresséo proteica do IRS-1 (Tyr
1.222) e da AKT (Ser 473), nas suas formas fosforiladas, no tecido hepatico.
Tais resultados indicam que o EAEM diminui a resposta inflamatoria, bem
como reverte o prejuizo da via de sinalizacdo da insulina no tecido hepatico

em animais alimentados com racéao HL.
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2 JUSTIFICATIVA

Estudos apontam que a obesidade, principalmente visceral, esta
associada a um quadro de inflamagé&o cronica e de baixa intensidade, o qual
pode ser considerado como fator etiol6gico para o desenvolvimento da
resisténcia a acdo da insulina, que representa o defeito primario na génese
do DM tipo 2 (QATANANI; LAZAR, 2007; BERG; SCHERER, 2005). Além
disso, verifica-se que hd um aumento da concentracdo sanguinea de
biomarcadores inflamatdrios como proteina C reativa (PCR), IL-1, IL-6, TNF-
a, inibidor do ativador de plasminogénio (PAI)-1 e MCP-1 em individuos
obesos e em roedores submetidos a dieta HL.

A elevada ingestéo de lipidios pode contribuir para o desenvolvimento
da obesidade, na qual ha hipertrofia do adipdcito, acarretando em aumento
da sintese de citocinas pro-inflamatérias e da lipolise. Tais fatos culminam
em um aumento da concentracdo plasmatica de AGNE e de TNF-q, os quais
induzem aumento da expressdo hepatica de proteinas quinases (IKK- e
JNK) envolvidas na inibicdo da via de sinalizacdo da insulina e na ativacao
do fator de transcricdo NF-kB, o qual promove a ativacéo da transcricdo de
diversos genes envolvidos na resposta inflamatoria.

Estudos recentes mostram que o EAEM contém compostos bioativos
como o0 acido cafeico, o acido 3,5-dicafeoilquinico, a quercetina e o
kaempferol, os quais apresentam a capacidade de reduzir a resposta
inflamatdria (CAVE et al., 2008; NARDINI et al., 2001; OLMOS et al., 2008).

Dentro desse contexto, verifica-se que a inflamacao e a resisténcia a
acao da insulina induzidas pela ingestao de dieta HL podem ser tratadas néao
apenas pela reducdo da gordura corporal, mas potencializadas por meio da
ingestdo de nutrientes e de CBA dos alimentos. Sendo assim, torna-se
essencial a realizacédo de estudos que avaliem in vivo o efeito da ingestdo do
EAEM na modulacdo da resposta inflamatoria e da via de sinalizacdo da

insulina.
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3 HIPOTESE DE ESTUDO

A ingestéo de dieta HL acarreta em aumento das concentragdes de
citocinas e dos AGNE circulantes, o que aumenta a resposta inflamatoria e
induz resisténcia a acao da insulina. O EAEM contém CBA que podem
diminuir a expressao hepatica da quinases JNK e IKK-B e, desta maneira,
reduzir a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB, bem como atenuar a

intolerancia a glicose (figura 1).

Dieta
Hiperlipidica

Degradagio

b

I\ LN

Sintese de gicogénio *Neoglicogénese

IL-6, TNF-a, MCP-1,
VCAM-1

Figura 1. Possivel mecanismo de a¢do dos compostos bioativos presentes no extrato aquoso de
erva-mate. (1) indica inibicdo; (—) indica ativagéo; (*) indica possivel ponto de atuagdo dos CBA
presentes no EAEM; (TNF-a: fator de necrose tumoral-alfa; TNFR: receptor do fator de necrose
tumoral-alfa; IR: receptor de insulina; AGS: &cidos graxos saturados; MD2: proteina MD2; TLR4:
receptor do tipo Toll 4; TAK 1: quinase ativada pelo fator de transformagéo do crescimento 8; JNK: c-
Jun N terminal kinase; IRS-1/2: substrato do receptor de insulina 1/2; IKK-f: quinase do inibidor do
kappa B; GLUT2: transportador de glicose 2; AGNE: acidos graxos ndo-esterificados; PKC: proteina
quinase C; PI3K: fosfatidilinositol 3-quinase; IkB-a: inibidor do fator nuclear kappa B; NF-kB: Fator
nuclear kappa B; GSK-3: proteina quinase da glicogénio sintase; AKT: PKB ou proteina quinase B;
FOXO: forkhead box protein O1; G6Pase: glicose-6-fosfatase; PEPCK: fosfoenolpiruvato
carboxiquinase; IL-6: interleucina-6, MCP-1: proteina quimiotatica para mondcitos-1; VCAM-1:
molécula de adesao celular vascular-1).
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4 OBJETIVO

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da ingestdo do EAEM (llex paraguariensis) sobre a
resposta inflamatéria e via de sinalizacdo da insulina no figado de ratos
alimentados com ragao HL.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da ingestdo do EAEM (llexparaguariensis) sobre:

o A expressdo das proteinas JNK, IKK-B e IRS-1, nas suas
formas totais e fosforiladas, quando estimuladas ou ndo por insulina
intravenosa, no figado de ratos alimentados com racéao HL.

o A composicao corporal de ratos alimentados com racao HL.

o A concentracdo sanguinea de glicose, insulina, colesterol total,
HDL-colesterol, LDL-colesterol, VLDL-colesterol, TAG, adiponectina,
leptina, TNF-a, IL-6, MCP-1, PAI-1 e PCR e a atividade sérica das
enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) em ratos alimentados com racéo HL.

o A resposta glicémica ap6s o teste oral de tolerancia a glicose
(oGTT) e o teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (ipITT) em

ratos alimentados com racdo HL.
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5 MATERIAL E METODOS
51 CONDIQOES EXPERIMENTAIS
5.1.1 Animais

Foram utilizados 36 ratos Wistar, machos, adultos e com dois meses
de idade. Os animais foram mantidos em gaiolas de criacdo, sob condi¢cdes
ambientais controladas, temperatura de 22 + 2 °C, umidade relativa de 55 +
10% e ciclo de iluminag&o 12h claro/12h escuro (luz acesa as 7:00 h).

Todos os procedimentos a serem realizados com os ratos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto de
Medicina Tropical da Universidade de S&o Paulo (n° de protocolo 048/2009).

5.1.2 Racéo

Os animais foram alimentados ad libitum com agua e racéo elaborada
para ratos adultos, segundo o American Institute of Nutrition (AIN — 93M)
(REEVES; NIELSEN; FAHEY Jr, 1993). A racao HL (tabela 1) foi baseada
no AIN-93M, sendo acrescida de banha de porco em substituicdo ao amido
de milho, o que visa aumentar o teor de lipidios da dieta e,
consequentemente, favorecer a inducédo de ganho de peso em ratos.

Em um estudo piloto, observou-se que os animais alimentados com
racdo HL apresentavam reducdo da quantidade de racdo consumida (em
gramas) em comparacdo aos animais alimentados com racdo controle
(CON). Todavia, em razdo da maior densidade energética da racdo HL, o
consumo calérico ndo diferiu entre os grupos. Sendo assim, optou-se por

ajustar a quantidade dos ingredientes das racdes experimentais pelo seu
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valor energético em detrimento do ajuste pelo peso da racdo com o objetivo
de promover um consumo diario semelhante de proteinas, sacarose,
micronutrientes, acidos graxos essenciais e fibras entre os dois grupos
(TALLMAN; TAYLOR, 2003; KISHINO et al., 2006; JOBGEN et al., 2009;
SAFWAT et al., 2009). Além disso, em razdo da maior susceptibilidade da
racdo HL a oxidacdo, aumentou-se a quantidade de tertbutil hidroquinona
nessa racado (PANG et al., 2008).

Tabela 1 — Composicao das racdes experimentais segundo valor energético.

Racdo CON Racao HL

Ingredientes Gramas por 1.000 kcal de racao
Amido 155,40 29,65
Sacarose 25,04 25,04
Caseina (78,49%) 35,05 35,05
Oleo de soja 10,01 10,01
Banha de porco 0,00 55,44
Celulose 12,52 12,52
Mix minerais 8,76 8,76
Mix de vitaminas 2,50 2,50
L- cistina 0,45 0,45
Bitartarato de colina 0,63 0,63
Tertbutil hidroquinona 0,002 0,007

5.1.3 Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos inicialmente em dois grupos, com 18
animais em cada grupo. Um grupo recebeu a racdo CON, ou seja, a racao

formulada segundo a AIN-93M, enquanto o outro grupo recebeu a racao HL.
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Ap6s 12 semanas de protocolo, seis animais de cada grupo foram
sacrificados, os quais foram considerados grupos “baseline”. Posteriormente,
seis animais de cada grupo receberam, por gavagem, durante um periodo
de quatro semanas, o0 EAEM (llex paraguariensis) tostada (1 g/kg/dia)
(ARCARI et al., 2009; MARTINS et al., 2010). Desse modo, o estudo foi
realizado com seis grupos experimentais:

o Grupo CONBL: grupo “baseline”, com racdo CON, que foi
eutanasiado ap0s 12 semanas do inicio do protocolo (n = 6).

o Grupo CON: grupo com racao CON, que foi eutanasiado apés
16 semanas do inicio do protocolo (n = 6).

o Grupo CONEM 1: grupo com racdo CON, que recebeu o
EAEM (1 g/kg de massa corporal) entre a 132 e a 162 semana de protocolo,
sendo eutanasiado ap6s 16 semanas do inicio do protocolo (n = 6).

o Grupo HLBL: grupo “baseline”, com ragdao HL, que foi
eutanasiado apos 12 semanas do inicio do protocolo (n = 6).

o Grupo HL: grupo com ragcdo HL, que foi eutanasiado apés 16
semanas do inicio do protocolo (n = 6).

. Grupo HLEM 1: grupo com racdo HL, que recebeu o EAEM (1
g/kg de massa corporal) entre a 132 e a 162 semana de protocolo, sendo
eutanasiado apos 16 semanas do inicio do protocolo (n = 6).

Torna-se importante ressaltar que, em funcdo da necessidade do
estimulo da via da insulina, um lote de animais foi submetido ao mesmo
protocolo experimental, visando a aquisicdo de amostras hepaticas que
foram destinadas apenas para a extracdo dos tecidos e, posteriormente,
para a realizacdo do ensaio de Western Blotting (WB) das proteinas AKT e
IRS-1 fosforiladas.



48

5.1.4 Preparo e Administragdo da Erva-mate

A bebida a base de erva-mate (llex paraguariensis) foi preparada por
meio da dissolu¢cdo do cha mate instantaneo liofilizado (Ledo Janior S.A.,
Curitiba-PR, Brasil) em agua a temperatura ambiente autoclavada, com o
uso de um homogeneizador. A bebida foi sempre preparada no momento da
administracdo para evitar degradacdo dos CBA presentes no EAEM.
Visando o controle da quantidade a ser suplementada, o EAEM foi
administrado atraves de sonda gastrica (gavagem) durante as ultimas quatro
semanas do protocolo experimental. O grupo controle recebeu agua via
gavagem. Conforme descrito na literatura cientifica, a quantidade
administrada do EAEM correspondeu a 1 g/kg de massa corporal/dia
(ARCARI et al., 2009; MARTINS et al., 2010) em uma concentragéo de 0,2
g/mL, sendo esta a diluicio maxima possivel de ser obtida a partir da
manipulacéo do EAEM.

Ressalta-se que, no dia da eutanasia, 0os animais nao receberam o
EAEM e a agua por gavagem, no intuito de evitar qualquer tipo de estresse
aos animais, o que poderia acarretar em alteracdo dos parametros
metabdlicos de forma aguda. Em adendo, a administracdo do EAEM no dia
da eutanasia poderia ser um fator de confusdo na analise dos dados, visto
gue 0s compostos presentes na erva-mate poderiam causar um efeito agudo
em diferentes vias metabdlicas, sendo que o desfecho principal do presente
estudo € a avaliacdo dos efeitos cronicos da ingestdo do EAEM.

Cabe destacar que, no decorrer das duas etapas do protocolo
experimental, foram utilizados frascos do EAEM liofilizado do mesmo lote, o
gue permitiu a administracdo da mesma quantidade de CBA presentes na
erva-mate aos animais. Para evitar degradacdo dos mesmos, todos os
frascos foram armazenados, no decorrer no experimento, ao abrigo de luz e

de umidade.
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5.1.5 Quantificacdo e Identificacdo de Compostos Fendlicos e de

Cafeina Presentes no Extrato Aquoso de Erva-mate Liofilizado

A quantificagdo e identificagdo dos compostos fendlicos e cafeina
presentes na erva-mate liofilizada foram realizadas por cromatografia liquida
de ultra-eficiéncia (CLUE). A andlise foi processada com amostras em
triplicatas diluindo-se 100 mg de extrato soltuvel de erva-mate em 100 mL de
agua deionizada. Aliquotas de 1 mL foram filtradas com filtro para seringa
(Millipore, MA, EUA) e 5 pL injetados no cromatografo.

A fase moével foi constituida de acido férmico (Merck, Darmstadt,
Alemanha) 0,1% (v/v) em agua deionizada (A) e metanol grau HPLC (Gold,
CER Brasil) (B). Os solventes foram filtrados com membrana e
desgaseificados em ultrassom antes de serem acoplados ao sistema
cromatografico. O sistema foi equilibrado com uma mistura de 85:15 dos
eluentes A e B, respectivamente.

A andlise de compostos fendlicos foi realizada no modo de ionizagao
negativo e a analise de cafeina, no modo positivo. Foi realizada
primeiramente uma analise scan para selecionar os ions mais abundantes
de cada pico para analise do modo SIM (single ion monitoring).

A identificacdo do acido-5-dicafeoilquinico (5-CQA) e da cafeina foi
realizada de acordo com o tempo de retencédo, espectro de absorcédo UV e
espectro de massas, em comparacdo com os padrées de referéncia. A
identificacdo dos demais compostos fendlicos, os quais ndo apresentam
padrdo de referéncia, foi realizada pelos espectros de absorcdo UV e de
massas, com base nos resultados anteriormente descritos por Bastos et al.
(2007c) e Jailswal et al. (2010).

A quantificacdo foi realizada pelo DAD, por meio da curva de
calibracdo externa de 5 pontos com padréo de referéncia: cafeina a 272 nm
(5 a 40 pg ml™?, r?=0,99998) e 5-CQA a 324 nm (5 a 45 pg ml™, r=0,99995).

Os demais compostos fendlicos foram quantificados pela curva do 5-CQA e
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os resultados, somados ao do 5-CQA pela estimativa do teor de fendlicos
totais.

A metodologia foi validada pelo DAD, utilizado para quantificacéo dos
compostos do ch&. Foi determinada a precisdo das areas e tempo de
retencdo do 5-CQA e da cafeina, por meio da analise de oito replicatas do
cha intradia (repetibilidade) e interdia (preciséo intermediaria). Os limites de
deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados com base nos
parametros das curvas de calibracdo do 5-CQA e cafeina, conforme
metodologia proposta pela International Conference of Harmonization (ICH)
(U.S. DEPARTAMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 1996) e
avaliada por RIBANI et al. (2004): LD = 3,3*(s/S) e LQ = 10*(s/S), sendo o

[{Pgl)

s” o desvio-padrao residual de regressao e o “S” o coeficiente angular.

5.2 OBTENCAO DO MATERIAL BIOLOGICO

Dois procedimentos foram realizados para a obtencdo do material
bioldgico, visando primeiramente as amostras de sangue para analise sérica
dos parametros bioquimicos e inflamatérios e, posteriormente, as amostras
para a avaliacdo da expressao das proteinas escolhidas por meio do método
de WB.

Desta maneira, no primeiro procedimento, com 0S animais em jejum
de 8 a 12 horas, determinou-se a glicemia por meio do sangue da veia
caudal, utilizando-se um glicosimetro Accu-Chek Advantage Il (Roche
Diagnostics, Basel, Suica).

Primeiramente, os animais foram anestesiados com cloridrato de
xilazina (50 mg/kg) e cloridrato de quetamina (100 mg/kg), aplicados por via
subcutanea, por meio de uma seringa de insulina com agulha 20-G (BIKMAN

et al., 2009). Posteriormente, os animais foram eutanasiado por decapitacao,
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utilizando-se uma guilhotina apropriada. Esse procedimento foi realizado de
forma rapida, visando a minimizar qualquer forma de sofrimento ou estresse
dos animais. A eutanasia procedeu no periodo da manha, entre 8 h e 12 h.

Foram colhidas amostras do sangue de todos os animais de cada
grupo com anticoagulante para a obtencé&o do soro, a partir do qual foram
determinadas as concentracdes de insulina, colesterol total, HDL-colesterol,
LDL-colesterol, VLDL-colesterol, TAG, adiponectina, leptina, TNF-a, IL-6,
MCP-1, PAI-1, PCR e a atividade sérica das enzimas ALT e AST.

Posteriormente a coleta do sangue, os coxins adiposos e o figado
foram retirados e pesados. Fragmentos de cada lobo hepatico foram
imediatamente submetidos a fixacdo em formalina a 10%, para posterior
preparo dos cortes histologicos.

Ainda, a partir da carcaga desses animais foi realizada a analise da
composi¢cdo quimica da mesma, ou seja, a quantificacdo do conteudo de
agua,proteina, lipidios e cinzas presentes na carcaca.

No segundo procedimento, apOds constatar que o animal estava
anestesiado, a cavidade abdominal foi aberta e, em seguida, uma amostra
do tecido hepatico (100 mg) foi retirada do lobo superior direito. Para
promover o estimulo da via da insulina, foram injetadas 10 unidades (U) de
insulina regular humana (Novolin R, Novo Nordisk*, Montes Claros, M. G.,
100 U/ml) diluidas em solucéo salina na veia porta utilizando uma seringa
para insulina com agulha Ultra-fine® ii de comprimento de 8 mm e calibre de
0,3mm. Apo6s um periodo de 30 segundos, outra amostra do mesmo lobo de
tecido hepatico foi dissecada (KUBOTA et al., 2008). Depois de retiradas as
amostras do figado, ambas foram imediatamente armazenadas em
nitrogénio liquido até o final da eutanasia. Os animais foram eutanasiados
por decapitacdo, utilizando-se uma guilhotina apropriada. Esse procedimento
foi realizado de forma rapida, visando minimizar qualquer forma de
sofrimento ou estresse dos animais. O experimento foi realizado no periodo
da manh@, entre entre 8 h e 12 h.

Posteriormente, foi realizada a extracdo das proteinas totais do tecido

hepético dissecado. O figado foi utilizado para avaliacdo da expressao, por
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meio da técnica de WB, das proteinas JNK, IKK-B, AKT e IRS-1, tanto na
sua forma fosforilada quanto na sua forma total, e da proteina NFkB, apenas

na sua forma fosforilada.

5.3 ANALISES BIOQUIMICAS

5.3.1 Determinacdo da Concentracdo Sérica de Glicose

Por meio do sangue da veia caudal, determinou-se a glicemia de
jejum com o auxilio de um glicosimetro Accu-Chek Advantage Il (Roche
Diagnostics, Basel, Suica).

5.3.2 Determinacdo da Concentracao Sérica de Colesterol Total, LDL-

colesterol, HDL-colesterol, VLDL-colesterol e TAG

As dosagens das concentracdes séricas de colesterol total e de TAG
foram realizadas por meio de kit baseado em método enzimatico (Abbott
Laboratories, Chigaco, IL, EUA). A dosagem de HDL-colesterol sérico
também foi feita por método enzimatico, utilizando o kit comercial Randox
HDL Cholesterol Direct (Randox Laboratories, Crumlin, Reino Unido). Os
valores de VLDL-c e LDL-c foram calculados por uma férmula estimativa,

proposta por Friedewald e colaboradores (1972), conforme segue abaixo:

VLDL =TAG /5

LDL = COLESTEROL TOTAL — (HDL-c + VLDL-c)




53

5.3.3 Determinacdo da Atividade Sérica das Enzimas Alanina

Aminotransferase e Aspartato Aminotransferase

A atividade sérica das enzimas ALT e AST foram quantificadas por
meio de kits comerciais (Abbott Laboratories, Chicago, IL, EUA), em
analisador automatico multicanal (Architect C 8000 Abbott Diagnostics).

5.3.4 Determinagcdo das Concentracbes Séricas de Insulina,
Adiponectina, Leptina, PAI-1, MCP-1, TNF-q, IL-6 e PCR

As concentracdes séricas de insulina, adiponectina, leptina, PAI-1,
MCP-1, TNF-a e IL-6 foram quantificadas com o auxilio do kit Lincoplex
(Linco Research Inc., St. Charles, MO). Basicamente, o kit utiliza-se do
método de imunoensaio e na tecnologia Luminex™ xMAP. Anticorpos de
captura especificos para cada analito estdo presos a microesferas por meio
de ligacGes covalentes ndo-reversiveis. Tais microesferas sdo coradas com
dois tipos de fluordforos. Desta forma, o analito se liga ao anticorpo de
captura localizados na superficie das microesferas e a deteccdo final é
realizada por meio de um marcador fluorescente, a ficoeritrina (PE) ligada ao
anticorpo de deteccdo. O equipamento Luminex 200 movimenta estas
esferas em fila Unica por meio de feixes de dois lasers diferentes em um
citbmetro de fluxo. O primeiro feixe detecta a microesfera por meio da
identificacdo da coloracdo e o segundo laser quantifica o sinal de reporte em

cada microesfera.
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A concentracdo sérica da PCR foi quantificada por meio de kit (PCR
Turbilatex Ref. 20.015.00, Biotécnica - Biotecnologia Avancada, Minas
Gerais, Brasil).

5.3.5 Determinacdo do indice Homeostasis Model Assessment —
Insulin Resistance (HOMA-IR)

O célculo do HOMA-IR foi realizado por meio do produto da
concentragcdo da glicose (mmol/L) pela concentracdo da insulina (ulU/mL),
dividido por 22,5 (MATTHEWS et al., 1985).

5.3.6 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (0GTT) e Teste

Intraperitoneal de Tolerancia a Insulina (ipITT)

Na primeira, décima segunda e décima sexta semanas apds 0 inicio
do protocolo experimental foram realizados 0 oGTT e 0 ipITT. Em ambos os
testes, os animais foram deixados 10 a 12 horas em jejum. No oGTT, uma
amostra de sangue foi retirada da veia caudal de cada rato (tempo 0), os
guais receberam, imediatamente apds, via gavagem, uma solucdo de
glicose (20%) na concentracao de 2 g/kg/ p. c. (WADA et al., 2010; WANG et
al., 2010). Apods esse procedimento, amostras de sangue foram coletadas
nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos.

Para o ipITT, foi injetado uma dose de insulina regular (Novolin R,
Novo Nordisk*, Montes Claros, M. G., Brasil, 75 muU/100 g p.c.)
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intraperitonealmente. A glicemia foi determinada em amostras de sangue
retiradas da cauda nos tempos 0 (basal), 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 40 minutos
apos a administracao de insulina.

A determinacao da concentracdo de glicose sanguinea em ambos 0s
testes foi realizada utilizando-se o glicosimetro Accu-Chek Advantage Il
(Roche Diagnostics, Basel, Suica).Em funcdo do estresse causado nos
animais durante os testes, foi determinado um tempo de sete dias entre a

execucao dos mesmos e anteriormente a eutanasia.

5.4 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DA CARCACA

A composicao corporal dos camundongos (umidade, lipidios, proteina
e cinzas) foi determinada por meio de analise quimica da carcaca. O
contetido de agua foi determinado por meio da secagem da carcaca em uma
estufa ventilada (aproximadamente 70 °C) durante sete dias, sendo a
diferenca entre os valores obtidos na pesagem da carcaca antes e apoés a
secagem da mesma. Posteriormente, a carcaca foi triturada e envolta em
gaze e papel de filtro para a determinacédo do conteudo total de lipidios, que
foi determinado por meio da técnica de extracdo por solvente utilizando um
extrator Soxhlet e éter etilico como solvente. O restante da carcaca — sem
umidade e lipidios — foi completamente moido (IKA M20 grinder,
Labortechnik) e, posteriormente, peneirado para a remoc¢ao de pélos, os
guais podem reduzir a homogeneidade da amostra. Esse processo resultou
em um poé altamente homogéneo, que foi utilizado para a determinacdo do
contetdo de proteina da carcaca pelo método de micro-Kjeldahl
(ALBANESE; ORTO, 1963). A partir desse p6 homogéneo, também foi
realizada a determinacao do contetdo de cinzas, a partir de dois gramas do

po, que foram colocados em uma mufla por 12 horas, a 550 °C e, apés ser
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resfriado, 0 peso das cinzas foi determinado. A quantidade de massa magra
foi calculada a partir da diferenga entre a massa total da carcaca e a massa
total de lipidios presentes na carcaca. Umidade, lipidios, proteina e cinzas
foram expressos em valores absolutos, bem como em valores percentuais

em relacdo a massa total da carcaca.

5.5 AVALIACAO HISTOLOGICA DO TECIDO HEPATICO

Cada espécime de cada grupo foi submetido a necroscopia completa,
por meio de incisdo mentopubiana com abertura das cavidades toracica e
abdominal, para a realizacdo de exame macroscopico "in situ”, a fim de se
verificar ndo somente a topografia dos Orgaos, presenca ou auséncia de
colecéo liguida anbmala nas cavidades, bem como o0 aspecto macroscopico
dos mesmos.

A seguir, fragmentos do lobo hepético superior direito e esquerdo
foram imediatamente submetidos a fixacdo em formalina a 10%. Apds um
periodo de pelo menos 48 horas, fragmentos representativos de cada
amostra fixada foram submetidos a inclusdo em parafina e cortes com 8 pm
de espessura foram corados pela hematoxilina-eosina (MICHALANY, 1979).

O tecido fixado permaneceu nos frascos para ser, posteriormente,
utilizado em método histoquimico de Sudan Black, visando a identificacdo de
gordura no citoplasma dos hepatdcitos (na hipotese de haver quadro de
esteatose).

Todos os preparados histolégicos de cada espécime de cada grupo
experimental foram observados em microscopia de luz para a leitura do
histopatoldgico, seguida de descricdo e documentacdo fotogréafica para fins

de ilustracao.
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5.6 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE PROTEINAS HEPATICAS
ENVOLVIDAS NA RESPOSTA INFLAMATORIA E NA VIA DE
SINALIZACAO DA INSULINA

Para a realizacdo do processo de extracdo das proteinas do figado,
foram adicionados 80 uL do tampé&o de extracdo (tabela 2) a cada 10 mg de
tecido dissecado, sendo homogeneizado em gelo com o auxilio de um
polytron de mdo em velocidade maxima por no maximo 3 burst de 10
segundos. Entre a homogeneizacdo de amostras diferentes, o polytron foi
lavado em alcool 70%, seguido de lavagem em agua deionizada.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas durante 20 minutos, a 4°C
e a 12.000 rpm para a remocao do material insolivel (VICHAIWONG et al.,
2009). O sobrenadante foi retirado e, deste, aliquotas de 20 pL e de 100 pL
foram armazenadas em freezer -80 °C para determinacdo posterior da
concentragcdo das proteinas da amostra e para utilizacdo no método de WB,

respectivamente.

Tabela 2 — Reagentes do tampéo de extracdo de proteinas totais do figado.

Reagentes Final Estoque
Tampao de fosfato de potassio (pH= 7) 50 mM 0.1 M
Sacarose 0,3M 1M
DTT 0,5 mM 0,1 M
EDTA (pH=8) 1 mM 05M
PMSF 0,3 mM 0,1 M
NaF 10 mM 05M
Inibidor de fosfatase | 1:100
Inibidor de fosfatase I 1:100
Inibidor de protease 1:100

Agua ultrapura
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5.7 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS DO LISADO
HEPATICO

A concentracdo de proteinas da amostra do lisado hepatico foi
determinada por meio de ensaio colorimétrico com o auxilio do kit Pierce®
BCA Protein Assay (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, EUA). Esse método
utiliza uma formulagédo detergente baseada no &cido bicinconinico (BCA)
para a deteccdo calorimétrica e quantificacdo das proteinas totais. De forma
resumida, combina a reducdo do Cu*? para Cu*' pela proteina em meio
alcalino usando um Uunico reagente que contém BCA. O produto de
coloracéo roxa é formado pela ligacdo de duas moléculas do BCA com um
ion de cobre. Este complexo hidrossoluvel apresenta uma forte absorbancia
a 562 nm que € quase linear com o aumento da concentracdo de proteina

em uma ampla curva de trabalho (20 — 2.000 pg/mL).

5.8 WESTERN BLOTTING

5.8.1 Preparo do Gel de Poliacrilamida

O gel de poliacrilamida foi preparado conforme protocolo de
Sambrook et al. (1989) e Harlow e Lane (1988), descrito sucintamente a
seguir. Foram preparados géis em bicamada, sendo a camada superior (gel
de empacotamento) constituida de acrilamida a 5%, 125 mM Tris pH 6,8,
0,1% SDS, 0,1% persulfato de amoénio e 0,1 % TEMED. O gel inferior
(resolutivo) foi preparado com 6 a 10 % de poliacrilamida, 380 mM Tris HCI
(pH 8,8), 0,1 % persulfato de aménio e 0,077 % TEMED.
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5.8.2 Preparo de Lisado de Proteinas para o Gel de Poliacrilamida
com Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE)

O lisado de proteina hepéatica utilizado de cada amostra foi de 20 g
e, a este, foi adicionado tampéo Laemmli (1 X concentrado, 240 mM Tris-
HCL, 200 mM mercaptoetanol, 0,8 % SDS, 40 % glicerol, 0,02 % azul de
bromofenol) na proporcdo de 1:1. Posteriormente, a mistura de
sobrenadante e tampéo foi fervida por 5 minutos e submetida a eletroforese
em gel de poliacrilamida a 70 V até o empilhamento das amostras e,
posteriormente, a 120 V até o final da corrida. Como padréo, foi utilizado o
marcador de peso molecular Full Range Rainbow™ Molecular Weight

Markers (GE Healthcare Life Sciences, Munique, Alemanha).

5.8.3 Transferéncia de Proteinas do Gel para a Membrana de

Nitrocelulose

Inicialmente, a membrana de nitrocelulose foi incubada por 10
segundos em agua deionizada para sua ativacdo e, em seguida, em tampao
de transferéncia (25 mM tris-base, 192 mM glicina, 0,02% SDS, 10%
metanol e agua deionizada) por 10 minutos. Um "sanduiche" foi entdo
montado na seguinte ordem: esponja, 2 folhas de papel de 3 mm, gel,
membrana, 2 folhas papel filtro (Whatman) de 3 mm e esponja. A
transferéncia de proteinas do gel para a membrana foi realizada em cuba
de eletroforese, na presenca de do mesmo tampao de transferéncia
citado acima, sob corrente de 25 V e 400 mA por 90 minutos. A eficiéncia

da transferéncia foi verificada corando-se a membrana por 5-10 min com
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corante Ponceau (0,1% Ponceau, 1 % acido acético), seguida de lavagem
com tampao PBS (8% NacCl, 0,2% g KCI, 0,2% g KH;HPO4 e 1,15%3 ¢
NazHPO4,).

5.8.4 Sondagens das Proteinas com Anticorpos

Os sitios sem proteinas das membranas foram bloqueados por 60-90
minutos sob agitacdo com proteinas de leite em po desnatado Molico®, a 5
%, em tampao PBS com 0,05% de Tween 20 (PBST). Em seguida, a
membrana foi lavada 3 vezes, por 5 min, com PBST. Os anticorpos primarios
(Cell Signaling, MA, EUA) utilizados foram o IKK-B, phospho — IKK o/
(Ser 176/180), JNK, phospho — JNK (Thr 183), phospho — NFkB p65 (Ser
536), AKT, phospho — AKT (Ser 473), IRS-1 e phospho — IRS-1 (Ser 307),
os quais foram diluidos na proporc¢éo de 1:250, 1:250, 1:1000, 1:500, 1:1000,
1:1000, 1:500, 1:250 e 1:250, respectivamente, em uma solucdo contendo
leite em p6 desnatado Molico®, a 3 %, em tampdo PBST. Os anticorpors
foram utilizados para a incubacdo overnight com as membranas, sob
agitacdo e sob temperatude de 2-8 ° C. No dia seguinte, a membrana foi
lavada 3 vezes, por 5 minutos, com PBST. As proteinas foram entdo
marcadas com anticorpo anti-IgG de coelho , conjugado com peroxidase de
raiz forte (Cell Signaling, MA, EUA), diluido 1:2.000 em tamp&do PBST com
leite em pdé desnatado Molico®, a 3 %, por 1 hora, sob agitacdo e
temperatura de 2-8 © C. A membrana foi lavada com PBST 3 vezes, por 5

minutos, com agitacao.
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5.8.5 Revelagdo com Sistema Quimioluminescente

A solucéo de revelacao foi preparada pela mistura dos reagentes do
kit ECL na proporgao de 1:1 (1 parte da solugéo B para 1 parte da solugéo
A). Essa solucéo foi colocada sobre a membrana de nitrocelulose, o que
resulta em uma reacdo de quimioluminescéncia. A aquisicdo e a andlise da
imagem resultante foram feitas por meio de um sistema de imagem digital
(IMAGE QUANT™ 400 versédo 1.0.0), utilizando o software ImageQuant™
Capture Software.

5.8.6 Normalizagdo da Quantidade de Proteina da Amostra Pipetada

pela B-actina

Cabe destacar que, com o objetivo de controlar a quantidade real de
proteina pipetada a partir de cada amostra, foi também determinada a
expressao da proteina B-actina, que é expressa constitutivamente na célula
e, portanto, indica a quantidade de proteina total pipetada (KAWAMOTO et
al., 2008).

Para tanto, em seguida a revelacdo por quimioluminescéncia, a
membrana foi lavada com PBST 3 vezes, por 5 minutos, com agitacédo e
incubada com anticorpo diluido 1:50.000 de B-actina (Sigma-Aldrich® Co.,
Saint Loius, MO, EUA) por 1 hora sob agitacdo e temperatura de 2 — 8 ° C.
Novamente, a membrana foi lavada com PBST 3 vezes, por 5 minutos e
submetida ao mesmo processo de revelacdo por quimioluminescéncia

descrito acima.
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5.9 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados obtidos foram tabulados em planilhas do
programa Excel versédo 2007 (Microsoft Office©, EUA) e, a partir desses, foi
realizada a analise estatistica no programa GraphPad Prism® versédo 5.01
(GraphPad Prism Software Inc., CA, EUA).

Inicialmente, todas as variaveis foram avaliadas quanto a normalidade
de sua distribuicdo pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para avaliagdo da
variancia dos resultados referentes ao efeito da ingestdo de racdo HL, ou
seja, dos animais dos grupos baseline (CONBL vs HLBL), utilizou-se o teste
F, seguido do teste t de Student para comparacéo das medias dos resultado.
No entanto, em situagcbes em que o0s resultados ndo apresentaram
distribuicdo gaussiana, aplicou-se o teste de Mann-Whitney. Em relagcéo ao
efeito da ingestdo do EAEM, os resultados foram inicialmente avaliados
guanto a homogeneidade da variancia pelo testes de Cochran C, Hartley,
Bartlett, submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de
Tukey para identificacdo dos contrastes significantes. Foi adotado para todas

as analises um valor de alfa < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 RESULTADOS REFERENTES A 12 SEMANA DO PROTOCOLO
EXPERIMENTAL

Na primeira semana do protocolo experimental, os animais foram
distribuidos nos respectivos grupos experimentais, de acordo com o0 seu
peso corporal, sendo que as médias de peso corporal entre 0s grupos nao
diferiram significativamente (figura 2). Além disso, todos os animais foram
submetidos ao oGTT (figura 3A) e ao ipITT (figura 3B), sendo que nao
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos em relacéo aos

valores obtidos em ambos os testes.
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Figura 2. Distribuicdo dos animais nos grupos experimentais na primeira semana do
protocolo experimental. Os valores sdo expressos como média + desvio-padrao (n = 10-
12/ grupo). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

CONBL: grupo baseline que ingeriu racdo CON até a 122 do protocolo experimental.
HLBL: grupo baseline que ingeriu racdo HL até a 122 semana do protocolo experimental.
CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.

HL= grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental.

CONEM = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo. .

HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo.




64

A
20000~
150004 L - T = -
2 10000+
5000+
O L] L] L] L] T
o Oé Q7 Q/@ Q/@
3 v ¢ S ™~
RO S Q
Grupos
B
3000
2000 T T I
©)
2
<
1000+
0 T T T T T
2 % % QD D
L K O S L @
© & 9 Q
Grupos
Figura 3. Teste de tolerancia oral a glicose (A) e teste de tolerancia intraperitoneal a
insulina (B) de ratos Wistar no inicio do protocolo experimental. Os valores sdo
expressos como média + desvio-padrdo (n = 10-12/grupo). N&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos.
CONBL: grupo baseline que ingeriu racdo CON até a 122 do protocolo experimental.
HLBL: grupo baseline que ingeriu racdo HL até a 122 semana do protocolo experimental.
CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.
HL= grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental.
CONEM = grupo que ingeriu ragdo CON até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo. .
HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 16® semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo.
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6.2 RESULTADOS REFERENTES A 122 SEMANA DE PROTOCOLO
EXPERIMENTAL — EFEITO DA DIETA HIPERLIPIDICA

Quanto ao consumo de ragdo em gramas (figura 4A), nota-se que 0s
animais do grupo baseline que receberam a ragdo HL consumiram uma
guantidade da racdo significativamente menor quando comparada aquela do
grupo controle no decorrer de todo o protocolo experimental — exceto na
décima segunda semana —, o0 que resultou em reducdo de 27% da

guantidade de racdo consumida ao longo de 12 semanas, conforme mostra

afigura 4B.
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Figura 4. Consumo médio (A) e consumo total de racdo (B) de ratos Wistar
alimentados ad libitum com rac&@o controle (CONBL) ou com racgdo hiperlipidica
(HLBL) até a 122 semana do protocolo experimental.

Os valores s@o expressos como média + desvio-padrdo (n = 10-12/grupo). * p < 0,05
em relagdo ao grupo CONBL.




66

Com excecgdo da 122 semana, a ingestdo energética média semanal
nao diferiu significativamente entre os grupos CONBL e HLBL (figura 5A).
Aliado a este fato, verificou-se que os grupos CONBL e HLBL né&o diferiram
significativamente no que concerne a ingestao energética total de racao ao

final do protocolo experimental (figura 5B).
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Figura 5. Consumo energético médio (A) e consumo energético total (B) de ratos
Wistar alimentados ad libitum com racdo controle (CONBL) ou com racao hiperlipidica
(HLBL) até a 122 semana do protocolo experimental.

Os valores sao expressos como meédia + desvio-padrdo (n = 10-12/grupo). * p < 0,05
em relagdo ao grupo CONBL.
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Na figura 6A, pode-se observar que os animais que ingeriram a ragao
HL ndo apresentaram peso corporal significantemente maior quando
comparados ao grupo controle durante todo o protocolo experimental. No
gue se refere ao ganho de peso total dos animais baseline (figura 6B),

pode-se dizer que este ndo foi estatisticamente significante no grupo HLBL.
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Figura 6. Curva de peso (A) e ganho de peso corporal (B) de ratos Wistar
alimentados ad libitum com ragédo controle (CONBL) ou com racd@o hiperlipidica
(HLBL) até a 122 semana do protocolo experimental.

Os valores sdo expressos como média + desvio-padrao (n = 10-12/grupo). Nao houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos.

A partir das figuras 7 e 8, verifica-se que os grupos CONBL e HLBL,

ao final das 12 semanas do protocolo experimental, ndo diferiram em relagéo
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a composicdo quimica da carcaca. No entanto, o consumo da ragdo HL
acarretou em aumento significante do coxim adiposo retroperitoneal (figura
9A), bem como a uma tendéncia de aumento do coxim epididimal (p = 0,09)
(figura 9B). Aliado a este resultados, observou-se que a ragdo HL promoveu
tendéncia de aumento da soma dos coxins (p = 0,06) (figura 9C).
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Figura 7. Conteldo de agua da carcaca (A), 4gua relativa ao peso (B), contetdo de
lipideos da carcaca total (C), lipideos relativos ao peso (D) de ratos Wistar alimentados
ad libitum com ragé@o controle (CONBL) ou com racao hiperlipidica (HLBL). Os animais
foram eutanasiados na 122 semana do protocolo experimental.

Os valores sdo expressos como média + desvio-padrdo (n = 5-6/grupo). Ndo houve
resultados estatisticamente significantes entre os grupos.
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Figura 8. Massa magra da carcaca total (A), massa magra relativa ao peso (B),
conteudo de proteinas da carcaca total (C), proteinas relativas ao peso (D), contetdo de
cinzas (E) e cinzas relativa ao peso (F) de ratos Wistar alimentados ad libitum com
racdo controle (CONBL) ou com racdo hiperlipidica (HLBL). Os animais foram
eutanasiados na 122 semana do protocolo experimental.

Os valores sdo expressos como média + desvio-padrdo (n = 5-6/grupo). Nao houve
resultados estatisticamente significantes entre os grupos.




70

>

Coxim epididimal (g)

Grupos

Soma dos coxins (g)

protocolo experimental.

relac@o ao grupo CONBL.

40-

Q
>

Coxim retroperitoneal (g)

Grupos

N
(2]
1

N
o
1

[N
a1
1

=
o
1

a1
1

o
1

Grupos

&

Figura 9. Peso dos coxins adiposos periepididimal (A), peso dos coxins adiposos
retroperitoneal (B), soma dos pesos dos coxins adiposos periepididimal e
retroperitoneal (C) de ratos Wistar alimentados ad libitum com rac&o controle (CONBL)
ou com racgéo hiperlipidica (HLBL). Os animais foram eutanasiados na 122 semana do

Os valores sdo expressos como média + desvio-padrdo (n = 5-6/grupo). * p < 0,05 em

Na figura 10B, nota-se que o consumo da racdo HL acarretou em

aumento significante no peso do figado, no entanto, a ingestdo dessa racao

nao alterou estatisticamente o peso do coracao (figura 10A).
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Figura 10. Peso do coracéo (A) e do figado (B) de ratos Wistar alimentados ad libitum
com ragdo controle (CONBL) ou com ragdo hiperlipidica (HLBL). Os animais foram
eutanasiados na 122 semana do protocolo experimental.

Os valores sdo expressos como média + desvio-padrao (n = 5-6/grupo). * p < 0,05 em
relacdo ao grupo CONBL.

Em relacdo aos testes para avaliacdo da intolerancia a glicose nos
animais, nota-se que o grupo HLBL apresentou valores da area sob a curva
referentes a glicemia significantemente maiores do que o grupo CONBL
(figura 11A). Em adendo, a glicemia dos animais do grupo HLBL foi
estatisticamente superior em todos os pontos da curva glicémica durante o
teste (figura 11B). Um dado importante a ser destacado € que os animais do
grupo HLBL iniciaram o oGTT com valores glicémicos significantemente
superiores aqueles do grupo CONBL (tempo 0).

Os dados do ipITT indicam resisténcia a acdo da insulina nos animais
gue consumiram a racdo HL (figura 12A), uma vez que a area sob a curva
destes foi significantemente maior em relacdo ao grupo que consumiu a
racdo CON. Assim como no oGTT, os animais do grupo HLBL iniciaram o
oGTT com valores glicémicos significantemente superiores aqueles do grupo
CONBL (tempo 0). Interessantemente, tais animais apresentaram um retardo
a resposta da carga insulinica aplicada (tempo 5 min) e, ao final do teste,
posteriormente a acdo do horménio, voltaram ao mesmo quadro de

resisténcia a acao da insulina (figura 12 B).
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Figura 11. AUC (A) e curva de glicemia nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos (B)
referentes ao oGTT de ratos Wistar alimentados ad libitum com ragédo controle
(CONBL) ou com racéo hiperlipidica (HLBL) e submetidos ao teste de tolerancia oral a
glicose. Os animais foram eutanasiados na 122 semana do protocolo experimental.

Os valores sdo expressos como média + desvio-padrdo (n = 10-12/grupo). * p < 0,05
em relagdo ao grupo CONBL. AUC: area sob a curva.
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Figura 12. AUC (A) e curva glicémica nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 40 minutos
(B) referentes ao ipITT de ratos Wistar alimentados ad libitum com racdo controle
(CONBL) ou com racédo hiperlipidica (HLBL) e submetidos ao intraperitoneal de
toleréncia a insulina. Os animais foram eutanasiados na 122 semana do protocolo
experimental.

Os valores séo expressos como média + desvio-padréo (n = 10-12/grupo). * p < 0,05
em relacdo ao grupo CONBL. AUC: area sob a curva.

Corroborando os resultados acima descritos, a figura 13A mostra que
0s animais do grupo HLBL apresentaram glicemia de jejum
significantemente maior em relacdo aos animais do grupo CONBL,
entretanto, ndo foi observado aumento da concentracdo de insulina sérica
(figura 13B) e no indice HOMA-IR (figura 13C).
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Figura 13. Dextro (A), insulina (B) e indice HOMA-IR (C) de ratos Wistar alimentados
ad libitum com racgao controle (CONBL) ou com ragao hiperlipidica (HLBL). Os animais
foram eutanasiados na 122 semana do protocolo experimental.

Os valores sdo expressos como média + desvio-padrao (n = 5-6/grupo). * p < 0,05 em
relac@o ao grupo CONBL.

Em relacdo ao perfil lipidico, o consumo da racdo HL acarretou em
aumento estatisticamente significante da concentracdo sérica de colesterol
total (figura 14A), bem como de LDL-colesterol (figura 14B) em relacédo a
ingestdo da racdo CON. Os grupos CONBL e HLBL n&o diferiram
significantemente em relacdo as concentra¢cdes de HDL-colesterol, VLDL-
colesterol e triacilglicerol (figura 14C, D e E).
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Figura 14. Perfil lipidico de ratos Wistar alimentados ad libitum com ragéo controle
(CONBL) ou com racéao hiperlipidica (HLBL) até a 122 semana do protocolo experimental.
Concentragdes séricas (mg/dL) de colesterol total (A), LDL-c (B), HDL-c (C), VLDL (D) e
TAG (E).

Os valores séo expressos com média + desvio padrdo (n = 5-6/ grupo). * p < 0,05 em
relacdo ao grupo CONBL.
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A atividade sérica das enzimas alanina aminotransferase e aspartato
aminotransferase néo foi alterada ap6s o consumo da ragdo HL, conforme

pode ser verificado na figura 15.
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Figura 15. Atividade da enzima alanina aminotransferase (A), atividade da enzima
aspartato aminatransferase (B) e razdo ALT/AST (C) de ratos Wistar na 122 semana
do protocolo experimental.

Os valores sé@o expressos como média + desvio-padréo (n = 5-6/grupo). * p < 0,05 em
relacdo ao grupo CONBL. ALT: alanina aminotransferase. AST: aspartato
aminotransferase.

As concentracfes séricas de MCP-1, leptina, IL-6 e TNF-a (tabela 3)
nao variaram estatisticamente quando os animais foram submetidos ao
consumo de racdo HL em relacdo ao grupo que ingeriu a racdo CON.
Entretanto, os parametros inflamatérios PAI-1 e PCR (figura 16A e C)

apresentaram-se significantemente aumentados no grupo HLBL em
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comparacdo ao grupo CONBL. Confirmando o quadro inflamatério dos
animais que ingeriram a racdo HL, os niveis de adiponectina mostraram
tendéncia a reducdo em comparagdo aos animais que consumiram a racao
CON (p = 0,09) (figura 16B).

Tabela 3 — Parametros séricos referentes a resposta inflamatoria na 122

semana do protocolo experimental.

CONBL HLBL
Parametros pg/mL
MCP-1 213,10 + 10,33 210,80 + 38,45
Leptina 3060,00 + 1307,00 3083,198 + 364,00
IL-6 15,77 + 2,75 11,93 + 6,33
TNF-a 3,94 + 0,82 3,62 +1,33

Resultados expressos em média + desvio-padrdo com n = 5-6/grupo.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

CONBL= grupo alimentado com racdo CON até a 122 semana do protocolo experimental.
HLBL= grupo alimentado com racédo HL até 122 semana do protocolo experimental.
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Figura 16. PAI-1 (A), adiponectina (B) e PCR (C) de ratos Wistar alimentados ad
libitum com racdo controle (CONBL) ou com racéo hiperlipidica (HLBL). Os animais
foram eutanasiados na 122 semana do protocolo experimental.

Os valores sdo expressos como média + desvio-padrao (n = 5-6/grupo). * p < 0,05 em
relacdo ao grupo CONBL.

Todos os fragmentos de figado de ratos do grupo CONBL foram
representativos e mostraram lobulacdo hepatica preservada, com
hepatocitos em disposicdo radial, em placas duplas de entremeio aos
sinusdides e veia hepética terminal. O citoplasma dos hepatdcitos
apresentou-se com aspecto homogéneo e acidofilico, nacleos em posicéao
central, com cromatina frouxa e nucléolo evidente. Os espacos-porta
apresentaram-se preservados (figuras 17, 18 e 19).

Ao se comparar os referidos achados com os fragmentos de figado do
grupo HLBL, alteracdes foram observadas e se caracterizaram apenas pela

presenca de degeneragdo vacuolar microgoticular discreta em dois dos
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animais do grupo, ou seja, apenas um terco dos figados (figuras 20, 21 e
22).

No método histoquimico Sudan Black houve positividade para lipidios
— gordura neutra, atualmente TAG — nos animais do grupo HLBL que
apresentaram a degeneracao vacuolar microgoticular, confirmando, portanto,
0 quadro de EHNA.

. } e TS
Figura 17. Fotomicrografia de corte histoldgico de figado de animal pertencente ao
grupo CONBL, mostrando espaco-porta com hepatécitos dispostos radialmente e
arquitetura lobular preservada. Coloracdo: Hematoxilina-eosina. Aumento: 10 vezes.




80

Figura 18. Fotomicrografia de corte histologico de figado de animal pertencente ao
grupo experimental designado CONBL, mostrando componente do espago-porta, com
alguns hepatdcitos da regido periportal exibindo citoplasma com degeneragdo vacuolar
microgoticular. Coloracdo: Hematoxilina-eosina. Aumento: 20 vezes.

Figura 19. Fotomicrografia de corte histoldgico de animal pertencente ao grupo
CONBL, mostrando apenas alguns hepatécitos vizinhos ao espago-porta, com
degeneracdo vacuolar microgoticular discreta. Coloragdo: Hematoxilina-eosina.
Aumento: 40 vezes.
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Figura 20. Fotomicrografia de corte histolégico de figado de rato pertencente ao
grupo HLBL, mostrando regido periportal e mediozonal do I6bulo hepéatico com
hepatdcitos com degeneragdo microgoticular discreta a moderada e sinunusoides
preservados. Coloragdo: Hematoxilina-eosina. Aumento: 10 vezes.
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Figura 21. Fotomicrografia de corte histolégico de figado de rato pertencente ao
grupo experimental designado HLBL, mostrando citoplasma de hepat6citos com

degeneracdo vacuolar microgoticular. Coloragdo: Hematoxilina-eosina. Aumento: 20
vezes.
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Figura 22. Detalhe em maior aumento da fotomicrografia anterior, evidenciando

quadro de degeneragdo vacuolar microgoticular no citoplasma de hepatdcitos.
Coloracdo: Hematoxilina-eosina. Aumento: 40 vezes.

- : ia - A
Figura 23. Fotomicrografia de corte histolégico de congelagdo de figado de rato

pertencente ao grupo HLBL, corado pelo Sudan Black, exibindo positividade para a
natureza do contetdo vacuolar. Coloracao: Sudan Black. Aumento: 40 vezes.
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No que concerne a expressdo das proteinas inflamatérias IKK-B e
JNK, tanto nas suas formas totais, quanto fosforiladas, ndo se observou
resultados estatisticamente significantes entre os grupos CONBL e HLBL
(figura 24 e 25).

A figura 26 mostra que a dieta HL ndo exerceu efeito significante em
relagéo a fosforilacdo do NF-kB .

Verificou-se aumento significante da expressao do IRS-1 total no
grupo HLBL em relacdo ao do grupo CONBL quando estimulados com
insulina (figura 27A). Entretanto, ndo ha diferenca estatistica de expressao
dessa proteina na sua forma fosforilada no residuo de serina 307 (figura
27B), nem quando calculada a raz&o desta pela total (figura 27C).

Na figura 28B, nota-se diminui¢cdo significante da expressao da AKT
fosforilada no figado dos animais que consumiram a racdo HL e foram
submetidos ao estimulo de insulina quando comparados aos seus

respectivos controles.
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Figura 24. Expressédo da IKK-B total (A), IKK- B fosforilada (Ser 180) (B) e razdo da
IKK-B fosforilada pela IKK-B total (C) no tecido hepético de ratos Wistar na 122 semana
do protocolo experimental. Os valores sdo expressos como média (n = 5-6/grupo). Nao
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos. *UA = Unidades

arbitrarias.
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Figura 25. Expressdo da JNK total (A), JNK fosforilada (Tyr 185) (B) e razdo da JNK
fosforilada pela JNK total (C) no tecido hepatico de ratos Wistar na 122 semana do
protocolo experimental. Os valores sdo expressos como média (n = 5-6/grupo). Nao
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos. *UA = Unidades

arbitrarias.
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Figura 26. Expressdo do NF-kB fosforilado (A) no tecido hepatico de ratos Wistar na
122 semana do protocolo experimental. Os valores sdo expressos como média (n = 5-
6/grupo). Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos. *UA =
Unidades arbitrarias.
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Figura 27. Expressdo da IRS-1 total (A), IRS-1 fosforilada (Ser 307) (B) e razédo da
IRS-1 fosforilada pela IRS-1 total (C) no tecido hepatico de ratos Wistar na 122 semana
do protocolo experimental. Os valores sdo expressos como média (n = 5-6/grupo).
Barras com letras distintas diferem significativamente (p < 0,05). *UA = Unidades
arbitrarias. *** Estimulo com 10 U de insulina via veia porta.
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Figura 28. Expressdo da AKT total (A), AKT fosforilada (Ser 473) (B) e razdo da AKT
fosforilada pela AKT total (C) no tecido hepético de ratos Wistar na 122 semana do
protocolo experimental. Os valores sdo expressos como média (n = 5-6/grupo). Barras
com letras distintas diferem significativamente (p < 0,05). *UA = Unidades arbitrarias. ***
Estimulo com 10 U de insulina via veia porta.
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6.3 RESULTADOS REFERENTES A 162 SEMANA DO PROTOCOLO

EXPERIMENTAL — EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DA ERVA-
MATE

6.3.1 Caracterizacdo dos Compostos Bioativos do Extrato Aquoso da
Erva-mate

Com base nos espectros de absorcdo UV e espectro de massas,
foram identificados onze compostos fendlicos, sendo quatro isémeros do
acido cafeoilquinico, trés do acido dicafeoilquinico, dois do &cido
dicafeoilshimico e ainda a rutina e &acido feruloilquinico. Nao foram
encontrados os acidos caféico, ferulico e p-cumarico nas formas livres. A
identificacdo dos compostos esta descrita no cromatograma (figura 29) e
tabela abaixo (tabela 4).

DADL A Sig=324,16 Ref=off (DANELACHAAMOSTRACHACHADBD)
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Figura 29. Cromatograma CLUE-DAD (A = 324 nm) com compostos fendlicos presentes
no cha mate.
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Tabela 4 — Identificacdo dos compostos fendlicos do cha mate por CLUE-

ESI/MS no modo de ionizag&o negativo.

Pico ion molecular (m/z) lon(s) produto (m/z) Composto

1 353 191, 179 Acido cafeoilquinico
2 353 191, 179 Acido cafeoilquinico
3 353 191 Acido 5-cafeoilquinico
4 353 179 Acido cafeoilquinico
5 335 160 Acido cafeoilshiquimico
6 367 173 Acido feruloilquinico
7 335 161 Acido cafeoilshiquimico
8 515 353 Acido di-cafeoilquinico
9 515 353 Acido di-cafeoilquinico
10 609 301 Rutina

11 515 353 Acido di-cafeoilquinico

O cromatograma com a identificacdo da cafeina € apresentado na
figura 30. A confirmacéo da identidade do composto no detector de massas
foi realizada utilizando os ions com m/z 195 (molecular) e 138 (produto), no

modo de ionizacao positivo.

DADL B, Sig=272,16 Ref=off (DANELACHAAVOSTRACHACHADBD)

Cefeira

0_}
2 4 6 8 10 12 mir

Figura 30. Cromatograma CLUE-DAD (A = 272 nm) com identificagdo da cafeina

presente no cha mate.
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Tabela 5 — Parametros de validacdo do método analitico (CLUE-DAD) para
caracterizacdo do cha mate soluvel: preciséo intra e inter-dia para tempo de
retencdo (TR) e area dos picos (resultados expressos como coeficiente de
variacdo — CV%), limite de deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

* Precisao intra-dia * Precisao inter-dia
(n=8) (n=8) LD LQ
Composto _ _
Area do Area do (ug/ml)  (ug/ml)
TR ) TR )
pico pico
5-CQA 0,25% 0,08% 0,62% 1,98% 0,62 1,89
Cafeina 0,21% 0,68% 0,64% 1,65% 0,36 1,10

* Resultados expressos como coeficiente de variacdo — CV%

Na tabela 6 € possivel visualizar as quantidades de 5-CQA, cafeina e

compostos fenolicos totais presentes no extrato soluvel da erva-mate.

Tabela 6 — Quantificacdo dos compostos presentes no extrato soluvel da

erva-mate
5-CQA Cafeina QOutros Fendlicos totais
fenolicos
Média 27,26 14,53 75,98 103,24
(mg/g)
DP (mg/g) 0,07 0,05 0,20 0,26
CV (%) 0,25 0,33 0,26 0,26

5 - CQA: &cido 5-cafeoilquinico; DP: desvio - padréo; CV: coeficiente de variagédo

6.3.2 Avaliacdo do Efeito do Extrato Aquoso da Erva-mate

A mesma diferenca observada na 122 semana do protocolo

experimental pode ser verificada entre a 132 e 162 semana no que se refere
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ao consumo de racdo em gramas, sendo que o grupo HL consumiu menor
guantidade da mesma em relacdo ao grupo CON. Do mesmo modo, 0 grupo
gque consumiu a racdo HL e recebeu o EAEM também ingeriu
significantemente menor quantidade de racdo em gramas quando
comparado ao grupo que ingeriu a ragdo CON e recebeu o EAEM. No
entanto, a administragdo do EAEM n&o acarretou em diminui¢do do
consumo da ragdo em ambos os grupos (figura 31A).

Em contrapartida, quando se observa o0 consumo de racdo em
quilocalorias, nota-se que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
em questdo, evidenciando mais uma vez o consumo isocalérico do grupo HL
em relagéo ao grupo CON, mesmo com a intervengao do EAEM (figura 32A
e B).

N&o se observou diferenca estatistica em relagcdo ao peso corporal
(figura 33A) dos quatro grupos experimentais no periodo correspondente
entre a 122 e a 162 semana do protocolo experimental. No entanto, a figura
33B indica que a administracdo do EAEM ao grupo que consumiu a ragao
HL reverteu o quadro de ganho de peso em comparagdo ao grupo que
apenas ingeriu a racao HL.

No que concerne a composicdo quimica da carcaca, nao foram
verificados resultados significantes em relacdo a quantidade e percentual de
umidade corpoérea dos animais (figura 34A e B). No entanto, constatou-se
gue a ingestdo da racdo HL no grupo que recebeu a intervencdo com o
EAEM acarretou em aumento significante do percentual lipidico corporal em
relacdo ao seu respectivo grupo controle. . Ainda, verificou-se que a
administracdo do EAEM diminuiu estatisticamente o percentual lipidico
corporal no grupo que ingeriu a ragdo CON em relacdo ao grupo CON
(figura 34C e D).

Apesar de nao haver diferenca estatistica na quantidade e no
percentual de proteina da carcaca dos animais com e sem intervencao com
0 EAEM (figura 35C e D), uma alteracdo no percentual de massa magra foi
observada. Primeiramente, nota-se que a racdo HL induziu diminuicdo do

percentual de massa magra nos animais do grupo HLEM em relagéo
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aqueles do grupo CONEM. Todavia, a administracdo do EAEM induziu
aumento desse compartimento corporeo no grupo com ragcdo CON quando

comparado com O grupo que consumia a mesma ragcdo sem a intervencao
(figura 35B).
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Figura 31. Consumo médio (A) e total de ragcdo em gramas (B) de ratos Wistar entre a 132 e
a 162 semana do protocolo experimental. Os valores sdo expressos como média + desvio-
padréo (n = 10-12/grupo). Simbolos distintos diferem significativamente (p < 0,05), onde: *
CON X HLEM, # CONEM X HLEM, $ CON X HL e % HL X CONEM. Barras com letras
distintas diferem significativamente (p < 0,05).
CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.
HL= grupo que ingeriu racdo HL até a 16® semana do protocolo experimental.
CONEM = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo. .
HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental e recebeu
0 EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo.
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Figura 32. Consumo energético médio (A) e consumo energético total (B) de racao de
ratos Wistar entre a 132. e a 16a. semana do protocolo experimental. Os valores sédo
expressos como média * desvio-padrdo (n = 10-12/grupo). Barras com letras distintas
diferem significativamente (p < 0,05).
CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.
HL= grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental.
CONEM = grupo que ingeriu racdo CON até a 16® semana do protocolo experimental
e recebeu 0 EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo. .
HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 13% e a 162 semanas de protocolo.
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Figura 33. Curva de peso (A) e percentual de ganho de peso (B) de ratos Wistar entre
a 132 e a 162 semana do protocolo experimental. Os valores sd0 expressos como
média + desvio-padrdo (n = 10-12/grupo). Barras com letras distintas diferem

significativamente (p < 0,05).
CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.
HL= grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental.

CONEM = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental e

recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 13% e a 162 semanas de protocolo. .

HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 16® semana do protocolo experimental e

recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 13% e a 162 semanas de protocolo.
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Figura 34. Contelido de agua da carcaca total (A), 4gua relativa ao peso (B), contetdo
de lipideos da carcaca total (C) e lipideos relativos ao peso (D) de ratos Wistar entre a
132 e a 162 semana do protocolo experimental. Os valores sdo expressos como média +
desvio-padrao (n = 5-6/grupo). Barras com letras distintas diferem significativamente (p
< 0,05).

CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.

HL= grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental.

CONEM = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 13% e a 162 semanas de protocolo. .

HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 13% e a 162 semanas de protocolo.
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Figura 35. Massa magra (A), massa magra relativa ao peso (B), contetdo de proteinas
da carcaca total (C), proteinas relativos ao peso (D), contetdo de cinzas (E) e cinzas
relativas ao peso (F) de ratos Wistar entre a 132 e a 162 semana do protocolo
experimental. Os valores sdo expressos como média + desvio-padrdo (n = 5-6/grupo).
Barras com letras distintas diferem significativamente (p < 0,05).

CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.

HL= grupo que ingeriu ra¢éo HL até a 162 semana do protocolo experimental.

CONEM = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo. .

HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o0 EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo.
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Os grupos estudados nao diferiram significantemente em relacdo ao
peso dos coxins periepididimal e retroperitoneal ao final do protocolo
experimental de 16 semanas. Contudo, observou-se que o0 coxim
periepididimal (figura 36A) e a somas dos coxins (figura 36C) apresentaram

forte tendéncia estatistica (p = 0,06 e 0,09, respectivamente).
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Figura 36. Peso dos coxins adiposos periepididimal (A), peso dos coxins adiposos
retroperitoneal (B) e soma dos pesos dos coxins adiposos periepididimal e
retroperitoneal (C) de ratos Wistar eutanasiados na 16% semana do protocolo
experimental.

Os valores sdo expressos como média + desvio-padrédo (n = 5-6/grupo).

Nao houve resultados estatisticamente significantes entre os grupos.

CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.

HL= grupo que ingeriu ra¢éo HL até a 162 semana do protocolo experimental.

CONEM = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo. .

HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 16* semana do protocolo experimental e
recebeu o0 EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo.
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Apos 16 semanas de protocolo experimental, constatou-se novamente
gue o consumo da racao HL induziu aumento significante do peso do figado
em relacdo ao grupo que ingeriu a ragdao CON, contudo o EAEM néao foi
capaz de reverter esse quadro (figura 37B).
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Figura 37. Peso do coracdo (A) e do figado (B) de ratos Wistar eutanasiados na 162
semana do protocolo experimental.

Os valores sdo expressos como média + desvio-padrao (n = 5-6/grupo).

Barras com letras distintas diferem estatisticamente (p < 0,05).

CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.

HL= grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental.

CONEM = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 13% e a 162 semanas de protocolo. .

HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 16 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo.

N&o houve resultados significantes no que diz respeito a area sob a
curva calculada a partir dos valores de glicemia resultantes do oGTT (figura
38A). Entretanto, nota-se que aos 30 minutos apos a carga de glicose, o
grupo HLEM apresentou maior glicemia em relacdo ao grupo CONEM. Em
adendo, ap6s 60 minutos de teste, o grupo que ingeriu a racdo HL
apresentou valor significantemente maior de glicemia quando comparado ao
grupo que consumiu a racdo CON (figura 38B). Tais fatos corroboram para
a afirmacdo de que o consumo de racdo HL acarreta em um quadro de
intolerdncia a glicose. A administracio do EAEM nédo alterou

estatisticamente a resposta glicémica dos animais durante o oGTT.
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Figura 38. AUC (A) e curva de glicemia nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos (B)
referentes ao oGTT de ratos Wistar na 162 semana do protocolo experimental e
submetidos ao teste de tolerancia oral a glicose. Os valores sd0 expressos como
média + desvio-padrédo (n = 10-12/grupo). Simbolos distintos diferem significativamente
(p < 0,05), onde:* CON X HLEM, # CONEM X HLEM, $ CON X HL e & CON X
CONEM. AUC: &rea sob a curva.

CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.

HL= grupo que ingeriu ra¢do HL até a 162 semana do protocolo experimental.

CONEM = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 13% e a 162 semanas de protocolo. .

HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 16® semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 13% e a 162 semanas de protocolo.

Em relacdo ao teste de tolerancia intraperitoneal a insulina, os
resultados demonstrados na figura 39A evidenciam que a administracdo do
EAEM propiciou aumento da sensibilidade a acdo deste hormdnio nos

animais que consumiram a racdo CON. Apesar de nao ser verificado esse
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mesmo efeito nos animais que ingeriram a racdo HL no célculo da area sob
a curva, quando se observa a curva glicémica no decorrer do teste (figura
39B), constata-se que, apés 5 e 10 minutos da carga insulinica, a
intervencdo com o EAEM melhorou a resposta a insulina tanto nos animais

gue consumiram a racdo CON, quanto naqueles com a racao HL.
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Figura 39. AUC (A) e curva de glicemia nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 40
minutos (B) referentes ao iplTT de ratos Wistar na 16 semana do protocolo
experimental e submetidos ao teste de tolerancia intraperitoneal a insulina. Os valores
sdo expressos como média + desvio-padrdo (n = 10-12/grupo). Barras com letras
distintas diferem significativamente (p < 0,05). Simbolos distintos diferem
significativamente, onde: * CON X HLEM, & CON X CONEM, % HL X CONEM e @ HL
X HLEM. AUC: area sob a curva.

CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.

HL= grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental.

CONEM = grupo que ingeriu ragdo CON até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo. .

HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o0 EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo.
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A administracdo do EAEM nao atuou reduzindo a glicemia, a insulina

e o calculo do indice HOMA-IR, como pode se observar na figura 40.
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Figura 40. Glicemia (A), Insulina (B) e indice HOMA-IR (C) de ratos Wistar na 162
semana do protocolo experimental. Os valores sdo expressos como média + desvio-
padrdo (n = 5-6/grupo). Barras com letras distintas diferem significativamente (p <
0,05).

CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.

HL= grupo que ingeriu ra¢do HL até a 162 semana do protocolo experimental.

CONEM = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 13% e a 162 semanas de protocolo. .

HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo.

Na figura 41 estdo demonstrados os resultados referentes ao

perfil lipidico. Nota-se que 0s animais que consumiram a racdo HL
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apresentaram concentracdes séricas de LDL-colesterol, VLDL-colesterol e
TAG estatisticamente maiores quando comparados aos animais que
consumiram a racao CON (figura 41B, D e F). Outro dado a ser destacado é
gue os animais do grupo HLEM apresentaram a concentracdo sérica de
HDL-colesterol significantemente menor em relacdo aos animais do grupo
CONEM (figura 41C), indicando possivelmente um efeito negativo da ragéao
HL. Por fim, a figura 41A mostra que a administracdo do EAEM tem a
capacidade de alterar a concentracao sérica de colesterol total nos animais
gue consumiram a ragao HL.

O grupo HL apresentou atividade sérica da enzima AST
significantemente maior em comparacdo ao grupo CON, entretanto, a
intervencdo com o EAEM néo foi capaz de reverter esse quadro (figura
42B). A atividade serica da enzima ALT e a razdo desta em relagdo a AST
nao foram alteradas pelo consumo da racdo HL, nem pela administracado do
EAEM (figura 42A e C).
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Figura 41. Perfil lipidico de ratos Wistar entre a 13% e a 162 semana do protocolo
experimental. Concentracdes séricas (mg/dL) de colesterol total (A), LDL-c (B), HDL-c
(C), VLDL (D) e TAG (E).Os valores sédo expressos como média + desvio-padrao (n = 5-
6/grupo). Barras com letras distintas diferem significativamente (p < 0,05).
CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.
HL= grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental.
CONEM = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo. .
HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo.
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Figura 42. Atividade da enzima alanina aminotransferase (A), atividade da enzima
aspartato aminatransferase (B) e razdo ALT/AST (C) de ratos Wistar na 162 semana
do protocolo experimental. Os valores sdo expressos como média + desvio-padrao (n
= 6-8/grupo). Os valores sao expressos como média + desvio-padrdo (n = 5-6/grupo).
Barras com letras distintas diferem significativamente (p<0,05).

CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.

HL= grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental.

CONEM = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 13% e a 162 semanas de protocolo. .

HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 13% e a 162 semanas de protocolo.

A tabela 7 mostra os resultados relativos a alguns parametros
inflamatérios como a MCP-1, a leptina, a IL-6 e 0 TNF-a, sendo que néo
foram observados resultados significantes para tais variaveis na 162 semana

de protocolo experimental. Da mesma maneira, a concentracao Ssérica de
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PAI-1 e de adiponectina ndo foram alteradas estatisticamente pela ingestao
da racdo HL e pela administracdo do EAEM (figura 43A e B). Em
contrapartida, a PCR circulante aumentou cerca de 1,5 vezes nos animais
gue consumiram a ra¢cao HL quando comparada a concentra¢do dos animais

gue ingeriram a ragcdo CON (figura 43C).

Tabela 7 - Parametros séricos referentes a resposta inflamatoria

CON HL CONEM HLEM
Parametros
pg/mL

MCP-1 147,00+ 31,87 133,90+2212 163,40 +48,18 120,30 + 31,06

Leptina 5461,00 + 3661,00 + 3965,00 + 5611,00 +
2499,00 1238,00 1692,00 1295,00

IL-6 10,03 +2,93 19,99 + 11,37 31,16+ 9,00 34,39 + 14,69

TNF-a 2,01 + 0,47 1,84 + 0,36 2,45+ 0,97 1,75+ 1,01

Resultados expressos em média + desvio-padrdo com n = 5-6/grupo.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.

HL= grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental.

CONEM = grupo que ingeriu racdo CON até a 16® semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo. .

HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental e recebeu
0 EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo.
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Figura 43. PAI-1 (A), adiponectina (B) e PCR (C) de ratos Wistar na 16% semana do
protocolo experimental. Os valores sdo expressos como média + desvio-padrédo (n = 4-
6/grupo). Os valores sdo expressos como média + desvio-padrdao (n = 5-6/grupo).
Barras com letras distintas diferem significativamente (p < 0,05).

CON= grupo com dieta CON alimentado até a 162 semana do protocolo experimental.
HL= grupo com dieta HL alimentado até a 16 semana do protocolo experimental.
CONEM= grupo com dieta CON alimentado até a 162 semana e com intervengdo com
extrato aquoso de erva-mate a partir da 122 semana do protocolo experimental.

HLEM= grupo com dieta HL alimentado até a 162 semana e com intervencdo com
extrato aquoso de erva-mate a partir da 122 semana do protocolo experimental.

Todos os fragmentos corados pela hematoxilina-eosina submetidos a
analise histologica exibiram lobulacdo hepética preservada, bem como a
angioarquitetura dos capilares sinuséides e dos espacos-porta. Da
comparacao dos achados histopatologicos, nota-se em apenas dois dos
animais do grupo CON (figura 45), em um do grupo HL (figura 48) e em um

do grupo CONEM (figura 50), quadro caracterizado por degeneracao
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vacuolar macro e microgoticular, de discreto a moderado. N&o se observou

alteracao digna de nota em todos os representantes do grupo HLEM (figura

50).

Figura 44. Fotomicrografia de corte histologico de figado de rato do grupo CON,
mostrando veia hepatica terminal, com hepatdcitos da regido centrolobular, em
disposicao radial, com rarefacéo citoplasmatica. Coloragdo: Hematoxilina-eosina.
Aumento: 10 vezes.
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DR . . ~ 2 - . A
Figura 45. Detalhe em maior aumento da fotomicrografia anterior, evidenciando
guadro de degeneracdo vacuolar macro e microvacuolar, no citoplasma de

hepatdcitos da regido centrolobular. Coloragdo: Hematoxilina-eosina. Aumento: 20
vezes.

grupo HL, mostrando hepatécitos com degeneracdo vacuolar microgoticular
generalizada por toda. A extensdo do I6bulo hepético. Coloracdo: Hematoxilina-
eosina. Aumento: 10 vezes
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experimental designado por HL, mostrando degenerag&o vacuolar microgoticular no
citoplasma dos hepatécitos. Coloracao: Hematoxilina-eosina. Aumento: 20 vezes.

Figura 48. Detalhe em maior aumento da fotomicrografia anterior, evidenciando
macro e microvacuolos no citoplasma dos hepatdcitos e sinusoéide dilatado com
eritrécitos no espaco luminal. Coloracdo: Hematoxilina-eosina. Aumento: 40 vezes.
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Figura 49. Fotomicrografia de corte histologico de figado de rato do grupo CONEM,
mostrando espago-porta, com hepatdcitos dispostos radialmente e com sinusoides
acompanhando-os, com degeneracdo vacuolar discreta. Colora¢do: Hematoxilina-
eosina. Aumento: 10 vezes.

Figura 50. Corte histolégico de figado de rato do grupo CONEM, mostrando
espaco-porta e hepatécitos vizinhos a area periportal com degeneragéo vacuolar
discreta. Colorac@o: Hematoxilina-eosina. Aumento: 20 vezes.
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Figura 51. Fotomicrografia de corte histolégico de figado de rato pertencente ao
grupo experimental  designado por HLEM, mostrando espacgo-porta e hepatdcitos
circunvizinhos dispostos radialmente e preservados. Coloragdo: Hematoxilina-
eosina. Aumento: 10 vezes.

Figura 52. Fotomicrografia de figado de rato pertencente ao grupo experimental
designado por HLEM, mostrando hepatdcitos da regido periportal e seus sinuséides,
assim como seus respectivos nacleos, preservados. Coloragdo: Hematoxilina-eosina.
Aumento: 20 vezes.
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Ao atentar para a expressao das proteinas inflamatdrias, constata-se
gue, apesar de ndo haver resultados significantes na expresséo da IKK-a na
sua forma total e fosforilada (figura 53A e B), houve reducdo da razéo das
mesmas quando os animais foram suplementados com o EAEM e
alimentados com a dieta HL (figura 53C) em comparacéo ao seu respetivo
grupo controle. Em relagdo a expressdo da JNK, ndo foram observados
resultados estatisticamente significantes, contudo, uma forte tendéncia foi
detectada na analise da sua forma total, bem como na fosforilada (p = 0,06)
(figura 54A e B).

Na figura 55, verifica-se que a administracdo do EAEM foi capaz de
diminuir significantemente a expresséo do NF-kB fosforilado nos animais que
consumiram a racdo HL quando comparados aqueles que consumiram a
mesma ragdo sem a intervencao.

No que se refere ao IRS-1, pode-se dizer que a ingestao da racao HL,
bem como a intervencdo com o EAEM néo alteraram significativamente a
sua expressdo, tanto na sua forma total quanto fosforilada (figura 56).
Todavia, uma relevante tendénca foi constatada na expressao da razédo do
IRS-1 fosforilado pelo total (p = 0,06).

Em relacdo a expressdo da AKT total, verificou-se um resultado
significante estisticamente (p= 0,01), no entanto, o teste aplicado para
verificacdo de constrastes significantes ndo indica entre quais grupos
ocorreu a diferenca (figura 57A). A expresséo da razdo da AKT fosforilada
pela total, por sua vez, aumentou significantemente nos animais nao
estimulados com insulina do grupo HLEM em relagcdo ao grupo HL (figura
57C).
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Figura 53. Expresséo da IKK- total (A), IKK- B fosforilada (Ser 180) (B) e razdo da
IKK- B fosforilada pela IKK-B total (C) no tecido hepatico de ratos Wistar na 162
semana do protocolo experimental. Os valores sdo expressos como média + desvio
padrdo (n = 5-6/grupo). Barras com letras distintas diferem significativamente (p <

0,05). *UA = Unidades arbitréarias.

CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.

HL= grupo que ingeriu ra¢éo HL até a 162 semana do protocolo experimental.

CONEM = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo. .

HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo.

O
Grupos
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Figura 54. Expressdo da JNK total (A), JNK fosforilada (Tyr 185) (B) e razdo da JNK
fosforilada pela JNK total (C) no tecido hepético de ratos Wistar na 162 semana do
protocolo experimental. Os valores sdo expressos como média + desvio padrao (n = 5-
6/grupo). Barras com letras distintas diferem significativamente (p < 0,05). *UA =
Unidades arbitrarias.

CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.

HL= grupo que ingeriu ra¢éo HL até a 162 semana do protocolo experimental.

CONEM = grupo que ingeriu racdo CON até a 16 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo. .

HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o0 EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo.
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Figura 55. Expressédo do NF-kB fosforilado (A) no tecido hepatico de ratos Wistar na
16® semana do protocolo experimental. Os valores sdo expressos como média *
desvio padréo (n = 5-6/grupo). Barras com letras distintas diferem significativamente
(p < 0,05). *UA = Unidades arbitrarias.

CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.
HL= grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental.

CONEM = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental
e recebeu o0 EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo. .

HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo.
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Figura 56. Expresséo da IRS-1total (A), IRS-1 fosforilada (Ser 307) (B) e razéo da IRS-
1 fosforilada pela IRS-1 total (C) no tecido hepatico de ratos Wistar na 162 semana do
protocolo experimental. Os valores sdo expressos como média + desvio padréao (n = 5-
6/grupo). Barras com letras distintas diferem significativamente (p < 0,05). *UA =

Unidades arbitrarias.

CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.

HL= grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental.

CONEM = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o0 EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo. .

HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo.




118

A W R A S S e s e AKT Total

T ——— — w—— B-actina

AKT total (UA)
=
<

0.54
0.0+
O N A > M NP PO
O O X KR ¢ KK
[CNe) Ooé Ooé X
Insulina - + - + - + - +
Grupos
B N - —_ - AKT Fosforilada
w'—-v.' B-actina
2.0 b
abc a,b,c
154 a,b,c
' ab,c
a,b,c| c "ab,c

AKT fosfo (UA)
=
<

Insulina - + -

O

AKT fosfo/AKT total

Insulina - + -

Grupos

Figura 57. Expressdo da AKT total (A), AKT fosforilada (Ser 473) (B) e razdo da AKT
fosforilada pela AKT total (C) no tecido hepatico de ratos Wistar na 16% semana do protocolo
experimental. Os valores sdo expressos como média + desvio padrao (n = 5-6/grupo).
*Barras com letras distintas diferem significativamente (p < 0,05). **UA = Unidades
arbitrérias. *** Estimulo com 10 U de insulina.

CON = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental.

HL= grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental.

CONEM = grupo que ingeriu racdo CON até a 162 semana do protocolo experimental e
recebeu o EAEM, por gavagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo. .

HLEM = grupo que ingeriu racdo HL até a 162 semana do protocolo experimental e recebeu o
EAEM. por aavaagem, entre a 132 e a 162 semanas de protocolo.
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7 DISCUSSAO
7.1 DISCUSSAO DOS RESULTADOS REFERENTES A 122 SEMANA
DO PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O objetivo central desse trabalho, ap6s 12 semanas de protocolo
experimental, se resume em avaliar o efeito da ingestdo de racgéo
hiperlipidica sobre a expressdo de proteinas hepaticas envolvidas nos
mecanismos de resisténcia a acdo da insulina. Para tal finalidade, optou-se
pela utilizagdo de um modelo denominado “obesidade induzida pela dieta”
(DIO). Neste modelo, o estado nutricional dos animais pode ser alterado pela
oferta ad libitum tanto de uma racdo hiperglicidica, rica em frutose
(JAROSLAWSKA et al. 2011), quanto de uma racgéo hiperlipidica, rica em
acidos graxos do tipo saturado (ZHANG et al., 2010; JOBGEN et al., 2009;
HSIEH et al., 2009), ou até mesmo das duas em conjunto (POUDYAL et al.,
2010). No presente estudo, foi escolhida a oferta de uma racdo rica em
acidos graxos do tipo saturado para verificacdo de alteracdes do
metabolismo, da composicdo corporal e do desenvolvimento de doencas
cronicas nao transmissiveis.

Primeiramente, cabe destacar que a racdo HL foi ajustada pelo valor
energético em relacdo a racdo CON. Esse ajuste é de extrema importancia,
uma vez que ratos apresentam um consumo da racdo HL convencional
inferior ao da racdo CON, o que acarreta em deficiéncias de micronutrientes
e, consequentemente, em alteracdes das respostas imune e inflamatoria
(COHEN-LAHAV et al., 2006; WINTERGERST et al., 2007). Desta forma, o
ajuste pelo valor energético propiciou um consumo isocaldrico entre o0s
grupos estudados, o qual, como ja era esperado, ndo ocasionou aumento de
peso significante, porém, acarretou em relevantes alteracbes metabdlicas.
Safwat e colaboradores (2009) utilizaram o mesmo tipo de ajuste para a
elaboracdo da racédo HL e os resultados, ao final do protocolo experimental

de 10 semanas, foram similares ao observado no presente estudo. Nao foi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jaroslawska%20J%22%5BAuthor%5D
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observada diferenca significante entre os grupos CONBL e HLBL em relagéo
a quantidade de ragdo ingerida em gramas e ao peso corporal dos animais,
no entanto, diferentemente do presente trabalho, o consumo energético do
grupo HL foi 20% maior quando comparado ao grupo CON.

Apesar de nédo terem sido observados resultados significantes no que
se refere a composi¢do quimica da carcacga, 0s animais que consumiram a
racdo HL apresentaram maior depdsito de gordura retroperitoneal, tendéncia
a aumento do depdésito de gordura periepididimal e da soma desses coxins,
bem como maior peso do figado quando comparados aqueles que ingeriram
a racdo CON. Meijer e colaboradores (2010) testaram a hipotese de que
diversas alteragdes metabolicas, inclusive o aumento dos coxins adiposos e
do figado, séo decorrentes do conteudo lipidico ingerido e ndo do excesso
energético. Para tanto, agruparam os animais em CON, HL e aqueles que
seriam alimentados com racéao HL, no entanto, restritos a mesma quantidade
energética daqueles alimentados com a ragcdo CON. Os autores observaram
gue mesmo apds consumo isoenergeético, os animais desse Ultimo grupo
apresentaram significantemente maior peso dos coxins inguinal,
mesenterico, retroperitoneal e periepididimal, além de possuirem aumento
do peso do figado em 27% e desenvolverem EHNA.

O aumento do peso do tecido hepatico nos animais que consumiram a
racdo HL € indicativo de um quadro de EHNA. Diversos autores tém
demonstrado o desenvolvimento de EHNA pelo consumo de dietas HL
(KATHIRVEL et al., 2010), visto que estas possuem alto teor de acidos
graxos saturados, sendo similar ao padréo de dieta consumido por pacientes
obesos e com acumulo de lipidios no figado (MUSSO et al., 2003).

Desta forma, um dado importante a ser destacado é a avaliacao
histolégica do tecido hepatico na qual foram observadas apenas alteracdes
morfologicas discretas e que se caracterizaram pela presenca minima de
degeneracdo vacuolar microgoticular em um terco dos figados examinados
(33,33%). Um recente estudo delineado por Longato e colaboradores (2011)
constatou que os animais alimentados por oito semanas com uma dieta HL

(60% do valor energético total) apresentaram visivelmente maior esteatose
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macro e micro-vesicular com leve disfuncdo hepética, entretanto ndo foi
detectado sinais de apoptose e fibrose celular.

A patogénese da EHNA ainda n&o esta totalmente esclarecida, mas,
dentre as explicacbes mais plausiveis para esta doenca, pode-se citar a
teoria denominada “two-hit”, na qual primeiramente ha um armazenamento
ou acumulo ectépico inapropriado de lipidios no figado. Em consequéncia,
um quadro de resisténcia a acdo da insulina é estabelecido e, seguidamente,
h4a um acumulo de TAG entre os hepatdcitos. Diante desses fatos, o
estresse oxidativo € desencadeado, tendo como principais consequéncias a
injria do hepatécito e a inflamagdo (MARCHESINI, et al.,, 1999;
MARCHESINI, et al. 2001).

Mais especificamente, a EHNA ocorre quando ha um desequilibrio no
influxo de lipidios no figado. Alguns dos fatores que contribuem para o
acumulo de lipidios no tecido hepatico sédo: o elevado fornecimento de
lipidios pelo aumento da lipdlise ou do consumo alimentar; a diminuicdo da
oxidacdao lipidica; o aumento da sintese de lipidios pela lipogénese de novo
e a diminuicdo da secrecao de VLDL-colesterol hepatico (TILG; MOSCHEN,
2010).

O aumento dos acidos graxos livres circulantes, bem como das
citocinas pro-inflamatorias, ativam diversas vias que culminam para o
desenvolvimento da resisténcia a ac¢do da insulina. Esta, por sua vez,
propicia um aumento da lipolise a qual eleva ainda mais a concentracao
sérica e hepética de acidos graxos livres. O influxo destes no figado
promove aumento da sintese de TAG hepatico. A hiperinsulinemia e
hiperglicemia regulam diversos fatores de transcricdo que promovem a
lipogénese de novo, como o Sterol Regulatory Element Binding Protein
(SREBP)-1 e o Carbohydrate Responsive Element-binding Protein
(ChREBP) (ADAMS et al., 2005a; BROWNING; HORTON, 2004b). A
ativacdo da SREBP-1 acarreta em aumento da concentracao de malonil-CoA
0 qual, por sua vez, inibe a oxidacdo de acidos graxos e, desta forma,
favorece o acumulo de lipidios no tecido hepatico (BROWNING; HORTON,
2004b).
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Outro possivel destino para os lipidios hepaticos é a exportacdo na
forma de lipoproteinas. A apolipoproteina (apo) B facilita esse efluxo lipidico
do figado pela incorporacéo do TAG antes de ser secretada. Alguns estudos
gue tém apontado que esse processo esta diminuido em quadros de EHNA
(ASON et al., 2011; CROOKE et al., 2005; CHARLTON et al., 2002).

Todavia, a literatura cientifica afirma que o acumulo de TAG no
figado, em resposta ao aumento do consumo de lipidios dietéticos, na
realidade, teria um papel fisioldgico protetor e ndo nocivo (UNGER;
SCHERER, 2010). Ratos que possuem expressdao aumentada da
diacilglicerol-acil-transferase, uma enzima que catalisa a sintese hepatica de
TAG, desenvolvem a EHNA, no entanto, estdo protegidos da resisténcia a
acao da insulina (KOLIWAD et al., 2010; MONETTI et al., 2007). Em
contrapartida, o acumulo de &cidos graxos saturados livres no tecido
hepatico parece ser muito mais danoso por apresentar efeitos toxicos ao
organismo, resultando em apoptose hepatocelular, dano hepéatico e fibrose
(LI et al., 2009).

Em adendo, o aumento da massa de gordura visceral, conforme foi
observado no presente estudo, também contribui para o desenvolvimento da
EHNA. Os depésitos de gordura abdominal apresentam altas taxas
lipoliticas, liberando acidos graxos livres, 0s quais tém acesso direto ao
figado pela veia porta e, desta maneira, iniciam o processo supracitado
(FELDSTEIN et al., 2004).

A despeito do aumento do peso do tecido hepatico, ndo foram
observadas alteracfes na atividade das enzimas hepéticas AST, ALT e na
razao das mesmas. Contrariando os resultados aqui descritos, um recente
estudo delineado por Longato e colaboradores (2011) constatou que os
animais alimentados por oito semanas com uma racdo HL (60% do VET)
apresentaram ao final do protocolo experimental, aumento significante de
aproximadamente 57% da atividade sérica da enzima ALT, porém néo foi
avaliada a atividade da AST e nem a razdo dessas transaminases.

Zhang et al. (2010) observaram que ratos Sprague-Dawley

alimentados com ragéao HL por 4, 12 e 24 semanas apresentaram a atividade
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das enzimas ALT e AST significantemente superiores aos dos animais
alimentados com ragdo CON em todos os tempos do protocolo experimental.

A EHNA é usualmente diagnosticada apés alteracdes em parametros
indicativos da lesédo hepatica no soro sanguineo, como é o caso da ALT e da
AST. Em observacdes clinicas, pacientes que apresentam essa doenca
possuem elevagdes discretas na atividade dessas enzimas, as quais
raramente estdo trés vezes maiores do que o limite estabelecido
(HARRISON; NEUSCHWANDER, 2004; ADAMS et al., 2005b). Pelo fato do
presente trabalho utilizar um modelo animal, tal critério envolvendo pontos
de corte ndo pode ser utilizado. No entanto, cabe destacar que, mesmo em
estudos envolvendo seres humanos, os pontos de corte ndo podem ser
utilizados como critérios finais para se realizar o diagndstico, uma vez que
aproximadamente 78% dos pacientes ndo apresentam alteracédo alguma na
atividade das enzimas hepaticas (TORRES; HARRISON, 2008).

De um modo geral, a atividade das transaminases tende a ser maior
em quadros de necro-inflamacdo ou também denominada esteato-hepatite
nao alcoodlica, mas essa observagcédo nao é universal (MILNER et al., 2009).
Sendo assim, a razdo AST/ALT € um parametro mais fidedigno a ser
utilizado para diagnéstico da EHNA em seres humanos, sendo que valores
menores que 1 indicam auséncia ou presenca minima de fibrose, enquanto
gue valores maiores que 1 séo indicativos de fibrose intensa e cirrose
(MCPHERSON et al., 2010).

O quadro de dislipidemia foi constatado apds 12 semanas de
protocolo experimental pelo aumento do colesterol total e do LDL-colesterol
nos animais do grupo HLBL. Diversos autores tém citado que a dieta HL
acarreta em alteracdes bioquimicas importantes. Safwat e colaboradores
(2009) demonstraram em seu estudo que a dieta rica em lipidios aumentou
significantemente a concentracéo plasmatica de TAG e VLDL-colesterol.

As alteracdes lipidicas observadas provavelmente sédo decorrentes do
aumento da ingestdo de colesterol e de acidos graxos do tipo saturado
provenientes da racdo HL, os quais chegam ao figado pela circulacéo portal

e sdo metabolizados a TAG. O transporte hepético destes para a circulacao
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ocorre por meio das VLDL, das lipoproteinas de densidade intermediaria
(IDL) e das LDL. Os TAG das VLDL, assim como os dos quilomicrons, sdo
hidrolisados pela lipase de lipoproteina (LLP) e, como produto, os &cidos
graxos sao liberados para os tecidos e metabolizados. Por agéo da LLP, os
quilomicrons e as VLDL s&o progressivamente depletados de TAG e
transformados em particulas remanescentes, que sado removidas pelo figado
por meio de receptores especificos. Desta forma, uma parte das VLDL da
origem as IDL, que sdo convertidas em LDL. a qual tem um contetdo
apenas residual de TAG e é composta, principalmente, de colesterol e, uma
Unica apolipoproteina, a apo B100. Assim como as VLDL e as IDL, as LDL
sdo removidas pelo figado também por meio de receptores especificos,
sendo que a expressdo dos mesmos tem papel crucial no que se refere a
concentragéo de colesterol no sangue (SBC, 2007).

No presente estudo, o quadro de intolerancia a glicose e resisténcia a
acao da insulina ficou fortemente evidente na 122 semana do protocolo
experimental pelos resultados obtidos no oGTT e no ipITT, respectivamente.
A area sob a curva dos animais submetidos ao consumo da racdo HL foi
maior em ambos os testes. No oGTT, este resultado é indicativo de uma
menor resposta hepatica no sentido de inibir a neoglicogénese, bem como
de uma reducéo da captacdo de glicose pelos musculos esqueléticos e da
secrecdo pancreatica de insulina. Por outro lado, no ipITT, esse resultado
evidencia principalmente uma resisténcia a acdo da insulina no musculos
esqueléticos e no tecido adiposo. Em adendo, verificou-se que a glicemia de
jejum desses animais também estava aumentada.

Diversos sdo os estudos que associam o modelo de obesidade
induzida pela dieta a resisténcia a acdo da insulina. Visando estudar os
efeitos farmacoldgicos da diacerina, Tobar e colaboradores (2011)
submeteram os animais a uma dieta HL por 12 semanas. Estes animais
apresentaram maior glicemia de jejum e concentracdo de insulina sérica,
bem como maior AUC no oGTT, quando comparados aos animais que
ingeriram a racdo CON. Nesse estudo, outras analises foram realizadas para

hY hY

verificar o quadro de intolerancia a glicose e de resisténcia a acdo da
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insulina, como a técnica do clamp euglicémico-hiperinsulinémico,
considerado padrédo-ouro. Nos animais que ingeriram a racédo HL, a infuséo
de glicose foi menor quando comparada a do grupo CON.

Outro trabalho publicado recentemente estudou a influéncia da
inflamacé@o para o estabelecimento da resisténcia & acdo da insulina em
ratos submetidos a ingestdo de ragdo HL em curto e em longo prazo (LEE et
al., 2011). Interessantemente, ap0s trés dias de consumo de racdo HL, os
animais ja apresentavam um quadro de intolerancia a glicose em relagéo
aos animais do grupo controle, cujo quadro foi novamente observado apés
10 semanas de ingestdo da racdo HL. Tais autores também utilizaram a
técnica de clamp euglicémico-hiperinsulinémico e observaram que a glicemia
basal, bem como a producdo hepatica de glicose, estavam aumentadas
apos trés dias de protocolo experimental nos animais que ingeriram a ragao
HL. Estes resultados sao consistentes com o fato de que a producao
hepatica de glicose é a chave-determinante da hiperglicemia basal. Em
adendo, tais resultados foram novamente comparaveis aos dos animais que
consumiram a racdo HL em longo prazo (10 semanas). A taxa de infusdo de
glicose (TIG) foi menor nos animais alimentados em curto prazo (trés dias)
com racdo HL em relagcdo aqueles do grupo CON. A TIG foi
progressivamente diminuindo, chegando ao seu decréscimo maximo nos
animais alimentados com racédo HL por 10 semanas, indicando o agravo do
guadro de resisténcia a acao da insulina.

Com relacdo ao iplTT, Wada e colaboradores (2010) encontraram
resultados semelhantes ao presente estudo, verificando uma inducdo da
resisténcia a acdo da insulina em animais submetidos a racdo HL por oito
semanas e, posteriormente, rica em frutose (HF), por mais oito semanas.
Nesse estudo, constatou-se que 0s animais que consumiram a racdo HL e
HF apresentaram a AUC e o indice HOMA-IR superiores em relacao aqueles
gue consumiram a racao CON.

No presente trabalho, ndo foi possivel a realizacdo da técnica de

clamp euglicémico-hiperinsulinémico, no entanto a avaliacdo em conjunto do
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oGTT e do ipITT apo6s 12 semanas de protocolo experimental possibilitaram
andlise fidedigna dos resultados referentes a homeostase da glicose.

J& estd bem estabelecido na literatura que o consumo de uma racao
rica em acidos graxos saturados esta relacionado ao estabelecimento da
obesidade a qual, por sua vez, se associa diretamente ao aumento da
prevaléncia das doencas cronicas ndo transmissiveis, dentre elas, o DM tipo
2 (STEIN; COLDITZ, 2004; FREIRE et al., 2005). Primeiramente, cabe
destacar que, em individuos obesos, a resposta inflamatéria € diferente
daqueles considerados eutréficos (HOTAMISLIGIL, 2006), tendo em vista o
consequente aumento da sintese de citocinas pro-inflamatérias,
principalmente oriundas do tecido adiposo. A inflamacdo induzida pela
obesidade atualmente pode ser conceituada como meta-inflamacéao,
conceito este relacionado ao estudo dos efeitos desse estado no
metabolismo (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011).

De maneira geral, além do aumento da sintese de citocinas pro-
inflamatdrias, no tecido adiposo ha também a infiltracdo de macrofagos, os
guais elevam ainda mais a concentracéo de citocinas circulantes, diminuindo
a sensibilidade a insulina e a captacao de glicose pelo adipécito e pelo
musculo esquelético (WEISBERG et al., 2003; CAl et al., 2005; GUILHERME
et al., 2008).

O figado é considerado um dos 6rgaos principais no que se refere ao
metabolismo de nutrientes, ndo apenas em relacdo ao controle da
neoglicogénese, mas também da lipogénese (GREGOR; HOTAMISLIGIL,
2011). Neste tecido, em situacbes em que ha ativacdo da resposta
inflamatdria, ndo ha infiltracdo de macréfagos, mas ocorre a ativacdo de
macréfagos residentes, os quais sdo designados células de Kupffer. Estas
também tém a capacidade de elevar a sintese de citocinas pro-inflamatorias,
agravando o quadro inflamatério (BAFFY, 2009). Em adendo, ha a perda da
regulacdo da neoglicogénese, cujo fato, consequentemente, eleva a
producédo hepética de glicose (ARKAN et al., 2005).

Um mecanismo bastante atual relacionado a resisténcia a acédo da

insulina € a endotoxemia, na qual a microbiota intestinal tem papel crucial.
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Sob este aspecto, o consumo de racdo HL e a obesidade alterariam o perfil
da microbiota intestinal e a permeabilidade intestinal, o que acarretaria em
aumento da concentracdo sérica de lipopolissacarideos (LPS), os quais tém
a capacidade de ativar vias pro-inflamatérias que culminam na resisténcia a
acao da insulina e na intolerancia a glicose (CARICILLI et al., 2011).

No presente trabalho, foram avaliadas as concentragfes séricas de
alguns parametros inflamatoérios, como a IL-6, o TNF-a, a adiponectina, a
MCP-1, o PAI-1, a leptina e a PCR. O consumo da ragdo HL, com
concomitante aumento do depdsito visceral de gordura, induziu aumento das
concentracdes séricas de PAI-1 e PCR, bem como promoveu uma tendéncia
a diminuicdo da concentracao sérica de adiponectina.

O aumento concentracao sérica do PAI-1 indica inibicao da fibrindlise,
processo este diretamente relacionado as doencas cardiovasculares
(KOHLER; GRANT, 2000). Ha evidéncias de que o tecido adiposo visceral
esta diretamente relacionado a sintese e a expressao de PAI-1. A sintese
desse inibidor tem relacdo proporcional com a concentracdo sérica de
insulina (MAVRI et al., 2001), de glicocorticéides (HALLEUX et al., 1999), de
angiotensina Il, de AGNE (UCHIDA et al., 2003) e, principalmente, do TNF-a
(NELS et al., 2012).

O aumento da concentracdo sérica de PCR pode ser explicado pela
sintese elevada de citocinas pro-inflamatorias no tecido adiposo branco, as
guais migram para o0 vaso e, chegando ao figado, interagem com o0s
hepatocitos. Estes, por sua vez, identificam as citocinas, interpretando como
um quadro inflamatério, que culmina na sintese de proteinas de fase aguda
positiva, como a PCR (BLACK et al., 2004). Um forte indutor da sintese da
PCR é a IL-6, no entanto, ndo foram observados resultados significantes
para essa citocina no presente trabalho (VOLETI; AGRAWAL, 2005). Um
dado relativamente interessante é que o estado de resisténcia a insulina e a
disfuncdo endotelial estdo proporcionalmente relacionados a concentracao
sérica da PCR (STEHOUWER et al., 2002) e, ainda, que essa proteina de
fase aguda tem se mostrado como um preditor para o DM tipo 2 (PRADHAN
et al., 2001).
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A adiponectina possui papel-chave no que diz respeito a sensibilidade
a acao da insulina e a concentracdo sérica dessa adipocitocina com acgao
anti-inflamatoria esté reduzida em pacientes com aumento da massa visceral
de gordura (ARITA et al., 1999). A hipoadiponectinemia esta associada com
o indice de massa corporal aumentado, a resisténcia a insulina, a
dislipidemia, a disfuncdo endotelial e o risco aumentado para DCV (TILG;
MOSCHEN, 2008). A adiponectina aumenta a sensibilidade a acdo da
insulina por inibir a neoglicogénese hepatica e por promover oxidacdo dos
acidos graxos no muasculo (STUMVOLL et al., 2002).

Sob o ponto de vista molecular, a perda da regulacdo hepética da
neoglicogénese esta relacionada a ativacdo de algumas proteinas da via do
NF-kB e das proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK). Sendo
assim, ao chegar ao hepatdcito, por exemplo, o TNF-a (sintetizados pelos
adipdcitos e macrofagos) se liga ao seu receptor de membrana, o TNFR. Da
mesma forma, os AGNE (provenientes do metabolismo da dieta HL ou da
lipdlise) e o LPS (provenientes da microbiota intestinal) se ligam ao seu
receptor de membrana, o TLR4 (TACKE et al., 2009). Essas ligacdes ativam
a proteina quinase (TAK)-1 que, por sua vez, pode ativar a IKK-3 e as MAPK
(MEK 1/2, MKK 3/6 e MEK 4/6) (NAKATANI et al., 2004; SOLINAS; KARIN,
2010).

A ativacdo da IKK-B, de forma resumida, pode fosforilar o IRS-1 no
residuo de serina 307, inibindo a ativacdo da PI3-K e a atividade da
PKB/AKT. Essa sequéncia de fatos reduz a capacidade de sintese de
glicogénio e de inibicdo da producdo endogena de glicose pelo figado, uma
vez que a AKT influencia na supresséo da gliconeogénese hepatica por meio
da fosforilagdo de fatores de transcricdo designados FOXO, reduzindo a
expressdo de genes que codificam as enzimas envolvidas ha
neoglicogénese, como a PEPCK e G6Pase. Por outro lado, a ativacdo das
MAPK induz a fosforilagdo de proteinas como a JNK, a qual também
apresenta a capacidade de fosforilar o IRS-1 no residuo de serina 307, o

gue, novamente, interrompe a via de sinalizacao da insulina. Todos esses
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fatos, em conjunto, acarretam em um quadro de hiperglicemia (SOLINAS;
KARIN, 2010).

Ainda, a ativacéo da IKK-B e da JNK culmina na translocacao do NF-
kB do citoplasma para o nucleo, local onde se liga a regido promotora
presente no DNA e promove a ativacao da transcricao diversos genes que
codificam proteinas com acdo proé-iflamatéria, como o TNF-a e a IL-6,
agravando ainda mais o quadro inflamatério e a resisténcia a acdo da
insulina (HAYDEN; GHOSH, 2008). Sendo assim, no presente trabalho,
optou-se por avaliar a expressdo de proteinas-chaves envolvidas na
resposta inflamatéria — IKK-B, JNK e NFKkB — e na via de sinalizacéo da
insulina — IRS-1 e AKT.

N&do foram observados diferencas significantes entre 0s grupos
estudados, todavia, esses dados contrariam a literatura cientifica. Tobar e
colaboradores (2011) verificaram que, ap0s o consumo de ragcao HL, por 12
semanas, 0s animais apresentaram expressao hepatica aumentada da JNK,
da IKK-B e do IRS-1 (Ser 307), e diminuida da AKT (Ser 473), nas suas
formas fosforiladas, em relacdo aos animais que foram submetidos a racéo
controle.

Outro estudo recente publicado (SHAO et al., 2012) verificou que,
apos 28 semanas de ingestdo de racdo HL, ratos C57BL/6J apresentaram
diminuicdo significante da expresséo hepatica da AKT fosforilada (Ser 473).
Os autores mostraram também que a ingestdo da racdo HL acarretou em
aumento da expressdo hepatica da proteina ribossomal S6K, porém sem
alterar a expressdo do NF-kB fosforilado.

No presente trabalho, também foi constatada diminuicdo da
expressdo da AKT fosforilada quando os animais foram submetidos a racéo
HL, entretanto, ndo foi observada alteracdo da expressdo do NF-kB
fosforilado. Pelo fato de néo ter sido verificado aumento da via inflamatoria
no figado que acarretasse no quadro de resisténcia a acdo da insulina,
sugere-se que tal fato possa ser decorrente da ativacdo de outras vias de

sinalizacado intracelular. Dentro deste contexto, a proteina quinase R (PKR),
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a proteina ribossomal S6K, a proteina quinase C (PKC), a proteina quinase
regulada por sinais extracelulares (ERK) e a proteina quinase denominada
alvo da rapamicina em mamiferos (mMTOR) também possuem a capacidade
de inibir a fosforilagdo do residuo de tirosina 1222 do IRS-1, o que implica na
possivel ativacdo de outras vias celulares que antagonizam a via de
sinalizag&o da insulina (BOURA-HALFON, ZICK, 2009).

7.2 DISCUSSAO DOS RESULTADOS REFERENTES A 162 SEMANA
DO PROTOCOLO EXPERIMENTAL

No que concerne a caracterizagdo da erva-mate liofilizada utilizada
para suplementacdo, foram identificados 11 compostos fendlicos, dentre
esses, destaca-se a presenca do 5-CQA (27,3 mg/g do extrato). Dentre as
metilxantinas, a cafeina foi o principal composto detectado (14,5 mg/g do
extrato). Os compostos fendlicos totais representaram 103,2 mg/g do extrato
puro.

Arcari e colaboradores (2009), visando analisar os efeitos da erva-
mate no que concerne a perda de peso, verificaram que 0 composto
presente em maior quantidade também foi 0 4,5-CQA (32,3 mg/g de extrato),
seguido da cafeina (5,8 mg/g de extrato). Os composto fendlicos totais
representaram 348,8 mg/g de extrato puro.

A intervencdo com o EAEM nao alterou o consumo alimentar dos
animais gquantitativamente e energeticamente quando submetidos a racao
CON e HL, mas promoveu diminuicdo no ganho de peso dos animais
guando estes ingeriram a ra¢ao HL. A literatura sugere que a erva-mate tem
a capacidade de diminuir o esvaziamento gastrico, 0 consumo alimentar e o
peso corporal. Hussein e colaboradores (2011) constataram que a

administracdo cronica do EAEM (50 ou 100 mg/Kg de peso corporal/dia),
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durante trés semanas, reduziu significantemente a quantidade de racao
ingerida e o peso corporal. Segundo este estudo, os efeitos observados s&o
decorrentes principalmente do aumento do peptideo semelhante ao
glucagon (GLP)-1 sérico, o qual sinaliza a saciedade ap6s uma refeigcao.
Torna-se importante destacar que o acido dicafeoilquinico, o &cido
clorogénico e a cafeina foram os principais componentes responsaveis por
diminuir o consumo alimentar, enquanto que o acido dicafeoilquinico e as
metasaponinas, por aumentar a concentracao sérica de GLP-1.

Apesar de ndo ser constatado no presente estudo diminuicdo dos
coxins adiposos devida a administracdo do EAEM, verificou-se reducao no
percentual de lipidios e aumento no percentual de massa magra na carcaca
dos animais do grupo CONEM em relacdo ao grupo CON. Argari e
colaboradores (2009) observaram em seu estudo que a administracao de 1,0
g/Kg de peso corporal/dia em animais submetidos a racdo HL diminuiu
significantemente o peso corporeo dos animais, a adiposidade e o depdésito
visceral periepididimal. Segundo os autores, a racdo HL diminuiu a
expressdo de proteinas relacionadas a termogénese no tecido adiposo
marrom, como o co-ativador do receptor ativado por proliferadores de
peroxissomas (PGC-1) e as proteinas desacopladoras (UCPs), dessa forma
reduzindo a biogénese mitocondrial e a respiracdo muscular, o que favorece
o desenvolvimento da obesidade. Interessantemente, a administragcdo do
EAEM foi capaz de reverter esse quadro, aumentando a expressao das
proteinas supracitadas e, consequentemente, promovendo a perda de peso
e a diminuicdo do depdsito periepididimal. Outros autores sugerem que 0O
efeito do EAEM em promover a perda de peso é decorrente das
metilxantinas presentes no extrato (PANG et al., 2008).

Dentre outros efeitos citados na literatura, destaca-se a capacidade
do EAEM de melhorar o perfil glicémico e lipidico em estudos in vivo. No
presente trabalho, verificou-se que os animais que foram suplementados
com o EAEM apresentaram maior sensibilidade a ac¢do da insulina, quando

submetidos ao ipITT, e menor concentracéo sérica de colesterol total.
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Em um estudo realizado em 2011, visando analisar qual a melhor
intervencéo, individuos diabéticos tipo 2 e pré-diabéticos foram divididos em
trés grupos, sendo que um destes recebeu apenas o EAEM (cerca de um
litro por dia), o outro foi submetido a uma intervencgao nutricional, enquanto o
ultimo grupo recebeu ambas as intervencdes. Verificou-se que no primeiro
grupo houve uma reducdo da glicemia, apés 60 dias de protocolo
experimental, e do valor de hemoglobina glicada, ap6s 20 dias. Nos outros
grupos nao foram observados resultados significantes (KLEIN et al., 2011).
Dentre as hipéteses aventadas para explicar estes resultados, cita-se que o
acido clorogénico presente na erva-mate pode inibir a atividade da enzima
glicose-6-fosfato translocase, diminuindo a producdo hepatica de glicose e,
consequentemente, a glicemia (HEMMERLE et al.,, 1997). Em adendo, o
acido clorogénico, o acido galico e o acido cafeico, também presentes no
EAEM, parecem promover a captacdo de glicose pelos hepatoticos e por
células 3T3-L1 (PRASAD et al., 2010; HUANG et al., 2009). A cafeina, por
outro lado, parece auxiliar no controle glicémico pelo aumento da
sensibilidade a acao da insulina (KEIJZERS et al., 2002; YAMAUCHI et al.,
2010).

Um provavel mecanismo pelo qual ha a reducdo da concentracdo
sérica de colesterol total e de suas fracbes € a capacidade da erva-mate em
bloquear a absorcdo do colesterol no intestino delgado e/ou inibir a sintese
hepatica de colesterol. Tais processos podem ser atribuidos principalmente
a presenca de saponinas, compostos fenolicos, flavonoides e/ou cafeina
presentes no cha-mate. Alguns autores tém sugerido que tanto o EAEM,
guanto as saponinas isoladas da erva-mate, podem formar complexos com o
acido cdlico in vitro, inibindo a absorcéo intestinal do colesterol (FERREIRA
et al., 1997). Ainda, as catequinas e a cafeina parecem possuir a capacidade
de suprimir a absorcéao intestinal de colesterol por reduzir a solubilidade das
micelas (IKEDA et al., 1992, WANG et al.,, 2006). As quercetinas podem
aumentar a excrecao de colesterol nas fezes (BOK et al., 2002), enquanto

gue o acido cafeico tem a capacidade de diminuir a atividade da enzima
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colesterol acil-CoA aciltransferase no figado de ratos alimentados com ragao
hipercolesterolémica (IKEDA et al., 1992, WANG et al., 2006).

Um estudo conduzido por Morais et al. (2009) constatou que
individuos hiperlipidémicos, que consumiram um litro de EAEM por dia,
apresentaram uma reducdo na concentracdo plasmatica de colesterol total e
de LDL-colesterol, bem como aumento da concentracao plasmatica de HDL-
colesterol apés 20 dias de protocolo experimental, sendo estas
concentragcbes mantidas apos 40 dias. Tais resultados corroboram para o
mecanismo hipolipidémico acima descrito e comprovados pelo presente
estudo.

Recentemente, em um artigo foi publicado por Arcari e colaboradores
(2011), ficou evidenciado o potente efeito do EAEM em atenuar a inflamacéo
induzida pela obesidade. Com um desenho experimental muito similar ao do
presente estudo, os autores submeteram ratos ao consumo de racédo HL por
12 semanas e, posteriormente, a suplementacdo com o EAEM até a 16 2
semana. Constatou-se que 0s animais que receberam o EAEM
apresentaram reducao da expressao génica hepatica do TNF-a, da IL-6 e da
INOS, no entanto, nado foi verificada diferenca nas concentracbes
plasmaticas do TNF-a e da IL-6.

No presente estudo, semelhantemente, apdés a intervencdo com o
EAEM ndo se observou reducdo da concentracdo plasmatica de nenhum
dos parametros inflamatérios, como do TNF-a e da IL-6, no entanto, sua
administracdo foi capaz de diminuir a razdo da expressdo da IKK na sua
forma fosforilada pela total, o que, consequentemente, também acarretou em
diminuicdo da fosforilacdo do NF-kB, que é um potente fator de transcri¢ao
de genes relacionados a inflamacéo (LI; VERMA, 2002).

Em um estudo in vitro realizado com macrofagos ativados por LPS, a
presenca do EAEM ou mesmo de seus compostos bioativos isolados inibiu a
resposta inflamatéria por meio do bloqueio da COX-2, sendo que a
guercetina apresentou a maior capacidade de inibicdo. A combinacdo de

guercetinas e saponinas do EAEM resultou em uma interacdo sinérgica que
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inibiu a sintese de Oxido nitrico e de prostaglandinas E2. Ainda, suprimiu a
sintese de IL-6, IL-1 e reduziu a translocagao induzida por LPS do NFkB
(OLMOS et al.,, 2008). A despeito dos resultados observados pelos
pesquisadores em questdo, o presente trabalho foi um dos primeiros na
literatura cientifica a avaliar o efeito do EAEM in vivo sob a via inflamatéria e
verificar resultados positivos.

Apesar de verificada apenas tendéncia na razdo IRS-1
fosforilada:total, os resultados referentes a expressao da AKT no figado
corroboram a hipo6tese supracitada, sendo que se observou melhora da
sensibilidade a acdo da insulina pela intervencdo com o EAEM nos animais
submetidos a racdo HL sem o estimulo com insulina.

Poucos sdo os estudos encontrados na literatura cientifica que
relatam os efeitos do EAEM na via de sinalizacao da insulina no figado sob
um ponto de vista molecular, no entanto, o estudo previamente citado de
Arcari e colaboradores (2011) também constatou que a administracdo do
EAEM por 16 semanas reverteu a resisténcia a acdo da insulina induzida
pela dieta HL, resultado este evidenciado pelo aumento da expresséo
hepatica da proteina AKT e diminuicdo da IRS-1 (Ser 307), ambas nas suas
formas fosforiladas.

Uma limitacdo importante do trabalho a ser destacado é a dose
administrada de 1 g/Kg de peso corporal/dia, a qual, se fosse extrapolada
para o consumo populacional, corresponderia a 2,8 litros para um individuo
de 70 Kg. No presente estudo, essa dose foi administrada uma unica vez no
dia para minimizar o sofrimento e o estresse dos animais decorrente da
gavagem. Todavia o consumo habitual do EAEM é feito em pequenas doses,
no decorrer do dia e, raramente, alcangcam a quantidade estabelecida pela
literatura cientifica visando os efeitos benéficos. Mas, por outro lado, ha
diversos estudos populacionais evidenciando, por exemplo, que o consumo
de 1 litro de cha-mate ja exerce efeitos positivos sob o ponto de vista
metabdlico (KLEIN et al., 2011; MORAIS et al., 2009).

Outro fato limitante a ser ressaltado foi a utilizacdo de ratos Wistar

para a execugcdo do protocolo experimental, visto que essa linhagem de
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animais ndo responde adequadamente ao modelo de obesidade induzida

pela dieta.
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8 CONCLUSAO

A ragdo HL foi capaz de induzir aumento da adiposidade corporal,
resultando também em um quadro de hiperglicemia, intoleréncia a glicose,
dislipidemia, os quais sdo decorrentes também do estabelecimento de um
perfil pré-inflamatério. A racdo HL nao influenciou sobre a expressédo de
proteinas envolvidas com a resposta inflamatéria (IKK, JNK e NF-kB) e da
IRS-1 (Ser 307), que estd presente na via de sinalizagdo da insulina;
contudo, diminuiu a fosforilagdo da AKT. Desta forma, conclui-se que o
consumo de ragdo HL pode ser considerado um dos principais fatores na
etiologia da obesidade e no desenvolvimento das doengas cronicas nao-
transmissiveis, em especial do DM2.

A intervencdo com o EAEM diminuiu o ganho de peso do animais, ao
mesmo tempo em que reduziu o percentual de lipidios e aumentou o
percentual de massa magra da carcaca. Além disso, promoveu aumento da
sensibilidade a acdo da insulina e reducdo da concentracdo sérica de
colesterol total. Apesar de néo ter sido observada alteracdo do parametros
inflamatorios séricos, a administracdo do EAEM foi capaz de diminuir a
expressdo hepatica da razdo IKK-B fosforilada:total, bem como diminuiu a
expressdo do NF-kB fosforilado, indicando atenuacdo da resposta
inflamatdria hepatica. Todos esses fatores, em conjunto, indicam que o
EAEM pode ter um efeito positivo na reducdo do risco e tratamento de

doencas crénicas ndo transmissiveis.
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