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RESUMO

A obesidade ¢ considerada um problema de saude publica, principalmente pelo fato desta
estar associada com diversas patologias como a resisténcia a insulina (RI). Atualmente,
diversas estratégias sdo utilizadas visando a reducdo de peso corporal, dentre estas se
destaca o uso de produtos de origem vegetal, incluindo a llex paraguariensis, cujo nome
comum ¢ erva-mate. Muitos trabalhos mostram que os compostos detectados na erva-mate
possuem diferentes fungdes biologicas, tais como: acdo antioxidante, antiinflamatoria,
imunomodulatoria, anticancerigena, modificacdo do metabolismo de colesterol, entre
outros. Muito embora diversos estudos destaquem as fungdes bioldgicas da erva-mate,
pouco se sabe sobre sua capacidade de modulacdo na expressdao de genes relacionados a
obesidade, e seu efeito na via de sinaliza¢do da insulina. Deste modo o presente estudo teve
como objetivo avaliar a acdo do extrato aquoso de erva-mate tostado no processo de
adipogénese e sua a¢do nos mecanismos de sinalizagdo da insulina. Os dados do presente
trabalho mostram que a erva-mate na concentracdo de 1,0g/kg em animais submetidos a
dieta hiperlipidica aumentou a expressao de diferentes genes responsaveis pela ativagao da
AKT, reduziu a translocagdo nuclear de NF-kB e FOXO1, reduziu a expressao PEPCK e
G6Pase ligados ao processo de gliconeogénese no tecido hepatico. Os efeitos da erva-mate
na sinaliza¢do da insulina foram ratificados, por analise proteica de IRS-1, IRS-2 ¢ AKT,
reducdo na resisténcia a insulina observada pelo teste do Kirr e reducdo da glicemia basal.
O presente trabalho demonstra ainda em cultura celular de 3T3-L1 que a erva-mate e alguns
de seus principais compostos bioativos (acido clorogénico, rutina e quercetina), possuem
acdo mais expressiva na etapa de diferenciagdo do adipocito e atuam modulando distintos
genes relacionados ao processo de diferenciagdo do adipdcitos. O trabalho ainda sugere que
a erva-mate possa atuar in vitro € ex vivo de maneira mais expressiva na reducdo da
adipogénese através da via WNT, visto pelo aumento da expressdo de diferentes genes
relacionados com essa via. O resultado final da ativagdo desta via € a repressao significativa
de PPARyZ e C/EBPa, principais fatores de transcricdo necessarios para que ocorra a etapa
final do processo de diferenciacdo dos adipdcitos, contribuindo assim para elucidar a
reducdo do peso corporeo e da gordura epididimal observada nos animais submetidos a
dieta hiperlipidica tratados com erva-mate durante 60 dias, que por sua vez reduz a
producdo de citocinas, em especial o TNF-o, contribuindo parcialmente para a melhora do
quadro de sinalizagdo a insulina observado apds intervengao.

Palavras Chave: Erva-mate, llex paraguariensis, adipogénese, insulina e obesidade.
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ABSTRACT

Obesity is a problem of public health, mainly because it is associated with many conditions
such especially insulin resistance (IR). Currently, several strategies have been used in order
to reduce the total body weight, among these there is a growing evidence supporting the use
of products of plant origin, including the llex paraguariensis, whose common name is
yverba mate. Various studies have shown that the compounds found in yerba mate has
several biological functions, such as antioxidant, anti-inflammatory, immunomodulatory,
anticancer, modification of cholesterol metabolism and others. Although several studies
highlight the biological functions of yerba mate, there are lack of evidence providing their
ability to modulate expression of genes related to obesity and its effect on the insulin
signaling pathway. Thus, the aim of this study was to evaluate the effects of yerba mate in
gene expression that regulate adipogenesis and insulin signaling pathway. Our data showed
yverba mate (1,0 g/kg) in animals subjected to high fat diet, increased different gene
expression responsible for the activation of the AKT, reduction of FOXO1 and NF-kB
nuclear translocation, reduction gene expression of PEPCK and G6Pase involved in
gluconeogenesis process in liver. The effects of yerba mate in insulin signaling was
confirmed by IRS-1, IRS-2 and AKT protein analysis, reduction in insulin test tolerance by
Kirr and reduction in glucose. Our data also showed in 3T3-L1 cell culture that yerba mate
and some of its major bioactive compounds (chlorogenic acid, rutin and quercetin), act in
an early stage of adipocyte differentiation and modulate different gene expression that
regulate adipogenesis. Additionally, yerba mate can act in vitro and ex vivo in WNT
pathway, seen by the increased expression of different genes in this pathway resulting in a
significant repression of C/EBPo and PPARy’, the most important transcription factors
essencial for the occurrence of adipocyte differentiation. This findings collaborate to
elucidate the reduction of body weight and epididymal fat observed in animals subjected to
high fat diet treated with yerba mate for 60 days, which reduces the production of
cytokines, particularly TNF-a, contributing partially to the improvement in insulin
signaling observed after intervention.

Key words: Yerba mate, llex paraguariensis, adipogenesis, insulin and obesity.
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1. INTRODUCAO

A obesidade ¢ considerada um crescente problema de saude publica (Guzik et al.,
2006). Trabalhos relatam que individuos obesos apresentam taxas mais elevadas de
morbidade e mortalidade, assim como uma reduzida qualidade de vida (Kuczmarski et al.,
1994; Freitas et al., 1998; Isomaa et al., 2001).

Embora os mecanismos moleculares de desenvolvimento da obesidade ndo estejam
bem estabelecidos, sabe-se que esta condi¢ao estd associada a uma inflamagdo crdnica de
baixo grau na qual o tecido adiposo desempenha um importante papel (Yudkin et al., 1999;
Bullo et al., 2003). Estudos recentes mostram que o tecido adiposo ndo € somente um
reservatorio de energia, mas também exerce importantes fungdes no sistema enddcrino,
metabolismo e na regulagao homeostasica (Guzik et al., 2006).

As células do tecido adiposo, denominadas adipdcitos, estocam energia na forma de
triglicerideos ¢ podem mobilizar essas reservas para ser utilizada durante periodos de
privacao energética (Large et al., 2004). Além disso, os adipdcitos produzem uma
variedade de moléculas biologicamente ativas conhecidas como adipocinas (Furukawa et
al., 2004). Alguns estudos mostram que a producdo desregulada das adipocinas como o
inibidor da ativag¢ao do plasminogénio-1 (PAI-1) (Shimomura et al., 1996), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) (Hotamisligil et al., 1993; Uysal et al., 1997), interleucina — 6 (IL-6)
(Fried et al., 1998), angiotensina (Hainault et al., 2002), adiponectina (Berg et al., 2002;
Tsao et al., 2002, Matsuzawa et al., 2004) e leptina (Friedman & Halaas, 1998; Unger,
2003) estdo envolvidas na patogenicidade do risco cardiometabolico (RCM) (Goldfarb,
2005). Algumas destas adipocinas, além de exercer sua atividade pré-inflamatoria também

poderiam afetar os mecanismos ligados a sinalizagdo da insulina.



A insulina desencadeia uma série de respostas bioldgicas que incluem: estimulagao
da captacao da glicose, sintese de glicogénio, acidos graxos e proteinas, ativacdo da
transcricdo de genes especificos, modulacdo do crescimento e diferenciacdo celular
(Zecchin et al., 2004). A insulina age em varios tecidos periféricos, incluindo musculo,
figado e tecido adiposo. Os efeitos biologicos da insulina iniciam-se apds a ativacao do seu
receptor, o que resulta na fosforilagdo em tirosina de varios substratos protéicos
intracelulares incluindo os substratos receptores de insulina 1 e 2 (IRS-1 e IRS-2) (Kahn et
al., 1993; Van Obberghen 1994). Estes substratos quando fosforilados em tirosina ativam a
proteina quinase B (PKB/AKT), cuja interagdo parece ser essencial para a transdugao do
sinal da insulina (Shepherd et al., 1995), para processos de translocagdo do transportador de
glicose (GLUT-4), captacdo de glicose estimulada pela insulina, ativagdao da glicogénio
sintetase e para a inibicdo da lipdlise estimulada pela insulina (White, 1998; Czech &
Corvera, 1999). Diversos trabalhos mostram que a ativagdo dos substratos intermediarios da
via de sinalizagdo do TNF-a, como c-jun N-terminal Kinase (JNK), pode interferir na
funcionalidade do IRS-1 e IRS-2. Uma vez fosforilados em serina pela JNK, a possibilidade
de serem fosforilados em tirosina pelo receptor de insulina fica comprometo, resultando em
defeitos na sinalizagdo da insulina que consequentemente leva a resisténcia a insulina (RI)
afetando desta forma o transporte de glicose. Outra via pré-inflamatoéria que pode levar a
fosforilagdo em serina de substratos do receptor de insulina ¢ a via IkK/IkB/NF-«B, via esta
que também pode ser ativada pelo TNF-a (Rotter et al., 2003; Csehi et al., 2005; Zhang et
al., 2008).

Estudos mostram que fatores de transcri¢do incluindo o receptor ativado por
proliferadores peroxissomas (PPAR), proteina ligadora do elemento regulado por esterois

(SREBP), proteinas ligantes ao amplificador CCAAT (CCAAT/ enhancer binding protein —
2



C/EBPs) e os forkheads membros da classe O (FOXO) desempenham papel “chave” na
cascata transcricional que ocorre durante o processo de adipogénese € no mecanismo de
acdo da insulina (Hamm et al., 2001; Eberlé et al., 2004; Manolagas & Almeida, 2007;
Sarruf et al., 2008).

Diante do que foi exposto fica claro que varios fatores estdo intimamente ligados a
obesidade e que esta ndo ¢ uma condi¢cdo singular, e sim um grupo heterogéneo de
condi¢des com multiplas causas que, em ultima analise, refletem no fenotipo obeso (Jebb,
1999). O balanco energético positivo, que ocorre quando o valor calorico ingerido ¢
superior ao gasto, ¢ um fator importante para o desenvolvimento da obesidade, promovendo
aumento nos estoques de energia e peso corporal (Pereira et al.,1999a). A tendéncia secular
no aumento da obesidade parece ocorrer paralelamente a redugdo na pratica de atividade
fisica e aumento no sedentarismo (Martinez, 2000). Além disso, uma redugdo natural no
gasto energético ¢ observada com a modernizagao. Deste modo, o sedentarismo e os hébitos
nutricionais parecem representar o principal fator de risco no desenvolvimento da
obesidade mundial (Pereira et al., 1999b).

Atualmente, diversas estratégias sdo utilizadas visando a redugdo de peso corporal,
como o uso de suplementos alimentares naturais contendo extratos de: Ephedra sinica,
Paullinia cupana, Plantago psyllium, Cecropia obtusifolia, Camellia sinesis e Ilex
paraguariensis (Andersen & Fogh, 2001; Pittler et al.,2005; Nicasio et al., 2005; Fallon et
al., 2008).

Dentre estes produtos de origem vegetal, destaca-se a Illex paraguariensis, cujo
nome comum ¢ erva-mate. Esta ¢ amplamente consumida no sul do Brasil sob a forma de
chimarrdo, na regido centro-oeste na forma de tereré e no restante do pais como chas ou

infusdes. Diversos trabalhos mostram que os compostos detectados na erva-mate possuem
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uma série de fungdes biologicas, tais como: a¢do antioxidante, antiinflamatoria,
imunomodulatoria, anticancerigena, modificagdo do metabolismo de glicose, redu¢ao do
risco cardiovascular, modificagdo do metabolismo do colesterol, redu¢cdo do peso corporeo
e reversao do quadro de resisténcia a insulina (Gugliucci & Stahl, 1995; Gugliucci, 1996;
Campos et al., 1996; Schinella et al., 2000; Filip et al., 2001; Nardini et al., 2002; Bracesco
et al., 2003; Chandra & Mejia, 2004; Miranda et al., 2008, Arcari et al., 2009; Argcari et al.,
2011). Os principais compostos bioativos presentes na erva-mate sao os compostos
fendlicos, as saponinas e as metilxantinas. Nesta ultima classe de compostos podemos citar
a cafeina, a teobromina e a teofilina (Gugliucci & Stahl, 1995; Gugliucci, 1996; Campos et
al.,, 1996). Dentre a classe de saponinas encontram-se tripendides como as gliconas, 0s
acidos ursolico e oleanolico (Schinella et al., 2000). Entre os compostos fenolicos destaca-
se o elevado contetido de derivados cafeoilquinicos, como o acido clorogénico (ACGs) e
seus isdomeros. Além do acido clorogénico, os flavonoides rutina, quercetina, diglicosideo
de luteolina, taninos e a cafeoilglicose também estdo presentes no extrato aquoso de Illex
paraguariensis (Filip et al., 2001; Bracesco et al., 2003; Chandra & Mejia, 2004).

Muito embora diversos estudos destaquem as fungdes bioldgicas da erva-mate,
pouco se sabe sobre a sua capacidade de modulacao dos fatores de transcrigao que regulam
a expressao de genes ligados a obesidade e seu efeito na via de sinalizagao da insulina. Em
um estudo recente do nosso grupo observamos efeitos benéficos do uso de erva-mate no
combate a obesidade induzida por dieta em camundongos (Argari et al., 2009). Nossos
dados indicam que o uso de erva-mate por 60 dias foi capaz de melhorar o quadro de
algumas condic¢des associadas a obesidade como dislipidemia, redug¢do de peso, resisténcia

a insulina e ainda modificar a expressdo de diversos genes ligados a obesidade como: TNF-



a, IL-6, PAI-1, leptina, angiotensina, adiponectina ¢ PPAR-y no tecido adiposo (Argari et
al., 2009).

Considerando que a obesidade ¢ um problema emergente de saude publica e tendo
em vista os resultados descritos na literatura bem como os obtidos por nosso grupo (Martins
et al., 2008; Miranda et al., 2008; Arcari et al., 2009; Arcari et al., 2011), acredita-se que a
ingestdo de erva-mate poderia atuar nos fatores de transcri¢ao, modulando a sinalizacao
celular e alterando a expressdo de genes e proteinas envolvidos na obesidade assim como

influenciar a via de sinalizac¢ao da insulina no tecido hepatico.






2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Obesidade — Epidemia Mundial

O rapido e recente aumento na prevaléncia da obesidade nos ultimos 30 anos, tem
levantado importantes questdes sobre sua génese e etiologia. As mudancas seculares
ocorridas na obesidade ¢ uma clara consequéncia das mudancas do meio ambiente humano
(Ulijjaszek, 2005).

A obesidade ¢ uma doenca cronica complexa, caracterizada por excesso de gordura
corporal. E um dos principais problemas de satde publica no mundo ¢ afeta ndo apenas
nacoes industrializadas, mas também paises em desenvolvimento, tornando-se fator de risco
para doengas cardiacas e diabetes (Oblesby et al., 2006). Apesar da atual consciéncia
publica sobre as consequéncias da obesidade, sua incidéncia continua a aumentar, e esta
distribuido em quase todas as etinias e em ambos os sexos, afetando principalmente a
populagdo de 25 a 44 anos (Blumenkrantz, 1997). O excesso de peso atinge cerca de 1/3 da
populagdo adulta e apresenta uma tendéncia cada vez mais crescente nas ultimas décadas
(Oblesby et al., 2006).

O indicador mais utilizado para avaliacdo do estado nutricional dos individuos
adultos é o Indice de Massa Corporal (IMC), desenvolvido no século XIX por Quetelet, ¢
calculado pela divisao do peso (em kg) pelo quadrado da altura (em metros). Embora o
IMC seja considerado um indicador pouco preciso da gordura corporal, por ndo levar em
conta a composicao corpdrea (massa gorda e massa livre de gordura), a facilidade do seu
calculo e sua comprovada associacao com diferentes causas de mortalidade tem justificado
sua utilizagdo como indicador de estado nutricional de adultos em estudos epidemioldgicos

(Anjos, 1992).



Segundo dados da Organizagdo Mundial de Satde (OMS), nos Estados Unidos,
67% da populagio esta com excesso de peso (IMC > 25kg/m?) e 32,3% dos americanos sdo
considerados obesos (IMC > 30kg/m?). Na Europa, alguns paises possuem 25% de obesos
(WHO, 2008). No Brasil, dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
em conjunto com o Ministério da Saide demonstram que no ano de 2008, 49% da
populacdo adulta encontra-se com excesso de peso e 14,7% estava obesa (IBGE, 2010).

O mundo ocidental tem experimentado um crescimento expressivo na prevaléncia
da obesidade, em consequéncia do desequilibrio energético decorrente do aumento na
ingestdo calorica somado a inatividade fisica e ao declinio concomitante do gasto
energético. Algumas alteragdes coexistem comumente em individuos obesos como, por
exemplo, hiperglicemia, hiperlipidemia e hipertensao arterial sistémica (Kaplan, 1989). A
adiposidade leva ao desenvolvimento simultaneo dessas alteragdes funcionais que,
coletivamente, compdem a chamada sindrome metabdlica (SM) ou risco cardiometabdlico

(RCM).

2.2. Sindrome Metabolica

Em 1988 foi introduzido o conceito de sindrome X — posteriormente denominada
“Sindrome Metabdlica (SM)” para descrever um conjunto de anormalidades metabolicas e
hemodinamicas, frequentemente presentes no individuo obeso (Reaven, 1994). Diferentes
defini¢des para SM foram sugeridas e até o presente momento nao existe uma definicao
universal. A Organizagdo Mundial de Satde (OMS), o National Cholesterol Education
Program - Adult Treatment Panel III (NCEP-ATPII) e o International Diabetes
Federation (IDF) buscaram desenvolver critérios diagndsticos para SM, sendo estes

preconizados para utilizacao em adultos.



A Tabela 1 apresenta as diferentes defini¢des propostas para se estabelecer a SM,

observa-se que, para o critério da OMS, faz-se necessaria a resisténcia a insulina associada

a mais dois outros fatores. O NCEP- ATPIII preconiza a presenca de trés dos componentes,

sem priorizar nenhum deles em especial. J4 para o IDF, torna-se obrigatoria a medida da

circunferéncia abdominal alterada, além de mais dois outros fatores. (Steemburgo et al.,

2007).

Tabela 1 - Definigoes da sindrome metabolica de acordo com as diferentes organizagdes.

OMS, 1998

Resisténcia a insulina e

NCEP-AT P III, 2001

IDF, 2006

Circunferéncia abdominal

Diagnostico de SM presenca de mais 2 3 dos 5 componentes alterada ¢ mais 2
confirmado por componentes
componentes
Componentes

Resistencia 3 TDG, GJA, DM tipo 2 ou

esistencia a sensibilidade a insulina * *

insulina Lo

diminuida
Razao cintura-quadril: Circunferencia Circunferencia

Composicao Homens > 0,90 cm abdominal: abdominal:

corporal Mulheres > 0,85 cm Homens > 102 cm Homens > 94 cm

e/ou IMC > 30 kg/m”

Mulheres > 88 cm

Mulheres > 80 cm

Triglicerideos > 150

Triglicerideos > 150

Triglicerideos > 150

Llpl(dGOj (isﬁ;lcos e/ou Homens HDL < 35 e/ou Homens HDL < 40 el\//?l?lli ?:;ell{lls)ilzl;. ; jl?
me Mulheres HDL < 39 Mulheres HDL < 50 T
uso de hipolipemiantes
Pressao Arterial > 140/90 > 130/85 ou > 130/85 ou
(mmHg) - uso de anti-hipertensivos  uso de anti-hipertensivos
Gl‘(cl:’lsge/gg‘ca TDG, GJA ou DM tipo 2 > 110 (incluindo DM) > 100 (incluindo DM)
Microalbuminuria
Outros Excrecao urinaria de * *

albumina > 20 pg/min

OMS: Organiza¢ao Mundial da Satde, NCEP-ATP III : National Cholesterol Education Program — Adult
Treatment Panel I1I, IDF: International Diabetes Federation, TDG : Tolerancia diminuida a glicose, GJA:
Glicemia de jejum alterada, DM: Diabetes mellitus.

(Modificado de Steemburgo et al., 2007)



A SM representa uma situagdo clinica caracterizada por um agrupamento de fatores
de risco para doenga cardiovascular (Isomaa et al., 2001), entre eles, a hipertensao arterial,
a dislipidemia, a obesidade visceral e as manifestacdes de disfuncdo endotelial (Mcneill et
al., 2005). Devido a este fato e por diferentes critérios adotados para sua defini¢ao, muitos
autores nos dias atuais preferem chamar a SM de risco metabolico ou de risco
cardiometabolico (RCM) (Goldfarb, 2005).

A prevaléncia do RCM ¢ estimado entre 20 a 25% da populagdo mundial, com
comportamento crescente nas ultimas décadas (Dunstan et al., 2002). Esta prevaléncia ¢
ainda maior entre homens e mulheres mais velhos, chegando a 42% entre individuos com
idade superior a 60 anos (Isomaa et al., 2001). Individuos com RCM apresentam risco 2 a 3
vezes maior de morbidade cardiovascular que individuos sadios (Isomaa et al., 2001).
Considerando que existam cerca de 200 milhdes de pacientes diabéticos em todo o mundo e
que 80% irdo falecer devido a doencas cardiovasculares, as pesquisas médicas estdo
voltadas na identificagdo de possiveis marcadores do RCM que possam auxiliar no combate
a progressao da atual epidemia (Diabetes atlas, 2003). A anormalidade central associada ao
risco cardiometabodlico parece ser a resisténcia dos tecidos periféricos a insulina, a qual

pode ser definida como um estado de resposta bioldgica subnormal aos niveis circulantes de

insulina.

2.3. Sinalizacio da Insulina

A insulina ¢ um hormoénio polipeptidico anabdlico produzido pelas células beta do
pancreas, cuja sintese ¢ ativada pelo aumento dos niveis circulantes de glicose e
aminoacidos apos as refeigdes. A insulina age em vdrios tecidos periféricos, incluindo

musculo, figado e tecido adiposo. Seus efeitos metabdlicos imediatos incluem: aumento da
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captacao de glicose, principalmente nos tecidos muscular e adiposo, aumento da sintese de
proteinas, acidos graxos e glicogénio, bem como bloqueio da produgdo hepatica de glicose
(via diminuicao da neoglicogénese e glicogendlise), da lipdlise e da proteodlise. Além disso,
a insulina tem efeitos tardios na expressao de genes e sintese protéica, assim como na
proliferagdo e na diferenciacao celulares. Outras fun¢des da insulina incluem o aumento da
producao de 6xido nitrico no endotélio, a prevencao da apoptose ou morte celular e a
promocao da sobrevida celular (Birnbaum et al., 2001; Cohen, 2006).

A sinalizagdo intracelular da insulina comec¢a com sua ligacdo a um receptor
especifico de membrana, uma proteina heterotetramérica com atividade quinase, composta
por duas subunidades o (alfa) e duas subunidades B (beta), que atua como uma enzima
alostérica na qual a subunidade o inibe a atividade tirosina quinase da subunidade . A
ligacdo da insulina a subunidade a permite que a subunidade B adquira atividade quinase,
levando a alteracdo conformacional e a autofosforilacdo do receptor nas subunidades f em
multiplos residuos de tirosina (1158, 1162, 1163), o que aumenta ainda mais sua atividade
quinase (Saad et al., 1992; Elchebly et al., 1999; Yuan et al, 2001). Uma vez ativado, o
receptor de insulina fosforila varios substratos protéicos em tirosina. Atualmente, dez
substratos do receptor de insulina j& foram identificados, quatro desses pertencem a familia
dos substratos do receptor de insulina (IRS) (Folli et al., 1992).

Os substratos receptores IRS-1 e IRS-2 sdo considerados um dos principais
reguladores do metabolismo glicidico (White, 2002). As fungdes fisiologicas do IRS-1 e
IRS-2 foram estabelecidas por meio da producdo de camundongos sem o0s genes que
codificam esses substratos (camundongos “knockout” para IRS-1 e IRS-2). Alguns estudos
demonstraram que a inativagdo de IRS-1 e IRS-2 provoca a resisténcia a insulina

(Whitehead et al., 1998; previs et al.,, 2000). O camundongo que ndo expressa IRS-1
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apresenta resisténcia a insulina e retardo de crescimento, mas ndo € necessariamente
hiperglicémico. Foi sugerido que o IRS-2 poderia compensar parcialmente a auséncia de
IRS-1, o que explicaria o fendtipo de resisténcia a insulina sem hiperglicemia do
camundongo “knockout” para IRS-1. O camundongo que nao expressa o IRS-2 foi gerado
ha alguns anos e apresenta um fendtipo diferente do camundongo sem IRS-1: hiperglicemia
acentuada decorrente de diversas anormalidades na agdo da insulina nos tecidos periféricos
e faléncia da atividade secretoria das células f acompanhada de reducdo significativa da
massa de células beta pancreaticas. Em contraste, camundongos “knockout” para IRS-3 e
IRS-4 tém crescimento ¢ metabolismo de glicose quase que normais (White, 1997;
Birnbaum, 2001; Nandi et al., 2004).

A fosforilagdo em tirosina das proteinas IRS, em especial IRS-1 e IRS-2 cria sitios
de reconhecimento para moléculas contendo dominios com homologia a Src 2 (SH2),
dentre elas destaca-se a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) classificada em 3 classes
principais: classe I (subdividida em IA e IB), II e III ( Lietzke et al., 2000; Cantrell, 2001).
A PI3K classe I consiste de um complexo heterodimero, formado por uma subunidade
reguladora que se apresenta de diferentes formas e sdo coletivamente nomeadas de p85 e
por uma subunidade catalitica denominada p110, podendo esta ser: pl110-a (PI3KCA),
p110-f (PI3KCB), p110-6 (PI3KCD) ou pl110-y (PI3KCG) (Stein & Waterfield, 2000).
Estudos da andlise de fun¢do da subunidade regulatdria e catalitica utilizando camundongos
mostram que essas enzimas regulam o metabolismo da glicose e lipidico no tecido hepatico,
sob condi¢des normais de alimentagdo (Jia et al., 2008; Sopasakis et al., 2010). Um estudo
avaliando tecido hepatico de camundongos knockout para PI3KCA conduzido por
SOPASAKIS et al. (2010) demonstrou que esses animais apresentam reducdo da

sensibilidade a insulina, intolerdncia a glicose, aumento da gliconeogenese e

12



hiperinsulinemia, além de apresentar uma quase completa perda de atividade da PI3K
associada ao IRS-1, assim como uma reduc¢ao significativa na ativagao da AKT.

Um trabalho recente realizado por CHATTOPADHYAY et al. (2011) avaliou a
expressdao proteica de PI3KCA e PI3KCB através de westernblot, em figado de
camundongos knockout, demonstrando a influéncia destes para ativagdo da AKT quando
associado a IRS-1 e IRS-2.

Estudos mostram que PI3K regula os receptores ligados a proteina G (RLPG), estes
por sua vez regulam o crescimento, diferenciagdo e reduzem a apoptose das células 8 do
pancreas (Farilla et al., 2003; Li et al., 2003). Os RLPG ativam diretamente a PI3K da
classe I-B que possui uma tUnica isoforma a pl110-y (PI3KCG). A atividade de PI3KCG
tem sido demonstrada em diferentes modelos experimentais € em células insulino
responsivas (Bernstein et al., 1998; Trumper et al., 2001). Um estudo conduzido por
MACDONALD et al. (2004) em camundongos, demonstrou que a auséncia de PI3KCG
provoca uma grave modificacdo na resposta a insulina observado pelo teste de tolerancia a
insulina (K;rr), com aumento da glicemia e diabetes, que podem ser explicadas pela
redugdo na resposta celular a insulina. O estudo ainda demonstra que apesar da redugao de
PI3K nas ilhotas pancreaticas, a secrecao de insulina nessas células ¢ aumentada ao passo
que seu conteudo de insulina ¢ reduzido, sugerindo desta forma que PI3K classe I-A e
Classe I-B possuem vias distintas de ativagao nas ilhotas pancredticas. Esses achados sdo de
grande importancia para nosso estudo visto que, a erva-mate apresentou atividade
modulatoéria na isoforma PI3KCA pertencente a classe I-A e também na PI3KCG unica
isoforma da classe I-B.

A ligacao dos sitios fosforilados das proteinas IRS ao dominio SH2 da subunidade

p85 da PI3K ativa o dominio catalitico associado da subunidade p110 (Miron et al, 2001).
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A enzima catalisa a fosforilacdo dos fosfoinositideos na posicdo 3 do anel de inositol,
produzindo  fosfatidilinositol-3-fosfato,  fosfatidilinositol-3,4-difosfato ~ (PIP2) e
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) (Cross et al., 1995). Este Gltimo produto liga-se aos
dominios PH (“pleckstrin homology”) de diversas moléculas sinalizadoras, alterando sua
atividade e localizacdao celular (Cross et al., 1995). A ativacdo da PI3K resulta em um
aumento do PIP3, que leva a translocagdo da AKT para a membrana e uma modificacao
conformacional permitindo desta forma que a quinase dependente de fosfoinositideos
(PDK) tipo 1 (PDK-1) e a tipo 2 (PDK-2) fosforilem residuos de serina e treonina, ativando
totalmente a AKT, também conhecida como proteina quinase B (PKB) (AKT/PKB)
favorecendo assim, a translocacao do transportador de glicose (GLUT-4), para a membrana
celular no tecido muscular e adiposo (Chan & Tsichlis, 2001) (Figura 1). Diferentes
estudos realizados em camundongos com deficiéncia hepatica especifica para PDK-1
mostram a importancia desta para a ativagao da AKT, visto que estes animais apresentam
maior acimulo de lipideos no figado e hiperinsulinemia (Nandi et al., 2004; Mora et al.,
2005; Okamoto et al., 2007).

A AKT ainda possui um dominio PH que interage diretamente com PIP3,
promovendo, a translocacao do GLUT-4 bem como sua atividade catalitica (Brady et al.,
1997). Além de fosforilar a AKT, ha evidéncias de que a PDK-1 seja capaz de, em resposta
a insulina, fosforilar isoformas atipicas da PKC envolvidas na sintese proteica e no
transporte de vesiculas de GLUT4 promovendo desta forma a captagdo de glicose
(Bandyopadhyay et al., 1997; Kitamura et al., 1998). Atualmente sdo conhecidas trés
isoformas da AKT em células de mamiferos (AKT-1/PKBa, AKT-2/PKBpB, e AKT-
3/PKBy) (Kohn et al., 1996), expressas de maneira distinta ao nivel de RNA mensageiro e

proteico, sendo a AKT-2 a principal forma expressa em tecidos com resposta a insulina
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(Kotani et al., 1998). Além de atuar na sinaliza¢ao da insulina a via AKT ¢ responsavel pela
fosforilagdo de varios substratos citosdlicos e nucleares que regulam o metabolismo e o
crescimento celular (Altomare et al, 1995). Estudos de bloqueio da expressdo para genes
AKT tem sido realizados para identificar as funcdes das distintas isoformas da AKT.
Recentemente, uma andlise utilizando camundongos deficientes para AKT-1 e AKT-2,
indicou que os animais AKT-1 deficientes apresentam uma reducdo no crescimento e
metabolismo normal da glicose, mas os animais AK7-2 deficientes apresentam resisténcia a
insulina e diabetes tipo 2, no entanto nao foi observado diferengas significativas de peso
entre os animais (Chen et al., 2001; Cho et al., 2001a; Cho et al., 2001b). Outro estudo
conduzido por GAROFALO et al. (2003) demonstra que a auséncia de AKT-2 provoca

intolerancia a glicose, resisténcia a insulina, dislipidemia e hiperglicemia em camundongos.
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Figura 1: Mecanismo de sinaliza¢do da insulina e captagdo da glicose. (modificado de Kahn, 2001)

2.4. Sintese de Glicogénio

A insulina inibe a producido e liberacao de glicose no figado através do bloqueio da
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gliconeogénese e glicogenolise (Figura 2). A insulina estimula o acimulo de glicogénio
através do aumento do transporte de glicose no musculo e sintese de glicogénio em figado e
musculo, este ultimo efeito ¢ obtido via desfosforilagdo da glicogénio sintetase. Apds
estimulo pela insulina a AKT fosforila e inativa a enzima glicogenio sintetase quinase 3
(GSK-3), aumentando desta forma a atividade da glicogénio-sintetase (Cross et al., 1995),
favorecendo assim a sintese de glicogénio (Figura 2). Na gliconeogénese, a insulina inibe
diretamente a transcricdo de genes que codificam a fosfoenolpiruvato carboxiquinase
(PEPCK) e glicose 6 fosfatase (G6Pase), principais enzimas controladoras desse processo.
A PEPCK ¢ uma enzima que fosforila oxaloacetato para formar fosfoenolpiruvato, equanto
a G6Pase promove a desfosforilagdo da glicose-6 fosfato, permintindo desta forma a
liberacdo da glicose recém sintetizada para a corrente sanguinea (Postic et al., 2004). O
hormonio também aumenta a transcricdo de genes de enzimas glicoliticas como a
glicoquinase e a piruvato quinase favorecendo desta forma a oxidacao da glicose e a sintese
de glicogénio (Pilkis et al., 1992; Sutherland et al., 1996). As vias de sinalizagdo que
regulam a transcricdo desses genes nao sao totalmente esclarecidas, mas envolvem a AKT e
fatores de transcricao da familia forkhead membros da classe O (FOXO) (Daitoku et al.,

2003; Bastie et al., 2005).
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Figura 2: Regulagio do metabolismo de glicose no tecido hepatico. (modificado de Kahn, 2001)

2.5. Resisténcia a Insulina

A resisténcia a insulina ¢ uma condicdo, genética ou adquirida, na qual
concentracgdes fisiologicas de insulina provocam uma resposta subnormal na captacao de
glicose pelas células de tecidos periféricos, como tecidos adiposo, muscular e hepatico. Em
consequéncia da menor captacdo de glicose, torna-se necessaria uma maior produgao de
insulina pelo pancreas para a manutengdo dos niveis glicémicos normais, aumentando-se
desta forma os niveis circulantes de insulina e, portanto, a situa¢ao de resisténcia a insulina
se acompanha em muitos casos de hiperinsulinemia.

O receptor de insulina, além de ser fosforilado em tirosina, também pode ser
fosforilado em serina, o que atenua a transmissdo do sinal pela diminui¢do da capacidade

do receptor em se fosforilar em tirosina apoés estimulo com insulina (Hotamisligil et al.,
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1996). Essas fosforilagdes inibitorias causam “feedback” negativo na sinalizagdo insulinica
e podem provocar resisténcia a insulina (Carvalheira et al., 2003). Estudos recentes indicam
que a resisténcia a insulina induzida pela obesidade pode ser decorrente do aumento na
producao de adipocinas como o fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) que inibe a
fosforilagdo da tirosina-quinase do IRS, resultando em defeitos na sinalizacdo da insulina
que consequentemente leva a resisténcia a insulina (RI) afetando desta forma o transporte

de glicose (Rotter et al., 2003; Csehi et al., 2005; Zhang et al., 2008).

2.6. Adipocinas

Embora os mecanismos moleculares de desenvolvimento da obesidade nao estejam
bem estabelecidos, sabe-se que esta condi¢do esta associada com uma inflamagdo cronica
na qual o tecido adiposo desempenha um importante papel (Yudkin et al., 1999; Bullo et
al., 2003). Estudos recentes mostram que o tecido adiposo nao ¢ somente um reservatorio
de energia, mas que exerce importantes funcdes no sistema enddcrino, metabolismo e na
regulacdo homeostasica (Guzik et al., 2006).

As células do tecido adiposo, denominadas adip6citos, produzem uma variedade de
moléculas biologicamente ativas conhecidas como adipocinas (Furukawa et al., 2004). A
produgdo de adipocinas pelo tecido adiposo desempenha fun¢ido-chave nas complicagdes
cardiometabdlicas induzidas pela obesidade. Na obesidade, o tecido adiposo estd infiltrado
por macrofagos ativados, os quais também liberam quantidade excessiva de citocinas pro-
inflamatorias, tais como o PAI-1, IL-6, MCP-1, angiotensina, adiponectina ¢ TNF-a
(Friedman & Halaas, 1998; Hainault et al., 2002; Berg et al., 2002; Tsao et al., 2002;
Unger, 2003; Matsuzawa et al., 2004). Esses fatores exercem agdes pardcrinas, que

perpetuam a inflamacdo local no tecido adiposo, e endocrinas, que induzem a resisténcia a
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insulina e as disfungdes cardiovasculares relacionadas ao risco cardiometabolico. Porém os
mecanismos que elucidam como o acimulo de gordura leva a expressdao desregulada das
adipocinas ainda ndo estao totalmente esclarecidos.

Diversos autores reportaram elevados niveis séricos de adipocinas em animais e
humanos com excesso de adiposidade (Zhang et al., 1994; Samad e Loskutoff, 1996;
Ahima e Flier, 2000). De modo complementar, a reducdo da massa de gordura esta
relacionada a uma reducgdo nos niveis destas adipocinas (Dandona et al., 1998; Ziccardi et
al., 2002). Sabe-se que os adipocitos localizados na regido intra-abdominal sdo mais
insulino resistentes, produzem maior quantidade de adipocinas, entre elas a IL-6 ¢ PAI-1 e
capturam maior proporcao de triglicerideos quando comparados com os adipocitos
subcutaneos. (Wohlers et al.,, 2003) Estas adipocinas tem a capacidade de afetar o
metabolismo glicémico e lipidico predispondo ao desenvolvimento de um processo
inflamatério e consequentemente ao desenvolvimento de diabetes e da aterosclerose (Xie et
al., 2006).

Uma das teorias propostas para elucidar a relacdo da gordura visceral com a
resisténcia a insulina sugere que o influxo de acidos graxos liberados pela adiposidade
intra-abdominal na circulacao portal seria responsavel pela maior sintese de triacilglicerois
(TG), aumento da gliconeogénese hepatica e consequentemente pela hiperinsulinemia
compensatoria, e posterior RI (Kahn et al., 1993).

Além disso, pacientes com RCM apresentam actimulo intramuscular de lipideos,
comprometendo a captagdo de glicose muscular. Em condi¢des inflamatorias, substancias
como TNF-a e IL-6, sdo secretadas pelo tecido adiposo, em alto nivel, principalmente pelos
adipocitos intra-abdominais em individuos obesos (Xie et al., 2006). Além da agdo dessas

substancias secretadas pelo adip6cito, sobre a sensibilidade a insulina, também ¢ possivel
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observar a influéncia que exerce sobre os vasos, controle do apetite e dos niveis pressoricos
aumentando os riscos de desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Portanto, o
aumento do consumo calérico provoca o armazenamento dos acidos graxos que
ultrapassando seus limites ndo conseguem penetrar nas células adiposas e acabam
desenvolvendo resisténcia a insulina, resultando em uma grande quantidade de 4acidos

graxos e niveis elevados de insulina na corrente sanguinea (Han et al., 2003).

2.7. Interleucina -6 (IL-6)

A Interleucina -6 (IL-6) ¢ uma citocina pré-inflamatoria, secretada principalmente
por adipdcitos que apresenta efeito pro-trombodtico em respostas agudas e na agdo
metabolica de carboidratos e lipidios. Ela aumenta a lipdlise, inibe a lipase lipoproteica e
aumenta a liberagdo de acidos graxos livres e glicerol, e reducdo da expressdao do IRS-1 e
GLUT-4 no tecido muscular e hepatico. Niveis séricos de IL-6 estariam associados com a
circunferéncia da cintura onde pessoas com obesidade central, teriam mais chances de
desenvolver a SM devido ao maior estoque de gordura (Rotter et al., 2003). Mulheres com
IMC > 28 Kg/m? apresentaram niveis de IL-6 quatro vezes maiores do que mulheres com
IMC inferior, levando a um risco relativo quatro vezes maiores para hiperinsulinemia
(Miron et al., 2001).

Além disso, sua expressdo aumentada parece estar relacionada a supressdo de
leptina e estimulacdo da producdo de proteina-C reativa (Steensberg et al., 2002).
Individuos com niveis aumentados de proteina-C reativa, também apresentaram valores
aumentados de IL-6, o mesmo acontecendo com individuos com doenga cardiaca. Isso se

torna um indicativo de que niveis aumentados de IL-6 poderiam predizer morbidade em
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pessoas saudaveis e mortalidade em pessoas que apresentassem algum evento

cardiovascular (Steensberg et al., 2002).

2.8. Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a)

Semelhante a IL-6 o TNF-a, ¢ uma citocina que age diretamente no adipécito,
promovendo indu¢do de apoptose, inibi¢do da lipogé€nese (via inibicdo da expressdo da
lipase lipoprotéica (LLP)), do GLUT-4 e da acetil CoA carboxilase, bem como aumento da
lipélise (Arner, 1995; Montague et al., 1998). O TNF-a ¢ secretado por adipécitos,
macrofagos, células musculares lisas, esqueléticas e endoteliais. O TNF-a induz apoptose
de células espumosas, o que determina aumento do contetido necrético e de lipidios
extracelulares no nucleo da lesdo (Hsueh ¢ Law, 2003; Winkler et al., 2003). O TNF-a
também esta envolvido no processo inflamatério da aterogénese, participando da migragdo
de monocitos e sua conversao em macrofagos na parede endotelial. Em humanos obesos, ha
forte correlacdo inversa entre TNF-a e metabolismo de glicose, devido a supressdo pelo
TNF- a da sinalizagdo da insulina, reduzindo a fosforilacao do IRS (1 e 2) e a atividade de
PI3K, o que resulta em reducdo de sintese e translocacdo do GLUT-4 para a membrana e
consequente diminui¢do na captagdo de glicose pelas células mediada pela acdo da insulina,
levando a um quadro de hiperinsulinemia e em ultimo estidgio a diabetes tipo 2 (Arner,
1995; Araujo et al., 2007). Dessa forma, alguns autores consideram que a expressdo de
TNF-a no tecido adiposo possa ser o fator causal na patogénese da obesidade ligada a

resisténcia a insulina (Aratjo et al., 2007).
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2.9. Tecido adiposo

Nos ultimos anos, o tecido adiposo deixou de ser considerado apenas um

reservatorio de energia para ser reconhecido como 6rgdo com multiplas funcdes e papel
central na génese da RI (Mattison & Jesen, 2003).
O tecido adiposo ¢ o principal reservatorio energético do organismo. Os adipdcitos sao as
unicas células especializadas no armazenamento de lipidios na forma de triacilglicerois
(TG) em seu citoplasma, sem que isto seja nocivo para sua integridade funcional. Essas
células possuem todas as enzimas e proteinas reguladoras necessarias para sintetizar acidos
graxos (lipogénese) e estocar TG em periodos em que a oferta de energia ¢ abundante, e
para mobiliza-los pela lipolise quando ha déficit calérico (Ahima & Flier, 2000).

Nos mamiferos, existem dois tipos de tecido adiposo: o branco (TAB) e o marrom
(TAM). O adipocito branco maduro armazena os TG em uma tUnica e grande gota lipidica
que ocupa de 85-90% do citoplasma e empurra o ntlicleo e uma fina camada de citosol para
a periferia da célula. Os adipocitos brancos maduros sao células grandes, muitas vezes
maiores que hemaceas, fibroblastos e células do sistema imune, ¢ podem alterar
acentuadamente seu tamanho (volume e didmetro) conforme a quantidade de TAG
acumulada. A propor¢do de lipidios no TAB pode ocupar até 85% da massa total do tecido,
sendo o restante da massa representado por dgua e proteinas (Pond, 2001).

O TAM ¢ especializado na producdo de calor (termogénese) e, portanto, participa
ativamente na regulacdo da temperatura corporal. Os depdsitos de TAM estdo praticamente
ausentes em humanos adultos, mas sdo encontrados em fetos e recém-nascidos. O adipdcito
marrom pode atingir 60 um de diametro, sendo, geralmente, muito menor que o adip6cito
branco que tem um tamanho médio de 90-100 pm. E uma célula caracterizada pela
presenca de varias goticulas lipidicas citoplasmaticas de diferentes tamanhos, citoplasma
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relativamente abundante e nacleo esférico e ligeiramente excéntrico. Apresenta um grande
numero de mitocondrias que, por ndo possuirem o complexo enzimatico necessario para a
sintese de ATP, utilizam a energia liberada pela oxidacdo de metabolitos, principalmente
acidos graxos, para gerar calor (Cannon &, Nedergaard, 2004). Esse processo ocorre
porque a proteina desacopladora- 1 (UCP-1, termogenina), uma proteina da membrana
mitocondrial interna do adipdcito marrom, atua como um canal de proton que descarrega a
energia gerada pelo acumulo de prétons no espaco intermembranoso das mitocondrias
durante as reagdes oxidativas do ciclo de Krebs, desviando esses protons do complexo FFy
(ATP sintase) e impedindo a sintese de ATP, permitindo que se dissipe em calor a energia
estocada na mitocondria(Cannon &, Nedergaard, 2004). A alta concentracdo de citocromo
oxidase dessas mitocondrias contribui para a coloracdo mais escurecida das células e do
tecido (Curi et al., 2002).

Além dos adipécitos, o tecido adiposo contém uma matriz de tecido conjuntivo
(fibras colagenas e reticulares), tecido nervoso, células do estroma vascular, nodulos
linfaticos, células imunes (leucocitos,macrofagos), fibroblastos e pré-adipocitos (células
adiposas indiferenciadas) (Penicaud et al., 2000).

O TAB, ao contrario do TAM, apresenta fun¢des mais abrangentes. Por constituir
depositos localizados em diversas regides do organismo envolvendo, ou mesmo se
infiltrando em, oOrgdos e estruturas internas, o TAB oferece protecdo mecanica contra
choques e traumatismos externos, permite um adequado deslizamento entre visceras e
feixes musculares, sem comprometer a integridade e funcionalidade dos mesmos. Além
disso, pela distribuicdo mais abrangente, incluindo derme e tecido subcutaneo, e por ser um
excelente isolante térmico, tem papel importante na manuten¢do da temperatura corporal

(Curi et al., 2002).
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A elevagao da massa adiposa ocorrida na obesidade ¢ determinada pelo aumento do
tamanho do adipocito (hipertrofia) e/ou do seu numero (hiperplasia). Modificagdes no
tamanho (didmetro e volume) de adipdcitos maduros ocorrem em resposta a ativacao de
suas agdes metabolicas tipicas, que sao a lipogénese ¢ a lipdlise. Entende-se sobre atividade
lipogénica todos os processos metabolicos que resultam em biossintese, incorporagao e
armazenamento de TG na goticula de gordura intracitoplasmaética, ao passo que atividade
lipolitica se refere as agdes que resultam na hidrélise do TG armazenado e na liberagao de
acidos graxos livres (AGL) e glicerol. o desenvolvimento da obesidade resulta nao s6 da
hipertrofia, mas da hiperplasia das células de gordura. O aumento do tamanho dos
adipdcitos ndo ¢ um processo ilimitado. Eventualmente, seu crescimento atinge um grau
maximo, além do qual a sua capacidade de armazenamento de gordura se exaure, e novas
células sdo lentamente recrutadas e emergidas desse tecido. Adipocitos muito grandes, além
do esgotamento da capacidade de estocagem de gordura, tornam-se mais lipoliticos. Isso
pode desencadear aumento na concentragao de acidos graxos livres no plasma e danificar a
funcdo de 6rgdos nao adiposos, num processo identificado lipotoxicidade (Defronzo, 2004).

Por muito tempo, acreditou-se que adultos apresentariam nimero fixo de adip6citos
e que mudancas na massa adiposa eram principalmente secundérias a alteragdes no volume
de gordura da célula. Estudos recentes demonstram que adipocitos adultos exibem
renovagdo notavelmente intensa e constante (Spalding et al., 2008), sabe-se ainda que o
potencial de gerar novas células persiste durante toda a vida do individuo. A hiperplasia do
tecido adiposo depende da diferenciacdo dos pré-adipdcitos em adipdcitos maduros,
processo esse denominado adipogénese, que € um processo altamente controlado e inclui a

atuacdo de diferentes genes. Desta forma fatores de transcri¢do adipogénicos, incluindo o
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PPARy e C/EBPs desempenham um papel-chave na complexa cascata transcricional que

ocorre durante a adipogénese. (Barish et al., 2006).

2.10. Fator Nuclear kB (NF-kB)

Descoberto em 1986, o NF-kB ¢ um fator nuclear (NF) que, uma vez ativado por
agentes como lipopolissacarideos, possui a capacidade de ligar-se a uma sequéncia de 10
pares de bases na regido promotora do gene que codifica a cadeia leve k das moléculas de
anticorpo das células B (kB). O NF-kB ¢ um heterodimero constituido de duas
subunidades: p65 (também chamada RelA) e p50.( Baeuerle & Baltimore, 1996) O fator de
transcrigdo NF-kB ¢ conservado na evolucdo e com agdo descrita em diversas células que
compdem os organismos complexos, apresentando uma gama de acdo superior a todos os
fatores de transcricdo até entdo caracterizados. Essa superioridade deve-se aos variados
estimulos que o ativam, bem como aos inimeros genes e fenomenos que o NF-kB regula,
implicados em varios processos celulares, tais como desenvolvimento, plasticidade, morte e
defesa celular (Siebenlist, 1997). Entre tais genes podemos citar os envolvidos na producao
de enzimas, como as 6xido nitrico sintase e ciclooxigenase-2 induziveis, a enzima de defesa
antioxidante superoxido dismutase, complexos de histocompatibilidade de classe I e II,
moléculas de superficie celular, como a molécula 1 de adesdo de célula vascular, molécula
1 de adesdo de célula intracelular e ainda a producdo de citocinas como IL ¢ o TNF-a
(O’Neill & Kaltschmidt, 1997).

Quando nao estimulado, o fator NF-kB encontra-se no citoplasma ligado a uma
proteina inibitdria o IkB. Esse complexo impede a translocagdo do NF-kB para o nucleo.
Assim, a fosforilacao e a degradacao do IkB sdao necessarias para que ocorra a translocacao

do NF-kB (Figura 3). O IkB, assim como as subunidades que compde o NF-kB, pertence a
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familia de proteinas Rel. Estudos de biologia molecular clonaram genes que codificam oito
proteinas da familia NF-kB e sete da familia IkB at¢é o momento. Os subtipos mais
estudados de proteinas inibitorias sao o IkBa e o IkBf, sendo o papel do IkBa melhor
caracterizado. Outras proteinas inibitorias dessa familia incluem o IkBe, IkBg e o Bcl-3. A
regulagao da ativagdo do IkBa e do IkBP ¢ diferente, o que aumenta a complexidade da
ativacao desse fator nuclear. Varios estimulos tais como TNF-o e¢ IL-6 elevam a
fosforilagdo do IkB, que ¢ fundamental para sua degradacdo (Libermann and Baltimore,
1990). A proteina IkB fosforilada recebe a adi¢do de ubiquitina, pela acdo da ubiquitina
ligase, sendo em seguida degradada pelo complexo proteossoma 26S, isso resulta na
liberacdo do NF-kB (Figura 3) (O desmembramento do complexo IkB/NF-kB permite o
transporte do NF-kB para o nucleo, com consequente ligacdo desse nos genes que
apresentam a sequéncia regulatéria GGGACTTTCC junto a regido promotora, levando a
um aumento na expressao do gene alvo. A fosforilagdo do IkB ocorre pela agdo de
proteinas quinase especificas, como o complexo IkB quinase (IKK), que contém duas
subunidades com propriedades de quinase a IKKa e IKKB.26 O complexo IKK ¢ capaz de
discernir entre o IkB complexado e o IkB livre, explicando o fato do IkB poder acumular-
se nas cé€lulas onde o IKK permanece ativado, no entanto esse mecanismo ainda nao ¢

totalmente elucidado (Siebenlist, 1997; Csehi et al., 2005)
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Figura 3: Mecanismo de ativagio e translocagiio nuclear do NF-kB . (modificado de Glimore, 2006)

2.11. Membros da familia Forkhead (FOX)

A familia dos fatores de transcri¢do Forkhead (FOX) compreendem 17 subfamilias
e ao menos 41 genes em humanos ja foram identificados, além de estarem relacionadas com
diversas repostas metabodlicas (Puigserver et al., 2003; Samuel et al., 2006; Matsumoto et
al., 2007). As proteinas Forkhead membros da classe O (FOXO), que contém 110
aminodcidos, sdo compostas por trés alfa-hélices arranjadas em forma ecliptica em torno de
uma hélice central, rodeada de algas; esta estrutura ¢ referida como ‘“hélice alada” ou
“cabeca em forquilha”. Por esse motivo, as proteinas desta familia sdo tidas como fatores
de transcri¢do “pioneiros”, pois facilitam a ligacdo de outros fatores transcricionais

(Matsumoto et al., 2007). FOXOI1 ¢ a principal isoforma expressa em tecidos como figado,
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adiposo e muscular (Nakae et al., 2001) e esta intimamente ligada com a resposta a insulina
dos tecidos, devido sua associacdo com a enzima PI3K ¢ com a fosforilagao da via AKT
(Accili & Arden, 2004). Em auséncia de insulina, a FOXO1 encontra-se no nucleo celular
onde participa da transcricdo de genes como a Go6Pase e PEPCK, que regulam a
gliconeogénese. Ja na presenga de insulina e em resposta da ligagao desta ao seu receptor, a
proteina AKT quinase, fosforila a FOXOI e inativa sua atividade transcricional, deixando-a
retida no citoplasma (Nakae et al., 2001).

Um estudo conduzido ZHANG et al. (2006), demonstrou que a expressao cronica de
FOXO1 no figado, leva a um aumento da expressao de genes envolvidos na
gliconeogénese, resultando em uma elevagdao do nivel de glicose e insulina plasmatica.
Outro estudo demonstrou que a redu¢do de FOXOI1 tanto em figado como em tecido
adiposo branco melhora a tolerancia a glicose e a agdo periférica da insulina em
camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica (Samuel et al., 2006).
Recentemente outro estudo mostrou que a inativagdo génica especifica de FOXO1 no
figado, produz redugdo dos niveis de glicose, devido a uma redugdo expressiva na producao
de glicose enddgena (Matsumoto et al., 2007).

Adicionalmente, este fator de transcricdo regula a expressdo de apoliproteinas
especificas como a apoliproteina C-III (ApoC-III), a qual quando secretada pelo figado,
possui habilidade de alterar a atividade da lipase lipoprotéica e o metabolismo lipidico nos
tecidos periféricos incluindo o musculo esquelético e o adiposo (Altomonte et al., 2004;
Matsumoto et al., 2007).

A FOXO1 também induz a expressdo de proteinas que estdo envolvidas no controle
do ciclo celular, como as proteinas inibidoras de ciclina dependente de quinase (CDKI), tais

como pl30, p27 e p21, e reduz a expressao de ciclinas da fase G1 (D1 e D2) e da fase G2
28



(Burgering & Kops, 2002; Furukawa-Hibi et al., 2005), desta forma alguns estudos
demonstram que FOXO1 estd diretamente relacionado com inibicdo o processo de
adipogénese. (Accili and Taylor, 1991; Miki et al., 2001; Tsen g et al., 2004). Outra
proteina desta familia de fatores de transcri¢do que se destaca ¢ a Forkhead membro da
classe C(FOXC) em especial FOXC2, estritamente expressa no tecido adiposo branco e
marrom ¢ esta ligada ao processo de adipogénese. Estudos revelam que FOXC2 reduz a
acumulagdo do tecido adiposo branco e expande o tecido adiposo marrom. Além disso,
estudos com cultura celular revelam que FOXC2 ¢ capaz de reduzir o processo de
adipogénese por inibir a indugdo de genes alvos do PPARy (Gronning et al., 2002; Davis et

al., 2004).

2.12. Receptor ativado por Proliferador de Peroxissomas (PPAR)

Os receptores ativados por PPARs pertencem a um subgrupo da superfamilia de
receptores nucleares, do qual trés diferentes tipos foram descritos até o momento: PPARa,
PPARP e PPARy. Embora compartilhem propriedades estruturais comuns, apresentam
fungdes e distribuigdo diferentes entre os tecidos. O acoplamento de um ligante ao dominio
especifico do receptor promove a sua dimerizagcdo com o receptor do acido cis-retinoico X
(RXR) e sua ligagao a sequéncias especificas do DNA localizadas na regido promotora de
genes-alvos conhecidas como elementos responsivos ao PPAR (PPREs). Os varios PPARs
respondem aos diferentes ligantes com diferentes afinidades pelos PPREs e também
interagem com os mais diversos cofatores, incluindo coativadores e correpressores. Os
coativadores podem intensificar a transcricdo pelo remodelamento da estrutura da
cromatina, modificagdo das caudas das histonas, ou por mudangas na localizagdo do

nucleossomo (Hebbar & Archer, 2003). Dentre os coativadores destaca-se o PPARy
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coativador la (PGC-la) que pode ser regulado indiretamente pela insulina. Estudos
mostram que PGC-1a, possui a expressao aumentada em Orgdos como o cérebro e rim,
porém sua expressao ¢ baixa no tecido adiposo branco e no tecido hepatico. (Puigserver et
al., 1999)

O PPARa foi o primeiro a ser clonado. Foi descrito em 1990 como um receptor
nuclear que se liga a muitos compostos naturais e sintéticos e que induz a proliferagdo de
peroxissomas em roedores (Lacquemant et al., 2000). E expresso principalmente no figado,
musculo esquelético, coracdo, rim e em baixos niveis no tecido adiposo. Admite-se que
essa distribui¢do tecidual tenha importancia na -oxidagdo de acidos graxos (Lacquemant et
al., 2000). Tem sido mostrado que a ativagdo do PPARa por agonistas especificos pode ser
promissora para o tratamento da aterosclerose (Vohl et al., 2000).

O PPARP também ¢ expresso em muitos tecidos (Flavell et al., 2000), estudos
utilizando camundongos knockout revelam que esse fator transcricional estd envolvido em
varias atividades metabdlicas, incluindo aumento da termogénese, transporte e oxidacao de
acidos graxos no musculo esquelético, coragdo e tecido adiposo e diminui¢do da captacdo
de glicose no figado (Evans et al., 2001).

O PPARYy foi primeiramente identificado em Xenopus e depois em camundongo.
Graves e cols. (2000) isolaram o PPARy por identificagdo e clonagem do fator (entdo
denominado ARF6) que controlava a fungdo de um promotor lipo-especifico do gene aP2.
Com o reconhecimento de que o sitio de ligagdo no DNA para esse fator era um elemento
responsivo a hormonio, eles, entdo, usaram PCR (reacdo em cadeia da polimerase) para

clonar o fator de ligagao, que foi reconhecido como sendo o PPARY.
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Os genes de PPARY, tanto humanos como de camundongos, se estendem por mais
de 100 kb de DNA genomico e originam varios mRNAs, PPARy1, PPARY2 e PPARYy3, que
diferem na por¢do 5’ como consequéncia do uso diferencial de promotores e de splicing.
Ao contrario do PPARY1, o qual ¢ amplamente expresso nos diferentes tecidos, a expressao
do PPARY?2 ¢ restrita ao tecido adiposo (Zhou et al., 2002).

O PPARYy regula muitos processos biologicos, incluindo o metabolismo lipidico, a
homeostase da glicose, inflamagdo e aterogénese e a adipogénese. Estudos mostram que o
PPARYy participa ativamente no controle do processo inflamatério por reduzir a expressao
de citocinas pro-inflamatoérias com o TNF-a via NF-kB (Chen et al., 2006).

A identificagdo e a caracterizagio do PPARy foram fundamentais para o
entendimento da fisiologia do tecido adiposo. O PPARy ¢ reconhecido como o principal
fator de transcricdo na regulacdo de genes envolvidos na diferenciacao de adipocitos, sendo
que tal regulacdo envolve uma complexa cascata de sinalizacdo coordenada com outras
familias de fatores de transcri¢ao que inclui membros da familia do C/EBPs (Spiegelman &
Flier, 1996). Com base em estudos em cultura de células, um modelo no qual o tratamento
hormonal de pré-adipdcitos induz C/EBP, foi desenvolvido. Neste modelo proteinas ligam-
se diretamente ao PPARY, ativando-o. PPARY, sob acdo do ligante, induz muitos genes
alvos envolvidos na lipogénese e adipogénese e que ativa a expressao do C/EBPa. Este se
liga ao sitio do C/EBP no promotor do PPARy. Desta forma conclui-se que o PPARy ¢
suficiente e necessario para a diferenciacdo da célula adiposa. A sua expressdo em células
que ndo expressam C/EBP-a promove diferenciacdo normal do adipécito. Por outro lado,
C/EBP-a ndo possui a habilidade de promover a adipogénese na auséncia do PPARy

(Schoonjans et al., 1996).
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2.13. Proteinas ligantes ao amplificador CCAAT (C/EBPs)

A familia dos fatores de transcricio C/EBP também desempenham um importante
papel na diferenciagao do adipdcito. Os C/EBPs sao membros da familia b-zip (dominio
basico de ligacdo do DNA), que contém um dominio zipper de leucina necessario para a
dimerizacdo. As isoformas do C/EBP (a, B e 0) sdo altamente expressas no adip6cito e sdo
induzidas durante a adipogénese. O C/EBP-a tem um papel importante na diferenciagao de
pré-adipocitos em adipdcitos e atua na conversdo de fibroblastos em adipocitos. Além
disso, estudos mostram que C/EBP-a atua no processo de gliconeogénese € o no acumulo
de glicogénio no tecido hepatico, estes achados indicam ainda que C/EBP-a atua
sinergicamente com FOXO1 e reduz diretamente a expressao de genes como PEPCK e
Go6Pase (Nerlov, 2007). Existem duas diferentes isoformas de C/EBP-a denominadas p30 e
p42, respectivamente, sendo esta tltima um transativador mais potente (Gomis et al., 2006).
O C/EBP-B possui trés diferentes isoformas (/iver-enriched activating protein (LAP),
LAP*, e liver-enriched inhibiting protein (LIP)) e também induz adipogénese,
possivelmente por estimular a expressao do PPARY, cujo gene contém sitios C/EBP na sua
regido promotora. Foi demonstrado que o PPARy ¢ um potente estimulante da cascata de
diferenciagdo celular do adipdcito e atua sinergisticamente com C/EBP-a para promové-la
ou para induzir a diferenciacdo de fibroblastos em adipodcitos (Ross et al., 1999). Além
desses fatores de transcricdo que constituem o centro de transcrigdo controlador da
adipogénese, outros fatores de transcrigdo como o a proteina lc ligadora do elemento
regulado por esterdis (SREBP-1c¢) tem mostrado importancia na diferenciacao do adipdcito

(Nerlov, 2007).
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2.14. Proteina ligadora do elemento regulado por esterois (SREBP)

As SREBPs ativam transcricionalmente uma cascata de enzimas necessarias para
processos relacionados ao aumento de genes lipogénicos, sintese de acidos graxos, acimulo
de triacilglicer6is e sintese de fosfolipideos. Uma vez transclocada para o nucleo as
SREBPs promovem a expressao de diversos genes ligados a colesterogénese e lipogénese,
sendo considerado por alguns autores como o maior regulador nesses processos (Amemiya-
Kudo et al., 2002).

A proteina SREBP foi clonada originalmente do tecido adiposo de rato, ¢ do tipo
hélice-alga-hélice basico (bHLH), contém uma regido que forma um zipper de leucina com
importante papel na adipogénese, na sensibilidade insulinica e na homeostase dos acidos
graxos (Osborne, 2000). A familia do SREBP ¢ composta de dois membros: o SREBP-1 ¢ o
SREBP-2. Contudo, existem duas isoformas do SREBP-1 (SREBP-la ¢ SREBP-1c),
derivadas do splicing alternativo do primeiro éxon dentro do mesmo transcrito primario. As
SREBPs -1a e -1¢ sdao controlados independentemente por regides regulatorias que parecem
responder diferentemente a fatores organicos e metabolicos especificos. O SREBP-1c¢ ¢
predominantemente expresso em figado, tecido adiposo, musculo esquelético e glandula
adrenal, enquanto o SREBP-1a ¢ expresso no bago e intestino. Os Fatores de transcri¢ao
SREBP desempenham um papel fundamental na homeostase energética através da
regulagao da lipogénese e colesterogenesis (Amemiya-Kudo et al., 2002).

As SREBPs foram associadas a doengas metabolicas como obesidade, diabetes tipo
2, dislipidemias e RCM. As SREBPs ativam diretamente a expressao de aproximadamente
30 genes que se dedicam a sintese e captagdo de colesterol, acido graxo, triglicérides e
fosfolipides, assim como a de NADPH um cofator requerido para a sintese dessas

moléculas (Tontonoz & Mangelsdorf, 2003). O principal papel do SREBP-2 ¢ controlar a
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biossintese de colesterol. A SREBP-1¢ aumenta preferencialmente a transcricdo de genes
envolvidos na sintese de acido graxo, entre eles a acetil CoA carboxilase (ACC), que
converte a acetil CoA em malonil CoA e a acido graxo sintetase (FAS), que converte a
malonil CoA em palmitato. (Chen et al., 2004). O principal sinal metabdlico que estimula e
regula a SREBP-Ic ¢ a insulina, enquanto o glucagon a reprime (Edwards et al., 2000). A
insulina, cuja liberagdo ¢ estimulada por altos niveis de glicose no sangue, induz a producao
de 4cidos graxosno figado e no tecido adiposo. A maioria dos efeitos lipogé€nicos da
insulina sdo dependentes da expressdo de SREBP-1c e a subsequente estimulacao da via de
sintese dos acidos graxos (Desvergne et al., 2006). A expressao de SREBP-1¢ também ¢
estimulada pelo LXR (receptor X do figado), através de dois sitios de ligagao presentes no
promotor da sintese de SREBP-1c. O papel primario do LXR ¢ controlar e proteger as
células contra sobrecargas de colesterol. Assim, a razao pela qual o LXR atua
paralelamente ao aumento da sintese de acidos graxos através da regulagdo transcricional
de SREBP-1c ainda ndo estd clara (Desvergne et al., 2006). Uma hipotese ¢ a de que o
transporte sanguineo e armazenamento celular do excesso de colesterol requeiram a
formacdo de éster colesteril. Isso aumentaria a demanda para a produgdo de oleato, que ¢
realmente estimulado através da superestimulacao da expressao da SREBP-1c¢ (Repa et al.,
2000). In vivo, a quantidade total de SREBP-1c em figado ¢ reduzida pelo jejum, que
suprime a secrecao de insulina, e aumenta com a alimentagao (Schultz et al., 2000).

Muitos individuos com obesidade e resisténcia a insulina apresentam esteatose
hepatica. As evidéncias indicam que a esteatose hepatica da resisténcia a insulina ¢ causada
pelo acimulo de SREBP-1c, que esta elevada em resposta aos altos niveis circulantes de
insulina. De maneira semelhante, os niveis de SREBP-1c estdo elevados no figado de

camundongos ob/ob (Elam, 2002). Apesar da presenca de resisténcia a insulina nos tecidos
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periféricos, a insulina continua a ativar a transcricdlo do SREBP-Ic no figado desses
camundongos. O nivel elevado de SREBP-1c¢ nuclear aumenta a expressao de genes

lipogénicos, a sintese de acido graxo e o acumulo de triglicérides (Scott et al., 2003).

2.15. Adipogénese

Os estudos sobre o processo de diferenciagdo do tecido adiposo, fendmeno
denominado de adipogénese, tém sido extensivamente realizados em modelos ex vivo, com
o intuito de desvendar a base molecular e celular do desenvolvimento do tecido adiposo e o
seu comprometimento em estados fisiologicos e patoldgicos, de modo a permitir a
formulagdo de estratégias terapéuticas e preventivas do excesso de tecido adiposo
(obesidade) e de sua escassez (lipodistrofias e lipoatrofias). O modelo mais bem
caracterizado para adipogénese utiliza pré-adipocitos da linhagem celular 3T3-L1 (células
oriundas de embrides de camundongos Swiss extraidas prematuramente). O emprego de
coquetéis indutores constituidos classicamente por insulina, dexametasona (DEX),
isobutilmetilxantina (IBMX) e soro bovino fetal (FBS) desencadeiam o processo de
adipogénese (Ntambi & Young-Cheul, 2000).

Os adipocitos provém de células-tronco mesenquimais multipotentes, residentes no
estroma do tecido adiposo. Essas células multipotentes tornam-se pré-adipdcitos quando
perdem a habilidade de se diferenciar em outras linhagens mesenquimais e tornam-se
“comprometidas” com a linhagem adipocitaria. Essa fase inicial da diferenciacdo do
adipdcito, ainda pouco caracterizada, ¢ conhecida como determinagdo ou
comprometimento. A segunda fase da adipogénese ¢ a diferenciacdo terminal, onde os pré-
adipocitos adquirem as caracteristicas de adipdcitos maduros, acumulando gotas lipidicas e

a habilidade de responder a hormdnios como a insulina (Ailhaud & Hauner, 2004).

35



A diferenciagdo dessas células compreende estagios precisamente controlados:
parada do ciclo celular, expansao clonal e diferenciagdo (eventos iniciais, intermedidrios e
terminais), por meio da ativacdo de centenas de genes anteriormente silenciosos. A
exposicdo de uma placa de pré-adipocitos 3T3-L1 confluentes ao coquetel adipogénico
ativa receptores de glicocorticoides (pela DEX), receptor de IGF-1 (pela insulina) e a via de
sinalizagdo do cAMP (AMP ciclico) (pelo IBMX, um inibidor de fosfodiesterases), o que
leva a ativagdo dos eventos iniciais representados pela expressdao das proteinas C/EBP-B3 e
C/EBP-6 (Ntamb & Young-Cheul, 2000). As células, entdo, reiniciam o ciclo celular,
sofrem divisdo celular de forma regulada (expansao clonal), saem permanentemente do
processo de ciclo celular e entram em diferenciacdo terminal por ativacdo do PPARy e
C/EBP-a, os dois reguladores centrais do processo adipogénico (Farmer, 2006).

Apos a adicao do coquetel indutor, ocorre a expressao de c-fos, c-jun € myc, que sao
coletivamente chamados de fatores de transcri¢ao da familia de proteinas ativadoras 1 (AP-
1), que dao inicio a mitose pds-confluente, importante para que ocorra o desenovelamento
das hélices de DNA, permitindo o acesso de fatores de transcri¢do a elementos responsivos
presentes em genes-alvos envolvidos na modulacdo do fenotipo do adipdcito maduro
(Spalding et al., 2008).

Os C/EBP-P e -0 sdo os primeiros fatores de transcricdo induzidos ap6s a exposi¢ao
das células ao coquetel de diferenciacdo, de forma que ¢ postulado o fato de estarem
diretamente envolvidos no processo de diferenciagcdo, em resposta a indutores hormonais. A
expressdo do C/EBP-0 cessa apo6s 48 horas, enquanto que o declinio do C/EBP-f ¢ mais
gradual por volta do oitavo dia apds-diferenciagdo. C/EBP-f e C/EBP-6 ativam a expressao
de PPARY, que ¢ transcricionalmente induzida durante o segundo dia pds-indugdo da

diferenciagdo, sendo maxima por volta do terceiro ou quarto dia (Schopfer et al., 2005).
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C/EBP-B e C/EBP-6 também induzem a expressao de C/EBP-a, que chega a expressao
maxima entre o quarto ¢ o quinto dia da diferenciacdo. Uma vez ativados os reguladores
centrais da adipogénese, C/EBP-a ¢ PPARY, estes se autorregulam positivamente para se
manter expressos, ou seja, realizam um feedback loop positivo induzindo sua propria
expressao, apesar da reducao da expressao de C/EBP-B e -6 (Figura 5). C/EBP-a e PPARY,
induzem a transcrigdo de muitos de genes-alvos anteriormente silenciosos, incluindo
enzimas e proteinas envolvidas na geragao e na manutengao do fendtipo do adipdceito, como
aquelas envolvidas no transporte de glicose sensivel a insulina, lipogénese, lipolise e sintese
e secrecdo de adipocinas (Wu et al.,1999). Os dois fatores sdo criticos e decisivos para os
estagios finais de diferenciagdo, e atuam de maneira cooperativa e sinérgica, mas nao sao
expressos em altos niveis nos pré-adipdcitos € nao estdo envolvidos no desenvolvimento
inicial. Alguns estudos apontam a SREBP-1c¢ como importante na adipogénese devido a
producao de ligantes endogenos para o PPARy, aumentando desta forma a atividade
transcricional do mesmo, elevando consequentemente a propor¢ao de células submetidas ao
processo de diferenciacao terminal (Tontonoz et al., 1993) (Figura 4).

Além desses fatores de transcricao adipogénicos, uma série de proteinas do ciclo
celular estao envolvidas na diferenciacdo dos adipocitos. Logo apos o estimulo indutor, hé
um aumento na expressao de ciclinas dependentes de quinase (CDK) da fase G1 do ciclo
celular, bem como uma redugdo de proteinas inibidoras de CDK (CDKI) (p130, p27 e p21).
Esses eventos sdo essenciais para que ocorra a progressao da fase G1 para fase de sintese de
DNA (fase S) do ciclo celular (Morrison e Farmer, 1999; Tang et al., 2003). Estudos
realizados na presenga de indutores de diferenciacdo como a insulina, mostram que FOXO1
se transloca do nucleo para o citoplasma, reduzindo desta forma sua a¢do em proteinas

CDKI, em especial a p21 favorecendo assim o processo de diferenciacdo (Nakae et
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al.,2003). Além disso, estudos mostram que FOXO1 tem a capacidade de se ligar e reprimir
a atividade do fator de transcricdo PPARY inibindo desta forma o processo de maturacao

final do adipocito. (Figura 4)
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C/EBP-8
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N |
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Figura 4: Processo de adipogénese, com os principais fatores de transcri¢do envolvidos.

2.16. Outras vias envolvidas na adipogénese

Como sabemos os fatores de transcricdo induzem a transcricdo de muitos genes
envolvidos na geracdo e na manutengao do fenotipo do adipocito. Identificar elementos que
atuam na expressaio C/EBP-f e C/EBP-0 assim como nos seus efeitos cooperativos
especificos, podem nos fornecer informagdes sobre a fase de diferenciagdo do pré-
adipocito. Estudos de Klemm e Lane (2004) fornecem evidéncias convincentes de que a

proteina de ligacdo do elemento responsivo a cAMP (CREB), ¢ ativada no inicio do
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processo de adipogénese em cultura de células 3T3-L1, e participa na inducao da expressao
de C/EBP-B (Zhang et al., 2004b). Esta observagdo ¢ consistente com estudos anteriores
mostrando um papel para a sinalizagdo cAMP no controle da expressao de C/EBP- (Cao
et al., 1991) e também explica a necessidade de indutores de cAMP como o IBMX em
coquetéis indutores utilizados na adipogénese. Ja a expressao de C/EBP-6 ¢ induzida por
glicocorticoides como DEX e pelo proprio C/EBP-B (Cao et al., 1991). A elevagado celular
da concentragdo de cAMP tem sido associada com as etapas iniciais do programa de
diferenciagdo do pré-adipocito que envolvem a inducao de C/EBP e a supressao da via de

sinaliza¢ao Wingless type (WNT). (Krishnan et al., 2006).

2.17. Wingless type (WNT)

A via WNT secreta diferentes proteinas ricas em cisteina, que podem atuar de
maneira autdcrina e paracrina influenciando no desenvolvimento de diferentes tipos
celulares. As proteinas WNTs podem inibir a diferenciagdo do pré-adipocito através de
mecanismos dependentes ou ndo de uma unidade do complexo proteico de caderina (p-
catenina). Evidéncias genéticas apontam que [B-catenina ¢ um importante regulador do
processo de adipogénese (Arango et al., 2005). A sinalizacdao ¢ iniciada pela ligacao da
WNT a duas moléculas receptoras, proteinas frizzled (SFRP) e os receptores de
lipoproteinas (LRP), estes por sua vez na via dependente de B-catenina inibem a enzima
glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3), resultando na hipofosforilagdo e subsequente
translocagdo de B-catenina do citoplasma em direcao ao nucleo (Figura 6), onde ela se liga
a fatores de transcricdo T-cell factor/lymphoid-enhancing factor (TCF/LEF), dentre este
destaca-se TCF7L2 conhecido também como TCF4 que atua reprimindo a expressao de

C/EBP-a ¢ PPARYy e mantendo a expressdo de CDKI p21 e p27, inibindo desta forma o
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processo de adipogénese (Ross et al., 2000; Ross et al., 2002; Bennett et al., 2002) (Figura
5).

Diferentes estudos de coorte tem mostrado relagdo entre polimorfismos de TCF7L2
e o desenvolvimento de Diabetes tipo 2 em diferentes populacdes (Kanazawa et al., 2004;
Grant et al., 2006). O mecanismo pelo qual modificacdes em TCF7L2 se relaciona com o
surgimento de diabetes tipo 2 ainda sdo desconhecidos. No entanto € proposto que a
sinalizagdo via WNT através de TCF7L2 ativa glucagon like peptide 1 (GLP-1) que atua
nas células B pancreaticas (Yi et al., 2005). De fato a reducdao na secrecdo de insulina ¢
observada em individuos que apresentam polimorfismos ou deficiéncia em TCF7L2,
ratificando desta forma essa hipotese (Saxena et al., 2006).

As proteinas WNTI1, WNT3a e WNTI10b assim como as proteinas receptoras
frizzled SFRP1 e SFRPS5 e os receptores de lipoproteinas LRP5 e LRP6, tem sido
associadas com a sinalizagdo através da via B-catenina. Ja as proteinas WNTS e WNTI11 e
os receptores SFRP2 e SFRP7 atuam no mecanismo de sinalizagdo independente de -
catenina (Rosen & MacDougald, 2006). A expressao de WNT10b ¢ alta no pré- adipdcito,
mas cai rapidamente durante a diferenciagao (Ross et al., 2000). Alguns pesquisadores
mostram que outros fatores de transcricdo como as proteinas pertencentes a familia GATA
e a familia Kruppel-like factors (KLF) também atuam na expressao C/EBP e/ou PPARy
influenciando desta forma no processo da diferenciacdo final do adipdcito (Tong, 2005; Wu

et al., 2005).
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Figura 5: Via de sinalizagdo WNT com translocagdo nuclear de B-catenina

2.18. GATA

A familia de fatores de transcricdlo GATA ¢é conservada evolutivamente e
desempenham papéis importantes na diferenciagdo e desenvolvimento de todos os
organismos eucaridticos (Weiss & Orkin, 1995). Nos vertebrados a familia é composta por
seis membros, definidos como GATA-1 a GATA-6, que podem ser separados conforme sua
atuacdo. Todas as proteinas GATA contém um dominio de ligacdo conservado no DNA,
composto por dois multifuncionais zinc fingers e uma proteina de interagdo, além de outros
elementos cofatores.

As proteinas de ligagdo GATA-2 e GATA-3 sdo expressas nos pré-adipdcitos e
controlam a diferenciacdo deste em adipdcito maduro. Estudos recentes mostram que a
expressdo de GATA-2 e GATA-3 suprime a diferenciagdo dos adipocitos, o mecanismo

envolve sua direta atuagdo em C/EBP-a e PPARy reprimindo a expressao dos mesmos
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(Tong, 2005). Além disso, ha evidéncias que GATA-2 ¢ fosforilado e bloqueado via
sinalizagao PI3K/AKT na presenca insulina, demonstrando a similaridade desta via de agao

com a do FOXO1.(menghenbi, 2005).

2.19. Kruppel-like zinc fingers (KLFs)

Os fatores de transcricdo Kruppel-like zinc finger (KLFs) sdo conhecidos por atuar
em diversas vias no desenvolvimento e na diferenciacao celular. As proteinas KLF possuem
trés dominios zinc fingers proximo a sua regido C terminal (Suske et al., 2005), que se
relacionam com elementos promotores ¢ acentuadores da transcrigdo. Embora as proteinas
KLFs compartilhem dominios similares, suas regides N-terminal sdo altamente varidveis,
exibindo desta forma diferentes fungdes moleculares, com algumas operando
principalmente na ativacdo génica enquanto outras atuam na repressao da transcrigao.
Recentemente, uma combinacdo de estudos celulares e experimentos de knockout
mostraram que diferentes proteinas KLF atuam na adipogénese (Mori et al., 2005).

Dentre as proteinas KLF a proteina KLF-2 ¢ a mais expressa em pré-adipocitos
caindo sua expressdo durante as etapas de diferenciagdo (Wu et al., 2005). E bem
caracterizado em modelos utilizando 3T3-L1, que KLF-2 apresenta-se como um inibidor de
adipogénese através da inibi¢do de PPARy. (Banerjee et al., 2003) J& a proteina KLF-5
produz um efeito contrario, ou seja, ela promove a adipogénese. Estudos mostram que ela ¢
expressa durante a diferenciagdo e induz a expressao de PPARy. (Mori et al., 2005). A
KLF-4 também esta envolvida na promoc¢ao do processo de adipogénico, porém esta atua
nas etapas iniciais da diferenciagdo promovendo a expressao de C/EBP-B (Birsoy et al.,
2008). A KLF-6 promove o processo de adipogénese través da inibi¢do da proteina Delta-

like protein 1 (DLK-1). (Li et al., 2005).
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2.20. Delta like protein 1 (DLK-1)

A DLK-1 também conhecida como fator pré-adipocito 1 (pref-1) ¢ altamente
expressa em pré-adipocitos, mas decai durante o processo de diferenciagdo e € praticamente
ausente no adipdcito maduro, devido a este quadro muitos a utilizam como marcado para
pré-adipocitos. (Gustafson & Smith, 2006). A sua expressdo ¢ inibida por agentes
especifico do coquetel indutor da diferenciagdao, como a DEX, que atua promovendo a
expressao de C/EBP-6 e reprime DLK-1 (Pantoja et al., 2008). A DLK-1 ¢ sintetizada como
uma proteina de 385 aminodcidos contendo uma sequencia N terminal, tem ainda como
caracteristica marcante a presenca de seis dominios extracelulares em tandem do fator de
crescimento epidérmico (EGF), que atuam como sinais para a proliferagao e diferenciacao
celular. No entanto a DLK-1 ndo possui conservado os residuos de aminoacidos necessarios
para a ligacao ao receptor EGF. Em vez disso, ela possui caracteristicas estruturais com
outra classe de EGF sinalizadora, conhecida como Notch/Delta/Serrate family, que de fato

estao envolvidas na sinalizagdo celular de DLK-1 (Kopan & Ilagan, 2009).

2.21. Balanco energético

Diante do que foi exposto fica claro que diferentes genes e fatores de transcrigao
estdo intimamente ligados ao processo de adipogénese e que a obesidade ndo ¢ uma
condicdo singular, e sim um grupo heterogéneo de condi¢des com multiplas causas que, em
ultima andlise, refletem no fendtipo obeso (Jebb, 1999).

O balango energético positivo, que ocorre quando o valor calérico ingerido ¢
superior ao gasto, ¢ um fator importante para o desenvolvimento da obesidade, promovendo
aumento nos estoques de energia e peso corporal (Pereira et al.,1999a). A tendéncia secular

no aumento da obesidade parece ocorrer paralelamente a reducao na pratica de atividade
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fisica e aumento no sedentarismo (Martinez, 2000). Além disso, uma redugdo natural no
gasto energético ¢ observada com a modernizagdo, ocasionando estilo de vida mais
sedentario com transporte motorizado, equipamentos mecanizados que diminuem o esforgo
fisico de homens e mulheres tanto no trabalho como em casa (WHO, 1998). Deste modo, o
sedentarismo e os habitos nutricionais parecem representar o principal fator de risco no
desenvolvimento da obesidade mundial (Pereira et al., 1999b).

Atualmente, diversas estratégias sdo utilizadas visando a redugdo de peso corporal,
como o uso de suplementos alimentares naturais contendo extratos de. Ephedra sinica,
Paullinia cupana, Plantago psyllium, Cecropia obtusifolia, Camellia sinesis e Ilex
paraguariensis (Andersen & Fogh, 2001; Pittler et al.,2005; Nicasio et al., 2005; Fallon et

al., 2008).

2.22. Ilex paraguariensis (erva-mate)

A erva-mate (llex paraguariensis) ¢ uma planta nativa da América do Sul crescendo
naturalmente em paises como a Argentina, Uruguai, Paraguai e Brasil (Heck & Megjia,
2007). O consumo de bebidas a base de erva-mate remonta centenas de anos.

A maior parte da erva-mate produzida na América do Sul destina-se ao consumo na
forma de chimarrdo, no entanto, o mercado para bebidas a base de chd-mate tem crescido a
cada ano, seja pelos beneficios a saide que comegcam a ser veiculados pela midia seja pelo
lancamento de novos produtos com maior aceitagdo pelo publico, como as bebidas prontas
para beber aromatizadas com aroma natural de frutas (maca, péssego) (Esmelindro et al.,
2002 e Bastos & Torres, 2003). A erva-mate também pode ser consumida sob outras
formas, como o tereré que constitui a bebida obtida pela maceragdo da erva em agua fria ou

gelada, forma como ¢ ingerida, principalmente na regido centro-oeste do Brasil ou ainda
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sob a forma de cha-mate, sendo essa bebida produzida a partir da infusdo da erva-mate que
sofreu processo de torrefacao (Bastos & Torres, 2003).

O processo de torrefacdo leva a modificagdes importantes em produtos de origem
vegetal devido a degradacao térmica progressiva, como a perda de nutrientes, assim como a
possivel diminuicao do teor de polifendlicos. Contudo, este efeito pode ser minimizado pela
formagdo de produtos antioxidantes da reacdo de Maillard, tais como as melanoidinas, que
possuem uma forte atividade antioxidante, atuando como captadores de metais pesados e
promovendo a decomposi¢ao de hidroperoxidos. Essas mudangas refletem-se na atividade
antioxidante desses produtos (Manzocco et al. 2001; Bastos & Torres 2003).

A llex paraguariensis ¢ utilizada na medicina popular e recomendada por
herboristas para artrite, dor de cabega, constipagdo, reumatismo, hemorrdidas, obesidade,
fadiga, retencdo de liquido, hipertensdo, digestao lenta e desordens hepaticas. Devido a
estas propriedades, a erva-mate encontra-se inclusa em importantes farmacopéias como a
Martingdale e a British Herbal Pharmacopeia. (Anesini et al., 2006).

Os principais compostos bioativos presentes na erva-mate sdo 0S compostos
fendlicos, as saponinas e as metilxantinas. Nesta ultima classe de compostos podemos citar
a cafeina, a teobromina e a teofilina (Alikaridis, 1987), componentes de reconhecida acao

sobre o sistema nervoso central, aos quais ¢ atribuida a acdo estimulante do mate. (Figura 6)
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Figura 6: Compostos Bioativos presentes na erva-mate. (Heck & Mejia, 2007)
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Dentre a classe de saponinas encontram-se tripendides como as gliconas, os acidos
ursolico e oleandlico (Gnoatto et al., 2007), tais substancias sao responsaveis pelo amargor
e espuma do mate, além de outras propriedades biologicas (Gnoatto et al., 2007). Entre os
compostos fenolicos destaca-se o elevado conteudo de derivados cafeoilquinicos, como o
acido clorogénico (ACG) e seus isomeros (Figura 7), aos quais se atribui diferentes agoes
do produto (Clifford, 1990; Cardozo-Junior et al., 2007; Bastos et al., 2007). Além do acido
clorogénico, os flavondides rutina, quercetina, diglicosideo de luteolina, taninos e a
cafeoilglicose também estao presentes no extrato aquoso de llex paraguariensis (Ricco et

al., 1991; Carini et al., 1998; Filip et al., 2001).
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Figura 7: cafeoilquinicos - 4cido clorogénico (ACG) e seus isomeros. (Heck & Mejia, 2007)

O interesse no potencial uso da erva-mate para a promocao de satide ¢ relativamente
recente. Em meados da década de 90 foram publicados os primeiros trabalhos que

demonstraram a atividade antioxidante in vitro € in vivo de infusdes de erva-mate verde e
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seca (chimarrao) (Gugliucci e Stahl, 1995; Gugliucci, 1996; Campos et al., 1996). No
estudo realizado por BASTOS et al. (2007), os extratos de erva-mate verde e tostada
apresentaram atividade antioxidante in vitro superior a do chéa-verde (Camelia sinensis).
Outras pesquisas demonstraram que a erva-mate apresentava atividade antioxidante
equivalente ou superior a vitamina C e a vitamina E, substancias consideradas como padrao
para essa propriedade (Laranjinha et al., 1994; Vinson e Dabbagh, 1998; Schinella et al.,
2000; Gugliucci & Menini, 2002 e Chandra & Mejia, 2004).

Um estudo recente do nosso grupo de pesquisa mostra o efeito benéfico do uso de
erva-mate no combate ao stress oxidativo e oxidacdo da LDL em humanos (Argari et al.,
2011). Outros resultados publicados a partir de ensaios com infusdes da erva-mate
demonstraram alguns dos efeitos farmacologicos atribuidos a esta planta: efeito colerético e
de motilidade intestinal (Gorzalczany et al., 2001); inibicdo da glicacdo, reacdo na qual
aglcares reagem com proteinas e lipides plasmaticos que se acumulam formando locais
propicios a formagdo de radicais livres (Lunceford & Gugliucci, 2005); acdo
hipocolesterolémica (Stein et al., 2005) efeito vasodilatador e vasorelaxante (Baisch et al.,
1998; Stein et al., 2005); atuagdo na progressao da aterosclerose (Mosimann et al., 2006).
Trabalhos sobre as alteragcdes na estrutura e no sistema de reparo do DNA, sugerem que o
consumo de erva-mate poderia contribuir para prevencao da aterosclerose e cancer (Filip et
al., 2000; Gugliucci & Menini, 2002; Bracesco et al., 2003; Ramirez-Mares et al., 2004;
Bastos et al., 2006; Menini et al., 2007). Esses achados sdo condizentes com um estudo
realizado por nosso grupo (Miranda et al., 2008) que mostrou uma grande capacidade da
erva-mate em atuar no sistema de reparo e proteger o DNA contra danos oxidativos. Outro
estudo do nosso grupo indica que o uso de erva-mate foi capaz de melhorar o quadro de

algumas condic¢des associadas a obesidade como dislipidemia, redug¢do de peso, resisténcia
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a insulina e ainda modificar a expressao de diversas citocinas TNF-a, IL-6, PAI-1, leptina,
angiotensina, adiponectina, PPAR-y e uncoupling protein-1 (UCP-1) no tecido adiposo
(Argari et al., 2009). Diante desses achados fica evidente que a erva-mate possui eficacia
em diferentes mecanismos relacionados com diferentes patologias, tanto em trabalhos

realizados in vitro assim como os efetuados in vivo.
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3. JUSTIFICATIVA

A obesidade ¢ um problema de saude publica, principalmente pelo fato desta estar
associada ao desenvolvimento de diversas doengas cronicas o que gera inimeros gastos ao
sistema publico de saude. Apesar da complexidade da pesquisa em doengas cronicas, as
ferramentas de biologia molecular oferecem a melhor expectativa para a compreensiao os
processos moleculares que mantém a saude e previnem o desenvolvimento de doengas.
Estudos recentes mostram que fatores de transcri¢do desempenham um importante papel na
cascata transcricional que ocorre durante o processo de adipogénese € no mecanismo de
acdo da insulina.

A erva-mate ¢ amplamente consumida na América do Sul e diversas pesquisas
apontam para os beneficios que as bebidas a base de erva-mate propiciam a satde, por sua
atividade antioxidante; antiinflamatdria; imunomodulatoria e anticancerigena. As xantinas,
cafeina, teobromina, teofilina, saponinas e os compostos fendlicos como acido cafeico e
seus derivados, principalmente os acidos clorogénicos sdo responsaveis por varios dos
efeitos citados. Muito embora diversos estudos destaquem as fungdes bioldgicas da erva-
mate, pouco se sabe sobre a sua capacidade de modulacao dos fatores de transcrigdo que
regulam a expressao de genes ligados a adipogénese e seu efeito na via de sinalizagdo da
insulina. Considerando que a obesidade ¢ um grave problema de saude publica e tendo em
vista os resultados descritos na literatura bem como os obtidos por nosso grupo, acredita-se
que a ingestdo de erva-mate poderia atuar nos fatores de transcricdo, modulando a
sinalizacdo celular e alterando expressdo de genes e proteinas envolvidos na obesidade

assim como influenciar a via de sinaliza¢do da insulina.
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Deste modo, torna-se importante avaliar a acao da erva-mate tostada e de alguns dos
seus constituintes bioativos (acido clorogénico, quercetina e rutina) na modulagdo dos
fatores de transcricdo génica que regulam a expressao de genes relacionados a adipogénese

assim como avaliar sua influéncia na via de sinalizagdo da insulina.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

O presente trabalho tem por objetivo avaliar a agdo do extrato aquoso de erva-mate

tostado no processo de adipogénese e sua acdo nos mecanismos de sinalizagdo da insulina.

4.2. Objetivos especificos

Modelo de obesidade induzido por dieta:

»  Avaliar em tecido hepatico os efeitos da erva-mate tostada na translocagdo nuclear
dos fatores de transcricdo NF-kB, FOXO1, PPARy e C/EBP-q;

»  Verificar no tecido hepatico os efeitos da erva-mate tostada na modulacdo da
expressdo proteica de IRS-1, IRS-2 e AKT (proteina quinase B (PKB));

»  Avaliar a acdo da erva-mate tostada na modulacdo da expressdao génica associada com
a sinaliza¢do da insulina no tecido hepéatico e na expressdo génica relacionada com o
processo de adipogénese no tecido adiposo.

Cultura de Células 3T3-L1:

»  Verificar a agdo da erva-mate tostada e de alguns de seus constituintes bioativos
(acido clorogénico, quercetina e rutina) na diferenciagdo e maturagdo dos adipdcitos.

»  Avaliar a modulagdo da expressdo génica da erva-mate e dos seus constituintes

bioativos supra-citados no processo de diferenciacao dos adipdcitos.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Preparo do extrato aquoso e padroes

O extrato tostado de erva-mate administrado aos animais foi o liofilizado (Ledo Jr.
Curitiba, Parand), eluido em agua destilada na temperatura ambiente. Trabalhos recentes do
nosso grupo (Martins et al., 2008; Miranda et al., 2008; Oliveira et al., 2008) indicam
resultados mais expressivos utilizando-se intervengdes com erva-mate na concentragdo de
lg de erva-mate por quilo corpdreo, deste modo os experimentos do presente projeto foram
realizados com a dose de 1,0 g/Kg.

O extrato usado continha 348,80 + 16,35 mg/g de compostos fendlicos, determinado
pelo método de Folin-Ciocaulteau. Além disso, determinamos por HPLC os niveis de acido
5-O-cafeoilquinico (32,25 + 0,50 mg/g), cafeina (5,82 + 0,17 mg/g), acido cafeico (0,58 +
0,01 mg/g) e teobromina (3,30 + 0,35 mg/g).(Arcari, 2009).

Os constituintes bioativos padronizados (4cido clorogénico, quercetina e rutina) utilizados
neste trabalho foram adquiridos comercialmente através da Sigma Aldrich (St Louis, MO),

todos os compostos foram eluidos em 4gua destilada.

5.2. EXPERIMENTACAO - MODELO ANIMAL

5.2.1. Animais

Foram utilizados 45 camundongos Swiss, machos, com peso variando entre 20 e 25
g ¢ idade média de trés meses provenientes do CEMIB (Centro de Bioterismo da
UNICAMP). Todos os animais ficaram alojados no Biotério do Laboratério de Biologia
Molecular e Imunofarmacologia da UNIFAG/USF e passaram por um periodo de adaptacao

as condigdes ambientais durante uma semana. Os animais foram mantidos em um periodo
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claro/escuro de 12 horas, temperatura 22°C £3 e de umidade 55% + 3, com livre acesso a
agua e ragdo. Estes foram distribuidos em grupos experimentais de acordo com a dieta e a

solucdo ingerida.

5.2.2 Sacrificio dos animais

Ao final do experimento os animais foram anestesiados com uma mistura 1:1 de
cetamina 100 mg/mL e xilazina a 2% no volume de 0,1 mL para cada 100 g de peso
corporeo e sacrificados para a retirada do tecido hepatico e adiposo, para a realizagdo dos

ensaios abaixo descritos.

5.2.3. Modelo de obesidade induzida por dieta

O modelo experimental que mais se assemelha a grande parte da obesidade humana
¢ o modelo de obesidade exdgena, onde ¢ oferecido ao animal um maior aporte caldrico
através de uma sobrecarga de carboidratos ou gordura, isoladamente ou em associagdes. A
dieta padrao (DP) empregada durante todo o experimento foi AIN-93G (Reeves et al.,
1993), enquanto a dieta hiperlipidica (DH) utilizada foi AIN-93G modificada (Pauli et al.,

2008) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Dietas utilizadas no trabalho.

g kg’ kcal kg’ g kg’ keal kg™
Amido de milho 397.5 1590 115.5 462
Caseina 200 800 200 800
Sacarose 100 400 100 400
Amido dextrinado 132 528 132 528
Banha de porco - - 312 2808
Oleo de Soja 70 630 40 360
Celulose 50 - 50 -
Minerais 35 - 35 -
Vitaminas 10 - 10 -
L-Cistina 3 - 3 -
Colina 2.5 - 2.5 -

Total 1000 3948 1000 5358

(Pauli et al., 2008)
5.2.4. Desenho do experimento

Inicialmente os animais foram divididos em dois grupos: um deles alimentados com
a dieta padrao (DP), e o outro com dieta hiperlipidica (DH) por oito semanas. Depois destas
oito semanas iniciais os animais do grupo hiperlipidico (DH) foram subdivididos
aleatoriamente conforme a interven¢ao escolhida. A intervengdo consistiu na administragao
de uma dose diaria de erva-mate tostada (1,0 g.kg™) (Grupo III) ou 4gua destilada (grupo 1)
durante 60 dias (Tabela 3). A administragdao das substancias foi realizada diariamente com
auxilio de uma canula orogastrica durante o periodo de claro dos animais. Os animais
alimentados com DP receberam via canula orogéstrica agua destilada durante o periodo de

intervengdo (Grupo I).
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Tabela 3 — Grupos experimentais.

Grupos Dieta Intervencao N°. animais
8 Sem 8 Sem
Grupo I DP DP Agua 15
Grupo II DH DH Agua 15
Grupo IIT DH DH Erva-mate (1,0 g.kg™) 15

5.2.5. Ganho de peso, crescimento e consumo alimentar

Os animais foram pesados semanalmente com auxilio de uma balanca digital
(plenna) durante todo o experimento, para avaliar o ganho de peso e crescimento. No dia do
sacrificio dos animais, a gordura epididimal foi retirada pesada.

A ingestdo alimentar dos animais foi avaliada a cada dois dias durante toda a etapa
de interven¢do com o chd-mate, através do peso da dieta utilizada. Para se obter a
quantidade ingerida por animal era ofertado ao mesmo 50g de dieta (padrdo ou
hiperlipidica) e apods dois dias pesava-se novamente a quantidade de ragdo existente no

comedouro. Para o célculo de quantidade ingerida utilizava-se da seguinte formula:

50 g — Quant. de dieta existente no comedouro (g) = Quant. ingerida (g)

5.2.6. Glicemia plasmatica e Teste de Tolerancia a Insulina (Kyr)

Ap6s 12 horas de jejum, os animais foram anestesiados com uma inje¢ao
intraperitonial (I.LP) de uma mistura 1:1 de cetamina/xilazina conforme descrito
anteriormente € as amostras sanguineas foram obtidas da artéria caudal. Apds a coleta da
glicemia basal com auxilio de um glicosimetro, foi administrado insulina (1,5 U/kg) por
injecdo I.P, e coletadas as amostras apos 0, 10, 15, 20 e 30 minutos para determinagao dos
niveis séricos de glicose. A constante da curva glicémica (Kirr) foi obtida apos as coletas
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realizadas, utilizando-se a formula 0’693/t1/2. (Bonora et al., 1987), a qual calcula a inclinagao
da curva glicémica obtida através das mensuragdes séricas. O procedimento para

determinac¢ao do Kirrocorreu 48 horas antes do dia do sacrificio dos animais.

5.2.7. Sinalizacio da insulina e Imunoblotting

A capacidade de sinalizagdo da insulina no tecido hepatico foi estudada. Desta
forma, apds jejum, os animais anestesiados receberam através da veia porta hepatica 0,2 ml
de salina contendo ou ndo 100 puL de insulina e foram extraidas biopsias de tecido hepatico
(coletada apo6s 30s), para andlise de proteinas por imunoblotting (fosfoIRS/IRS,
fosfoAKT/AKT) conforme descrito abaixo.

Amostras oriundas de figado foram usadas para obten¢do de extratos de proteinas
totais. Apds coleta os tecidos foram imediatamente homogeneizados e solubilizados em
solugdo tampao (1% Triton X-100, 100 mM Tris—=HCl (pH 7.4), 100 mM sodium
pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM EDTA, 10 mM sodium orthovanadate,
2.0 mMP MSF e 0.1mg aprotinin/mL) a 4 °C. O material ndo solubilizado foi removido por
centrifugacdo (20 min a 9000 x G) a 4 °C. A concentragdo proteica foi determinada pelo
método de Biureto.

Os extratos protéicos foram transferidos para tubos contendo tampado de
Laemmli contendo DTT 100 mM e aquecidas em agua fervente por 4 min. para posterior
aplicagdo em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e separagdo por eletroforese. Apds a
eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose e
bloqueadas durante 2 horas. A membrana de nitrocelulose foi incubada com os anticorpos

de interesse overnight a 4 °C antes de serem reveladas com Kits comerciais de
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quimioluminescéncia. O extrato de proteinas totais foi usado para avaliar a atividade

protéica de IRS-1, IRS-2 e AKT (proteina quinase B (PKB)).

5.2.8. Ensaio de mobilidade eletroforética— EMSA

Para analisar os efeitos da erva-mate na regulacdo de transcrigdo usamos o
Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) em extratos de proteinas nucleares oriundas
do tecido hepatico, para tal usamos uma sequéncia consenso dos fatores de transcri¢ao
FOXO1, PPARy, C/EBP-a desenhadas manualmente e do fator de transcrigdo NF-kB
obtida comercialmente (Promega -Madison, WI, USA) descritas na Tabela 4. A marcacao
das sequéncias consenso foi realizada com o auxilio do Biotin 3> End DNA Labeling Kit
(Pierce Protein). Para a realizagdo do EMSA foi utilizado o LightShift Chemiluminescent
EMSA Kit (Pierce Protein) seguindo as recomendagdes do fabricante. Resumidamente,
cada reacdo continha 10 ug de proteina nuclear, 10 mM Tris, 50 mM KCI, 1 mM DTT,
2,5% glicerol, 5 mM Mgcl, e 2 pmol da sonda marcada de oligonucleotideo incubado por
20 minutos em temperatura ambiente. A ligacdo especifica foi confirmada pelo uso em
excesso (100 - 400 vezes) da sonda nao marcada, atuando desta forma como um competidor
especifico na reacdo. O complexo proteico foi separado em gel de poliacrilamida a 6% e
transferido posteriormente para uma membrana de nylon (Hybond N+, Pierce Protein) que
foi exposta a luz UV. O gel foi transferido, e a visualizagdo foi feita seguindo de deteccao

por quimioluminescéncia, conforme o protocolo do fabricante.
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Tabela 4 — Sequéncias consenso utilizadas no EMSA - Sinaliza¢do da insulina.

Fator de Transcricao Sequéncia (5°—3°)
FOXO1 CTCTAGACAAAACAACAAAACAACAAAACAATCTAGAG
PPARy CTCTAGATTAACCTTTAACCATCTAGAG
C/EBP-a CTCTAGAGGGAGTTTGGCAAACTCCTCTCTAGAG
NF-kB AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC

5.2.9. Determina¢ao da modulacio da expressao génica —PCR array

Amostras do tecido hepatico foram destinadas a extracdo de RNA. Para a
estabilizacao e protecdo do RNA, todas as amostras destinadas a este fim armazenadas em
RNAlater (Qiagen, Valencia, CA, USA) a -80 °C até o momento da extracdo do RNA. Esta
foi feita usando-se o RNAeasy" tissue kit (Qiagen) seguindo o protocolo do fabricante.
ApoOs a extracao, ~100 pg de RNA foram usados para a sintese do cDNA usando o High
Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), de acordo com
XIN et al. (2004).

Posteriormente, para avaliar a expressdo dos genes relacionados a via de sinalizagdo
da insulina usou-se o Mouse PI3K-AKT Signaling Pathway RT? Profiler™ (Qiagen), que
consiste em um set de 84 genes envolvidos na sinalizacdo da via PI3K-AKT, assim como
membros da familia AKT (proteina B quinase) e da familia PI3K, assim como seus
reguladores (Tabela 5).

Para a realizagdo dos arrays, cDNAs oriundos do tecido hepatico de dois animais de
cada grupo foram usados. A rea¢do de PCR em tempo real foi realizada usando o SYBR®
gPCR Supermix UDG (Invitrogen, USA) seguindo as especificagdes do fabricante. As

amostras foram cicladas no equipamento 7500 Real-Time PCR System e analisadas com o
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auxilio do RQ Study Software (Applied Biosystems). Os experimentos foram feitos em
triplicata. A analise dos dados foi feita usando 0 site
http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php, € normalizado contra a

expressao do grupo controle (Grupo I).

Tabela 5 — Painel de genes avaliados pelo Mouse PI3K-AKT Signaling Pathway RT? Profiler™ (Qiagen)
Caracteristica Genes

Membros da familia AKT e 4KTI, AKT2, AKT3, BTK, GRB10, GRB2, HSPBI, ILK, MTCP1, PDK2, PDPK],
PI3K PIK3CA, PIK3CG, PIK3RI, PIK3R2, PRKCA, PRKCB, PRKCZ, PTEN, TCLI.

CSNK2A41, ELKI, FOS, GRB2, HRAS1, IGF1, IGFIR, IRS1, JUN, MAP2K],
MAPK3, MAPKS, PTPNI11, RAF1, RASAI, SHCI, SOS1, SRF.

Inativagﬁo de GSK-3 ¢ ADAR, AKTI, APC, CCNDI, CD14, CTNNBI, EIF2AK2, GJAI, GSK3B, IRAKI,
acumu]agﬁo de B-catenina MYDS8S, NFKBI1, PDKI1, TIRAP, TLR4, TOLLIP.
PI3K subunidade p85 e
migracio celular
Controle do ciclo celular e AKTI, CDKNIB, FASL, FOXO3, GRB2, ILK, ITGBI, MAPKI, MAPK3, PDKI,
Apoptose PDK?2, PTEN, PTK2, RBL2, SHCI, SOSI.

AKTI, BAD, GRB2, HRASI, IGFIR, IRSI, MAP2K1, MAPKI, MAPK3,
RPS6KAI, SHCI, SOSI, YWHAH.

AKTI, EIF4B, EIF4E, EIF4EBPI, EIF4G1, FKBPI1A4, MTOR, PDKI, PDK2,
PTEN, RHEB, RPS6KBI, TSCI, TSC2.

AKTI, EIF4E, EIF4EBPI, EIF4GI, MTOR, IRS1, MAPKI, MAPK14, MAPKI4,
MAPK3, PABPCI, PDK1, PDK2, PRKCA, PTEN, RPS6KB1.

Via de sinalizacao IGF-1

CDC42, PAKI, PDGFRA, RACI, RHOA, WASL.

Vias anti-apoptoticas

Sinalizacio da via mTOR

Regulacio de elF4e e p70

Outros genes envolvidos na

CASPY9, CHUK, FOXO1, NFKBIA
via AKT

5.2.10. Validacao da expressao por PCR em tempo real
A validacao dos genes que tiveram a expressao significativamente alterada apos as
analises dos arrays foi feita por meio da PCR em tempo real. Os primers utilizados neste

estudo foram desenhados com o auxilio do site http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm e

estdo dispostos na Tabela 6. A reacdo de PCR em tempo real foi feita usando o Platinum®
SYBR GREEN® gPCR Supermix UDG (Invitrogen) seguindo as especificacdes do

fabricante. A reagdo utilizada continha para cada 50 pL: 25 pL de Platinum® SYBR
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GREEN® gPCR Supermix UDG (Invitrogen), 10 uM de cada primer ¢ 10 uL de cDNA
(50ng). As reagdes foram previamente tratadas com UDG por 2 minutos a 50 °C e
desnaturadas por 2 minutos a 95 °C, seguindo por 45 ciclos de desnaturagao a 95 °C por 15
segundos, anelamento por 15 segundos e extensdo a 72 °C por 15 segundos.

As amostras foram cicladas no equipamento 7500 Real-Time PCR System e
analisadas com o auxilio do RQ Study Software (Applied Biosystems). Todas as reagdes
foram feitas em triplicata e a média do C; usada para avaliacdo da expressdo génica. As
amostras foram normalizadas usando-se o controle constitutivo. A expressao relativa foi

calculada de acordo com Livak & Schmittgen (2001).

Tabela 6 — Primers utilizados para a PCR em tempo real — Sinalizag¢ao da insulina.

Gene Primer Sequéncia (5°>3°)
AKT? Senge CGCCTCTTTGAGCTCATTCT
Antisense  TTGGGTCCTTCTTCAGCAGT
AKT3 Sen§e GCTGGCTATTGTGGAGGAAG
Antisense n TCTGCACCGTCAGTACTTGG
f- ACTINA Senge GCTACAGCTTCACCACCACA
Antisense = TCTCCAGGGAGGAAGAGGAT
CHUK Sense TACTCCCCAAGGTGGAAGTG
Antisense  GGTGCCAAATTTCTTTCTGC
CTNNBI Sense GGTAGGGTGGGAATGGTTTT
Antisense = AGCTGTGGCAAAAACATCAA
G6Pase Sen§e TTCTGGATGGTTCCCTGAAG
Antisense ACCGCAAGAGCATTCTCAGT
116 Sense CCGGAGAGGAGACTTCACAG
Antisense = TCCACGATTTCCCAGAGAAC
IRS-1 Sen§e GAAGAGACTGGCTCGGAAGA
Antisense ATTCTGCCCAACTCAACTCC
IRS-2 Senge CACATTGCAAACGCCTTTTA
Antisense = TAGCACGCCTACAGGGATTT
PI3KCG Sense TCTCTGGACCTGTGCCTTCT
Antisense TTACCCACTGTGCTTTGCTG
PDK -1 Senge TTTCTCCAGAGCTGCTCACA
Antisense GATATTCATTCCCGGCTCTG
PEPCK Sense CTGGCACCTCAGTGAAGACA
Antisense = TCGATGCCTTCCCAGTAAAC
PI3KCA Senge CGGACATCCTTAAGCAGGAG
Antisense  GACAGAAAACCCTGCAAAGC
TNF-o Sense TAGCCAGGAGGGAGAACAGA

Antisense TTTTCTGGAGGGAGATGTGG
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5.3. EXPERIMENTACAO - CULTURA CELULAR

5.3.1. Cultura de adipocitos

Pré-adipdcitos 3T3-L1 foram obtidos da Americam type culture Collection
(Manassas, VA) e mantidos no meio de cultura DMEM contendo 10% de soro fetal bovino
(FBS) com antibioticos e antifingicos. Apo6s 48 horas de confluéncia (designado como dia
0), as células foram estimulas a diferenciagdo em um meio contendo DMEM com 10%
FBS, 243 uL de insulina (100 UI), 0,5 mM isobutilmetilxantina (IBMX), 1mM
dexamethasone e incubadas por 96 horas. No quarto dia as células foram colocadas em
meio de maturagdo com 10% FBS/DMEM contendo 243 pL de insulina (100 UI), e

incubadas por 48 horas, seguido por cultura em meio 10% FBS/DMEM por mais 8 dias.

5.3.2. Desenho do experimento

O extrato bruto de erva-mate tostada e alguns dos seus compostos bioativos (acido
clorogénico, rutina, quercetina) foram usados para caracterizar a sua possivel acdo no
controle da adipogénese, tanto no processo de diferenciagdo, assim como no processo de
maturacdo, para tal estes produtos foram incubados na cultura celular em diferentes
concentracgdes (Tabela 7) e em periodos cronoldgicos distintos, conforme demostrando pela
Figura 8. Os constituintes bioativos padronizados acima descritos foram adquiridos
comercialmente através da Sigma Aldrich (USA), todos os compostos foram eluidos em
agua destilada . Resumidamente, as células 3T3-L1 foram submetidas ao processo de
expansao inicial, até atingirem confluéncia, apds 48 hs, as células foram transferidas para
placas de cultura. Neste momento foram estimuladas a diferenciacdo e divididas em dois
grupos denominados: grupo A e grupo B. O grupo A recebeu juntamente com o coquetel de

diferenciagdo os diferentes compostos avaliados (Tabela 7) e o grupo B recebeu somente o
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coquetel de diferenciagao (Figura 8). Apos 96 hs da etapa de diferenciacdo as células do
grupo A foram retiradas e analisadas, enquanto as células do grupo B receberam o coquetel
de maturacao juntamente com os diferentes compostos avaliados, que foram substituidos a
cada 48 horas. Ao final de 10 dias do inicio da maturacao os adipécitos do grupo B foram
retirados e analisados. (Figura 8). Ao final de cada etapa (diferenciacdo e maturagdo) as

células tratadas com os diferentes compostos foram coradas pelo método de Oil Red O.

Tabela 7: Compostos com suas respectivas
concentragdes utilizados na cultura celular.

Concentracoes
Composto utilizado
utilizadas (ug/mL)

50 ug / mL
Erva-mate 250 ug / mL
500 pg / mL
50 ug/ mL
Acido clorogénico 250 pg/mL
500 pg / mL
50 ug / mL
Quercetina 250 pg/ mL
500 pg/ mL
250 pg / mL
500 pg/ mL

Rutina

63



Retirados paraanalise

=
Grupo A
Diferenciagéo + o'h ol ol ndipscito
imat
Com|:_bostos 06 horas ':_,‘,. .;_:;. imaturo
;}__‘ avaliados 7
"\ Diferenciagdo GrupoB
Diferenciacdo E ‘ Coguetel de maturagdo
A9 96 horas
confluéncia -
10dias
Compostos
avaliados

X E Adipécitos maduros
‘ i:% )

‘ Retirados para andlise

Figura 8: Ilustracdo das etapas realizadas na cultura celular.

5.3.3. Oil Red O

Para determinar o acumulo de triacilgliceréis (TG) foi utilizado o teste Oil Red O (Sigma
Aldrich, USA) conforme protocolo do fabricante. Para realizar a andlise retirou-se a maior
parte do meio (180 pL) de cada poco e este foi substituido por uma quantidade igual de
formalina a 10% para a fixagdo das células e incubados por 5 minutos em temperatura
ambiente (23 £ 1 °C). Posteriormente, retirou-se a formalina e adicionou-se 180 pL de
formalina a 10% fresca e as células foram incubadas durante 1h. Em seguida, retirou-se a
formalina e lavou-se com isopropanol 60%. Retirou-se o isopropanol e deixou os pogos
secarem. Depois de secos, adicionou-se a solucao de trabalho de Oil Red O e deixou-se em
repouso por 10 minutos. Apos 10 min, retirou-se o Oil Red O e lavou-se imediatamente

com agua Milli-Q por 4 vezes. Retirou-se a dgua e pode-se observar as células coradas ao
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microscopio (dados nao apresentados). As placas foram secas em temperatura ambiente e
eluidas, com a adi¢ao de 200 pL de isopropanol 100%, incubando-se por 10 minutos. Apds
ressuspender o isopropanol com o Oil Red O o conteudo foi transferido para uma placa de
ELISA e mediu-se a absorbancia em espectrofotometro a 540 nm. Os ensaios desta etapa

foram realizados em triplicata.

5.3.4. Determinaciao da modulacio da expressao génica —PCR array

Os adipocitos obtidos através da cultura celular foram destinados a extracdo de
RNA e sintese de cDNA conforme descrito no item 5.2.9.

Posteriormente, para avaliar o processo de adipogénese foi utilizado o mouse
Adipogenesis RT? Profiler™ PCR Array (Qiagen). Este também consiste em um set de 84
genes que estdo envolvidos no processo de diferenciagdo e maturagdo dos adipdcitos
(Tabela 8). A reacdo de PCR em tempo real foi feita usando o SYBR® qPCR Supermix
UDG (Invitrogen) seguindo as especificagdes do fabricante. As amostras foram cicladas no
equipamento 7500 Real-Time PCR System e analisadas com o auxilio do RQ Study
Software (Applied Biosystems). Os experimentos foram feitos em triplicata. A analise dos
dados foi feita usando o site http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php,

e normalizado contra a expressao do grupo controle (auséncia de compostos).
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Tabela 8 — Painel de genes avaliados pelo mouse Adipogenesis RT? Profiler™ PCR Array (Qiagen).

Caracteristica Genes

ADIG (ADIPOGENIN), ADIPOQ, CFD, LEP, RETN, AGT, ANGPT?2,

Genes Regulatorios LIPE, LPL.

ADIPOQ, AGT, CEBPA, CFD, FABP4, FASN, IRS2, KLF15, LIPE, LPL,
Alvos de PPARy PPARG, PPARGCIA (PGC-14), RETN, SIRT3, SLC2A44 (GLUT4),
SREBF1.

ACACB, AXINI, CCNDI, CDK4, CEBPB, CEBPD, DKK1, E2F1,
Pro-adipogénicos FABP4, FASN, FGF1, FGF2, IRS2, JUN, LMNA, LPL, PPARG, RXRA,
SFRP1, SFRP5, SLC244 (GLUT4), WNT3B.

ADRB2, CDKNIA, CDKNIB, DDIT3, DLKI, FOXOI1, HESI, LRPS,
Anti-adipogénicos NCOR2, RUNXITI, SHH, SIRTI, SIRT2, TAZ, TCF7L2, TSC22D3, VDR,
WNTI, WNT3A.

Pro-tecido adiposo Branco BMP2, BMP4, CEBPA, EGR2, FGF10, KLF15, KLF4, SREBF1I.

Anti-tecido adiposo branco GATA2, GATA3, KLF2, KLF3.

BMP7, CREBI, DIO2, FOXC2, INSR, IRS1, MAPK14, NRF'I, PPARA,
Proé-tecido adiposo Marrom PPARD, PPARGCIA (PGC-14), PPARGCIB (PGC-1f3), PRDM16,
SIRT3, SRC, UCP1, WNTS5A.

Anti-tecido adiposo Marrom NCOA2, NROB2, NRIH3, RB1, TWISTI, WNT10B.

5.3.5 Validacao da expressao por PCR em tempo real

A validagdo dos genes que tiveram a expressao alterada foi feita por PCR em tempo
real. Os primers utilizados para esta etapa do estudo foram desenhados com o auxilio do

site http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm e estdo dispostos na Tabela 9. A reacao de

PCR em tempo real foi realizada conforme descrito no item 5.2.10.
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Tabela 9 — Primers utilizados para a PCR em tempo real — Adipogénese.

Gene

ACACB
CDKNIB
CREBI
C/EBP-a.
DLK]
E2F1
Foxc2
FOX01
GATA2
GATA3
KLF2
LRP5
PPARy?
RXRA
SFRPI
SIRT3
SREBP-Ic

ICF7L2
WNT10b

WNT3a

Primer

Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense
Antisense
Sense

Antisense
Sense
Antisense

Sequéncia (5°—3’)
CTCCCTGCTGATTCTCTGCT
ACTGTCGGGCTACCTTGAGA
AGCATGGGGGTGAAGAACT
CACCCAGGTTGCTTCTCTTT
TTTGTCCTTGCTTTCCGAAT
CACTTTGGCTGGACATCTTG
GGGACCATTAGCCTTGTGTG
CTCTGGGATGGATCGATTGT
GGAAAAATTGGCCCCTTTAG
TGGAGTCTTGGGCTAGGGTA
AGCCTAGGGATTCAGGGTGT
TGGATCGTGCTATTCCAATG
AGGAGGCCGAGAAGAAAGTC
GCTCAGCGTCTCCACCTT
TACACATACGGCCAATCCAG
AGAGTCCTGGGGCACAGTTA
TGAAGAAGGAAGGGATCCAG
TGGAGAGCTCCTCGAAACAT
AAGTGCAAAAAGGTGCATGA
CAGGGATGACATGTGTCTGG
CTGCGTACACACACAGGTGA
CTGTGTGCTTTCGGTAGTGG
AAGACCCTGCTTGAGGACAA
TTGACCTTGTGGACCCTTTC
GATGGAAGACCACTCGCATT
AACCATTGGGTCAGCTCTTG
CTTTCCAAAGATGCCCTGAG
AACTGGGGGACATGACAGAG
GGAGGCCACTGCCTACTCTA
ATCCCGATGGACTGGTAGAA
CAGCTACATGCACGGTCTGT
ACACAATGTCGGGTTTCACA
GTGAGCCTGACAAGCAATCA
GGTGCCTACAGAGCAAGAGG
CCCCTGCTTGATTGAAGTG
GGCGGCACAAAATTAAAGAG
TTCTCTCGGGATTTCTTGGA

CACTTCCGCTTCAGGTTTTC
TTCTTACTTGAGGGCGGAGA
AAGGAACCCAGATCCCAAAT
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5.4. Analise estatistica

Para a significancia dos dados de analise foi utilizado a andlise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Dunnett’s para comparacao multipla. Todos os dados obtidos
foram analisados usando o programa estatistico SPSS 12.0 (SPSS Inc., USA). Os resultados
sdo apresentados como razdes de chance com um intervalo de confianga de 95%. As

diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.

5.5. Questoes éticas

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em pesquisa da Universidade Sao
Francisco- USF, campus Bragan¢a Paulista onde foi desenvolvida a parte experimental.

(Anexo 1)
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6. RESULTADOS

6.1. Intervencao com erva-mate: parametros bioquimicos.

Os dados relacionados aos parametros bioquimicos obtidos ao final dos 60

primeiros dias e apds a intervencdo com erva-mate por 60 dias acham-se descritos nas
Tabelas 10 e 11.
Apos 60 dias do inicio do tratamento dos animais com as diferentes dietas, observa-se que
os animais submetidos a dieta hiperlipidica, apresentaram um aumento significativo no
peso corporeo, nivel de glicose sanguinea e na resisténcia a insulina, determinado através
da constante de queda de glicose durante o teste de tolerancia a insulina (K;rr). No entanto
nao houve modificagdo significativa na quantidade de alimento ingerido pelos diferentes
grupos (Tabela 10).

Apos 60 dias de intervenc¢do com erva-mate na concentracio de 1,0 g.Kg', os
resultados do presente trabalho, demostram que houve uma modificagdo significativa no
peso corporeo e na quantidade de gordura epididimal dos animais avaliados (Tabela 11).
Desta forma podemos inferir que o consumo de erva-mate levou a uma redugdo
significativa no peso corporeo total dos camundongos e no acimulo de gordura oriunda do
tecido epididimal, quando comparados com os animais que receberam a mesma dieta
hiperlipidica, mas ndo sofreram nenhum tipo de intervengdo (Grupo II). Além disso,
observa-se no grupo submetido a dieta hiperlipidica em que houve a interven¢ao com erva-
mate (Grupo III), que o nivel de glicose sanguineo e o valor obtido através do teste de
tolerancia a insulina (Kjrr) foi similar aos observados nos animais controles submetidos a
dieta padrao, demonstrando melhora na resposta a insulina pela administracao de erva-mate
na concentracao de 1,0 g/kg por 60 dias. (Tabela 11).
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Tabela 10: Pardmetros bioquimicos dos grupos submetidos as diferentes dietas durante os primeiros 60 dias.

Parimetros Dieta Padrao Dieta Hiperlipidica
(DP) (DH)
Peso Corpéreo (g) 36,83+ 2,23 50,50 + 4,42%*
Glicemia (mg/dL) 157,18 £ 17,93 377,00 + 44,74*
Kirr 4,60 + 0,84 1,35 +0,48%*
Consumo alimentar (g/dia) 3,08+0,73 2,75+ 0,41
Gordura epididimal (g) ND ND

K= Teste de tolerancia a insulina, ND = Ndo Determinado.
*p <0,05 comparado com Grupo DP.

Tabela 11: Pardmetros bioquimicos dos grupos submetidos as diferentes dietas e interven¢des ao final do

experimento.
Dieta Padrao Dieta Hiperlipidica
(DP) (DH)
‘ 0 Erva-mate
Parametros Agua Agua -
8 8 (1,0 g.Kg™)
Peso Corporeo (g) 39,67+ 3,44 55,67 £2,73* 48,71 + 6,70
Glicemia (mg/dL) 176,66 + 33,60 270,50 + 13,43* 196,33 + 16,16"
Kitr 3,13+ 0,54 1,27 + 0,05* 3,14 + 0,67
Consumo alimentar (g/dia) 3,22 £0,65 2,78 £ 0,45 2,75 £ 0,38
Gordura epididimal (g) 0,96 £ 0,32 2,37 £0,39* 1,40 + 0,44"

Kir1= Teste de tolerancia a insulina.
*p < 0,05 comparado com Grupo DP.
*p < 0,05 comparado com Grupo DH é4gua.
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6.2. Sinalizacao da insulina

6.2.1. Resposta a insulina

A resposta funcional sobre o valor do teste de tolerancia a insulina obtido no
experimento (Tabela 11) foi confirmado através da andlise hepatica da sinalizagdo da
insulina. Apds 30 segundos de administracdo de insulina observa-se através da técnica de
Imunoblotting que o nivel de fosforilagdo de IRS-1, IRS-2 e AKT no figado, dos animais
tratados com erva-mate submetidos a dieta hiperlipidica, acham-se aumentados de maneira
significativa quando comparados antes e apos o estimulo, resposta semelhante a observada

nos animais oriundos da dieta padrdo. (Figura 9, 10 e 11, respectivamente).

%
1.0 *
. 1
; = =
(v 1
-
N 0.5
x
a
0.0
- <+ - + - +
DP DH DH - mate

Figura 9: Nivel fosforilagdo de IRS-1 tirosina no figado dos grupos dieta padrao (DP), dieta hiperlipidica
(DH) e dieta hiperlipidica interven¢do com erva-mate (DH-mate). Tratamento in vivo antes (-) e
apos (+) 30s de administragdo de insulina (I.V). * p < 0,05.
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Figura 10: Nivel fosforilagdo de IRS-2 tirosina no figado dos grupos dieta padrdo (DP), dieta hiperlipidica
(DH) e dieta hiperlipidica interven¢do com erva-mate (DH-mate). Tratamento in vivo antes (-) e apos (+) 30s
de administraggo de insulina (I.V). *p < 0,05; **p < 0,01.
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Figura 11: Nivel fosforilagdo de AKT no figado no figado dos grupos dieta padrdo (DP), dieta hiperlipidica
(DH) e dieta hiperlipidica intervencdo com erva-mate (DH-mate). Tratamento in vivo antes (-) e
apos (+) 30s de administragdo de insulina (I.V). *p < 0,05; ** p < 0,01.
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6.2.2. Expressao de genes ligados a sinaliza¢do da insulina

A fim de avaliar a influéncia da erva-mate nos genes que atuam na via de
sinalizag¢do da insulina, amostras de tecido hepatico foram submetidas ao Mouse PI3K-AKT
Signaling PCR Array conforme descrito anteriormente. Os genes que apresentaram um
padrao de expressao alterado no PCR array (dados ndo mostrados), foram validados através
da PCR em tempo real e normalizados através da expressao do gene constitutivo [-actina
(Tabela 12).

Nossos dados mostram que a dieta hiperlipidica causa um aumento significativo na
expressao dos de genes ligados ao processo inflamatorio como o TNF-o e IL-6 além de
reduzir a expressao de diferentes genes como AK7-2, IRS-1, PI3KCA, PI3KCG e PDK-1
envolvidos com a cascata de sinalizacao da insulina. Além disso, nossos dados demonstram
que a dieta hiperlipidica provoca um aumento significativo na expressao de PEPCK e
Go6Pase os maiores reguladores do processo de gliconeogénese (Tabela 12).

Apos a intervengdo com erva-mate observa-se que o nivel de expressdo dos genes
relacionados ao processo inflamatério (IL-6 € TNF-a) ¢ reduzido de maneira significativa,
enquanto os genes relacionados a sinalizacdo da insulina (4K7-2, IRS-1, IRS-2, PI3KCA,
PI3KCG e PDK-1) aumentam sua expressao de maneira significativa (p < 0,05) em relagdo
ao grupo dieta hiperlipidica interven¢do com agua (Grupo II), sendo ainda que alguns
desses genes ndo apresentam diferenga estatistica em relacdo ao grupo controle (Grupo I)
(Tabela 12). Nossos dados mostram ainda que a interven¢cdo com erva-mate induziu uma

redugdo significativa na expressdao de PEPCK e G6Pase quando comparado ao Grupo II.
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Tabela 12 — Nivel de expressdo génica em tecido hepatico apos normalizagdo com B-actina em

Unidades Arbitrarias (U.A)

Dieta Padrao (DP) Dieta Hiperlipidica (DH)
Genes avaliados Agua Agu a (lfi)vzjgg_tf)
IL-6 0,70 + 0,22 2,40 +0,23%* 0,52+ 0,11%
TNF-a 1,02+ 0,26 2,70 + 0,29 0,70 + 0,32"
PEPCK 0,59 + 0,26 1,31+0,51" 0,69 + 0,26"
G6Pase 0,58 +0,27 1,22+ 0,56 0,47 + 0,29"
AKT-2 8,19+0,13 5,46 + 2,08 797 +2,11%
AKT-3 4,15 +2,35 4,20 + 1,47 4,58+ 1,75
CTNNBI 1,53 +0,14 1,36 + 0,37 1,69 + 0,44
CHUK 1,37+ 0,39 1,04+ 0,36 1,36 + 0,37
IRS-1 3,08 + 0,97 1,46 +0,37" 2,04+ 0,72
IRS-2 1,82+ 0,08 0,80 + 0,12%* 1,61 +0,15"
PI3KCA 1,89 + 0,36 1,16 +0,51" 2,16 + 0,96
PI3KCG 7,09 + 0,65 4,70 + 1,63 7,06 + 1,82"
PDK-1 1,65+ 0,50 0,71 + 0,34 1,57 +0,71%

*p<0,05e**p<0,01 quando comparado ao grupo DP

#p<0,05e ##p<0,01 quando comparado ao grupo DH — dgua
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6.2.3. Analise dos fatores de transcricao

No presente trabalho avaliamos a translocacao nuclear no tecido hepatico dos
seguintes fatores: NF-kB, FOXO1, PPARy e C/EBP-a, conforme demonstra as Figuras 12 e
13. Utilizou-se a sequéncia consenso dos fatores de transcricdo anteriormente descritos
(Tabela 4). Apds a avaliagcdo dos fatores de transcrigdo, nossos dados indicam que NF-kB e
FOXOI1 apresentam uma resposta semelhante, na qual ¢ observada uma banda fracamente
visivel no grupo submetido a dieta padrdo, que ¢ intensificada no grupo submetido a dieta
hiperlipidica por 16 semanas (Grupo II) (Figura 12). Observa-se ainda que o grupo com
dieta hiperlipidica submetido a intervencdo com erva-mate (Grupo III), apresenta uma
redugdo na intensidade desta banda, sendo mais evidente para NF-kB. (Figura 12). J& os
fatores de Transcricdo PPARy e C/EBP-a, ndo apresentam mudangas no padrdo de banda
identificado pelo EMSA (Figura 13).

NFxB FoxO1

Sem Nig Sem Nio
— DPF DH DH.m i proteina Dp DH DH_mIma.n:adn

Figura 12: Imagem representativa do EMSA realizado através da incubag@o de extratos nucleares de figado
dos animais tratados com o oligonucleotideo da regido consenso de NF-kB e FOXO1, . DP = Dieta
padrao, DH= Dieta Hiperlipidica, DH-mt = Dieta Hiperlipidica intervencdo com erva-mate.
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Figura 13: Imagem representativa do EMSA realizado através da incubagd@o de extratos nucleares de figado
dos animais tratados com o oligonucleotideo da regido consenso do PPARy e C/EBP-a. DP =
Dieta padrao, DH= Dieta Hiperlipidica, DH-mt = Dieta Hiperlipidica interven¢do com erva-mate.

6.3. Adipogénese

6.3.1 Acamulo de triacilglicerois — Qil Red O

O extrato de erva-mate utilizado no presente trabalho possui em sua composi¢do
alguns compostos bioativos como: o acido clorogénico, rutina e quercetina aos quais sao
atribuidos os efeitos benéficos da erva-mate (Clifford, 1990; Cardozo-Junior et al., 2007).
A fim de investigar a possibilidade de que esses compostos possam atuar individualmente
no processo de adipogénese os mesmos foram avaliados isoladamente em cultura de pré-
adipocitos 3T3-L1.

Induzidas a diferenciagdo por estimulos quimicos juntamente com os meios de
cultura adequados, as células sofreram influéncia da erva-mate tostada ¢ dos compostos
bioativos padronizados, a partir do dia zero, como descrito em “Métodos”. Para determinar
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a influéncia destes no acumulo de triacilglicerois (TG) durante o processo de adipogénese
utilizou-se o ensaio de Oil Red O.

De uma forma geral os resultados obtidos através da cultura de 3T3-L1, indicam que
os compostos avaliados apresentam uma reducao do processo de adipogénese mais
expressiva durante a etapa de diferenciacdo (Figura 14) quando comparado a etapa de
maturacdo do adipocito (Figura 15). Nossos resultados indicam que na etapa de
diferenciagdo o extrato de erva-mate e o acido clorogénico apresentam uma reducao
significativa (p<0,05) na concentragdao de 50 ug/mL quando comparado ao controle. Ja o
composto quercetina apresentou uma redugdo significativa na incorporagdo de
triacilglicerois na concentragao 250 ug/mL, enquanto no composto rutina essa redugdo se
torna significativa somente na concentracao de 500 ug/mL. Na etapa denominada como
maturacao a avaliagdo dos compostos indicou uma reducao tardia em relagdo a etapa de
diferenciagdo, visto que a erva-mate tostada apresenta dados significativos a partir da
concentracao de 250 ug/mL, o acido clorogénico na concentragdo de 500 ug/mL, quercetina
na concentragdo de 250 ug/mL e no composto rutina essa redugdo ndo ¢ significativa
(Figura 15).

Diante dos nossos achados podemos inferir que a erva-mate, assim como seus
compostos bioativos avaliados isoladamente, apresentam efeito mais evidente durante o
processo de diferenciacdo do adipécito. Com base nestes resultados selecionamos as
culturas oriundas da etapa de diferenciacdo (Grupo A) para avaliar a expressdo génica

através do PCR array conforme anteriormente descrito.
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Figural4: Grafico comparativo das diferentes concentragdes utilizadas na cultura celular de 3T3-L1,
etapa de diferenciagdo. ACG- acido Clorogénico, concentragado utilizada em pg/mL.
*p<0,05 em relacdo ao controle.
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Figura 15: Grafico comparativo das diferentes concentragdes utilizadas na cultura celular de 3t3-11, etapa
de maturacdo. ACG- acido Clorogénico, concentracao utilizada em pg/mL.
*p<0,05 em relagdo ao controle.
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6.3.2. Expressao de genes ligados a Adipogénese.

6.3.2.1. Cultura celular

A fim de avaliar a influéncia da erva-mate e de alguns dos seus compostos bioativos
nos genes que atuam na adipogenese, células provenientes da etapa de diferenciagdo por
apresentarem um resultado mais expressivo quando comparadas com a etapa de maturacao
(Figura 14 e 15) foram submetidas ao mouse Adipogenesis RT? Profiler™ PCR Array
(Qiagen) conforme anteriormente descrito. Os genes que apresentaram um padrao de
expressao alterado no PCR array (dados nao mostrados) foram validados através do PCR
em tempo real e normalizados através da expressao do gene constitutivo, B-actina (Tabela
13). Os dados encontrados no presente trabalho indicam que a erva-mate foi capaz de
modular a expressdao de genes especificos relacionados ao processo de adipogénese. Além
disso, observa-se que os compostos bioativos padronizados também exercem uma funcao
positiva na regulacao do processo de diferenciacdo dos adipdcitos (Tabela 13). No entanto a
quantidade de genes modulados pelos compostos isolados ¢ menor do que os regulados pela
o extrato de erva-mate tostado (Tabela 13), o que reforga a teoria que o sinergismo entre os
compostos existentes na erva-mate tostada seria responsavel pela sua acdo mais eficiente
diante da etapa de diferenciagdo sofrida pelo adipécito. Esses achados corroboram os dados
obtidos pelo Oil Red O que apresenta a utilizacdo do extrato bruto de erva-mate tostada
com o melhor resultado obtido para a inibi¢do do processo de adipogénese tanto na etapa de
diferenciagdo como para a etapa de maturagao.

Nossos dados de expressdao génica indicam que a erva-mate tostada na concentragao
de 50ug/mL foi capaz de reprimir de maneira significativa a expressdao de genes
importantes para adipogénese como o CREB-1, E2F1, C/EBPa ¢ PPARY’, além de induzir a
expressdo dos genes DLK-1, GATA-3, LRP-5, SFRP-1, TCF7L2, WNTI0b ¢ WNT3a
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importantes inibidores do processo de adipogénese (Tabela 13). O &cido clorogénico na
concentracdo de 50ug/mL foi capaz de reprimir de forma significativa a expressao de
CREB-1, E2F1 e C/EBPa, além de apresentar uma indugdo de LRP-5, ficando evidente,
desta forma, sua agdo na repressao de genes que favorecem o processo de adipogénese. Os
dados obtidos para a quercetina (250ug/mL) e rutina (500ug/mL) deixam claro que ambas
atuam favorecendo genes repressores do processo de adipogénese, visto que a quercetina
aumentou a expressao de DLK-1, FOXC2, GATA-2, GATA-3 e LRP-5, enquanto a rutina

modulou somente a expressao de FOXC2 e LRP-35.
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Tabela 13 — Nivel de expressdo génica em cultura de células ap6s normalizacdo com

Genes
Avaliados

C/EBPa
PPARY’
CREBI
E2FI
SREBP-1c¢
DLK1
GATA2
GATA3
KLF2
FOXxo1
FOXxc2
WNT10b
WNT3a
LRP5
SFRPI
TCF7L2
SIRT3
RXRA
ACACB

CDKNIB

Controle

1,97 £0,28
1,38 +0,03
3,78 40,14
1,20 + 0,46
1,98 £ 0,29
0,15+ 0,03
0,24 + 0,01
0,28 + 0,02
0,08 + 0,01
1,92 0,27
0,40 + 0,06
0,76 + 0,1

0,53 + 0,04
2,70 £ 0,55
0,20 + 0,01
0,55+ 0,03
0,09 % 0,02
2,37+0,12
1,04 + 0,04

0,43 £0,04

Erva-mate
(50ug/mL)

0,93 +£0,33*
0,68 +0,23*
1,18 £0,52*
0,73 £0,12*
1,11 £0,59
0,94 +1,16*
0,60 £+ 0,05
1,65+ 0,36*
0,18+ 0,15
1,63 +0,11
0,78 £ 0,59
3,31 £0,39*
1,56 £ 0,19*
4,71 +1,43*
5,58+ 1,25%
1,71 £0,33*
0,18 £0,06
2,14 +£0,38
1,07 £ 0,07

0,67+ 0,27

Acido
Clorogénico
(S50ug/mL)

0,97 +0,78*
1,31 £0,02
1,02 £ 0,35*
0,65 + 0,27%
1,09 + 0,64
0,14 + 0,03
0,25+0,12
0,44 +£0,40
0,13 + 0,08
1,75+ 0,53
0,45 + 0,03
1,52 40,24
0,84 + 0,05
421 +1,42%
0,39+ 0,12
0,56 + 0,08
0,12+ 0,03
2,12+ 0,68
1,06 + 0,05

0,53 £0,05

*p <0,05 quando comparado ao grupo controle.

Quercetina
(250ug/mL)

1,96 £ 0,55
1,19+0,18
321+ 1,10
0,95+ 0,26
1,45 + 0,48

0,75 + 0,42*

2,06+ 0,63*

2,67 +0,84*
0,32 0,27
1,68 + 0,84

2,97 +0,13%
0,35+0,15
0,82 +0,18
3,50 +£0,69*
0,53 + 0,02
0,85 + 0,42
0,26 0,16
3,49 + 0,79
1,12 40,04

0,49+ 0,14

-actina em Unidades Arbitrarias (U.A)

Rutina

(500ug/mL)

1,86 + 0,38
1,49 £0,23
3,94 + 0,48
0,88 £ 0,04
1,26 £ 0,61
0,24 +0,12
0,17 +0,01
0,47 +0,08
0,21 +0,17
2,03 +0,34
3,06 + 0,48*
0,61 +0,28
0,89 + 0,37
4,00+ 1,15%*
0,23 +£0,01
0,41 +0,12
0,35 +0,38
2,60 = 1,46
1,05+ 0,03

0,82 +0,32
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6.3.2.2. Tecido adiposo - animais.

A fim de, avaliar se os resultados obtidos in vitro se reproduziriam in vivo,
avaliamos, no tecido adiposo dos animais submetidos as diferentes dietas, a expressdao dos
mesmos genes avaliados em cultura celular.

Os resultados para essa etapa acham-se descritos na Tabela 14. Ap6s a normalizacdo
com B-actina nossos dados indicam que a erva-mate foi capaz de reprimir os genes CREBI,
C/EBPa ¢ PPARy’, determinantes para que ocorra a etapa de diferenciagio dos adipocitos.
E que a erva-mate foi capaz de induzir a expressdo os genes anti-adipogéneicos DLK],

GATA2, GATA3, KLF-2, WNT10b, WNT3a, LRPS5, SFRP1 e TCF7L2.
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Tabela 14 — Nivel de expressio génica em tecido adiposo ap6s normaliza¢do com B-actina em Unidades Arbitrarias (U.A)

Dieta Padrao (DP) Dieta Hiperlipidica (DH)
Genes avaliados i A Erva-mate
Agua Agua (1,0 g.Kg-1)
C/EBPa 1,53+0,70 2,10 +0,22 1,09 + 0,73

CREBI 0,44 +0,12 1,26 +0,19%* 0,54 + 0,09

SREBP-1c¢ 4,41+ 0,67 3,08 +0,19 3,71 + 0,41

GATA2 1,31+0,33 0,09 + 0,02* 0,70 +0,14"

KLF? 2,01 +0,90 0,57 +0,21% 0,83 +0,18*

s #
WNT3a 4,35+0,18 0,66 + 0,16 2,49 + 0,19

SFRPI 3,03 +0,22 1,88 +0,09 6,07 +0,64""

FOXO1 1,18 +0,24 1,49 + 0,52 1,03 +0,43

*p<0,05¢e**p<0,01 quando comparado ao grupo DP;
#p <0,05¢ ##p<0,01 quando comparado ao grupo DH - dgua

8
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7. DISCUSSAO
7.1. Sinalizacdo da insulina

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que intervencao, por sessenta
dias, com erva-mate em camundongos obesos foi capaz de reduzir de forma significativa a
glicemia basal (Tabela 11). Esses dados confirmam um estudo prévio realizado por nosso
grupo (Argari et al., 2009), no qual demostramos a influéncia do consumo de erva-mate em
diferentes moléculas (TNF-a, IL-6, PAI-1, leptina, angiotensina, adiponectina, PPARY,
UCP-1) e no metabolismo de colesterol de animais submetidos a uma dieta hiperlipidica. A
reducdo glicémica observada no presente estudo ¢ uma consequéncia da melhora
significativa do quadro de resisténcia a insulina observada ao final do experimento, apos a
intervengdo com erva-mate nos animais obesos (Tabela 11). A resisténcia a insulina gera
uma série de distirbios metabolicos e possui a hiperglicemia como uma das caracteristicas
mais marcantes para o seu diagndstico (Zecchin et al., 2004).

A obesidade ¢ uma condi¢cdo que culmina em uma inflamagao caracterizada pelo
aumento na producdo de citocinas inflamatérias e a presenca de algumas dessas sdo
importantes para o estabelecimento do quadro de resisténcia a insulina, entre estas destaca-
se a IL-6 e o TNF-o (Hotamisligil et al., 1996). Sabe-se que aproximadamente um ter¢o da
IL-6 circulante provém do tecido adiposo em seres humanos (Mohamed-Ali et al.,1997) e
que esta desempenha papel na redug¢do da expressdo do IRS-1 (Papanicolaou et al., 1998;
Pradhan et al., 2001) e do GLUT-4 (Esposito et al.,1999 ; Fasshauer et al., 2003) no tecido
muscular e hepatico, sendo um fator preditivo para o desenvolvimento de diabetes tipo 2
(Zhang et al., 1994). O TNF-a desempenha um papel regulador no acimulo de gordura

corporal e no GLUT-4 (Arner, 1995; Montague et al., 1998). Em individuos obesos, ha uma
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forte correlacdo inversa entre os niveis de TNF-a e o metabolismo da glicose (Winkler et
al., 2003; Hsueh e Law, 2003). Este efeito ocorre em razao da supressao pelo TNF-a da
sinaliza¢do da insulina, reduzindo a fosforilagdo em tirosina do IRS-1 e IRS-2, tal fato
resulta na redug¢do de atividade da AKT com consequente diminui¢do na captacdo de
glicose pelas células mediada pela acdo da insulina, levando a um quadro de
hiperinsulinemia e em ultimo estagio a diabetes tipo 2 (Arner, 1995; Aratjo et al., 2007).

Diversos estudos mostram que os niveis de RNAm de 7NF-a sao elevados em
humanos e animais obesos, estando estes positivamente correlacionados com o aumento do
volume dos adipdcitos, tanto no depdsito visceral quanto subcutaneo (Montague et al.,
1998; Winkler et al., 2003; Aratjo et al., 2007).

Deste modo, nossos dados indicam que a dieta hiperlipidica ocasionou um aumento
de peso nos animais que por sua vez levou a um aumento significativo na expressao génica
de IL-6 e TNF-o. No entanto ap0s a intervencao com erva-mate nos animais obesos (Grupo
IT) a expressao destas citocinas ¢ reduzida de maneira significativa, ndo apresentando
diferencas em relagdo ao grupo controle (Grupo I) (Tabela 12). Além disso, estudos
mostram que o TNF-a e a [L-6 ativam a transcri¢do do NF-kB, que orquestra uma série de
alteracdes inflamatorias promovendo a transcri¢do de outros genes envolvidos com o
processo inflamatério (Bayon et al., 2003) além de induzir a producdo do proprio TNF-a
(Siebenlist, 1997). De fato, a analise da translocacdo nuclear de NF-kB indicou um
aumento nos animais obesos e reducdo desta nos animais que sofreram a intervengao com
erva-mate (Figura 12), contribuindo assim para uma reducao na expressao de TNF-a. Desta
forma, podemos inferir que a reducgdo da resisténcia a insulina observada apds intervengao,

poderia parcialmente estar associada a uma repressao de IL-6 ¢ TNF-a, ocasionada por uma
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redugdo no peso corpéreo dos animais tratados com erva-mate (Tabela 11). Os resultados
descritos nesta etapa foram publicados no periédico Molecular and Cellular Endocrinology
conforme Anexo 2.

Os efeitos bioldgicos da insulina iniciam-se apds a ativagdo do seu receptor, o que
resulta na fosforilagdo em tirosina de varios substratos protéicos intracelulares incluindo o
IRS-1 e IRS-2 (Kahn et al., 1993; Van Obberghen 1994). Estes substratos, quando
fosforilados em tirosina, se associam e ativam a AKT, cuja interagdo parece ser essencial
para a agdo metabolica da insulina em distintos processos (Shepherd et al., 1995, White,
1998; Czech & Corvera, 1999). Os dados apresentados neste estudo mostram que o extrato
de erva-mate foi capaz de reestabelecer de forma significativa a sinalizagdo da insulina em
ambos substratos nos animais obesos, dados esses observados pelo aumento significativo na
expressao génica de /RS-1 e IRS-2 (Tabela 12) e melhora na fosforilagdo hepatica do IRS-1,
IRS-2 apds o estimulo com insulina (Figuras 9 e 10).

A fosforilagdao em tirosina das proteinas IRS-1 e IRS-2 cria sitios de reconhecimento
para as moléculas PI3K (Lietzke et al., 2000). Tem sido sugerido que a subunidade
catalitica de PI3K, PI3KCA, ¢ essencial para ativagao da AKT, ao passo que a auséncia da
subunidade catalitica PI3KCB nao reduz de maneira significativa a fosforilagdo da AKT
(Chattopadhyay et al, 2004). Desse modo, observou-se neste estudo que a erva-mate alterou
a expressdo de PI3KCA (Tabela 12), confirmando os resultados positivos encontrados na
fosforilagdo da AKT observados por nosso grupo (Figura 11).

A ativacdo do complexo da PI3K permite que as proteinas da familia PDK
fosforilem os residuos de serina e treonina (Adams et al., 2004; Cohen 2006; Taniguchi et
al., 2006). Dentre as proteinas da familia serina/treonina quinases (PDK) a PDK-1 ¢ a

melhor caracterizada (Alessi et al., 1997). Diferentes estudos mostram que a deficiéncia de
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PDK-1 no tecido hepatico resulta em intolerancia a glicose, diminui¢do da expressao de
genes regulados pela insulina e dano hepatico (Michael et al., 2000; Mora et al., 2005;
Okamoto et al., 2007). De forma geral esses estudos mostram que no tecido hepatico a
auséncia de PDK-1 ocasiona varios defeitos na sinalizacdo da insulina assim como no
surgimento de diabetes tipo II, caracterizada por hiperinsulinemia e hiperglicemia pos
prandial. Nossos dados indicam que a interven¢ao com erva-mate, nos animais obesos,
apresenta uma significativa a¢do modulatoria em PDK-I, contribuindo para os efeitos
funcionais observados neste grupo (Tabela 12).

A ativagao das proteinas da familia PDK ocasiona a ativagao de distintas formas da
proteina AKT (AKT-1, AKT-2 e AKT-3) (Chan & Tsichlis, 2001). Dentre as isoformas de
AKT, sugere-se que AKT-2 seja a principal delas, estando envolvida no controle
homeostatico da glicose, associada a sinalizagdo da insulina. Atualmente ¢ bem
comprovado que a AKT-2 ¢ a principal isoforma envolvida no metabolismo da glicose
(Taniguchi et al., 2006). Dentre as isoformas da AKT avaliadas por nosso trabalho, a
expressao de AKT-2 foi reprimida nos animais submetidos a dieta hiperlipidica por 120 dias
(Tabela 12). No entanto, no grupo submetido a intervacdo com erva-mate (Grupo III)
observou-se um aumento significativo da expressao de AK7-2. Desse modo, estes dados
indicam que o aumento da ativacao da AKT, observada no tecido hepatico dos animais que
sofrem intervencdo com erva-mate apos o estimulo com insulina (Figura 11), ocorreu via
reestabelecimento da expressdo da isoforma AKT-2.

Uma das principais fungdes do tecido hepatico ¢ o controle do processo de
gliconeogénese, que ocorre através da ag¢do de enzimas como: PEPCK e Go6Pase,
controladas pelo fator de transcricdo FOXOI, principal isoforma presente em tecidos com

resposta a insulina (Nakae et al., 2001; Matsumoto et al., 2007). Sob condi¢des de jejum
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FOXOI1 esta localizado no nucleo, com a ativagdo da AKT ele ¢ translocado do nucleo para
o citoplasma reduzindo desta forma a expressio de PEPCK e G6Pase (Altomonte et al.,
2003).

Acredita-se, pois, que a insulina exerce seus efeitos no metabolismo da glicose no
tecido hepatico através da inibicdo de FOXO1 (Samuel et al., 2006; Zhang et al., 2006;
Matsumoto et al., 2007). Os resultados oriundos deste trabalho mostram que a intervencao
com erva-mate reduziu a translocagao nuclear de FOXO1 (Figura 12). Fato este que
possivelmente reprimiu a expressao das principais enzimas reguladoras da gliconeogénese
PEPCK e G6Pase. Por fim, pode-se inferir que a erva-mate foi capaz de reduzir o processo
de gliconeogénese, no tecido hepatico, através de sua atuacdo na AKT, tendo em vista a
intima relacao entre os mesmos.

De forma geral, os dados do presente trabalho indicam que, a erva-mate foi capaz de
aumentar de forma significativa a expressao dos seguintes genes no tecido hepatico dos
animais submetidos a dieta hiperlipidica: /RS-1, IRS-2, PI3KCA, PI3KCG, PDK-1 ¢ AKT-2
favorecendo desta forma a sinalizacdo da insulina AKT. Além disso, a erva-mate foi capaz
de reprimir a expressao de PEPCK e G6Pase relacionadas com o processo de
gliconeogénese (Figura 16). Assim, os resultados obtidos nesta etapa demonstram a acao
especifica da erva-mate sobre algumas das principais isoformas existentes na via hepatica
de sinalizagdo a insulina, contribuindo desta forma para a reversao do quadro de resisténcia

a insulina.
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Figura 16: A¢do da erva-mate nas principais isoformas presentes nas diferentes etapas da via de
sinalizacdo da insulina em tecido hepatico dos animais em dieta hiperlipidica.
Verde: expressao induzida apds intervengao / vermelho: repressao da translocac¢do nuclear.

Os efeitos benéficos da erva-mate observados neste estudo devem-se provavelmente
a existéncia de diferentes compostos bioativos, em especial os compostos fendlicos como o
acido clorogénico e seus isOmeros, presentes no extrato aquoso de Ilex paraguariensis.

Alguns autores relatam que, em modelo animal, o dcido clorogénico poderia ter uma
importante agdo anti-obesidade devido a reducdo da glicemia pds prandial, colesterol e
triglicerideos plasmaticos, redu¢do na resisténcia a insulina e melhora no pool de minerais
(Herling et al.,1999; Rodriguez de Sotillo e Hadley, 2002). Um estudo realizado com seres
humanos mostrou que o acido clorogénico foi capaz de reduzir a glicemia plasmatica em
relacdo ao grupo placebo (Van Dijik et al., 2009). Resultados semelhantes também foram
observados em modelos animais (Andrade-Cetto et al., 2001; Bassoli et al., 2008). Estudos
mostrando as vias de atuacdo do acido clorogénico no mecanismo de a¢cdo da insulina sdo
€sCassos.

No entanto uma das vias propostas pela qual o acido clorogénico parece influenciar
na glicemia ¢ através da inibicdo da G6Pase hepatica. Estudos in vivo em modelos animais

demonstram que o acido clorogénico ¢ capaz de reduzir a glicemia através dessa via
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(Herling et al.,1999; Bassoli et al.,2008). Conforme descrito anteriormente, a erva-mate
também foi capaz de reprimir a expressao de G6Pase.

Além do acido clorogénico, a erva-mate possui outro importante composto bioativo,
a quercetina. Estudos mostram que o consumo de quercetina, em modelos animais
induzidos a diebetes, ¢ capaz de controlar os niveis plasmaticos glicémicos devido a uma
maior protecdo pancreatica nesses animais (Coskun et al., 2005; Adewole et al., 2006).
Estudos reportam que a quercetina ¢ capaz de inibir a a-glicosidase in vitro. A a-glicosidase
¢ um agente oral hipoglicimiante que atua inibindo a digestdo de carboidratos no intestino
delgado, levando consequente a uma redugdo da glicose plasmatica p6s prandial (Standl et
al.,, 1999). Ainda ndo existem evidéncias na literatura indicando uma possivel acao da

quercetina nos mecanismos envolvidos na via de sinalizagao da insulina.

7.2. Adipogénese

Considerando que a obesidade ¢ um grave problema de saude publica e tendo em
vista os resultados descritos na literatura bem como os obtidos recentemente por nosso
grupo (Martins et al., 2008; Miranda et al., 2008; Arcari et al., 2009; Arcari et al., 2011),
acreditamos que a ingestdo de erva-mate modula a sinalizacao celular e altera a expressao
de genes e proteinas envolvidos no processo de adipogénese. O modelo, in vitro mais bem
caracterizado na literatura para adipogénese utiliza pré-adipocitos da linhagem celular 3T3-
L1 (Ntambi & Young-Cheul, 2000). Desta forma, o presente trabalho procurou avaliar a
influéncia da erva-mate e alguns dos seus principais compostos bioativos (acido

clorogénico, rutina e quercetina) no processo de diferenciacdo e maturacao dos adipocitos
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em cultura de 3T3-L1, bem como convalidar os resultados obtidos nesta etapa com
experimento in vivo.

Os resultados obtidos através da cultura de 3T3-L1, indicam que todos os
compostos avaliados apresentam uma redu¢ao do processo de adipogénese mais expressiva
durante a etapa de diferenciacdo (Figura 14) quando comparado a etapa de maturagdao do
adipocito (Figura 15). Desta forma, podemos inferir que, de fato, a erva-mate exerce funcao
no controle do processo de adipogénese, confirmando assim outros resultados descritos na
literatura, inclusive do nosso laboratorio (Argari et al., 2009); que demonstram perda de
peso em animais obesos apOs administragao de erva-mate (Rodriguez de Sotillo & hadley,
2002; Pang et al., 2008). Além disso, podemos com base nos resultados deste trabalho,
sugerir que a interferéncia ocasionada pela erva-mate e por seus compostos bioativos € mais
proeminente na etapa de diferenciacdo em culturas de células 3T3-L1 submetidas ao
processo de adipogénese. Os dados descritos neste trabalho ainda revelam que o sinergismo
entre 0os compostos bioativos da erva-mate sdo responsaveis pela sua atuagdo, visto que
observou-se uma reducao mais exarcebada no processo de diferenciagdo quando compara-
se o extrato de erva-mate com seus compostos bioativos isolados (Figura 14). Alem disso,
estes dados sdo ratificados pelo maior nimero de genes modulados pelo extrato de erva-
mate em cultura celular em relagdo aos compostos bioativos (Tabela 13).

Diante dos resultados obtidos na etapa de diferenciagdo da cultura celular,
avaliamos nestas células uma possivel modulacdo da expressdo génica influenciada pela
erva-mate ou seus compostos bioativos (4cido clorogénico, quercetina e rutina) em
diferentes genes e fatores de transcricdo envolvidos no processo de adipogénese. Além
disso, validamos os dados obtidos na cultura celular de 3T3-L1 com o tecido adiposo de

animais submetidos a diferentes dietas e intervengdo com erva-mate.
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Conforme descrito anteriormente a diferenciacdo dos pré adipocitos, requer uma
série de eventos em sequéncia, tais como: parada do ciclo celular, expansdo clonal e
diferenciagdo (eventos iniciais, intermedidrios e terminais), por meio da ativagdo de
centenas de genes anteriormente silenciosos. No entanto, para que ocorram €sses processos
sao necessarios diferentes fatores de transcricao que incluem a ativacao incial dos C/EBP- 3
¢ C/EBP-§, seguidos da inducdo da ativagio do PPARy, em especial a isoforma PPARy
(principal isoforma relacionada ao processo de adipogénese) e do C/EBP-0, que atuam
diretamente em diferentes genes associados ao processo de adipogénese (Mandrup and
Lane, 1997; Morrison and Farmer, 2000; Rosen et al., 2000; Srujana et al., 2007).

Os resultados obtidos em cultura celular mostram que o extrato de erva-mate (50
png/mL) assim como o composto acido clorogénico (50 pg/mL) foram capazes de reduzir
expressdo de C/EBP-a (Tabela 13). Por outro lado, ao analisarmos o tecido adiposo
observa-se que a erva-mate, na concentracdo de 1,0 g/kg, foi capaz de reduzir a tanto a
expressdo de PPARy’ como de C/EBP-a (Tabela 14). Os dados aqui apresentados so
confirmados por alguns estudos utilizando llex paraguariensis os quais demonstram uma
reducdo na expressdo de PPARy’ ap6s intervengdo com erva-mate em camundongos e ratos
submetidos a uma dieta hiperlipidica (Pang et al., 2007; Arcari et al., 2009).

Diversos estudos demonstram que o PPARy ¢ o principal regulador do processo de
adipogénese e que sua manutenc¢do ¢ fundamental para a progressdo dos estagios finais de
diferenciagdo (Tamori et al., 2002). O PPARy* é expresso essencialmente em tecido
adiposo e promove a diferenciacdo e proliferacdo dos adipdcitos provenientes dos
fibroblastos resultando em um aumento na adiposidade (Fajas et al., 1998). Diversos
estudos mostram que a ativagdo de PPARy em diferentes linhagens de fibroblastos resulta

na expressao de diferentes genes adipogénicos incluindo o C/EBP-a (Wu et al.,1999; Evans
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et al., 2001). De modo similar estudos demonstram que a expressao de C/EBP-o, aumenta a
expressao de PPARy (FOX et al., 2006). Spiegelman (1998) sugeriu que a autoregulacao de
C/EBP-a e PPARy ¢ fundamental para a manutencdo do estdgio de diferenciagdao do
adipocito. Assim, os resultados provenientes deste trabalho s3o importantes para
caracterizar o mecanismo de acdo da erva-mate, visto que esses fatores de transcri¢ao sao
fundamentais para os estagios finais de diferenciacdo e progressao dos adipdcitos. Além
disso, sugere-se que o composto bioativo mais abundante na erva-mate, o acido
clorogénico, também exerce efeito neste mecanismo.

Alguns estudos mostram que a expressdo dos principais reguladores da
diferenciagdo dos adipocitos (C/EBPs e PPARY), depende fundamentalmente da agdo de
outras vias, genes e proteinas indispensaveis para o processo. Dentre essas podemos
destacar a DLK-1 (Pref-1), onde estudos utilizando varias abordagens distintas in vitro
mostram claramente a atuacdo de DLK-1 na inibi¢ao da diferenciacdo do adipdcito (Wang
et al., 2006). A DLK-1 inibe a expressao de fatores de transcrigdo como C/EBP-, C/EBP-
0, além de outros fatores envolvidos no processo de adipogénese. De uma forma geral esses
estudos mostram que DLK-1 inibe adipogénese e que sua inibicdo ¢ um passo necessario
para que ocorra a diferenciagdo do adipdcito (Kopan & Ilagan, 2009). Os resultados
apresentados mostram que a erva-mate (50 ug/mL) assim como a quercetina (250 pg/mL)
atuam aumentando a expressao de DLK-1, (Tabela 13). Quando avaliamos a expressao de
DLK-1 em tecido adiposo obervamos que a mesma se correlaciona com os valores
observados na cultura celular e com os dados descritos na literatura.

Um estudo conduzido por SHEN et al. (2009), demonstrou que o aumento da
expressdo de E2FI, um membro da familia de fatores de transcrigdo denominados E2F,

resulta na reducdo da expressdao de DLK-I. De modo complementar, estudos em tecido
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adiposo revelam que, E2F1 induz a expressao de PPARy e de C/EBPa, favorecendo desta
forma o processo de adipogénese (Venugopal et al., 2007). Ao avaliarmos em cultura
celular a influencia dos diferentes compostos na expressao de E2FI, observa-se que a erva-
mate e o acido clorogénico reduzem a sua expressdao. No entanto, ao avaliar em tecido
adiposo proveniente dos animais, ndo sao observadas alteragdes na expressao de E2F 1.

Diferentes estudos nos fornecem evidéncias convincentes de que a proteina CREB-1
(também conhecida somente como CREB) ¢ ativada no inicio do processo de adipogénese
em cultura de células 3T3-L1 e participa na indu¢ao da expressao de C/EBP-B (Klemm &
Lane 2004; Zhang et al., 2004). Posteriormente, FOX et al. (2006) demonstrou, em cultura
de 3T3-L1, que CREB promove a expressao de C/EBP-f e também a induz diretamente a
expressdo de PPARy’, sendo desta forma fundamental nesse processo. Os resultados
apresentados neste trabalho mostram que extrato de erva-mate (50 pg/mL), assim como o
acido clorogénico (50 pg/mL) foram capazes de reduzir expressao de CREB-I in vitro
(Tabelal3). Do mesmo modo, as analises feitas em tecido adiposo demonstram a clara
relacdo entre o aumento da expressdao de CREB-I nos animais do grupo Il e a posterior
redugdo na sua expressao apods a intervengao com erva-mate (Tabela 14).

Estudos recentes sugerem que o elevado nivel intracelular de cAMP ativa CREB via
fosforilagdo de proteinas quinases, um exemplo desta ativagdo ¢ a propria insulina
estimulando a AKT (Klemm et al., 1998). Estudos realizados por TSENG et al. (2005),
revelaram que na presenca de insulina ocorre supressio de WNTI10b, pertencente a via
WNT. Além disso, este estudo demonstrou que a fosforilagdo de CREB, assim como sua
ativacdo, sdo elevadas na presenca de insulina e que a ativacdo de CREB ocasionava uma

reducdo nos niveis de WNT10b. MACDOUGALD & MANDRUP (2002) demonstraram
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que WNT10b reprime o processo de adipogénese em 3T3-L1 via WNT por mecanismos
dependentes de B-catenina.

Conforme anteriormente descrito as proteinas WNTs podem inibir a diferenciagao
do pré-adipdcito através de mecanismos dependentes B-catenina, um importante regulador
do processo de adipogé€nese. No presente trabalho fica claro que a erva-mate atua nos
mecanismos dependentes de P-catenina, visto que ocorre inicialmente uma repressao
significativa de CREB-1, favorecendo desta forma a ativagdo desta via. A sinalizacao desta
via nos mecanismos dependente de [-catenina ¢ iniciada pela ligagdo da WNT
especificamente as proteinas WNT1, WNT3a ¢ WNTIOb que se ligam a moléculas
receptoras as SFRP (SFRP1 e SFRPS5) e os LRP, especificamente LRP5 e LRP6. Estudos
mostram que a expressao de WNT10b estabiliza a -catenina no citoplasma inibindo assim
a adipogénese, sugerindo que WNTI10b ¢ a principal proteina WNT reguladora da
adipogénese, ¢ que as proteinas WNTI e WNT3a atuam de maneira sinérgica neste
processo (Tseng et al., 2005). Adicionalmente, estudos mostram que WNTS5b ¢ induzida
durante a adipogénese e através de um mecanismo ainda nao muito elucidado, desestabiliza
B-catenina favorecendo a adipogénese. (Kanazawa et al., 2004).

A ligacado WNT nas moléculas receptoras (SFRP e LRP) inibem GSK-3, resultando
na hipofosforilacdo de B-catenina que se transloca do citoplasma em direcdo ao nucleo,
onde ela se liga ao fator de transcricdo TCF/LEF que atua reprimindo a expressdo de
C/EBPa e PPARY, inibindo desta forma o processo de adipogénese (Rosen et al.,2000;
Harrison & Macdougald, 2002). Dentre os fatores de transcricdo da familia TCF/LEF
destaca-se o fator TCF7L2 conhecido também como TCF4. Alguns estudos procuram
relacionar modificacdes em TCF7L2 e o desenvolvimento de diabetes tipo 2 (Kanazawa et

al., 2004; Grant et al., 2006).
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Apo6s avaliacao de diferentes genes envolvidos com o processo de adipogénese em
cultura celular e no tecido adiposo, o presente trabalho indica que a erva-mate atua de
forma expressiva na via de repressao da adipogénese conhecida como via WNT (Tabela 13
e 14).

Nossos dados evidenciam que a erva-mate foi capaz de induzir in vitro e ex vivo a
expressao de WNT10b, WNT3a, SFRPI e LRP5 o que poderia contribuir na translocacao de
B-catenina para o nucleo, aumentando desta forma a expressdo de TCF7L2, conforme
obervado por nossos resultados, que por sua vez culminou em uma repressao significativa
obervada de C/EBPa e PPARY2, reduzindo desta forma o processo de adipogénese (Figura
17). Além disso, nossos dados demonstram que somente a expressio de LRPS5 foi

modificada pelos demais compostos bioativos isolados utilizados na cultura celular.
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Figura 17: Acdo da erva-mate nas principais isoformas presentes na ativacado da via WNT no tecido
adiposo por mecanismo dependente de [-catenina. Em destaque (verde) isoformas com expressdo induzida
apos intervengao.
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Além dos fatores e vias acima apresentados, evidéncias cientificas demonstram que
a expressao de proteinas como GATA e KLF influénciam diretamente no processo de
adipogénese. As proteinas de ligagdo GATA-2 e GATA-3 sdo expressas nos pré-adipocitos
e controlam a diferencia¢ao deste em adipocito maduro. Além disso, estudos realizados por
TONG et al. (2003 e 2005), demonstram que a continua expressao de proteinas GATA nos
pré-adipocitos inibem a diferenciacdo final destes, ndo se tornando desta forma adipdcitos
maduros. Estudos recentes mostram que a expressao de GATA-2 e GATA-3 suprimem a
diferenciagdo dos adipdcitos, o mecanismo envolve sua direta atuagdo em C/EBP-a e
PPARY reprimindo a expressao dos mesmos (Tong, 2005). Corroborando estes achados um
estudo realizado por HU & DAVIES (2009) utilizando berberine, um alcaléide derivado de
diferentes ervas medicinais, mostrou que a mesma foi capaz de reprimir a expressdo de
C/EBP-a e PPARY através do aumento de GATA-2 e GATA-3 influenciando desta forma no
processo da diferenciacdo final do adipdcito.

Os dados obtidos em cultura celular indicam que a quercetina (250 pg/mL)
aumentou a expressdo de GATA-2 e GATA-3, entretanto a erva-mate, foi capaz de modular
somente a expressdo de GATA-3, apesar de esbocar um aumento em GATA-2 (Tabela 13).
Ao avaliarmos a expressdo dos mesmos em tecido adiposo, observamos que ha um aumento
significativo na expressdo de ambos nos animais que foram submetidos a interven¢do com
erva-mate, no entanto essa expressdo ¢ mais evidente em GATA-3 (Tabela 14), ratificando,
desta forma, nossos dados de cultura celular (Tabela 13). Deste modo, sugere-se que a
expressio de GATA-2 e GATA-3 também contribua para a repressdo de C/EBP-a. ¢ PPARY’,

com consequente redu¢do da adipogénese.
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Diferentes efeitos para proteinas da familia KLF tem sido reportados, envolvendo
diferentes processos celulares que incluem: controle da proliferacdo, diferenciacdo e
apoptose em distintos tecidos (Kaczynski et al., 2003; Suske et al., 2005). E bem
caracterizado em modelos utilizando 3T3-L1, que KLF-2 ¢ um inibidor de adipogénese e
tem sido prosposto que sua atuagdo ocorra através da inibicdo de PPARY. (Banerjee et al.,
2003). Ao avaliarmos a expressao de proteinas da familia KLF, observa-se que a erva-mate
foi capaz de aumentar a expressao de KLF-2 somente no tecido adiposo avaliado, que
poderia também contribuir para a repressdo de PPARy’ observada nesses animais (Tabela
14).

De forma complementar estudos revelam a proteina FOXC2 ¢ estritamente expressa
no tecido adiposo branco e marrom, e também estd ligada ao processo de adipogénese
(Gronning et al., 2002). Estudos realizados utilizando linhagens celulares de 3T3-LI
revelam que FOXC2 ¢ capaz de reduzir o processo de adipogénese por inibir a inducao de
genes alvos do PPARy (Davis et al., 2004). Os resultados apresentados indicam que tanto
rutina quanto quercetina exercem influéncia na expressao de FOXC2, no entanto esse efeito
nao ¢ observado nos animais (Tabelas 13 e 14).

Apos realizarmos a avaliagdo da expressao gé€nica na cultura celular de 3T3-L1 com
erva-mate e seus principais compostos bioativos, fica evidente que cada composto atua de
maneira distinta na repressao do processo de adipogénese. Ao avaliarmos os resultados
oriundos da modulacdo da expressdo génica, verificou-se que os resultados mais
expressivos foram obtidos com o extrato de erva-mate. Assim, pode-se afirmar que o efeito
sinérgico entre os compostos bioativos presentes no extrato de llex paraguariensis seja
responsavel por tais resultados (Tabela 13). Dentre os compostos bioativos utilizados, os

dados do presente trabalho indicam que o Unico a atuar na repressao de genes que sdo
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indutores da diferenciacdo em adipocitos € o acido clorogénico, pois este atua na repressao
de CREB-1, E2F1 e C/EBPa.

Desta forma, esses dados mostram, pela primeira vez na literatura que o acido
clorogénico, principal composto bioativo existente da erva-mate atua, reprimindo genes
pro-adipogénicos, elucidando assim os resultados de diversos autores que sugerem que este
poderia ter uma importante acdo anti-obesidade atuando na reducdo da glicemia pods
prandial, colesterol e triglicerideos plasmaticos em ratos e camundongos (Herling et al.,
1999; Sotillo & Hadley, 2002).

Muitos estudos associam a perda de peso evidénciada em animais com dieta
hiperlipidica a um efeito termogénico devido a presenca de cafeina na llex paraguariensis.
Estudos em animais e humanos sugerem que o consumo de café pode reduzir o peso
corporeo e adiposidade, provavelmente pelo aumento da termogénese, oxidacao lipidica e
lipolise (Acheson, 2005; Westerterp-Plantenga et al., 2006). Estudos sugerem que a cafeina
possa aumentar a concentracdo circulante de epinefrina em humanos, acelerando desta
forma o metabolismo, caracterizando seu efeito termogénico e na lipdlise. Outro
mecanismo proposto para a a¢ao da cafeina na lipolise sugere que a cafeina pode inibir a
fosfodiesterase, reduzindo a degradacao intracelular de cAMP, levando desta forma ao
aumento na concentracdo de cAMP e subsequentemente aumento da lipolise (Acheson,
2005).

Um estudo recente realizado por nosso laboratério mostrou, no tecido adiposo de
camundongos submetidos a uma dieta hiperlipidica, que a erva-mate exerce um efeito
termogénico evidenciado pelo aumento na expressdo de UCP-1 (Arcari et al., 2009). De

forma complementar outro estudo realizado por PANG et al. (2008), atribuiram a perda de
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peso nos animais, apds intervengdo com erva-mate, a um aumento de UCP-2 e UCP-3,
também associadas ao processo de termogénese.

No entanto o presente estudo sugere que a perda de peso e gordura epididimal, nos
animais submetidos a dieta hiperlipidica ocasionada pelo consumo de erva-mate, pode ser
em parte atribuido em fun¢do de sua agao na modulagdo de diferentes genes que controlam
o processo de diferenciacao dos adipocitos, além do seu efeito termogénico anteriormente

descrito (Pang et al., 2008; Argari et al., 2009).
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8. CONCLUSAO

Diante do que foi exposto fica evidente que o processo de sinalizagdo da insulina e
de adipogénese estdo intimamente relacionados e que a administragdo de erva-mate foi
capaz de melhorar ambos. De uma forma geral nossos dados mostram uma melhora na
resposta da sinalizacdo a insulina apds a intervengdo com erva-mate visto que a mesma
atuou em diferentes genes responsaveis pela ativagdo da AKT, o que foi comprovado de
forma sistémica pela melhora no Kirr. Além disso, em resposta a ativagao da AKT, houve
uma reducao da translocacdo nuclear de FOXOI1, que culminou em uma redugdo da
expressao de genes ligados ao processo de gliconeogénese no tecido hepatico, visualizado
pela repressao significativa em PEPCK e G6Pase.

A melhora na resposta da sinalizagdo a insulina observada neste trabalho pode ser
parcialmente atribuida a uma reducdo na produgdo das citocinas pro-inflamatorias em
especial o TNF-a, caracterizado por uma reducao na translocacao nuclear de NF-kB. Além
disso, nosso trabalho demonstra, pela primeira vez na literatura, que a erva-mate ¢ capaz de
modular de forma especifica diferentes genes relacionados com a sinalizacao da insulina
via AKT, melhorando desta forma o quadro glicémico observado ao final da intervencao. A
redug¢do na produgdo das citocinas acima mencionadas, por sua vez, estd intimamente
relacionada com a redugao do peso corporeo e da quantidade de gordura epididimal.

A erva-mate demonstrou-se eficaz na reducao de peso e gordura epididimal, por
atuar diretamente durante o processo de adipogénese. Foi possivel também demonstrar que
a erva-mate e alguns de seus principais compostos bioativos, atuam de forma expressiva na
etapa de diferenciacdo dos adipocitos. Além disso, observou-se que os compostos bioativos

presentes na erva-mate atuam modulando distintos genes relacionados ao processo de
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diferenciagdo do adipocito, sendo o acido clorogénico o tnico composto a atuar reprimindo
genes pro-adipogénicos. Estes resultados demonstram que o sinergismo entre os diferentes
compostos bioativos presentes na erva-mate ¢ responsavel por sua ampla agdo na
modulagdo de genes relacionados ao processo de adipogénese.

O trabalho ainda sugere que a erva-mate possa atuar de maneira mais expressiva na
redugdo da adipogénese através da via WNT, visto pelo aumento da expressao de diferentes
genes associados a esta via. O resultado final dessa ativacao € a repressao significativa de
PPARY’ ¢ C/EBPa, que contribui para elucidar a reducio do peso corporeo ¢ da gordura
epididimal observada nos animais submetidos a dieta hiperlipidica tratados com erva-mate
(1,0g/kg) durante 60 dias, que por sua vez reduz a producdo de citocinas, em especial o
TNF-a, contribuindo parcialmente para a melhora do quadro de sinalizacdo a insulina

exposto acima.
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The aim of the present study was to evaluate the effects of yerba maté extract upon markers of insulin
resistance and inflammatory markers in mice with high fat diet-induced obesity. The mice were intro-
duced to either standard or high fat diets. After 12 weeks on a high fat diet, mice were randemly assigned
to one of the two treatment conditions, water or yerba maté extract at 1.0 gkg~'. After treatment, glucose
blood level and hepatic and soleus muscle insulin response were evaluated. Serum levels of TNF-« and
IL-6 were evaluated by ELISA, liver tissue was examined to determine the mRNA levels of TNF-«, IL-6

ﬁ?ﬁifﬁ;ismnm and iNOS, and the nuclear translocation of NF-kB was determined by an electrophoretic mobility shift
Yerba maté assay. Our data show improvements in both the basal glucose blood levels and in the response to insulin

administration in the treated animals. The molecular analysis of insulin signalling revealed a restoration
of hepatic and muscle insulin substrate receptor (IRS)-1 and AKT phosphorylation. Our data show that
the high fat diet caused an up-regulation of the TNF-, IL-6, and iNOS genes. Although after intervention
with yerba maté extract the expression levels of those genes returned to baseline through the NF-kB
pathway, these results could also be secondary to the weight loss observed. In conclusion, our results
indicate that yerba maté has a potential anti-inflammatory effect. Additionally, these data demonstrate
that yerba maté inhibits hepatic and muscle TNF-a and restores hepatic insulin signalling in mice with
high fat diet-induced obesity.

Inflammation

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction tractant protein 1 (MCP-1), interleukin-6 (IL-6), inducible nitric

oxide synthase (iNOS), and plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-

The high prevalence of obesity is a major threat to public health
due to the causal role it plays in the predisposition to complica-
tions such as atherosclerosis, hepatic steatosis, and type 2 diabetes
(Berg and Scherer, 2005). Such conditions are closely associated
with chronic inflammation, characterised by abnormal cytokine
production, increased acute-phase reactants and other mediators,
and activation of a network of inflammatory signalling pathways
(Wellen and Hotamisligil, 2005). There is growing evidence that
a large component of obesity-associated pathophysiology may
stem from a low-grade pro-inflammatory state. The manifestation
of this pro-inflammatory state includes increased production of
pro-inflammatory molecules, such as TNF-a, monocyte chemoat-

* Corresponding author at: Unidade Integrada de Farmacologia e Gastroenterolo-
gia, Universidade S3o Francisco, Av. 530 Francisco de Assis, 218, Jd. 530 José, Braganga
Paulista, SP, Brazil. Tel.: +55 11 2454 8982; fax: +55 11 4034 1825.

E-mail address: marcelo.ribeiro@saofrancisco.edu.br (M.L Ribeiro).

0303-7207/5 - see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.mce.2011.01.003

1) in liver, adipose, and muscle tissue. An increased activation of
inflammatory signalling pathways, such as the nuclear factor-kB
pathway, is also involved (NF-kB) (Weisberg et al., 2003; Cinti etal.,
2005).

The cytokine gene expression is initiated following the activa-
tion of the NF-kB signal transduction pathway, which is mediated
by TNF-« (Andreakos et al., 2005). NF-kB itself is a heterodimeric
transcription factor that is retained in the cytosol in its inactive
state as a complex with a set of inhibitory proteins designated
IkB. Upon activation of NF-kB signalling, the IkB complex is phos-
phorylated by IkB kinase-B (IKKB). Free NF-kB is then able to
translocate to the nucleus where it binds to specific promoter ele-
ments resulting in the activation of several genes, including those
for inflammatory proteins (Andreakos et al., 2005). Additionally,
activation of the TNF receptor results in serine phosphorylation
of insulin receptor substrates (IRSs) via IkkpB, which attenuates its
ability to transduce insulin-mediated cellular events (Hotamisligil,
2006).
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Insulin is the most potent anabolic hormone known and is
essential for appropriate tissue development, growth, and the
maintenance of whole-body glucose homeostasis. Insulin resis-
tance occurs when normal circulating concentrations of the
hormone are insufficient to regulate these processes appropriately
(Pessin and Saltiel, 2000). In the presence of insulin, the insulin
receptor autophosphorylates and catalyses several intracellular
substrates, including IRS proteins (Taniguchi et al., 2006). These
substrates are involved in the activation of two main signalling
pathways: the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) protein kinase
B/Akt pathway, which is responsible for most of the metabolic
actions of insulin, and the Ras-mitogen-activated protein kinase
(MAPK) pathway, which regulates the expression of some genes
and participates in glucose transport (Gonzalez-Yanes et al., 2005).

It has been reported that natural products may improve glu-
cose metabolism and insulin action (Broadhurst et al., 2000). Yerba
maté (Ilex paraguariensis), one of the most widely consumed plants
in South America, has been shown to have some beneficial effects
on glucose absorption and on metabolism (Oliveira et al., 2008).
Additionally, maté beverages have been reported to have various
biological activities, which have been attributed to its high polyphe-
nol content. Along with polyphenols, such as flavonoids (quercetin
and rutin) and phenolic acids (chlorogenic and caffeic acids), yerba
maté is also rich in caffeine and saponins (Bastos et al., 2007).
Recently published evidence has shown some beneficial effects of I.
paraguariensis, including antioxidant activity (Miranda et al., 2008),
a protective effect against induced DNA damage (Miranda et al.,
2008), vasodilatation effects (Stein et al., 2005), inhibition of gly-
cation and atherosclerosis (Mosimann et al., 2006), thermogenic
effects (Pomilio et al., 2002), and anti-obesity effects (Arcari et al.,
2009).

Based on previous data showing that yerba maté extract has
potent anti-obesity activity and a modulatory effect on the expres-
sion of several genes related to obesity in white adipose tissue in
vivo (Arcarietal.,2009), the aim of the present study was toevaluate
the effects of yerba maté extract upon markers of insulin resis-
tance and inflammatory markers in mice with high fatdiet-induced
obesity.

2. Materials and methods
2.1. Maté tea preparation

The roasted yerba maté extract was prepared by dissolving lyophilised instant
matétea(Leao]r, Curitiba-PR, Brazil)in water using a homogeniser and was prepared
fresh each day. The agueous maté tea and vehicle (pure water) were adminis-
tered by intragastric gavage. The extract contained 348.80 &+ 16.35 mg/g of phenolic
compounds, 5.82 £ 0.17 mg/g of caffeine, 32.25 + 0.50 mg/ g of 5-caffeyolquinic acid,
0.58 + 0.01 mg/ g of caffeic acid, and 3.30+ 0.35 mg/g of theobromine (Arcari et al.,
2009).

22, Animals and diets

Thirty 6-week-old male Swiss strain mice (Sw/Uni) (27.3 + 0.4 g) free of specific
pathogens were obtained from CEMIB (5tate University of Campinas, Campinas, SP.
Brazil). The experiments were performed in accordance with the principles outlined
by the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA) and received approval
from the Ethics Committee of Sdo Francisco University, Braganga Paulista, SP, Brazil.
The animals were maintained on a 12 h:12 h artificial light:dark cycle and housed
in individual cages.

After random selection, mice were introduced to either standard (5D, n=10)
or high fat diets (HFD, n=20) for sixteen weeks. The compositions of experimen-
tal diets are shown in Table 1. After the first eight weeks on a high fat diet, the
obesity status was observed, and the animals were randomly divided into two treat-
ment subgroups. The first group (HFD +Mt, n=10) received an aqueous extract of
roasted yerba maté extract (1.0mgkg '), and the other group received the vehicle
(HFD. n=10) for eight weeks. The compositions of the experimental diets have been
described previously (Arcari et al., 2009). At the end of sixteen weeks, mice were
anaesthetised with 1 /g of body weigh (1:1 xylazine 2%—ketamine 10%) and blood
samples were collected from the heart. Transcardiac perfusion with 70 ml isotonic
saline solution (4°C) was then carried out over a period of 6 min.

Table 1
Experimental diets composition.
Standard diet High fat diet
ghg! kcal kg™! ghg! kcal kg™!
Cornstarch (Q.5.P.) 3975 1590 1155 462
Casein 200 800 200 800
Sucrose 100 400 100 400
Dextrinated starch 132 528 132 528
Lard - - 312 2808
Soybean oil 70 630 40 360
Cellulose 50 - 50 -
Mineral mix 35 - 35 -
Vitamin mix 10 - 10 -
L-Cystine 3 - 3 -
Choline 2.5 - 2.5 -
Total 1000 3048 1000 5358

2.3. Blood glucose levels and insulin tolerance test

After 6 h of fasting, mice were anesthetised with an intraperitoneal 4 pl/g injec-
tion of xylasine/ketamine of body weigh (1:1 xylazine 2%-ketamine 10%), and blood
samples were collected from the tail. Glucose was measured using the glucose
oxidase method. Insulin {1.5U/kg) was administered by i.p. injection, and blood
samples were collected at 0, 10, 15, 20, and 30 min for serum glucose determina-
tion. The rate constant for glucose disappearance during an insulin tolerance test
(Krrr) was calculated using the formula 0.693/ty;2. The glucose £z was calculated
from the slope of the least-square analysis of the plasma glucose concentrations
during the linear decay phase (Bonora et al., 1987).

24, RNA extraction and quantitative real-time PCR

Liver and interscapular brown adipose tissue (BAT) fragments were collected,
snap frozen, and stored at —80°C in RNAlater (QIAGEN, Valencia, CA, USA). Total
RNA was isolated using the RNeasy® tissue kit (QIAGEN ). The single-stranded cDNA
was synthesised using the High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) following the manufacturer's protocol. Quantitative PCR was
performed using a 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), and threshold cycle numbers were determined using RQ Study Software
(Applied Biosystems). Reactions were performed in triplicate, and the threshold
cycle numbers were averaged. The 50-p.l reaction mixture was prepared as follows:
25 pl of Platinum® SYBR Green Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen™ Life
Technologies, Alemeda, CA, USA), 10 pM of each primer (Table 2) and 10 pl of cDNA
(100 ng). The reaction was cycled with preliminary UDG treatment for 2 minat 50°C
and denatured for 2min ar 95°C, followed by 45 cycles of denaturation at 95°C for
15s. annealing for 155, and primer extension at 72 °C for 15 s. This was followed by
a melting point analysis of the double-stranded amplicons consisting of 40 cycles
with a 1°C decrement (15 s each) beginning at 95 °C. The first derivative of this plot,
dF/dT, is the rate of change of fluorescence in the reaction. A significant change in
fluorescence accompanies the melting curve of the double-stranded PCR products.
A plot of —dF/dT vs. temperature displays these changes as distinct peaks. The liver
expression of TNF-¢, IL-6 and iNOS, and the BAT mRNA levels of UCP-1 and PGC-1ax
were examined and normalised to a constitutive gene { B-actin}, and the relative fold
induction was calculated according to the formula 2024 (Livak and Schmittgen,
2001).

Table 2
Primers used in quantitative real-time PCR.

Gene Primer Sequence (5 — 3)
F-actin Sense GCTACAGCTTCACCACCACA
Antisense TCTCCAGGGAGGAAGAGGAT
TNF-ex Sense TAGCCAGGAGGGAGAACAGA
Antisense TTTTCTGGAGGGAGATGTGG
-6 Sense CCGGAGAGGAGACTTCACAG
Antisense TCCACGATTTCCCAGAGAAC
iNOS Sense TGGTGGTGACAAGCACATTT
Antisense AAGGCCAAACACAGCATACC
PCG-1ex Sense CCGAGAATTCATGGAGCAAT
Antisense TTTCTGTCGGCTTTGGTCTGA
uce1 Sense TCAGGGCTGAGTCCTTITGT
Antisense CTGAAACTCCGGCTGAGAAG
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2.5, TNF-w and IL-6 serum determination

TNF-o¢ and IL-6 were determined in serum of mice by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) with Quantikine® ELISA Kit (R & D Systems, Min-
neapolis, MN, USA).

2.6. Protein extraction and western immunoblot analysis

Liver and soleus muscle fragments were excised and immediately homogenised
in a solubilising buffer [ 1% Triton X-100, 100 mM Tris-HCI (pH 7.4}, 100 mM sodium
pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10 mM EDTA, 10 mM sodium orthovana-
date, 2.0 mM PMSF, and 0.1 mg aprotinin/ml] at 4 °C. Insoluble material was removed
by centrifugation for 20 min at 9000 x g at 4=C. The protein concentration of the
supernatants was determined using the Biuret method. The extracts were treated
with Laemmli sample buffer containing 100 mM dithiothreitol, heated in a boiling
water bath for 5min, and subjected to SDS-PAGE in a Bio-Rad miniature slab gel
apparatus (Mini-Protean). For immunoblot experiments, 0.15 mg of protein extract
from each tissue was separated by 5D5-PAGE, transferred to nitrocellulose mem-
branes, and blotted with anti-IR5-1, anti-p-IR5-1/2, anti-AKT or anti-p-AKT. The
nitrocellulose membranes were developed using commercial chemiluminescent
kits. Band intensities were quantified by optical densitometry (Scion Image software,
ScionCorp, Frederick, MD, USA) of the developed autoradiography.

2.7. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Liver fragments were excised, and the nuclear and cytoplasmic proteins were
extracted immediately using the NE-PER-Nuclear and Cytoplasmic Extraction
Reagent Kit (Pierce Protein Research Product, Rockford, IL, USA) following the
manufacturer's protocol. Binding of NFkB was assessed in nuclear extracts by an
electrophoretic mobility-shift assay (EMSA). Double-stranded oligonucleotides for
NF-kB (Promega, Madison, W1, USA) were labelled on the 3" end with biotin by
using the 3'-Biotin end-label kit from Pierce. EMSA was carried out by using the
Lightshift kit from Pierce. Briefly, binding reactions containing 10 pg of nuclear
protein, 10mM Tris, 50 mM KCl, 1 mM DTT, 2.5% glycerol, 5mM MgClz, 0.05% Non-
idet P-40, and 2 pmol of oligonucleotide probe were incubated for 20 min at room
temperature. Specific binding was confirmed by using a 100-400-fold excess of
unlabeled probe as the specific competitor. Protein DNA complexes were separated
by 6% non-denaturing acrylamide gel electrophoresis. Complexes were transferred
to positively charged nylon membranes and UV-crosslinked. Gel shifts were visu-
alised with a streptavidin-horseradish peroxidase followed by chemiluminescent
detection.

2.8. Statistical analysis

Data are expressed as the mean+5.EM. Comparisons among groups of data
were performed using one-way ANOVA followed by the Dunnett’s Multiple Com-
parisons test. Statistical significance for expression analysis was also assessed by
ANOVA, and the differences identified were pinpointed by the unpaired Student’s t-
test. An associated probability ( Pvalue) of less than 5% was considered as significant
(p<0.05).

3. Results
3.1. Glucose blood level and insulin response

Consumption of the HFD induced a significant weight gain, but
after eight weeks of yerba maté intervention, we observed a reduc-
tion in final body weight. This weight loss was not related to a
reduction in food intake (Table 3).

After 16 weeks of HFD consumption, the mice presented an
increase of glucose blood level and insulin resistance, as deter-
mined by the constant of glucose decay during an insulin tolerance
test. After yerba maté treatment, the blood glucose level was simi-
lar to that observed in control animals, and the response to insulin
administration was improved (Table 3). This functional response
was confirmed by hepatic analysis of insulin signalling. After 30s
of insulin administration, the level of hepatic IRS-1- and AKT-
phosphorylation observed in animals that received yverba maté was
significantly increased as compared with non-treated HFD animals
(Fig. 1A and B). Similar results were observed by soleus muscle anal-
ysis of insulin signalling. After 90 s of insulin administration, the
level of IRS-1- and AKT-phosphorylation observed in animals that
received yerba maté was significantly increased as compared with
non-treated HFD animals (Fig. 1C and D).

Table 3
Anthropometric data, biochemical parameters gene expression and serum levels of
control (SD), high-fat diet (HFD) and Yerba maté (HFD + Mt)-treated mice.

sD HFD HF+Mt
Anthropometrical data
Total weight (g) 43.00 £ 1.41 61.02 £ 3.16 50.08 + 2.05*
Epididymal fat (g) 1.27 £ 012 243 £ 0217 1.82 £ 0.10*
Food intake (g/day) 3.22 £ 0.65 278 £ 045 275+038
Glucose (mg/dl) 154.67 + 36.78 284.60 + 24.48" 163.6 + 14.0%*
Kir 275+ 020 133 + 018 2.42 + 0.03*%
Gene expression (U.A.)
Liver
TNF-c 1.02 + +0.26 2.70 £ 0297 0.70 + 0.32%*
-6 0.70 + 0.22 2.40 £ 0237 0.52 £ 0.11**
iNOS 0.42 + 012 1.83 + 017" 0.41 + 0.13%
BAT
PCG-Tex 0.65 £ 0.23 031+ 0167 0.50 + 0.15%
Ucr1 1.45 +£0.33 043 +0.187 132 + 0.22%
Serum levels (pg/ml)
TNF-cx 310+ 219 2451 £ 8.817 18.56 + 6.30
-6 38.06 + 6.47 13112 £ 12747 11450 + 12.42

 p=<0.05 when compared to the control group.

* p<0.01 when compared to the control group.
# p<0.05 when compared to the HFD group.

## p<0.01 when compared to the HFD group.

3.2. Yerba maté increases the expression of genes involved in
thermogenesis

Quantitative real time PCR analysis was performed to evaluate
the expression of PGC- I, and UCF2 in interscapular brown adipose
tissue. In BAT, the HFD significantly down regulated the expres-
sion of UCP1 and PGC-1w«. The yerba maté intervention recovered
the expression of the genes implicated in thermogenesis in BAT
(Table 3).

3.3. Yerba maté modulates inflammatory markers through the
NF-xB pathway

The mRNA expression levels of TNF-w, IL-6, and iNOS were deter-
mined by means of real time PCR using isolated liver tissue from
each group of animals. Our data showed that the HFD caused an
up-regulation of the TNF-w, IL-6 and iNOS genes. After treatment
with yerba maté extract, the expression levels of those genes were
significantly reduced. On the other hand, yerba maté did not change
the serum levels of TNF-a and IL-6 (Table 3).

To evaluate the nuclear translocation of NF-kB, nuclear extracts
were subjected to EMSA using a NF-«kB consensus sequence (Fig. 2).
The NF-kB-derived band was barely visible in the SD group, and as
expected, it was strongly enhanced in animals fed with the HFD
for 16 weeks. Yerba maté extract was able to reduce the nuclear
translocation of NF-kB. The specificity of this band was confirmed
by the addition of 100-fold excess of the unlabelled probe (data not
shown). Thus, the treatment with verba maté extract significantly
down-regulated the inflammatory gene response, possibly through
a decrease on the activation of NF-kB.

4. Discussion

Previously, we demonstrated that treatment with yerba maté
extract has potent anti-obesity effects in adipose tissue in vivo
by modulating the expression of several genes related to obe-
sity processes, such as inflammatory markers (Arcari et al.,
2009). Because the increase in adipokine production can influ-
ence glucose metabolism, insulin sensitivity, and inflammation,
this finding could represent a molecular link between obesity
and the development of diabetes mellitus, metabolic syndromes,
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Fig.1. (A)Level of IRS-1 tyrosine phosphorylation and (B) level of AKT phosphorylationin liver. (C) Level of IRS-1 tyrosine phosphorylation and (D) level of AKT phosphorylation
in soleous muscle, in control (SD), high fat diet (HFD), and yerba maté (HFD + Mt }-treated mice before {(—) and after (+) 1 min of in vivo insulin administration (i.v.). Data are
expressed as means =+ SEM of 6 mice. p<0.05 and " p<0.01, when compared with the non-insulinic group.

and cardiovascular diseases (Shimomura et al., 1999). We stud-
ied the putative effects of yerba maté extract on blood glucose
levels, insulin resistance, and the regulation of gene expression
of inflammatory markers in mice with high fat diet-induced
obesity.

Our data demonstrated that obese mice when treated with yerba
maté exhibited marked attenuation of weight gain adiposity with-

SD

HFD HFD+Mt

Fig. 2. Nuclear translocation of NF-kB transcription factor in control (5D), high-fat
diet (HFD), and yerba maté (HFD +Mt)}-treated mice.

out a reduction on food intake. Therefore, it was evaluated the
effect of yerba maté treatment on mRNA levels of genes involved
whole body energy expenditure such as PGC-1a (Argilés et al.,
2002) and UCPI (Lowell and Spiegelman, 2000). Our data showed
that a high fat diet down regulates the expression of PGC-1« and
UUCPI in BAT, which may have decreased energy expenditure and
increased diet-induced obesity (Argyropoulos and Harper, 2002),
The present study also showed that PGC- I« and UCPI mRNA levels
in BAT were recovered after yerba maté treatment, as previously
described (Argari et al., 2009).

In the present study, blood glucose homeostasis was evaluated,
and a significant decrease in fasting blood glucose was observed,
along with anincrease in the Kyrr value. In addition, insulin IRS/AKT
phosphorylation was measured in the liver and in muscle, and an
improvement in signalling was detected. In accordance with our
data, it has been shown that yerba maté treatment improves glu-
cose tolerance in obese animals (Pomilio et al., 2002; Rodriguez
de Sotillo and Hadley, 2002). It has been suggested that this effect
could be attributed to chlorogenic acid, the main polyphenol in
yerba maté. Chlorogenic acid is thought to modulate the activity of
glucose-6-phosphatase, which is involved in glucose metabolism
(Hemmerle et al., 1997).

Insulin resistance is a central feature of many physiological
and pathological states and can be the result of a wide variety
of biochemical defects in the insulin action cascade (Virkamaki
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et al.,, 1999). It is known that TNF-a, a major pro-inflammatory
factor, mediates insulin resistance through multiple targets: (i)
activation of the insulin receptor via stimulation of phosphoryla-
tion of serine residues of IRS-1 (Hotamisligil et al., 1996), which
negatively regulates insulin receptor tyrosine phosphorylation,
blunts the insulin-stimulated tyrosine phosphorylation of IRS-1
(Ozes et al., 2001), and inhibits glucose uptake (del Aguila et al.,
1999); and (ii) activation of the NF-kB pathway (Hotamisligil et al.,
1993).

Our data showed that obesity led to an increase of serum and
liver mRNA levels of TNF-a. Adipose tissue is an important source
of TNF-at in obesity (Arcari et al., 2009). Additionally, free fatty acids
that are provided by adipose tissue to the liver increase both hepatic
insulin resistance and hepatic TNF-a production, the latter of which
contributes to insulin resistance (Diehl, 2005). Although after the
verba maté treatment a reduction in adiposity and hepatic TNF-
o mRNA levels was observed, we cannot exclude that the results
could also be secondary to the weight loss observed. The decrease of
TNF-at expression was correlated with an increase of IRS-1 tyrosine
phosphorylation. Because tyrosine phosphorylation of the insulin
receptor is crucial for activation of the downstream signalling com-
ponents that lead to the metabolic effects of insulin, our data
demonstrated that yerba maté treatment could result in improve-
ments in hepatic insulin sensitivity through down-regulation of
TNF-a.

It is well known that an up-regulation of TNF-a leads to an
increase in NF-kB nuclear translocation, which results in the acti-
vation of a battery of genes. These genes include those encoding
for inflammatory proteins such as IL-6 and iNOS, which play a criti-
cal role in obesity-related inflammation and metabolic pathologies
(Andreakos et al., 2005; Xie et al., 1994). Therefore, we evaluated
the effects of yerba maté treatment on the nuclear translocation of
NF-kB. The data presented herein showed that yerba maté extract
was able to reduce the nuclear translocation of NF-kB in liver
when compared to the HFD group. Additionally, we found that
HFD caused an up-regulation of the II-6 and iNOS genes, which
were significantly reduced after yerba maté extract treatment. IL-6
is known as the major determinant of the acute phase response
of inflammation (Gabay, 2006). Because IL-6 also has effects on
glucose transport and insulin action (Kern et al., 2001), the reduc-
tion of hepatic IL-6 expression levels by yerba maté could help
restore these parameters in our model. The iNOS expression in
ob/ob mice was increased in the liver, and treatment with an iNOS
inhibitor reversed fasting hyperglycaemia and improved insulin
sensitivity by enhancing IRSs-mediated insulin signalling in the
liver (Fujimoto et al., 2005). It is believed that iNOS promotes the
nitrosilation of proteins that are involved in the transduction of
the insulin signal, including the insulin receptor, IRSs and AKT, and
that this process contributes to the reduction in insulin sensitivity
(Carvalho-Filho et al., 2006).

Thus, the reduction of NF-kB nuclear translocation and the con-
sequent down-regulation of IL-6 and iNOS seems to be correlated
with down-regulation of TNF-¢ mRNA expression, demonstrating
that suppression of TNF-& production occurs at the transcriptional
level.

5. Conclusions

Taken together, our results indicate that yerba maté has a poten-
tial anti-inflammatory effect that is mediated through the NF-kB
pathway, as previously described (Puangpraphant and de Mejia,
2009). Additionally, these data demonstrate, for the first time,
that yerba maté can inhibit hepatic TNF-a and restore hepatic
and muscle insulin signalling in mice with high fat diet-induced
obesity.
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