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RESUMO

FERNANDES, Elenise Stuker. Efeito da erva-mate (llex
paraguariensis, St. Hill.) na modulac@o génica e na atividade da
enzima paroxonase: estudos in vitro e in vivo. Dissertacdo (Mestrado
em Nutricdo) — Programa de Pds-Graduacdo em Nutri¢do, Universidade
Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, 2011.

A erva-mate (llex paraguariensis) espécie vegetal usada no preparo de
bebidas como o chimarrdo, o tereré e o chd mate tostado, possui
propriedades antioxidante, hipocolesterolémica e vasodilatadora, as
quais podem ser benéficas na prevencdo das doencas cardiovasculares
(DCV). A paroxonase-2 (PON2) é uma enzima antioxidante cuja
atividade estd inversamente associada ao estresse oxidativo celular e
pode ser modulada pela alimentacdo. Assim, o objetivo do presente
estudo foi verificar se a erva-mate — verde ou tostada — possui a
propriedade de modular a expressdo génica e a atividade da PON2 in
vitro, em cultura de macro6fagos, e in vivo, em mondcitos e macrofagos
obtidos ap6s a ingestdo das infusdes de erva-mate por mulheres
saudaveis. No estudo in vitro, células THP-1 foram incubadas com os
extratos de erva-mate verde ou tostada ou com os acidos clorogénico ou
caféico, principal constituinte fendlico da erva-mate e metabdlito
plasmatico. O estudo in vivo foi subdividido em agudo e de curta
duracdo (sete dias). No estudo agudo, 20 voluntérias ingeriram 500 mL
de infusdo de erva-mate verde, tostada ou de agua (controle) e amostras
de sangue foram coletadas antes e 2 h ap6s as ingestdes. No estudo de
curta duracdo, as mesmas 20 participantes consumiram as infusdes de
erva-mate ou de agua, na dose de 330 mL trés vezes ao dia, durante 7
dias, e amostras de sangue foram coletadas antes e no final do periodo,
apos jejum de 12-14 h. As diferencas foram avaliadas pelo teste t
pareado de Student, teste de Wilcoxon e Mann-Whitney, considerando-
se p < 0,05 como significativo. De acordo com os resultados obtidos no
estudo in vitro, os extratos de erva-mate verde ou tostada (0,8 e 2,4
pg/mL, ou 1 e 3 uM equiv. Acido clorogénico/L) aumentaram a
expressao génica da PON2 nos macréfagos THP-1 (p < 0,05), enquanto
concentragcdes maiores de extrato (3, 5 e 10 uM) aumentaram a
atividade. Resultados semelhantes foram encontrados para o &cido
clorogénico (1 e 3 uM), enquanto o acido caféico aumentou somente a
atividade e ndo a expressdo da PON2. No estudo in vivo, a ingestdo
aguda das infusdes de erva-mate verde ou tostada aumentou a expresséo
génica e as atividades arilesterase e lactonase da PON2 nos mondcitos



do sangue periférico (p < 0,05). O consumo de erva-mate verde ou
tostada durante sete dias elevou a expressdo génica da PON2 nos
mondcitos e nos macréfagos derivados de mondcitos (p < 0,05) e
aumentou de forma ndo significativa a atividade da PON2. A ingestdo
de erva-mate verde e tostada, de forma aguda ou por 7 dias, aumentou a
atividade da PON1 no plasma (p < 0,05). Em geral, ndo houve diferenca
entre os dois tipos de erva-mate estudados. Com base nos resultados do
presente estudo, podemos sugerir que a erva-mate verde ou tostada
modulou positivamente a expressdo génica e a atividade da enzima
PON2 em monécitos e macroéfagos, indicando, assim, possivel protecao
contra o estresse oxidativo celular.

Palavras chave: llex paraguariensis, erva-mate, enzima paroxonase,
expressao génica, atividade enzimatica, aterosclerose.



ABSTRACT

Effect of yerba mate (llex paraguariensis) on gene modulation and
activity of the enzyme paraoxonase2: in vitro and in vivo studies.

Yerba mate (llex paraguariensis), plant species used in the preparation
of beverages such as mate, tereré and roasted mate tea, has antioxidant,
hypocholesterolemic and vasodilating properties, which may prevent
cardiovascular diseases (CVD). The paraoxonase2 (PON2) is an
antioxidant enzyme whose activity is inversely associated with cellular
oxidative stress and may be modulated by diet. Therefore, the aim of
this study was to examine whether yerba mate — green or roasted — may
modulate the gene expression and the enzyme activity of PON2 in vitro,
in cultured macrophages, and in vivo, in monocytes and macrophages
obtained after ingestion of mate infusions by healthy women. In the in
vitro study, THP-1 cells were incubated with extracts of yerba mate
green or roasted and with either chlorogenic or caffeic acids, major
phenolic compound of mate and plasma metabolite of chlorogenic acid.
The in vivo study was divided into acute and short-term (seven days). In
the acute study, 20 women ingested 500 mL of green or roasted mate
infusions, or water as control, and blood samples were collected before
and 2 h after ingestion. In the short-term study, 20 participants ingested
330 mL of mate infusions or water, 3 times/day for 7 days, and blood
samples were collected before and after seven days, after 12-14 h
fasting. Differences were evaluated by Student’s paired t test, Wilcoxon
or Mann-Whitney tests, considering p <0.05 as significant. According to
the results obtained in the in vitro study, extracts of green or roasted
yerba mate (0.8 and 2.4 ug / mL, or 1 and 3 uM equiv. chlorogenic
acid/L) increased the gene expression of PON2 in THP-1 macrophages
(p <0.05), while increase of enzyme activity was found with high
amount of mate (3, 5 and 10 uM). Similar results were observed for
chlorogenic acid (1 and 3 uM), though caffeic acid increased the activity
but not the expression of PON2. In the in vivo study, acute ingestion of
green or roasted mate infusions increased PON2 gene expression and
enzyme activity in peripheral blood monocytes (p <0.05). The
consumption of green or roasted mate for seven days increased PON2
gene expression in monocytes and macrophages (p <0.05) and enhanced
not significantly the PON2 activity. The acute and short-term intake of
green or roasted mate increased the activity of PON1 in plasma (p
<0.05). In general, there was no significant difference between both
types of yerba mate studied. Based on the results of this study, we



suggest that green or roasted yerba mate positively modulate gene
expression and enzyme activity of PON2 in monocytes and
macrophages, thereby indicating possible protection against oxidative
stress.

Keywords: llex paraguariensis, yerba mate, paraoxonase, gene
expression, enzyme activity, and atherosclerosis.
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1 INTRODUCAO

A llex paraguariensis, St. Hill., popularmente conhecida como
erva-mate, é uma planta cultivada em alguns paises da América do Sul.
Suas folhas sdo utilizadas para o preparo de bebidas muito apreciadas
pelo seu sabor amargo caracteristico, como o chimarrdo, o tereré e o cha
mate tostado. Na regido sul do Brasil, o chimarrdo e o cha mate séo as
bebidas mais populares e seu consumo é considerado uma forma de
interacdo social. A erva-mate possui muitos compostos bioativos, como
acidos fendlicos, saponinas, xantinas, minerais e vitaminas. Varias
pesquisas ja relacionaram o efeito desses compostos as propriedades
hipocolesterolémica, diurética, estimulante do sistema nervoso central,
vasodilatadora, antioxidante, protetora do sistema cardiovascular e,
inclusive, propriedade de inibir a progressdo da aterosclerose
experimental em coelhos. A aterosclerose é uma das principais causas
de morbi-mortalidade da populagdo mundial, com grande participacdo
de reacGes oxidativas e inflamatorias na génese e progressao da doenca.
Nesse contexto, de acordo com estudos epidemiolégicos, a ingestdo de
alimentos vegetais com elevado contetdo de compostos antioxidantes
esta inversamente associada ao desenvolvimento da aterosclerose.

Os seres humanos possuem elaborados sistemas de defesa
antioxidante constituidos de enzimas e substancias redutoras endégenas
e exdgenas. Além das enzimas antioxidantes classicas, como superdxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase, encontra-se também a
enzima paroxonase (PON), cuja atividade est inversamente associada a
aterosclerose. Existem trés isoformas da paroxonase, PON1, PON2 e
PON3, sendo que a PON1 é transportada na circulacdo ligada as
lipoproteinas de alta densidade (HDL), contribuindo para a manutencao
do transporte reverso do colesterol e inibindo a oxidag&o da lipoproteina
de baixa densidade (LDL), enquanto a PON2 esta localizada no meio
intracelular, particularmente importante nos monoécitos e macréfagos
das lesBes aterosclerdticas e a PON3 esta presente no figado e rins. A
atividade e a expressdo génica da PON podem ser moduladas por
constituintes ambientais, genéticos e dietéticos. Recentemente, foi
demonstrado que o suco de romd, rico em compostos fendlicos,
aumentou a expressdo génica e a atividade da PON2 em macrofagos.
Além disso, a ingestdo de erva-mate promoveu aumento na atividade da
PON1 no plasma. Acredita-se que isso pode ser devido a grande
guantidade de antioxidantes presente nesses alimentos. Porém, néo
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existem informac6es sobre o efeito da erva-mate na expresséo génica da
PON2 em macrdfagos in vitro ou em monadcitos e macréfagos de seres
humanos.

Desta maneira, o objetivo do presente trabalho foi verificar se a
erva-mate (llex paraguariensis) — verde ou tostada — apresenta a
propriedade de modular a expressdo génica e a atividade da enzima
PON2 in vitro, em cultura de macrofagos, e in vivo, em mondcitos e
macrofagos derivados de mondcitos obtidos ap6s a ingestdo das
infusdes de erva-mate por voluntarias saudaveis.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  llex paraguariensis

A llex paraguariensis, conhecida popularmente como erva-mate,
é uma planta pertencente a familia Aquifoliaceae, a qual apresenta cerca
de 600 espécies, sendo 220 nativas da América do Sul, das quais 68
ocorrem no Brasil (RESENDE et al., 2000). A arvore de llex
paraguariensis pode atingir 18 m de altura, floresce entre os meses de
outubro a novembro e produz frutos de marco a junho. Ela exige chuva
em torno de 1200 mm durante o ano e temperatura de 21 a 22°C. E uma
planta originaria da Asia e da regifo subtropical da América do Sul, e
esta presente no sul do Brasil, norte da Argentina, Paraguai e Uruguai.
A maior produgdo se concentra na Argentina, seguida pelo Brasil e
Paraguai (HECK; DE MEJIA, 2007). A producéo anual de erva-mate no
Brasil é de aproximadamente 230 mil toneladas (IBGE, 2009).

As folhas de llex paraguariensis sdo usadas para o preparo de
bebidas que sdo consumidas na forma de infusdo ha centenas de anos
pelas civilizagbes Pré-Colombianas, antes mesmo da chegada dos
europeus na América do Sul, e cujo uso permanece até a sociedade
atual. As bebidas sdo popularmente conhecidas como chimarrdo, mate
cocido, tereré e chd mate. O chimarrdo e o mate cocido sdo consumidos
no Sul do Brasil, Uruguai, Argentina e Paraguai, enquanto o tereré é
consumido no centro-oeste do Brasil e Paraguai. O chimarrdo e o tereré
sdo preparados com as folhas verdes, secas e moidas da erva-mate, as
quais sdo colocadas dentro de um recipiente denominado “cuia” — feito a
partir do fruto da poronga (Lagenaria vulgaris) — acrescidas de agua
guente ou fria, respectivamente, e consumidos por aspiracdo do liquido
através de um canudo de metal, chamado “bomba”. O mate cocido
refere-se a infusdo preparada com folhas secas e moida de erva-mate
verde, normalmente comercializada em saches e consumida em Xicara,
de forma similar a outros chés, principalmente na Argentina. O cha
mate, por sua vez, é feito a partir das folhas tostadas da erva-mate e
consumido na regido sudeste e sul do Brasil na forma de cha tradicional
(chd mate) ou como bebida refrescante, tipo ready to drink
(MAZZAFERA, 1997). As infusdes de llex paraguariensis sdo
consumidas em torno de um a dois litros por dia e constitui a principal
alternativa para o café e o ché preto para milhares de pessoas. Além
disso, o uso da erva-mate vem se difundindo nos Estados Unidos e na
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Europa nos dltimos anos (revisado por BASTOS et al., 2007; HECK;
DE MEJIA, 2007).

O processamento da erva-mate é composto por trés diferentes
etapas: i) secagem rapida chamada "sapeco", feita no prazo de 24 h apés
a colheita, com o objetivo de inibir a atividade das enzimas polifenol-
oxidases e diminuir a umidade das folhas; ii) secagem parcial, fase
denominada "secado", que reduz a umidade para o nivel entre 3 e 6%
gue normalmente ocorre em rotacdo, dentro de tambores aquecidos pela
gueima de madeira ou gas e; iii) secagem adicional e, posteriormente,
fase de trituracdo, que consiste na fragmentagdo da erva-mate seca,
chamada “cancheamento” (ESMELINDRO et al., 2002; BASTOS et al.,
2006). As condi¢bes durante o processamento, como tempo e
temperatura de secagem e outros pardmetros como sexo da planta,
variabilidade genética e tipo de solo podem variar entre os diversos
plantios e tém influéncia na qualidade, caracteristicas sensoriais e
guantidade de substancias bioativas do produto final (RESENDE et al.,
2000; ESMELINDRO et al., 2002).

Os primeiros trabalhos publicados sobre a erva-mate e salde
publica versam sobre dados epidemiolégicos entre a relacdo de consumo
de chimarrdo e cancer de esb6fago. Essa alta incidéncia de céncer
esofagico na populagdo estd fortemente relacionada a temperatura da
agua e ao uso concomitante de cigarro e alcool; ndo as substancias
naturalmente presentes na planta. O mesmo fato é observado na Asia,
onde populagBes que ingerem grande quantidade de cha em temperatura
elevada apresentam a mesma doenga (revisado por BASTOS et al.,
2007). Apenas na década de 1990, foi feito o primeiro estudo sobre o
efeito antioxidante da erva-mate (GUGLIUCCI; STAHL, 1995) e a
partir dessa época 0 interesse pelos efeitos biologicos da planta
aumentou expressivamente na América do Sul.

2.1.1  Constituicdo quimica

Em 1987, Alikaridis revisou a constituicdo quimica do género
llex, incluindo as espécies nativas principalmente da Asia e América do
Sul, e relatou a presenca de &cidos fendlicos, saponinas, xantinas,
amino4cidos e outros compostos nitrogenados, 4cidos graxos,
antocianinas, flavondides, compostos terpénicos, alcanos e &lcoois,
carboidratos, vitaminas e carotendides (ALIKARIDIS, 1987).

O principal &cido fendlico presente na erva-mate é o acido
clorogénico, pertencente a familia dos 4&cidos cinamicos, que
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compreende uma série de acidos propendicos com diferenca apenas na
substituicdo do anel benzénico (revisado por BASTOS et al., 2007). Em
média, a quantidade de acido clorogénico presente na erva-mate é de 92
mg por grama de folhas secas (DALL'ORTO et al., 2005). Estes
compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos como conjugados na
planta. Além do &cido clorogénico, outros compostos fendlicos também
sdo encontrados no mate, como o &cido caféico, &cido ferulico, &cido
galico, &cido p-cumarico, epicatequina e galocatequina (MORAIS et al.,
2009). O teor de compostos fenolicos no extrato aquoso de erva-mate é
maior que o do cha verde ou do vinho tinto (BIXBY et al., 2005).
Porém, os compostos fenolicos encontrados na erva-mate apresentam
diferenca estrutural daqueles do ch& verde, pois na erva-mate é maior a
concentracdo de acido clorogénico e ndo de catequinas (CHANDRA; de
MEJIA, 2004).

O sabor amargo e a formacdo de espuma, caracteristicos do
chimarrdo, sdo devidos a presenca de saponinas. Saponinas Sao
substancias pertencentes ao grande grupo de glicosideos amplamente
distribuidos em plantas superiores. Elas se dissolvem facilmente em
agua para formar solucGes coloidais que sob agitacdo formam espuma.
As aplicacbes bioldgicas das saponinas sdo geralmente baseadas na
formagdo de complexos com esterdides e acidos biliares (revisado por
BASTOS et al., 2007). Além disso, muitas das saponinas encontradas na
espécie llex parecem possuir propriedade antiparasitaria (TAKETA et
al., 2004).

Os principais alcaldides purinicos (xantinas) da erva-mate sao a
cafeina e a teobromina, sendo que a teofilina estad presente em menor
guantidade (HECK; de MEJIA, 2007). A concentracdo de cafeina na
erva-mate é semelhante aquela presente no café. Ou seja, um copo de
150 mL de chimarrdo contém 78 mg de cafeina e a mesma quantidade
de café apresenta em torno de 85 mg de cafeina (MAZZAFERA, 1997).

O contetdo dos minerais presentes nas folhas da erva-mate é
influenciado drasticamente pelas praticas agricolas, uso de fertilizantes e
tipo de solo. Assim, esses fatores exercem um impacto importante na
quantidade dos minerais, dentre 0s quais se encontram o nitrogénio,
fésforo, potéssio, célcio, magnésio, enxofre, boro, cobre, ferro,
manganés, niquel, zinco, aluminio, bario, cadmio, cobalto, cromo,
sodio, chumbo e silicio (revisado por BASTOS et al., 2007).
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2.1.2  Propriedades bioldgicas da llex paraguariensis

Na medicina popular, a erva mate é indicada para o tratamento
de vérias desordens, como artrite, dor de cabeca, constipacdo,
reumatismo, hemorroidas, obesidade, fadiga, retencdo de fluidos,
hipertenséo, digestao lenta e doencas hepaticas (ANESINI et al., 2006).

Com base nos resultados de estudos cientificos vém-se
demonstrando inumeras propriedades da llex paraguariensis com
potenciais beneficios a salde humana, como por exemplo, estimulante
do sistema nervoso central e diurética (GONZALEZ et al., 1993),
hepatoprotetora  (FILIP; FERRARO, 2003), redugdo de peso
(ANDERSEN; FOGH, 2001; PITTLER; ERNST, 2004; OPALA et al.,
2006), efeito anti-inflamatorio (LANZETTI et al., 2008) e anti-viral
(MULLER et al., 2007), acdo vasodilatadora (MUCCILO-BAISCH et
al., 1998; FELLIPI et al., 2006), estimulante do sistema cardiovascular
(SCHINELLA et al., 2005), efeito hipocolesterolémico em animais
(PAGANINI-STEIN et al., 2005; PANG et al., 2008) e em seres
humanos (MORAIS et al., 2009). Além disso, a erva-mate apresenta
elevado potencial antioxidante in vitro (CAMPOS, 1996; CARINI et al.,
1998; FILIP et al., 2000; SCHINELLA et al., 2000; VANDERJAGT et
al., 2002; CHANDRA; MEJIA, 2004; BASTOS et al., 2006b), inibindo,
inclusive, a oxidacdo in vitro e ex vivo do plasma e da LDL
(GUGLIUCCI; STAHL, 1995; GUGLIUCCI, 1996; BRACESCO et al.,
2003; SILVA et al., 2008).

A atividade antioxidante da erva-mate estd associada ao seu
conteldo de polifenois, particularmente de &cido clorogénico
(SCHINELLA et al., 2000; FILIP et al., 2001). Foi demonstrado que
ap6s a ingestdo, 0s compostos antioxidantes da erva-mate s&o
absorvidos e aparecem no plasma circulante onde continuam a exercer o
seu potencial antioxidante (GUGLIUCCI, 1996; SILVA et al., 2008).
Em estudo de Silva e colaboradores (2008), demonstrou-se que a
ingestdo aguda da infusdo de erva-mate por voluntarios saudaveis
aumentou a capacidade antioxidante do plasma e exerceu protegdo ex
vivo contra a peroxidagdo da LDL, indicando que 0s compostos
antioxidantes permaneceram aderidos as particulas de LDL isoladas do
plasma.

O extrato aquoso de erva-mate também tem o potencial de
inibir a progressdo da aterosclerose in vivo, em coelhos alimentados
com colesterol (MOSIMANN et al, 2006). Além disso, em
camundongos com aterosclerose, 0s quais apresentam disfungéo
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endotelial semelhante aos pacientes com doenca arterial coronariana, a
administragdo prolongada do extrato de erva-mate melhorou de forma
significativa a reatividade vascular ex vivo (FELIPPI et al., 2006). Ou
seja, a erva-mate reverteu a inibicdo da contracdo e do relaxamento
vascular verificada nos animais com aterosclerose. Muccillo-Baisch e
colaboradores (1998) ja haviam demonstrado o efeito vasodilatador in
vitro para o extrato aquoso de llex paraguariensis em artéria
mesentérica de ratos. Esses resultados foram confirmados utilizando
anéis isolados de artéria aorta de ratos (FELIPPI et al., 2005). O
fornecimento do extrato de erva-mate a ratos hipercolesterolémicos
também aumentou o relaxamento arterial ex vivo (PAGANINI-STEIN et
al., 2005). O efeito ocorreu através do aumento da concentracdo de
oxido nitrico, ou outro composto relacionado, o qual induziu o
vasorelaxamento, bem como diminuiu a disfuncdo miocérdica
provocada pela isquemia e reperfusdo (SCHINELLA et al., 2005). Em
seres humanos, foi demonstrado que a erva-mate melhorou o perfil
lipidico sérico, principalmente pela reducdo da concentracdo de LDL-
colesterol e aumento de HDL-colesterol em individuos dislipidémicos
(MORAIS et al., 2009), e diminuiu a concentracdo da glicemia de jejum
e da hemoglobina glicada em pacientes diabéticos (KLEIN et al., 2010).
Em pacientes hipercolesterolémicos sob tratamento com estatina, a
ingestdio de erva-mate apresentou efeito sinérgico com este
medicamento na reducdo do LDL-colesterol (MORAIS et al., 2009),
bem como foi mais efetiva na melhora dos parametros lipidicos séricos
qguando associada com orientacdo nutricional (STEFANUTO et al.,
2010).

Assim, tem sido sugerido que a erva-mate pode ser benéfica
para o ser humano, aumentando a capacidade antioxidante e
contribuindo para inibir a génese e a progressdo da aterosclerose.

2.2 PROCESSO INFLAMATORIO E OXIDATIVO DA
ATEROSCLEROSE

A aterosclerose ¢ uma doenca inflamatoria cronica de origem
multifatorial que ocorre em resposta & agressdo endotelial, acometendo
principalmente a camada intima de artérias de médio e grande calibre
(SPOSITO et al., 2007). Segundo dados da Organizacdo Mundial da
Saude (WHO - World Health Organization), estima-se que 17 milhdes
de pessoas morrem de doencas cardiovasculares (DCV) a cada ano,
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especialmente ataques cardiacos e acidente vascular cerebral. No Brasil,
estima-se que houve 139 milhdes de mortes devido &s DCV no ano de
2002 (WHO, 2009b). Os principais fatores de risco para as DCV séo
valores elevados de colesterol sérico, particularmente LDL-colesterol,
hipertensdo arterial, diabetes, predisposicdo genética, tabagismo, idade
avangada, dieta inadequada e sedentarismo (WHO, 2009c).

O processo inflamatorio da placa aterosclerética inicia-se com a
agressdo ao endotélio vascular devido a diversos fatores de risco, como
a elevacdo da concentracdo sérica de lipoproteinas aterogénicas (LDL;
IDL — Lipoproteina de densidade intermediaria; VLDL — Lipoproteina
de densidade muito baixa). Como conseqliéncia, ocorre um aumento na
permeabilidade da intima favorecendo a entrada das lipoproteinas
plasmaticas no espaco subendotelial e a oxidagdo das particulas de LDL
por espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio. O depdsito de
lipoproteinas na parede arterial € o processo-chave no inicio da
aterogénese de maneira proporcional a concentracdo dessas
lipoproteinas no plasma. Além de aumentar a permeabilidade, ocorre o
surgimento de moléculas de adesdo leucocitaria na superficie endotelial,
processo estimulado pela presenca de LDL oxidada. As moléculas de
adesdo sdo responsaveis pela atracdo de mondcitos e linfocitos para a
parede arterial. Induzidos por proteinas quimiotaticas, os mondcitos
migram para 0 espaco subendotelial onde se diferenciam em
macréfagos, 0s quais por sua vez captam as LDL oxidadas (SPOSITO et
al., 2007).

A LDL oxidada promove, assim, a formacdo da placa
aterosclerdtica através do recrutamento dos mondcitos para a parede dos
vasos, do aumento da captacdo dessas lipoproteinas aterogénicas pelos
macréfagos e pela consequente formacgdo das células espumosas
(STOLCKER; KEANEY, 2004). As células espumosas, ou macréfagos
repletos de lipideos, sdo os principais componentes das estrias
gordurosas, lesbes macroscopicas iniciais e avangadas da aterosclerose
(SPOSITO et al., 2007). As placas ateroscleréticas podem se calcificar e
diminuir a luz do vaso sanguineo. As lesdes avancadas podem sofrer
rompimento da camada fibrosa que recobre o ndcleo lipidico,
promovendo a migragdo de plaquetas e formacdo de trombos, 0s quais
podem obstruir a luz do vaso causando complicagdes clinicas, como o
infarto do miocérdio e o acidente vascular cerebral (LUSIS, 2000).

Para diminuir o processo aterogénico é importante a acdo da
HDL, responsavel pelo transporte reverso do colesterol, isto &,
removendo o excesso de colesterol particularmente dos macrofagos e
células espumosas no interior da intima arterial, e transportando esse
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colesterol para excrecdo via hepéatica. Além disso, a HDL possui efeito
anti-inflamatorio e antioxidante inibindo principalmente a oxidacéo da
LDL (LUSIS, 2000; LINSEL-NITSHKE; TALL, 2005). O efeito
antioxidante se deve principalmente a enzima paroxonase (PON), que
contribui para o efeito anti-aterosclerético (NG et al., 2005), protegendo,
inclusive, a propria HDL, a LDL e os macréfagos contra o estresse
oxidativo (SCHMIDT et al., 1999; AVIRAM; ROSENBLAT, 2004).

2.3 ENZIMA PAROXONASE (PON)

A paroxonase (PON; E.C.3.1.8.1 Avrildialquilfosfatase) ¢ uma
enzima pertencente a familia multigénica constituida pelos genes PON1,
PON2 e PONS3, os quais estdo localizados no cromossomo 7g21.3-22.1
(PRIMO-PARMO et al.,, 1996). A PON ¢é composta por 354
aminoacidos, possui peso molecular de aproximadamente 45 kDa e é
dependente de célcio (VAN LENTEN et al., 2001). A acdo fisioldgica
da PON néo estd totalmente elucidada (VAN LENTEN et al., 2001;
DRAGANOV; LA DU, 2004). No entanto, sabe-se que a enzima €
responsavel pela hidrélise do “paroxon” (de onde se origina seu nome),
um produto do catabolismo do inseticida “paration”. Além disso, a PON
é capaz de hidrolisar outros substratos, como acetato de fenila, acidos
carboxilicos aromaticos, compostos organofosforados, peroxido de
hidrogénio e peroxidos lipidicos presentes na LDL e em lesGes
aterosclerdticas humanas (WATSON et al., 1995; MACKNESS et al.,
1996; NAVAB et al., 1997; AVIRAM et al., 1998; AVIRAM et al.,
2000). Além disso, a PON parece oferecer propriedades protetoras em
relacdo a intoxicacdo por compostos organofosforados e contra a doencga
cardiovascular (GOUEDARD; BAROUKI; MOREL, 2004a).

A enzima PON1 encontra-se distribuida em véarios 6rgéos,
como figado, rins e intestino, assim como no plasma, onde estd
associada 8 HDL (TOMAS et al., 2004). Por outro lado, a enzima PON3
esta presente no figado e nos rins e a PON2 estd amplamente distribuida
em vérios tecidos e células, como figado, pulméo, placenta, testiculo,
coracdo, mondcitos e macrdfagos, porém esta ausente no plasma (NG et
al., 2001; ROSENBLAT et al., 2003; NG et al., 2005).

Dentre as trés isoenzimas, a isoforma PON1 é a que possui
guantidade maior de informac6es na literatura cientifica, porém todas as
trés enzimas apresentam atividade antioxidante, s&o moduladas por



38

diferentes mecanismos e parecem atuar em conjunto contra as situagdes
deletérias do estresse oxidativo (NG et al., 2001; REDDY et al., 2001).

De acordo com inimeros estudos, a PON1 parece diminuir a
incidéncia de DCV, impedindo a oxidacéo da LDL e HDL, hidrolisando
o fator de ativacdo plaquetaria, fosfolipideo bioativo envolvido no
desenvolvimento da doenca vascular, além de ser um antioxidante na
circulagdo (AVIRAM et al., 1998; JAKUBOWSKI, 2000; RODRIGO et
al., 2001; NG et al., 2006).

A expressdo da enzima PON2 aumenta durante a diferenciacdo
de mondcitos para macrdfagos, como resultado da ativagdo da enzima
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase e este
efeito é mediado parcialmente pelo fator de transcricdo da proteina
ativadora 1 (AP-1) (SHINER; FUHRMAN; AVIRAM, 2004). Assim,
enquanto o efeito antioxidante da isoforma PON1 ocorre no plasma e
fluido intersticial, a PON2 atua intracelularmente reduzindo o estresse
oxidativo, inibindo, inclusive, a oxidacdo da LDL e atenuando a
resposta inflamatéria (NG et al., 2006). Todos estes efeitos sdo
considerados protetores contra a aterosclerose.

2.3.1  Modulagéo da PON

A PON pode ser modulada por diversos fatores, como dieta,
ingestdo de alcool, medicamentos, tabagismo, idade e certas condi¢Ges
fisiopatoldgicas (COSTA et al., 2005). Desordens metabdlicas como o
diabetes mellitus e a hipercolesterolemia diminuem a atividade da PON1
(BOEMI et al., 2001; MACKNESS et al., 2002). Reducéo da atividade
da PON1 também foi demonstrada em pacientes com doenca renal
(DANTOINE et al., 1998), artrite reumatdide (TANIMOTO et al.,
2003), hipertireoidismo (RAISZADEH et al., 2004), Alzheimer
(PARAGH et al., 2002), doencas hepaticas, cirrose (FERRE et al., 2002)
e doencas cardiovasculares, como a aterosclerose (MACKNESS et al.,
2000). Neste ultimo caso, a diminuigdo da atividade da PON1 ocorreu,
provavelmente, devido ao aumento do estresse oxidativo e da elevagio
do colesterol plasmatico (AVIRAM; ROSENBLAT, 2005). De fato,
Kabaroglu e colaboradores (2004) observaram diminuicdo na atividade
da PONL1 associada com o aumento do estresse oxidativo em pacientes
com sindrome coronariana aguda e Tsuzura e colaboradores (2004)
associaram a atividade diminuida da PON1 em pacientes com diabetes
tipo 2 com a concentracdo elevada de LDL oxidada no plasma e
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complicagdes vasculares. A ingestdo de dieta rica em lipideos, gordura
saturada e trans diminuiu a atividade arilesterase da PON1 em 27% em
seres humanos (SUTHERLAND et al., 1999) e em 60% em ratos (SHIH
et al.,, 1996). O tabagismo também inibiu a atividade plasmatica da
PON1 (NISHIO; WATANABE, 1997) e trabalhadores expostos a
radiacdo ionizante h4 mais de cinco anos apresentaram diminuicdo da
atividade da PON (SERHATLIOGLU et al.,, 2003). Além disso,
mulheres no periodo de pds-menopausa sem terapia de reposicdo
hormonal também apresentaram atividade diminuida da PON1, em
comparagdo com as mulheres que realizaram a terapia de reposicdo
hormonal (SUTHERLAND et al., 2001). Por outro lado, a ingestdo de
alcool em doses moderadas aumentou a atividade da PON1 (van der
GAAG et al., 1999; SIERKSMA et al., 2002), enquanto o consumo de
doses elevadas diminuiu a atividade da enzima (RAO et al., 2003).
Alguns medicamentos também podem modular a enzima PON. A
aspirina promoveu elevacdo da atividade arilesterase e da expressdo
génica da PON1 no plasma e hepat6citos de camundongos
(JAICHANDER et al., 2008) e o tratamento com estatinas aumentou a
atividade da PON1 no plasma de pacientes hipercolesterolémicos
(NAGILA et al., 2009; HARANGI et al., 2009) ou diabéticos (ABDIN
et al., 2010). Pacientes com hipercolesterolemia apresentaram redugdo
na expresséo do RNAm da PON2 nos macréfagos, a qual foi
normalizada pela terapia com atorvastatina, um tipo de estatina
(ROSENBLAT et al., 2004).

A atividade da PON também depende das condicBes
fisiolégicas do individuo, ocorrendo alteragdes durante os diferentes
ciclos de vida. Por exemplo, bebés prematuros apresentaram menor
atividade plasméatica da PON em comparacdo com bebés a termo
(ECOBICHON; STEPHENS, 1973). Nos idosos, a atividade da PON1
diminui, provavelmente, devido ao aumento do estresse oxidativo,
sendo que ambos os efeitos estdo associados a incidéncia de
aterosclerose (SENTI et al., 2001; SERES et al., 2004). Ja foi
demonstrado que durante a gravidez a atividade da PON1 encontra-se
reduzida, tanto em animais como em seres humanos (WEITMAN;
VODICNIK; LECH, 1983).

Por outro lado, os compostos bioativos de alimentos, plantas e
extratos vegetais modulam positivamente a PON e vém sendo
considerados como alternativa interessante contra as doengas vasculares
(SCHRADER et al., 2010). Assim, pesquisadores relataram que 0s
antioxidantes dietéticos reduzem o grau de estresse oxidativo e,
paralelamente, aumentam a atividade e a expressdo génica da PON1 em
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ratos (AVIRAM, 2003). O consumo de antioxidantes dietéticos, como
as vitaminas C e E, os polifendis, ou o azeite de oliva extra-virgem e o
acido graxo dmega-3 aumentou a atividade da PON1 em seres humanos
(WALLACE, et al., 2001; AVIRAM; FUHRMAN, 2002; JARVIK et
al., 2002; ROSENBLAT et al., 2008).

Além de suas propriedades antioxidantes e da inducdo da
atividade, os compostos polifendlicos, incluindo flavonéides, também
possuem a capacidade de modular a expressdo génica da PON in vitro.
Foi demonstrado que o suco de romd (KHATEEB et al., 2010), o
resveratrol (GOUEDARD; BAROUKI; MOREL, 2004a; CURTIN et
al., 2008) e a quercetina (GOUEDARD; BAROUKI; MOREL, 2004b;
GONG et al., 2009; GARIGE et al., 2010) aumentaram a expressdo da
PON1 em linhagem de células hepaticas. Além disso, 0 suco de roma
(SHINER; FUHRMAN; AVIRAM, 2007) e a quercetina (BOESCH-
SAADATMANDI et al., 2009) elevaram a atividade e a expressdo
génica da PON2 em macréfagos.

Em relacdo ao potencial efeito da erva-mate na enzima
paroxonase, Menini e colaboradores (2007) relataram aumento na
atividade sérica da PON1 apds a ingestdo de 500 mL de infusdo de llex
paraguariensis por individuos saudaveis. Mais recentemente, Bastos e
Gugliucci (2009) descreveram que o &cido clorogénico — principal
constituinte fendlico na erva-mate — preservou a PON1 contra
degradacgBes oxidativas in vitro. Com base em resultados de nosso
laboratério, também verificamos que a ingestdo prolongada de infusdo
de erva-mate verde (tipo chimarrdo) ou tostada aumentou a atividade da
PON1 no plasma de individuos dislipidémicos (MORAIS, 2009;
BOAVENTURA, 2010). No entanto, ainda ndo existem informagoes
sobre a atividade e a modulagéo génica da PON2 pela erva-mate in vitro
ou em seres humanos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se a erva-mate (llex paraguariensis) — verde ou
tostada — possui a propriedade de modular a expressdo génica e a
atividade da enzima PONZ2 in vitro, em cultura de macréfagos, e in vivo,
apos a ingestdo da infusdo de erva-mate por voluntarios saudaveis.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Verificar a expressdo génica da enzima PON2 in vitro em
linhagem de macréfagos THP-1, incubados na presenca e na
auséncia de concentragdes crescentes do extrato de erva-mate
verde ou tostada;

* Medir a atividade da enzima PON2 em macrofagos THP-1,
cultivados na presenca e na auséncia de concentragdes
crescentes do extrato de erva-mate verde ou tostada;

» Verificar a expressdo génica da enzima PON2 em mondcitos
isolados de sangue periférico e em macrdfagos derivados dos
monocitos, antes e apds a ingestdo de infusdo de erva-mate
verde ou tostada por mulheres saudaveis;

*  Medir a atividade da enzima PON2 em mondcitos isolados de
sangue periférico e em macrdfagos derivados dos mondcitos,
obtidos antes e apds a ingestdo de infusdo de erva-mate verde
ou tostada por mulheres saudaveis;

*  Medir a atividade da enzima PON1 no plasma das participantes,
antes e ap0s a ingestdo das infusbes de erva-mate verde ou
tostada.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL VEGETAL E REAGENTES

A erva-mate (llex paraguariensis), verde ou tostada, e 0s
extratos secos obtidos por spray-drying foram fornecidos pela empresa
Ledo Junior S.A. — Curitiba-PR. A espécie da planta foi identificada
como auténtica llex paraguariensis pelo Prof. Dr. Daniel de Barcelos
Falkenberg, do Departamento de Botanica da Universidade Federal de
Santa Catarina.

As substancias relacionadas a seguir foram adquiridas da
empresa Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha ou St. Louis, EUA):
4cido clorogénico, acido caféico, HISTOPAQUE®-1077, 4gua dietil
pirocarbonato (DEPC), acetato de fenila e dihidrocumarina (DHC). O
meio de cultura RPMI 1640 foi obtido da empresa Gibco Laboratories,
Grand Island, NY, EUA. O soro fetal bovino foi comprado da
Biotecnologia S30 Paulo — Brasil, 0 TRIzol® da empresa Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA. Os kits utilizados para a RT e para a PCR Improm-
Il Reverse transcriptase e GoTag® Green Master Mix, respectivamente,
foram adquiridos da empresa Promega, USA.

O clorofdérmio, isopropanol, etanol 75%, TRIS, citrato de sddio,
cloreto de calcio e os demais reagentes foram adquiridos de outras
marcas nacionais. Todas as solugdes foram preparadas com &gua
destilada ou deionizada, com sais de pureza analitica.

4.2 METODOS
4,21 Determinacdo do contetdo de fenois totais da erva-mate

O teor de fendis totais na erva-mate foi determinado pelo
método colorimétrico de Folin-Ciocalteau, segundo metodologia
descrita por Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999). Aliquotas
do extrato aquoso de erva-mate verde ou tostada (50 pL) foram
misturadas com 150 pL de etanol (95%), 800 uL de agua destilada e 80
pL de Folin-Ciocalteau (50%). Ap6s 5 min, foram adicionados 150 L
de carbonato de sodio 5% e a mistura permaneceu a temperatura
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ambiente por 1 h, na auséncia de luz. A leitura da absorbancia do
produto colorido foi realizada em comprimento de onda de 765 nm. O
acido clorogénico foi usado como padrdo e os resultados foram
expressos em mg equiv. &cido clorogénico por mililitro da infuséo ou
mmol equiv. acido clorogénico por litro da bebida.

4.2.2 Capacidade antioxidante total da erva-mate

Tendo em vista a importancia do potencial antioxidante de
bebidas e alimentos na modulagdo da expressao e da atividade da PON2,
a capacidade antioxidante total da erva-mate verde ou tostada utilizada
no presente estudo foi confirmada através da medida do potencial
antioxidante redutor férrico (FRAP — ferric reducing antioxidant
potential). Neste ensaio, 0s antioxidantes presentes nas infusdes foram
avaliados como redutores do Fe™ a Fe™, o qual é quelado pela 2,4,6-
Tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) para formar o complexo Fe"-TPTZ com
absorcdo maxima em 593 nm (Benzie e Strain, 1996). Os resultados
foram calculados utilizando Trolox como padrdo, um analogo
hidrossollvel da vitamina E, e expressos como mmol equiv. Trolox por
mililitro de infusao.

4.2.3 Caracterizacao dos estudos

O estudo in vitro se caracterizou como experimental, enquanto
0 estudo in vivo como do tipo experimental de intervencéo e foi dividido
em: i) estudo agudo com a ingestdo de uma Unica dose de infusdo de
erva-mate e; ii) estudo de curto prazo, com a ingestao diaria de infusdo
de erva-mate durante 7 dias. Em ambos os estudos, in vivo e in vitro,
foram avaliados dois tipos de erva mate, verde (chimarrdo) e tostada
(cha mate).

4.2.4  Protocolo experimental do estudo in vitro

As células da linhagem THP-1 (10° células /mL) foram
diferenciadas em macréfagos aderentes pela acdo de forbol miristato
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acetato (PMA; Sigma - St. Louis, MO, USA), (50 ng/mL) durante 48 h.
Em seguida, o meio de cultura foi removido e as células foram
incubadas na auséncia (controle) e na presenca de concentragGes
crescentes (1-50 uM de fenois totais, equiv. acido clorogénico) de erva-
mate verde ou tostada por 24 h. Para verificar se os extratos de erva-
mate poderiam afetar a viabilidade celular, a citotoxicidade foi avaliada
pelo ensaio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina). Foi verificado que a erva-mate ndo diminuiu a viabilidade
celular até a concentragdo de 10 puM, porém nas concentracdes de 25 e
50 uM houve redugao de 30 e 50%, respectivamente. Dessa forma, para
0 estudo in vitro foi utilizada a erva-mate verde ou tostada até a
concentracdo de 10 uM.

Apos a diferenciacdo das células THP-1, os macréfagos foram
incubados em meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute -
Gibco Laboratories, Grand Island, NY, EUA) com concentragdes
crescentes de erva-mate verde ou tostada (0,8; 2,4; 4,0 e 8,0 ug/mL, ou
1, 3,5 e 10 uM equiv. acido clorogénico), ou com acido clorogénico ou
acido caféico (1 - 10 uM), por 24 h. Apds esse periodo, 0s macréfagos
aderidos foram retirados com o uso de cell scrap (SPL Ciencor
Scientific, Sdo Paulo, SP) e transferidos para tubos tipo Eppendorf de
1,5 mL. Apds centrifugacdo (700 x g, 10 min, 25 °C), as células foram
re-suspensas em TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para a
extracdo do acido ribonucléico (RNA) total. Além disso, aliquotas de
células foram re-suspensas em tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 para a
andlise da atividade da PON2.

42,5 Amostra dos estudos in vivo

Nos estudos in vivo, a amostra foi composta por 20 individuos
saudaveis do sexo feminino, com idade entre 19 e 50 anos. As
participantes foram recrutadas dentre as estudantes de graduacgdo e de
pés-graduacdo em Nutricdo e Farméacia da UFSC e dentre as
profissionais nutricionistas do HU-UFSC.

Foram excluidas do estudo as participantes com indice de
massa corporal (IMC) inferior a 18,5 kg/m? ou superior a 24,9 kg/m?,
tabagistas, portadoras de doengas cardiacas, hepéticas, renais ou
gastrointestinais, com neoplasias, hipotireoidismo ou hipertireoidismo,
dislipidemias, diabetes ou alcoolismo, atletas com atividade fisica
intensa, presenca de gravidez ou estado pds-menopausa ou, ainda,
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aquelas que apresentaram qualquer anormalidade nos resultados dos
exames laboratoriais de rotina realizados no primeiro encontro. Além
disso, apds o inicio do estudo foram excluidas as participantes que
apresentaram intolerancia a erva-mate ou que interromperam a ingestdo
de mate por mais de um dia.

Durante todo o periodo do estudo, as participantes foram
instruidas a manter os seus habitos regulares de vida, como a pratica
moderada de exercicios fisicos e a alimentacdo de costume. Porém, elas
se abstiveram de ingerir chimarrdo, cha mate ou qualquer bebida ou
produto a base de erva-mate nos 30 dias que antecederam o inicio do
estudo. Da mesma forma, durante o periodo de intervencdo, as
participantes ndo consumiram erva-mate além daquela fornecida. Além
disso, trés dias antes de cada coleta sanguinea e durante o periodo do
estudo foi solicitada a suspensdo da ingestdo de café, chas a base de
Camellia sinensis, bebidas alcodlicas e sucos ricos em compostos
antioxidantes.

4,26  Aspectos éticos da pesquisa

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da UFSC, sob nimero 743/10 (Anexo A). A
participacdo das voluntérias no estudo ocorreu mediante a assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice 1).

4.2.7 Instrumentos e técnicas de coleta de dados do estudo in vivo
4.2.7.1 Avaliagdo Clinica e Antropométrica

Inicialmente, as participantes responderam um questionario
com dados sdcio-demogréaficos, histéria clinica, histéria familiar,
alteracBes gastrointestinais, tabagismo, uso de medicamentos e
atividade fisica (Apéndice 2).

Foram monitorados 0s parametros antropométricos (peso e
altura). Para a afericdo do peso, foi utilizada a balanga digital da marca
Marte® PP180 (Santa Rita do Sapucai - MG) com capacidade maxima
de 180 kg e sensibilidade de 0,1 kg. Os individuos, descalgos ou usando
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meias e vestindo roupas leves, permaneceram de pé sobre a plataforma,
com 0s pés unidos, com o peso igualmente distribuido em ambos os pés
e 0s bracos pendentes ao lado do corpo (WHO, 1995).

A altura foi aferida através do antropdmetro da marca Seca®
com altura méaxima de 220 cm e escala de 0,1 cm. As participantes
permaneceram em pé, com 0s bracos pendentes ao lado do corpo,
colocando a superficie posterior dos calcanhares, as nadegas e a regido
occipital em contato com a parede. A cabeca foi posicionada de modo
gue a linha da visdo ficasse perpendicular ao corpo. A régua foi
posicionada até o ponto mais alto da cabeca com uma pressdo suficiente
para comprimir o cabelo (WHO, 1995). O IMC foi calculado por meio
da razdo peso (kg)/altura (m?) e classificado de acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2000).

4.2.8 Protocolos experimentais dos estudos in vivo

4.2.8.1 Estudo Agudo

Vinte participantes em jejum de 12 h ingeriram 500 mL de
infusdo de erva-mate verde, erva-mate tostada ou dgua como controle.
Imediatamente antes e apds 2 h da ingestdo, foram feitas coletas de
sangue venoso em tubos com ou sem 0 antiocoagulante acido etileno-
diamino-tetra-acético (EDTA), utilizando-se sistema a Vvacuo
(Vacuntainer-BD, Sao Paulo-SP), para o isolamento dos mondcitos e do
soro para posterior avaliagdo da expressdo génica e medida da atividade
da paroxonase. Entre a ingestdo dos dois tipos de erva-mate e da agua
foram mantidos intervalos de 30 dias.

4,2.8.2 Estudo de Curto Prazo

No estudo de curto prazo, os mesmos vinte individuos do
estudo agudo continuaram a ingerir aproximadamente 1 litro diario de
infusdo de erva-mate comercial, verde ou tostada, durante sete dias.
Cada participante recebeu 21 pacotes contendo 25 g de folhas secas e
moidas de erva-mate verde ou 10 g de erva-mate tostada, fornecidas
pela empresa Ledo Janior de Curitiba-PR. As participantes foram
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instruidas a preparar as bebidas na proporcdo usual consumida pela
populacdo, adicionando 500 mL de agua quente (85-90 °C) sobre o
contetido de cada pacote. Apés infusdo por 10 min, as bebidas foram
filtradas em coador para chas e as participantes ingeriram 330 mL das
infusdes, trés vezes ao dia, por uma semana. Entre o periodo de
consumo de cada tipo de erva-mate, foi mantido um tempo de washout
de 30 dias, sendo que na quarta semana deste periodo o estudo foi
repetido com a ingestdo de agua, como controle.

Antes e apds os sete dias de cada periodo de intervencdo ou de
controle, amostras de sangue venoso foram coletadas, apos jejum de 12
h, em tubos com ou sem EDTA, para o isolamento dos mondcitos e do
soro para a medida da expressdo génica e da atividade da paroxonase.
Além disso, durante essas visitas, as participantes forneceram os
formulérios contendo o registro alimentar de trés dias, o qual foi
preenchido antes do inicio de cada etapa do estudo. O registro alimentar
foi analisado no software DietPro- 5i — Software de Avaliacdo
Nutricional e Prescricdo Dietética (Universidade Federal de Vicosa —
UFV — MG). As varidveis alimentares consideradas nesta anélise foram
o valor calérico total, carboidrato, proteina, lipidio, vitamina C e
vitamina E.
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Esquema 1. Protocolo experimental do estudo agudo (A) e de curto
prazo (B) in vivo.

4.2.8.3 Isolamento de mondcitos do sangue periférico

As células mononucleares foram isoladas do sangue total por
separacdo com gradiente de densidade com HISTOPAQUE®-1077
(densidade 1,077 g/mL; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) do total de
células recuperadas, 0s monécitos encontram-se na proporcdo de 95%
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(BRANDT et al., 2003). Para tanto, 3 mL de sangue foram pipetados
cuidadosamente sobre o 3 mL de histopaque. Os tubos foram
centrifugados durante 20 min, 750 x g, € a camada de células foi
aspirada com micropipeta. Em seguida, as células foram lavadas com
tampao fosfato salino (PBS) pH 7,4 e re-suspensas em 2 mL de PBS, as
quais foram subdivididas em trés aliquotas, sendo uma delas usada para
quantificar a atividade da PONZ2, outra para medir a expressdo génica da
PONZ2 e a terceira para os mondcitos se diferenciarem em macrofagos.

Para a transformacdo em macréfagos, os mondcitos foram
cultivados em meio de cultura RPMI 1640, suplementado com 10% de
soro fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100
ug/mL de estreptomicina, em garrafas de poliestireno de 75 cm? (TPP® -
Sui¢a) na presenga de 50 uL de PMA.

4.2.9 Modulagdo da expressdo da PON2 pela erva-mate in vitro e in
Vivo

4.2.9.1 Extracdo do RNA total dos mondcitos, macréfagos e células
THP-1

O RNA total das células foi extraido com TRIzol® (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), cloroférmio, isopropanol, etanol 75% e agua dietil
pirocarbonato (DEPC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) de acordo com
metodologia descrita por Chomczynski e Sacchi (1987). Em resumo, 1
mL de TRIzol foi adicionado aos mondcitos, macrofagos derivados de
monécitos ou células THP-1 (méximo de 1 x 10° células) e a mistura foi
mantida a temperatura ambiente por 5 min. Em seguida, foi adicionado
cloroférmio, o tubo foi agitado por 15 s e centrifugado a 12000 x g, por
15 min, a4 °C. A fase aquosa foi coletada, misturada com isopropanol e
mantida a temperatura ambiente por 10 min. Apds centrifugacéo (12000
X g por 10 min, a 4 °C), o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi
lavado com 1 mL de etanol 75% e centrifugado novamente a 7500 x g,
por 5 min, a 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o tubo
deixado aberto para total evaporagdo do etanol. Apds esse periodo, foi
adicionado 50 pL de d4gua DEPC e a mistura foi incubada a 56 °C por 10
min. O conteldo de RNA total foi quantificado por espectroscopia
(NanoDrop 3300, Themo Scientific, Wilmington, DE, USA), com
leituras de absorbancia em 260 e 280 nm. Amostras com valores de
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absorbancias que forneceram razdo superior a 1,8 foram utilizadas
(SAMBROOK e RUSSEL, 2001). O RNA total foi armazenado a -70°C
para posterior transcricdo e polimerizacao.

4.2.9.2 Transcricdo reversa (RT)

Aliguotas de RNA foram submetidas a reacdo de transcricdo
reversa para obtencdo do cDNA, utilizando-se o sistema de reagentes
Improm-Il Reverse Transcriptase (PROMEGA — Madison, Wisconsin,
USA). Inicialmente, 900 ng de RNA foi desnaturado com oligoDt e
agua free nuclease. Em seguida, o0 RNA foi misturado com ImProm-II™
5X Reaction Buffer, cloreto de magnésio, desorribonuleotideo
trifosfatado (ANTP) e enzima transcriptase. A mistura foi incubada em
termociclador  (Mastercycler  Personal, Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha) por 5 min a 25 °C e 60 min a 42 °C, seguida de inativacdo da
enzimaa 72 °C por 5 min. Apds a sintese, o cDNA foi armazenado a -20
°C.

4.2.9.3 Reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR)

Para a realizac8o da PCR, foi utilizado o sistema de reagentes
GoTag® Green Master Mix (PROMEGA — Madison, Wisconsin, USA).
Os seguintes primers foram utilizados para avaliar a expressdao dos
genes das enzimas PON2 e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH): PON2 sense, 5’-GGAGGAATACTAATGATGGATC-3’;
anti-sense, 5’-CTGAATCAAATCCTTCTGCTAC-3’; GAPDH sense,
5’-CGTCTTCACCACCATGGAGAA-3’; anti-sense, 5’-
GAGGCAGGGATGATGTTCTG-3".

A reacdo foi iniciada pela mistura de cDNA com os primers
sense e antisense (10 mM cada), GoTaq® Green Master Mix e dgua free
nuclease em volume final de 25 pL. Apods desnaturagdo inicial a 94 °C
por 30 s, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo para o gene PON2 e 30
ciclos para 0 GAPDH a 94 °C por 30 s, foi feito o pareamento de cada
par de primer por 30 s, 60 °C para 0 PON2 e 57 °C para 0 GAPDH,
extensdo a 72 °C por 30 s, seguida de extensao final a 72 °C por 10 min.

Os produtos da PCR foram submetidos & eletroforese em gel de
agarose a 1,5% a 60 V por 30 min e corados com brometo de etidio. As
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bandas foram visualizadas em transiluminador sob luz UV em 320 nm e
a intensidade das bandas foi quantificada com o auxilio do programa de
andlise digital NIH ImageJ1.40 (National Institute of Health website). O
resultado da expressdo génica da PON2 foi apresentado em fungdo da
expressdo do gene da GAPDH, como controle.

4,2.10 Medida da atividade arilesterase da enzima PON2

A atividade arilesterase da enzima PON2 nas células THP-1 e
nos mondcitos e macrdfagos dos participantes do estudo in vivo foi
determinada de acordo com o método descrito por Gouédard, Barouki e
Morel (2004). As células foram lisadas em tamp&o Tris-HCI 50 mM, pH
7,5, contendo NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, NP40 0,5% e inibidores de
proteinas (Protease Inhibitor Cocktail — Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA). A reagdo foi iniciada com a adi¢ao de 100 uL das células lisadas
(1x10° células/mL), em 1 mL de tampao Tris HCI 50 mmol/L, pH 8,0,
contendo CaCl, 1 mmol/L e o substrato acetato de fenila 5 mmol/L. A
cinética da reacdo de formacdo do fenol foi monitorada com leituras a
cada minuto, em comprimento de onda de 270 nm (Spectrum SP2000 —
Xangai, China), a 25 °C. Para corrigir a hidrdlise esponténea do acetato
de fenila, foi incluido um branco da reacdo. Para o calculo da atividade,
se considerou o coeficiente de absortividade molar (g) de 1,31 x 10° M"
! em™. O resultado foi expresso em U/mg de proteina de células, sendo
que uma unidade arilesterase corresponde a 1 umol de acetato de fenila
hidrolisado por minuto, por mg de proteinas.

4.2.11 Medida da atividade lactonase da enzima PON2

A atividade lactonase da PON2 nas células THP-1 e nos
mondcitos e macréfagos foi avaliada conforme metodologia descrita por
Shiner, Fuhrman e Aviram (2004). A reagdo foi iniciada com a adi¢do
de 50 pL de células lisadas (1x10° células/mL) em 700 pL de tamp&o
Tris-HCI 25 mM, pH 7,6, contendo CaCl, 1 mmol/L e o substrato
dihidrocumarina (DHC) 1 mM. A cinética da reacdo de hidrdlise foi
monitorada com leituras a cada minuto apés a adicdo do substrato, em
comprimento de onda de 270 nm, a 25 °C. Para corrigir a hidrélise
espontanea do DHC, foi incluido um branco da reacdo. Para o calculo da
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atividade, se considerou o coeficiente de absortividade molar (&) de
1,295 x 10®* M*.cm™. O resultado foi expresso em unidade lactonase, a
qual corresponde a 1 pumol de DHC hidrolisado por minuto, por
miligrama de proteina.

4.2.12 Determinacdo das proteinas totais nas células THP-1,
mondcitos e macréfagos

As proteinas totais foram determinadas segundo o método de
Bradford (1976), utilizando a albumina bovina como padrdo. Aliguotas
dos lisados celulares (50 pL) foram adicionadas em 1 mL de azul de
Coomassie e mantidas em ambiente escuro, & temperatura ambiente, por
5 min e a leitura da absorbéncia foi realizada em 595 nm.

4.2.13 Atividade arilesterase da enzima paroxonasel (PON1) no
plasma

A atividade arilesterase da enzima PON1 no plasma foi
determinada de acordo com o método descrito por Gan e colaboradores
(1991). A reacdo foi iniciada com a adi¢do de 20 pL de plasma diluido,
em 2 mL de tampdo Tris HCI 20 mmol/L, pH 8,0, contendo CaCl, 1
mmol/L e acetato de fenila 1 mmol/L, usado como substrato. A cinética
da reagdo de formagdo do fenol foi monitorada durante 2 min, em
comprimento de onda de 270 nm, a 25 °C. Para corrigir a hidrélise
espontanea do substrato foi incluido um branco na reacdo. Para o
calculo da atividade, considerou-se o coeficiente de absortividade molar
de 1,31 x 10° M™.cm™. O resultado foi expresso em U/mL, sendo que
uma unidade arilesterase corresponde a 1 pumol de acetato de fenila
hidrolisado por minuto, por mililitro de plasma.

4.2.14 Atividade lactonase da enzima PON1 no plasma

A atividade lactonase da PON1 no plasma foi medida de acordo
com a metodologia descrita por Rock e colaboradores (2008). A reacdo
foi iniciada com a adicdo de 60 pL de plasma em 1 mL de tampé&o Tris-
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HCI 50 mmol/L, pH 8,0, contendo CaCl, 1 mM e DHC 1 mmol/L,
usado como substrato. A reacdo de hidrélise foi acompanhada por 1
min, a 25 °C, em comprimento de onda de 270 nm. Para o célculo da
atividade, considerou-se o coeficiente de absortividade molar () do
DHC em 270 nm de 1,295 x 10° M™.cm™. O resultado foi expresso em
U/mL, sendo que uma unidade de atividade lactonase é equivalente a
hidrélise de 1 pmol de DHC por minuto, por mililitro de plasma.

4.2.15 Analise Estatistica

A estatistica descritiva foi apresentada na forma de média e
desvio-padrdo ou erro padrdo da média, enquanto os dados categoricos
estdo apresentados na forma de freqliéncia absoluta e relativa. O nimero
de participantes do estudo foi baseado em estudos semelhantes descritos
na literatura (ROSENBLAT et al., 2004; ROCK et al., 2008; BOESCH-
SAADATMANDI et al., 2009). O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado
para avaliar a normalidade das variaveis continuas e, quando necessario,
utilizou-se a transformacéo logaritmica dos dados. Aos dados com
distribuicdo gaussiana, aplicou-se o teste t pareado de Student para
detectar as diferencas temporais do consumo da erva-mate ou de agua
(comparagdes intra-grupos) e a analise de variancia (ANOVA one way)
e teste complementar de Student-Newman-Keuls para as comparagdes
inter-grupos. Nos dados que apresentaram distribuicdo ndo-gaussiana
foi utilizado o teste de Wilcoxon (Wilcoxon Signed Rank Test) para
comparagdes intra-grupos e a Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks e teste
complementar de Dunn para comparacdes inter-grupos. As variaveis do
estudo in vitro foi aplicado o teste t de Student ou o teste de Mann-
Whitney para dados com distribuicdo normal ou ndo gaussiana,
respectivamente. Para detectar as diferencas entre as varidveis
categéricas foi aplicado o teste de qui-quadrado (x°). Para todas as
andlises, foi considerado o nivel de significancia menor ou igual a 5% e
utilizou-se o software Statistical Package for Social Science (SPSS),
versdo 12.0, para o tratamento estatistico dos dados.
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5 RESULTADOS

51  ANALISE DO CONTEUDO DE FENOIS TOTAIS, ACIDO
CLOROGENICO E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DA ERVA-
MATE

Os resultados referentes ao teor de fenois totais e &cido
clorogénico e a capacidade antioxidante total presentes nas infusdes de
erva-mate verde e tostada, preparadas na propor¢do de 50 mg/mL e 20
mg/mL, respectivamente, estdo representados na Tabela 1. As
determinacGes foram feitas em duplicata em 8-10 diferentes infusdes
(extragdes). Como é possivel observar, com base no mesmo volume das
bebidas, a erva-mate verde contém maior concentracdo de fendis totais e
acido clorogénico e, por conseqiiéncia, maior capacidade antioxidante,
do que a erva-mate tostada (aproximadamente 2-3 vezes para as trés
variaveis; p < 0,001). Os extratos secos de erva-mate verde ou tostada,
0s quais foram usados nos estudos in vitro, também contém quantidades
diferentes de fendis totais e acido clorogénico (cerca de 10% a mais no
extrato de mate verde em relacdo ao mate tostado), porém isto ndo foi
suficiente para modificar a capacidade antioxidante total dos extratos.

Tabela 1- Conteudo de fendis totais, acido clorogénico e capacidade
antioxidante total da erva-mate.

Erva-Mate Fenois Totais Acido CAT (FRAP)
Clorogénico®
Infuséo (mg/mL) (mg/mL) (wmol/L)
Verde 4,78 £0,12 0,695 + 0,04 22,8+1,09
Tostada 1,25 + 0,04* 0,121 +0,01* 6,9 £ 0,25*
Extrato Seco (mg/qg) (mg/g) (wmol/g)
Verde 304,5+0,01 39,8+59 1,5+0,07
Tostado 271,9 £0,01* 35,9 + 4 5* 1,5+0,05

Os resultados estdo expressos em média * erro-padrdo de 8-10 determinacgdes
de diferentes extragdes, em duplicata. *p < 0,001 comparado a erva-mate verde.
CAT = Capacidade antioxidante total; FRAP = Ferric reducing antioxidant
potential. 'Quantificacdo feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) pela aluna Fernanda de Andrade e supervisdo do Prof. Dr. Marcelo
Maraschin do CCA-UFSC.
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52 ESTUDOQOS IN VITRO

5.2.1 Efeito da erva-mate na expressdo génica da enzima PONZ2 in
vitro

Os macrofagos THP-1 foram incubados na auséncia (controle)
ou na presenca de concentragdes crescentes de erva-mate verde ou
tostada (1 — 10 uM fendis totais equiv. acido clorogénico) e a expresséo
génica da enzima PON2 foi quantificada. Somente as concentragdes
menores de erva-mate (1 e 3 puM) foram efetivas no aumento da
expressdo génica da PON2. Na presenca de 1 uM de erva-mate verde ou
tostada houve elevacdo da expressdo génica em 6,1 e 8,5%,
respectivamente (p < 0,05; Figs. 1 e 2). Com a adi¢do de 3 uM de erva-
mate foi observado aumento na expressao génica da PON2 somente com
a erva-mate tostada, em 4,7% (p < 0,05).

0.95
* [__]Erva-Mate Verde
* % | I Erva-Mate Tostada
0.90 -
0.85

\K

0.754

paan 1N 1N 1N I8 |
X 1 3 5 10
Adicdo de Erva-Mate (uM)

Expressdo RNAm PON2/GAPDH
em Macrofagpos THP-1

Figura 1 — Efeito da adicdo de erva-mate verde ou tostada na expressao génica
da enzima PON2 em macréfagos THP-1, apés 24 h. Os resultados estdo
expressos como média + erro-padrao (n=4). *p < 0,05 comparado ao controle (0

HM).
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Figura 2 — Expressédo génica da enzima PON2, em macréfagos THP-1, ap6s 24
h de incubagdo com erva-mate verde (A) ou erva-mate tostada (B).

Na tentativa de verificar a participacdo de um dos principais
compostos fendlicos da erva-mate, ou de seu metabdlito plasmatico, no
aumento da expressao génica da enzima PON2, as células THP-1 foram
incubadas por 24 h com o &acido clorogénico e com o &cido caféico.
Pelos resultados apresentados nas Figuras 3 e 4 pode-se observar que
somente o 4cido clorogénico promoveu aumento na expressdo da PON2
nas concentracbes 1 e 3 uM (cerca de 6,7% e 5%, respectivamente; p <
0,05). Além disso, o acido clorogénico na concentracdo de 10 uM ¢ o
acido caféico nas concentragdes de 3, 5 e 10 puM modularam
negativamente a expressdo génica da PON2 (p < 0,05).
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Figura 3 — Efeito do acido clorogénico e do acido caféico na expressdo génica
da enzima PON2 em macrdfagos THP-1, ap6s 24 h. Os resultados estdo
expressos como média + erro-padréo (n=4). *p < 0,05 comparado ao controle.
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Figura 4 — Expressdo génica da enzima PON2, em linhagem de macrdfagos
THP-1, ap6s 24 h de incubacdo com o acido clorogénico (A) ou com o acido
caféico (B).
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5.2.2 Efeito da erva-mate na atividade da enzima PON2 em
macréfagos THP-1 in vitro

Os resultados da atividade arilesterase e lactonase nas células
THP-1 incubadas com a erva-mate verde ou tostada estdo representados
na Figura 6. A adigdo de erva-mate verde nas concentra¢des de 3,5 e 10
UM equiv. acido clorogénico promoveu elevagdo significativa na
atividade arilesterase da PON2 de 230% (ou 3,3 vezes), 48% e 74%,
respectivamente (Fig. 5A; p < 0,05), enquanto a adi¢do de erva-mate
tostada ndo teve efeito na atividade arilesterase.

Da mesma forma, a adicdo de erva-mate verde nas
concentracdes de 3, 5 e 10 uM equiv. &cido clorogénico aumentou a
atividade lactonase da enzima PON2 nas células THP-1 em cerca de
200% para cada concentracdo (Fig. 5B; p < 0,05). A erva-mate tostada
nas concentragdes de 3, 5 e 10 uM também aumentou a atividade
lactonase, em média, em 175, 185 e 275%, respectivamente (Fig. 5B; p
< 0,05).
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Figura 5 — Atividade arilesterase (A) e lactonase (B) da enzima PON2 em
macréfagos THP-1, 24 h apds a adicdo de erva-mate verde ou tostada. Os
resultados estdo expressos como média * erro-padrdo (n = 4). *p < 0,05
comparado ao respectivo controle (0 uM).
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Os resultados relativos a atividade arilesterase e lactonase da
PONZ2 nos macréfagos THP-1 apds a adicdo do acido clorogénico ou do
acido caféico estdo representados na Figura 6. O &cido clorogénico na
concentracdo de 1 uM elevou significativamente a atividade arilesterase
da PON2 em aprox. 4,2 vezes (ou 325%), enquanto o acido caféico
promoveu elevacdo significativa de 6,3; 13,0 e 8,5 vezes, com as
concentragdes de 3, 5 ¢ 10 uM (Fig. 6A; p < 0,05). Para a atividade
lactonase da PON2 nos macréfagos THP-1 foi possivel observar efeito
positivo dos acidos clorogénico e caféico somente com as maiores
concentragdes. A adicdo do acido clorogénico na concentragcdo de 10
uM  promoveu aumento significativo de 6,2 vezes na atividade
lactonase, enquanto o &cido caféico nas concentracfes 5 e 10 uM elevou
a atividade lactonase da PON2 em 4,6 vezes (360%) e 6,6 vezes (560%),
respectivamente (p < 0,05; Fig. 6B).
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Figura 6 — Atividade arilesterase (A) e lactonase (B) da enzima PON2 em
macréfagos THP-1, 24 h apo6s a adicdo de acido clorogénico ou de acido
caféico. Os resultados estéo expressos como média + erro-padréo (n = 4). *p <
0,05 comparado ao respectivo controle (0 pM).
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53 ESTUDOS IN VIVO

5.3.1 Caracteristicas biodemograficas e clinicas das participantes
do estudo

Vinte mulheres saudaveis, com idade de 26,1 + 7,6 anos e IMC
de 21,8 + 2,8 kg/m? participaram da pesquisa. No entanto, no estudo de
curto prazo, cinco voluntéarias ndo completaram a pesquisa com a erva-
mate verde devido a efeitos colaterais, tais como taquicardia, insbnia,
ansiedade e irritacdo estomacal. Assim, 20 voluntarias participaram
efetivamente do estudo agudo e 15 do estudo de curto prazo com ambos
os tipos de erva-mate. As caracteristicas biodemogréficas e clinicas das
participantes de cada estudo estdo descritas na Tabela 2. Durante os
periodos dos estudos as participantes ndo apresentaram variagdes
significativas no peso corporal e IMC e no grau de sedentarismo.
Aproximadamente 34% das voluntarias eram sedentarias, ndo
praticando nenhum tipo de atividade fisica. Como também pode ser
observado, ndo houve diferenca nos parametros bioquimicos das
participantes das diferentes fases do estudo e, inclusive, os parametros
do perfil lipidico e glicémico encontram-se dentro da faixa desejavel ou
de valores de referéncia, confirmando os critérios de incluséo.
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Tabela 2- Caracteristicas biodemograficas e clinicas das participantes
no inicio do estudo.

Estudo Agudo Estudo de Curto Prazo
Erva-mate verde Erva-mate Erva-mate
ou tostada verde tostada

Participantes (n) 20 15 20
Idade (anos) 26,3+7,8 26,8 + 8,7 26,3+7,8
Peso (kg) 58,4 +£8,9 59,4 £9,6 57,3£9,0
IMC (kg/m?) 219+28 22029 216+27
Sedentarismo (n) 7 (35%) 5 (33,3%) 7 (35%)

Colesterol Total 16051288 | 1588348 1603244

(mg/dL)

HDL-colesterol

(/L) 54.6 + 13 58,2 + 13,1 537+118
LDL-colesterol 67,5+21,9 76,2 + 34,2 715 +17.4
(mg/dL)

Triglicérides 84,4 + 32 792 +34,2 72,1+ 34,8
(mg/dL)

Glicose (mg/dL) 78,4 %39 73,531 722+56

Os resultados estdo expressos como média + desvio-padrdo. n = nimero de
participantes; IMC = Indice de massa corporal.

As participantes foram questionadas sobre o habito de consumir
erva-mate ou outras fontes de alimentos antioxidantes e os resultados
estdo descritos na Tabela 3. Em torno de 60% das participantes tinha o
habito de consumir erva-mate verde ou tostada, pelo menos uma vez na
semana. Essa ingestdo foi suspensa 30 dias antes do inicio do estudo. As
participantes também tinham o habito de de consumir café, chas de
Camellia sinensis ou de frutas, chocolate, suco, 6leo de oliva e frutas
citricas, pelo menos uma vez na semana. Os resultados referentes a
ingestdo de vinho e de frutas oleaginosas, como castanha-do-Par4,
castanha de caju, améndoas e nozes, se referem ao consumo de pelo
menos uma vez ao més.



Tabela 3 — Habitos alimentares das participantes.
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Estudo Agudo Estudo de Curto Prazo
Erva-mate  Erva-mate Erva-mate Erva-mate
verde tostada verde tostada
n (%) n (%) n (%) n (%)
Erva-mate® 12 (60)  13(61,9) 9 (60) 12 (60)
Café' 19 (95)  19(905) | 14(933) 19 (95)
Chas' 17(85)  18(857) | 13(86,7) 16 (80)
Chocolate’ 19(95)  20(952) | 14(9323) 19 (95)
Sucos’ 19 (95)  20(952) | 14(9333) 19 (95)
Oleo de oliva’ 14 (70)  15(71,4) | 11(73,3) 14 (70)
Frutas citricas’  17(85)  18(85,7) | 13(86,7) 18 (90)
gfe?ge?ntgzasz 8(40)  9(423) | 7(467) 9 (42,9)
Vinho? 5 (25) 5 (23,8) 3 (20) 5 (25)

Os resultados estdo expressos como frequéncia (n) e percentagem (%) dos
participantes. ‘Consumo semanal; “Consumo mensal. N&o houve diferencas
significativas entre os diferentes grupos.

O consumo alimentar das participantes no dia anterior ao inicio
de cada fase do estudo (periodo basal) foi avaliado através do registro
alimentar. Posteriormente, foi analisado o valor calérico e o consumo de
carboidrato, proteina e gordura, assim como a ingestdo de algumas
vitaminas antioxidantes (Tabela 4). O valor caldrico total (VCT),
carboidrato e lipidio ndo apresentaram diferencas nos trés periodos. No
entanto, o consumo de proteinas foi significativamente maior no dia
anterior ao consumo da infusdo de erva-mate tostada em comparacéo ao
periodo controle. A ingestdo de vitamina E foi abaixo do recomendado
pelas DRIs (15 mg/d), assim como também o consumo de vitamina C
(DRIs = 75 mg/d) durante o periodo de ingestdo da erva-mate tostada.
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Tabela 4 — Composicdo da dieta das voluntarias do dia prévio ao
periodo basal.

Controle Erva-mate Erva-mate
Verde Tostada
VCT (kcal) 1914,2 +295,1 2027,3+476,1 1901,8 +325,2
Carboidrato (%) 57+7,6 55,6 +9,6 47,8 +10,2
Proteina (%) 124+3,4 14,4+ 3,8 19,9+2,6°
Lipidio (%) 30,6 £5,1 30+£5,7 32,3+3,7
Vitamina E (mg) 8,79+21 12,3+1,9 12,1+1,8

Vitamina C (mg) 98,5+ 28,7 143,1 + 57,8 67,1164
Os resultados estdo expressos como média e desvio-padrao. VCT, valor calérico
total. *p < 0,05 comparado ao periodo controle.

5.3.2 Efeito da ingestdo aguda de erva-mate na expressao génica
da PON2 em mondcitos

Os resultados da expressdo génica da enzima PON2 antes e 2 h
apos a ingestdo de erva-mate verde ou tostada ou de agua (controle) estao
apresentados na Figura 7 e 8. Pode-se observar aumento significativo na
expressao génica apos a ingestdo da erva-mate verde em comparagao ao
respectivo basal e ao grupo controle (cerca de 6%; p < 0,05). A ingestdo
de erva-mate tostada também aumentou significativamente a expressao da
PON2 (aprox. 3,5%; p < 0,05). Por outro lado, a ingestdo de agua nao
modificou a expressdo da enzima. Quando os resultados foram
comparados intergrupos, houve diferenga significativa entre erva-mate
verde e o0 grupo controle, 2 h apos a ingestdo das bebidas (p < 0,05; Fig.
7). Os dois tipos de erva-mate ndo apresentaram diferenca significativa
entre si, nem tampouco os periodos basais.
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Figura 7 — Expressdo génica da enzima PON2 em mondcitos do sangue
periférico obtidos antes (basal) e 2 h apds a ingestdo de 500 mL de agua
(controle) ou 500 mL de erva-mate verde ou tostada. Os resultados estdo
expressos como média * erro-padrdo (n = 20). *p < 0,05 comparado ao
respectivo basal; °p < 0,05 comparado com o grupo controle (dgua).

PON2

GAPDH m

Basal 2h Basal 2h Basal 2h
Agua Verde Tostada

Figura 8 — Expressdo génica da enzima PON2 em mondcitos obtidos antes
(basal) e 2 h apds a ingestdo de 500 mL de agua (controle) ou 500 mL de erva-
mate verde ou tostada.
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5.3.3 Efeito da ingestdo aguda de erva-mate na atividade da PON2
em monocitos

Os resultados da atividade da enzima PON2 em mondcitos
obtidos 2 h apds a ingestdo de erva-mate estdo apresentados na Figura 9.
A ingestdo das infusbes de erva-mate verde promoveu elevagédo
significativa de aproximadamente 60% na atividade arilesterase da
PONZ2 em relacdo ao basal e ao grupo controle (p = 0,05), cuja ingestédo
de &gua ndo modificou significativamente a atividade da PON2. Da
mesma forma, o consumo de 500 mL de infusdo de erva-mate tostada
elevou a atividade arilesterase da PON2 em cerca de 30%, porém sem
atingir diferenca significativa (Fig. 9A). Vale destacar, no entanto, que
11 das 20 participantes que ingeriram a erva-mate tostada apresentaram
aumento de 85%, em média, na atividade arilesterase da PON2 em
relacdo ao periodo basal (p < 0,05).

A atividade lactonase da PON2 também apresentou aumento de
aproximadamente 40 e 85% nos mondcitos apos a ingestdo das infusdes
de erva-mate verde (diferenga ndo significativa) e tostada (p = 0,05),
respectivamente (Fig. 9B). Apesar da auséncia de diferenca significativa
apos a ingestdo da erva-mate verde, foi observado que 10 dos 20
participantes apresentaram elevacdo de 95%, em média, na atividade
lactonase da PON2 apés o consumo do mate verde (p < 0,05).
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Figura 9 — Efeito da ingestdo aguda de 500 mL de erva-mate verde ou tostada
ou 500 mL de agua (controle) na atividade arilesterase (A) e lactonase (B) da
enzima PON2 em mondcitos obtidos 2 h ap6s as ingestdes das bebidas. Os
resultados estdo expressos como média + erro-padrdo em relagdo ao periodo
basal (antes das ingestdes). *p = 0,05 comparado ao grupo controle; °p = 0,05
comparado ao respectivo basal.
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5.3.4 Efeito da ingestdo aguda de erva-mate na atividade da PON1
no plasma

A atividade da enzima PONL1 foi igualmente determinada
utilizando-se os substratos acetato de fenila (atividade arilesterase) e
dihidrocumarina (atividade lactonase) no plasma. Pode-se observar que
houve tendéncia de aumento na atividade arilesterase apds 0 consumo
de 4gua (5,8%) e da erva-mate verde (12,4%) e aumento significativo
apos a ingestdo da infusdo de erva-mate tostada (16,5%; p < 0,05), em
relacdo aos valores basais (Fig. 10A).

A ingestdio aguda de erva-mate verde aumentou
significativamente a atividade lactonase da PON1 em 84% em relagédo
ao respectivo basal e ao controle (p < 0,05), enquanto a erva-mate
tostada promoveu elevagdo de 63,5% na atividade, com diferenca
significativa em relagdo ao controle (Fig 10B).
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Figura 10 — Efeito da ingestdo aguda de erva-mate verde ou tostada ou de agua
(controle) na atividade arilesterase (A) e lactonase (B) da enzima PONL1 no
plasma. Os resultados estdo expressos como média + erro-padrdo. *p < 0,05
comparado ao respectivo basal. ® p < 0,05 comparado ao grupo controle.
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5.3.5 Efeito da ingestdo de erva-mate por sete dias na expressao
génica da PON2 em mondcitos e macrofagos

Os resultados apresentados na Figura 11 e 12 mostram o efeito
da ingestdo de erva-mate verde ou tostada ou de agua (controle) por sete
dias na expressdo génica da enzima PON2 nos mondcitos do sangue
periférico. A ingestdo da erva-mate verde ou tostada aumentou a
expressdo génica da PON2 em comparacdo ao respectivo basal (13% e
13,5%, respectivamente; p < 0,05), e em relacdo ao grupo controle, apds
a ingestdo de agua (p < 0,05). Por outro lado, a ingestdo de agua ndo
modificou a expressdo da enzima.
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Figura 11 — Expressdo génica da enzima PON2 em mondcitos obtidos antes
(basal) e ap6s 7 dias da ingestdo diaria de 1 L de agua ou 1 L de erva-mate
verde ou tostada. Os resultados estdo expressos como média + erro-padrao. *p <
0,05 comparado ao respectivo basal; 8 p < 0,05 comparado ao grupo controle.
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Figura 12 — Expressdo génica da enzima PON2 em mondcitos obtidos antes
(basal) e ap6s 7 d da ingestdo diaria de 1 L de agua (controle) ou de 1 L de erva-

mate verde ou tostada.

A ingestdo da infusdo de erva-mate verde ou tostada também
aumentou a expressao génica da PON2 nos macrdfagos derivados de
mondcitos, tanto em relacdo ao respectivo basal como em comparacao
ao grupo controle, com elevacdo de aproximadamente 7% (Fig. 13).
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Figura 13 — Expressdo génica da enzima PON2 em macrdfagos derivados de
monocitos obtidos antes (basal) e ap6s 7 dias da ingestdo diaria de 1 L de agua
(controle) ou 1 L de erva-mate verde ou tostada. Os resultados estdo expressos
como média + erro-padrédo. *p < 0,05 comparado ao respectivo basal; § p < 0,05

comparado ao grupo controle.
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Figura 14 — Expressdo génica da enzima PON2 em macréfagos derivados de
mondcitos obtidos antes (basal) e apds 7 d da ingestdo de agua ou erva-mate
verde ou tostada.

5.3.6 Efeito da ingestdo didria de erva-mate durante sete dias na
atividade da PON2 em mondcitos e em macréfagos

No estudo de curto prazo (sete dias), a ingestao das infusdes de
erva-mate verde ou tostada ndo promoveu aumento significativo na
atividade arilesterase da PON2 nos mondcitos e nos macréfagos
derivados de mondcitos, provavelmente devido a grande dispersdao dos
dados (Fig. 15). No entanto, pode-se observar tendéncia de aumento na
atividade arilesterase nos mondcitos e macréfagos apds a ingestdo das
infusdes de erva-mate verde (45 e 68%, respectivamente) ou tostada (32
e 27%, respectivamente) em relagdo ao periodo basal, enquanto a
ingestdo de agua (controle) promoveu tendéncia de diminuicdo da
atividade. Além disso, para 11 das 20 participantes que ingeriram a
erva-mate verde ou tostada houve aumento significativo de 92%, em
média, na atividade arilesterase da PON2 nos mondcitos. Enquanto oito
e 11 participantes que consumiram erva-mate verde ou tostada
apresentaram elevacéo significativa de 80 e 135%, respectivamente, na
atividade arilesterase nos macrofagos (p < 0,05).

A atividade lactonase nos mondcitos aumentou em cerca de
40%, em média, somente apds a ingestdo da erva-mate tostada, embora
sem atingir diferenca significativa. Porém, nove dentre 20 participantes
tiveram aumento significativo de 120% (p < 0,05). Os resultados
referentes & atividade lactonase da PON2 nos macréfagos foram
inconclusivos devido a problemas metodolégicos (resultados néo
mostrados).
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Figura 15 — Efeito do consumo diario de 1 L de erva-mate verde ou tostada ou
de agua (controle), durante sete dias, na atividade arilesterase da enzima PON2
em mondcitos e macrofagos derivados de mondcitos. Os resultados estéo
expressos em média + erro-padréo.

5.3.7 Efeito da ingestdo de erva-mate por sete dias na atividade da
PONL1 no plasma

A ingestdo da infusdo de erva-mate verde ou tostada durante
sete dias ndo modificou a atividade arilesterase no plasma (dados nédo
mostrados). No entanto, a erva-mate verde promoveu aumento
significativo de 101% na atividade lactonase da PON1 no plasma,
enquanto a erva-mate tostada elevou a atividade em 92% em relacdo ao
basal ou 120 e 112%, respectivamente, em relacdo ao controle (p < 0,05;
Fig. 16). Além disso, a ingestdo de 4agua (controle) promoveu
diminuicdo significativa de 20% na atividade lactonase da PONL1.
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Figura 16 - Efeito da ingestdo diaria de 1 L de agua (controle) ou de 1 L de
erva-mate verde ou tostada, durante sete dias, na atividade lactonase da enzima
PONL1 no plasma. Os resultados estdo expressos como média + erro-padrdo. *p
< 0,05 comparado ao respectivo basal. p < 0,05 comparado ao grupo controle.
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6 DISCUSSAO

A erva-mate (llex paraguariensis) € a matéria prima para o
preparo de bebidas popularmente consumidas em varios paises da
América do Sul. Considera-se que o elevado consumo de chimarrdo seja
a causa da relativa baixa incidéncia de doengas cardiovasculares na
populacdo do Rio Grande do Sul (BRASIL, 2008) e do Uruguai
(FERREIRA et al., 1997), apesar da ingestdo elevada de dieta rica em
gordura saturada e colesterol. Os mecanismos bioquimicos sugeridos
para este potencial efeito anti-aterosclerético da erva-mate vém sendo
estudados e os efeitos antioxidante, hipocolesterolémico e vasorelaxante
podem estar dentre 0s mais provaveis.

A capacidade antioxidante da erva-mate foi uma das primeiras
atividades biolOgicas descritas para a planta na literatura cientifica e
vem sendo demonstrada desde meados dos anos 1990, quando Gugliucci
e Stahl relataram em seu estudo pioneiro que o extrato aquoso de llex
paraguariensis inibiu a oxidacdo da LDL in vitro (GUGLIUCCI,
STAHL, 1995). Seguidamente, diversos autores continuam a reportar a
elevada atividade antioxidante de llex paraguariensis utilizando varios
sistemas in vitro, ex vivo e in vivo e por diferentes mecanismos, como
seqliestro de radicais livres, inibicdo de radicais lipidicos e aumento da
atividade de enzimas antioxidantes, dentre outros (revisado por
BASTOS et al., 2007; HECK; DE MEJIA, 2007; BRACESCO et al.,
2010). De particular importancia é o aumento da atividade da enzima
antioxidante PON1 plasmatica ap6s a ingestao aguda de infuséo de erva-
mate (MENINI et al., 2007). Mais recentemente, e na mesma linha de
investigacdo, observamos que o consumo prolongado de erva-mate
também elevou a atividade da PON1 em individuos dislipidémicos
(MORAIS, 2009; BOAVENTURA, 2010).

No entanto, até o presente momento, ndo existem estudos
relacionando a erva-mate com a PON2, isoforma intracelular da enzima
paroxonase. Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar o potencial da
erva-mate em modular a expressao génica e/ou a atividade da enzima
PON2 in vitro, em macr6fagos da linhagem THP-1, e in vivo, em
mondcitos do sangue periférico e macréfagos derivados de mondcitos
obtidos ap6s a ingestdo aguda ou por sete dias de infusdes de erva-mate
verde (tipo chimarrdo) ou tostada (ch4 mate) por mulheres saudaveis.
Com base nos resultados do presente estudo, estamos demonstrando
pela primeira vez que a erva-mate e o 4cido clorogénico, seu principal
composto fendlico constituinte, podem aumentar a expressdo do RNAm
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da PON2 e a atividade da enzima em macr6fagos in vitro, enquanto o
acido caféico — metabdlito do acido clorogénico no plasma — néo teve
efeito na expressdo génica, porém aumentou a atividade da enzima.
Além disso, e mais importante, a ingestdo de infusGes de erva-mate
também elevou a expressao génica e a atividade da PON2 em mondcitos
e macrofagos de mulheres saudaveis in vivo.

O extrato aquoso, ou infusdo, de erva-mate contém indmeros
compostos fendlicos antioxidantes, principalmente derivados cafeoil-
quinicos — como o acido clorogénico — e polifendis, e apresenta,
inclusive, atividade antioxidante mais potente que o vinho tinto ou que
0s chas verde e preto (BIXBY et al., 2005; CAMPOS; SCOBAR; LISSI,
1996). Os extratos de erva-mate utilizados no presente estudo in vitro
contém cerca de 280 mg/g de fendis totais e 37 mg/g de é&cido
clorogénico, enquanto as infusGes de erva-mate verde e tostada
ingeridas pelas participantes contém, respectivamente, 4,8 e 1,25
mg/mL de fendis totais e 0,70 e 12,0 mg/mL de &cido clorogénico
(Tabela 1). A biodisponibilidade do é&cido clorogénico em seres
humanos néo esté totalmente elucidada. Porém, de acordo com Olthof,
Hollman e Katan (2001), cerca de um terco do &cido clorogénico
ingerido é absorvido no intestino delgado e o restante atinge o colon,
onde enzimas bacterianas hidrolisam o acido clorogénico a acido caféico
e acido quinico, sendo que o acido caféico ¢é altamente absorvido. Apds
a ingestdo de café, bebida rica em 4acido clorogénico, Monteiro e
colaboradores (2007) detectaram a presenca de acido clorogénico e de
seus isdmeros no plasma, indicando sua absor¢do e metabolismo. Por
outro lado, outros autores relataram que o acido caféico foi o Unico
acido fenolico encontrado no plasma depois da ingestdo de café
(NARDINI et al., 2002). Dessa forma, além dos extratos de erva-mate,
também investigamos neste trabalho os efeitos dos acidos clorogénico e
caféico na modulacdo e atividade da PON2.

No estudo in vitro, a incubagdo dos macréfagos THP-1 com os
extratos de erva-mate verde ou tostada nas menores concentragdes
avaliadas, 1 ¢ 3 pM de fenois totais (ou 0,8 e 2,4 pg/mL), provocou
aumento na expressdo do RNAm da enzima PON2, com elevagdes
pequenas, porém significativas, de aproximadamente 5 a 8,5% (Figs. 1 e
2). No entanto, é interessante notar que o efeito positivo na expressdo
génica ndo foi dependente da concentracdo de erva-mate utilizada,
apresentando, inclusive, tendéncia & diminuicdo desta expressdo com as
concentra¢des mais elevadas, 5 e 10 uM. Resultados semelhantes foram
observados com a adi¢do de &cido clorogénico ao meio de cultura dos
macrofagos, enquanto a adi¢do de 1 uM de acido caféico apresentou
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efeito nulo e, até mesmo, nas concentragdes de 3, 5 e 10 uM houve
inibicdo significativa da expressdo da PON2 (Figs. 3 e 4). Dessa forma,
embora néo tenhamos avaliado o efeito dos demais compostos fenélicos
da erva-mate, podemos concluir que o 4&cido clorogénico teve
participacdo importante na modulagéo da expressdo do RNAm da PON2
em macrofagos THP-1 pela erva-mate, promovendo elevacdo em
concentragdes menores e sendo responsavel, pelo menos em parte, pela
tendéncia a reducdo da expressdo génica quando quantidades elevadas
de mate foram utilizadas. N&do foram observadas diferencas
significativas em relacdo ao tipo de erva-mate, verde ou tostada.

Corroborando os nossos resultados, outros autores reportaram que
0 suco de roma, rico em compostos fenolicos antioxidantes, ou o
flavonoide quercetina aumentaram a expressao génica da PON2 em
macréfagos murinos in vitro (SHINER; FUHRMAN; AVIRAM, 2007,
BOESCH-SAADATMANDI et al., 2009). Porém, contrario em parte
aos resultados aqui apresentados, Shiner, Fuhrman e Aviram (2007)
também demonstraram que o efeito de indugdo da expressdo foi
dependente da dose do extrato vegetal (até 50 uM de polifendis totais) e,
inclusive, com maior grau de elevacdo na expressdo génica. Estas
diferencas podem ser devidas aos tipos de células utilizadas nos varios
estudos e/ou as caracteristicas estruturais dos diferentes constituintes
guimicos presentes nos extratos vegetais. Além disso, considerando a
gama de diferentes compostos presentes na erva-mate (BASTOS et al.,
2007; HECK; DE MEJIA, 2007), ndo se pode descartar a possibilidade
de que alguns constituintes, quando presentes em alta concentra¢do no
sistema, exercam efeitos inibitorios na expressdo do RNAm da PON2.
Este poderia ser o caso para 0 acido caféico, cujo teor na erva-mate é
relativamente baixo (MORAIS et al., 2009), e que, em concentraces
elevadas, inibiu a expressdo génica da PON2 in vitro (Figs. 3 e 4).
Boesch-Saadatmandi et al. (2009) também reportaram que a adi¢do do
flavondide quercetina na concentragdo de 20 pM ndo aumentou a
expressdo da PON2 em macrdéfagos em relacdo a concentracdo de 10
pM.

A adicdo dos extratos de erva-mate verde ou tostada e dos &cidos
clorogénico ou caféico ao meio de cultura dos macréfagos THP-1
também promoveu aumento na atividade da PON2 (Figs. 5 e 6).
Geralmente, tal elevacdo foi condizente com o aumento na expressao do
RNAm verificado com as concentragbes de 1 e 3 UM de mate ou dos
acidos fenolicos, embora diferencas significativas nem sempre foram
observadas, provavelmente devido a variacdo dos dados. Resultados
semelhantes aos nossos foram descritos nos estudos com suco de romd e
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quercetina (SHINER; FUHRMAN; AVIRAM, 2004; SHINER;
FUHRMAN; AVIRAM, 2007; BOESCH-SAADATMANDI et al.,
2009). Porém, curiosamente as concentragcBes maiores de mate ou dos
acidos fendlicos (5 e 10 uM), as quais apresentaram efeito nulo ou
negativo na expressdo génica, também foram efetivas na elevacdo da
atividade da PON2. No presente estudo, outros mecanismos de
regulacdo da atividade da PON2 além da expressdo do RNAmM nao
foram avaliados, porém é possivel sugerir que a elevacdo da atividade
da PON2 pela erva-mate ou pelos &cidos fendlicos nas maiores
concentracgdes, particularmente o acido caféico, pode ter sido através da
estabilizacdo da proteina PON2, ou através do aumento da taxa
translacional, mas néo pelo aumento na expressdo do RNAm da PON2.

A atividade da PON2 foi avaliada com dois substratos, acetato de
fenila e dihidrocumarina, caracterizando-se como atividade arilesterase
e lactonase, respectivamente. Em geral, as duas atividades foram
moduladas diferentemente pelos dois tipos de extratos ou de infusdo de
mate. Por exemplo, a erva-mate verde foi capaz de aumentar
principalmente a atividade arilesterase, enquanto a erva-mate tostada
teve maior efeito na atividade lactonase da PON2 de macréfagos THP-1
(estudo in vitro) e de monécitos e macréfagos derivados de mondcitos
(estudo in vivo). Semelhante a erva-mate, no estudo in vitro o acido
clorogénico ndo aumentou a atividade arilesterase da PON2, exceto na
concentracdo de 1 pM — a qual também aumentou a expressdo do
RNAm — mas verificou-se elevagdo na atividade lactonase com 10 pM
de &cido clorogénico. No momento, ndo temos explicagdes para estas
diferencas entre o mate verde e o tostado em relagdo aos substratos da
PON2, inclusive porque as eventuais diferencas na concentracao e tipo
de constituintes quimicos dos dois tipos de mate ndo foram totalmente
esclarecidas. Segundo Shiner, Fuhrman e Aviram (2007), os diferentes
efeitos de varios compostos fenolicos na regulacdo da atividade da
PON2 podem ser devido as diferengas nas suas estruturas moleculares
ou na via de sinalizacdo celular que eles ativam. Com base em nossos
resultados preliminares podemos acrescentar que, além das diferencas
estruturais, a regulacdo da atividade da PON2 também parece ser
dependente da concentracdo dos constituintes quimicos no sistema.
Porém, estudos adicionais deverdo ser conduzidos com o objetivo
especifico de explicar os mecanismos de acdo da erva-mate e de seus
compostos constituintes na regulacdo da expresséo génica e da atividade
da PONZ2, inclusive a importancia da atividade antioxidante da erva-
mate, a qual foi confirmada por ensaios in vitro (Tabela 1).
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Considerando que os extratos de erva-mate verde ou tostada
aumentaram a expressdo do RNAmM e a atividade da PON2 em
macréfagos THP-1 in vitro, avaliamos se esses efeitos poderiam
igualmente ocorrer em seres humanos apds a ingestdo aguda (2 h) ou
por curto prazo (7 dias) das infusbes de erva-mate. Vinte mulheres
jovens e saudaveis aceitaram participar da pesquisa e, portanto, no
presente estudo ndo temos resultados dos efeitos da erva-mate na
expressdo e atividade da PON2 em homens. Porém, em estudos
anteriores foi observado que a ingestdo da erva-mate modulou a
atividade plasmatica da PONL1 igualmente em homens e mulheres
(MORAIS, 2009; BOAVENTURA, 2010).

O consumo agudo de 500 mL de erva-mate verde ou tostada
pelas participantes aumentou a expressao génica da enzima PON2 nos
monacitos do sangue periférico, sendo significativa ap6s a ingestdo da
infuso de erva-mate verde, em aproximadamente 6%, em relagdo ao
periodo basal ou ao grupo controle ap6s a ingestdo de agua. A ingestdo
da erva-mate tostada também promoveu pequena, porém significativa,
elevacdo de 3,5% em relacdo ao periodo basal (Figs. 7 e 8). Este
aparente maior efeito da erva-mate verde na expressdo do RNAm da
PON2 em relagdo a erva-mate tostada, embora sem diferenca
significativa, pode ser devido a menor concentragdo de fendis totais,
incluindo do &cido clorogénico, na infusdo de mate tostado (Tabela 1).
Considerando a ingestdo de 500 mL de infusdo, as participantes
consumiram 2,4 g de fendis totais com o mate verde e 0,62 g com o
tostado. Semelhante ao estudo in vitro, a ingestéo das infusGes de erva-
mate também aumentou significativamente a atividade da PON2 nos
mondcitos. Mais especificamente, a erva-mate verde promoveu elevacao
de 60%, em média, na atividade arilesterase, enquanto o mate tostado
aumentou a atividade lactonase em 85% (Fig. 9). Entretanto ndo houve
diferenca significativa entre as atividades dos dois tipos de mate,
independente do substrato. Variacdes na regulacdo da atividade da
PONZ2 podem ser explicadas pelas diferencas individuais na absorcéo e
metabolismo dos compostos antioxidantes, como mostradas em estudos
que determinaram o perfil de distribuicdo dos compostos e metabolitos
do acido clorogénico na urina e no plasma humano (MONTEIRO et al.,
2007; NARDINI et al., 1995; NATELLA et al., 2002). De qualquer
maneira e conforme mencionado anteriormente, neste momento nao
temos justificativas para os resultados das especificidades da erva-mate
verde e tostada frente aos diferentes substratos da PON2. Vale notar,
contudo, que o grau de magnitude na elevacdo da atividade da PON2
pela erva-mate foi expressivamente superior & inducéo da expressao do
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RNAmM da enzima, sugerindo a existéncia de mecanismos adicionais
além da expressao génica na regulacdo da atividade, semelhante ao que
foi observado no estudo in vitro.

O consumo das infusdes de erva-mate verde ou tostada por sete
dias também promoveu elevacdes significativas e, inclusive, mais
consistentes na expressdo do RNAm (cerca de 13% para os dois tipos de
mate; Figs. 11 e 12). N&o foi possivel encontrar diferengas significativas
para a atividade da PON2 devido a grande dispersdo dos dados (Fig.
15). Porém, é possivel observar certa tendéncia a elevacdo da atividade
apos a ingestdo das infusbes de erva-mate. Considerando a ingestdo
diaria de 1 L das infusdes, cada participante consumiu diariamente cerca
de 4,8 g de fendis totais e 0,7 g de acido clorogénico com a erva-mate
verde e cerca de 1,2 g de fendis totais e 0,12 g de acido clorogénico com
a erva-mate tostada. E interessante ressaltar que a ingest&o das infusées
durante uma semana eliminou a aparente diferenca entre os dois tipos de
erva-mate observada ap6s a ingestdo aguda, indicando que a
concentragdo dos compostos bioativos na erva-mate tostada, mesmo em
menor teor em comparagdo ao mate verde, foi suficiente para promover
o efeito positivo na indugéo da expressao génica.

Em conjunto, os resultados dos estudos in vivo, agudo e de
curto prazo, confirmaram os achados do estudo in vitro, indicando dessa
forma que os constituintes presentes nas infusGes de erva-mate foram
absorvidos, atingiram a circulacdo e foram captados pelos monécitos
onde exerceram os efeitos regulatorios na PON2. Estes resultados sédo
particularmente importantes, pois até o momento, foi encontrado na
literatura apenas um estudo que tenha avaliado a expressdo génica da
PON2 em mondcitos do sangue periférico de seres humanos (BOESCH-
SAADATMANDI, 2009). Neste estudo foi demonstrado que a ingestdo
do flavondide quercetina, durante uma semana, ndo aumentou a
expressdo do RNAm da PON2, embora tenha promovido este efeito in
vitro. Os autores justificaram a auséncia de efeito in vivo com base na
pequena concentracdo plasmatica da quercetina, devido a baixa absorcédo
e/ou elevado metabolismo do flavonéide (BOESCH-SAADATMANDI,
2009). Embora no presente estudo ndo tenhamos medido os compostos
fendlicos ou os 4&cidos clorogénico e caféico no plasma das
participantes, mas de acordo com a semelhanca dos resultados de ambos
os estudos in vitro e in vivo, principalmente do grau de inducdo da
expressao génica, podemos sugerir que a quantidade diaria ingerida de
acido clorogénico (cerca de 2 mM no mate verde ¢ 0,35 mM no
tostado), o qual foi parcialmente metabolizado a 4&cido caféico
(OLTHOF; HOLLMAN; KATAN 2001; NARDINI et al., 2002;
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MONTEIRO et al., 2007), foi suficiente e responsavel pela inducdo da
expressdo génica e atividade da PON2 nos mondcitos in vivo.
Condizente com os nossos resultados, foi demonstrado recentemente
gue a ingestdo da erva-mate tostada durante uma semana também
promoveu aumento significativo na expressdo génica das enzimas
antioxidantes superdxido dismutase e catalase em leucécitos do sangue
periférico de mulheres saudaveis (MATSUMOTO et al., 2009).

No presente estudo in vivo, verificamos também a expressao e
atividade da PON2 nos macrdfagos derivados dos mondcitos do sangue
periférico, apds a transformacdo em cultivo por sete dias. Os
macrofagos aderentes também apresentaram aumento na expressdo do
RNAm e tendéncia a elevagdo na atividade da PON2 apds a ingestao das
infusdes de erva-mate (Figs. 13 e 15). De acordo com Shiner, Fuhrman
e Aviram (2004), ocorre aumento na expressdo génica da PON2 durante
a diferenciacdo de mondcitos THP-1 a macrofagos pela adicdo de
lo,25-dihidroxivitamina D3. Em nosso estudo, ndo observamos
aumento da expressdo da PON2 durante a transformacdo sem aditivos
dos mondcitos de sangue periférico em macréfagos. De qualquer
maneira, ndo houve diminuicdo da expressdo e durante a diferenciagédo
em macrdfagos praticamente foi mantido o grau de expressdao do RNAm
da PON2. Com base nestes resultados, confirmamos o efeito da erva-
mate verde ou tostada na modulagdo génica da enzima PON2, tanto em
mondcitos como em macrdfagos.

O mecanismo de acdo da erva-mate ou dos acidos clorogénico e
caféico na modulagdo da expressdo génica da PON2 em linhagem de
macréfagos humanos ainda ndo foi descrito. Porém, Shiner, Fuhrman e
Aviram (2007) relataram que o0 suco de roma aumentou a inducdo da
expressdo do RNAm e da proteina PON2 em macré6fagos murinos por
meio da ativacdo do receptor nuclear PPAR-y (peroxisome proliferator-
activated receptor-gamma) e do fator de transcricdo AP-1 (activator
protein 1), o qual estd presente na regido promotora do gene PON2
(SHINER; FUHRMAN; AVIRAM, 2004), favorecendo, desta forma, a
sua expressdo génica. Além disso, foi demonstrando que a ativacdo
transcripcional do gene PON2 em macr6fagos de camundongos é
regulado diretamente pelo complexo “glicococorticoide-receptor de
glicocorticoides”, o qual, por sua vez, pode afetar a ativagdo da AP-1
(LIM; KIM, 2009). Vale notar que o suco de romd induziu a expressao
do RNAmM da PON2 em cerca de oito vezes mais do que o ativador
sintético do PPAR-y, rosiglitazona, indicando que além do PPAR-y a
bebida ativa outros sinalizadores celulares que afetam positivamente a
expressdo da PON2 (SHINER; FUHRMAN; AVIRAM, 2007).
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Considerando que compostos fenélicos, como o acido galico, o
gual também estd presente na erva-mate (MORAIS et al., 2009),
regulam positivamente e ativam a expressdo do PPAR-y (HUANG et al.,
2005; SHINER; FUHRMAN; AVIRAM, 2007), é plausivel considerar
gue esta seja uma via pela qual os compostos fenolicos da erva-mate
também podem aumentar a expressdo do RNAmM da PON2. Porém,
estudos adicionais deverdo ser realizados para esclarecer 0 mecanismo
de acdo da erva-mate e de seus constituintes na inducdo da expressao do
RNAm da PON2.

A ativacdo do PPAR-y por compostos fitoquimicos ja foi relatada
em VArios estudos e, inclusive, o suco de romad e seus principais
constituintes, punicalagina e &cido galico, também estimularam a
expressao da isoforma PON1 em hepat6citos humanos in vitro por meio
desta via (KHATEEB et al., 2010). Mediadores da ativacdo do PPAR-y
incluem a proteina quinase A (PKA), a qual atua diretamente na
adenosina monofosfato ciclica (AMPc) e os autores mostraram que a
ativacdo desta cascata sinalizadora, AMPc-PKA-PPAR-y, proporcionou
0 aumento na expressdo do RNAm da PON1 (KHATEEB et al., 2010).

A inducdo da expressdo da PON1 em hepatdcitos humanos in
vitro também foi obtida por outros polifendis, como o resveratrol
(GOUEDARD; BAROUKI; MOREL, 2004a; CURTIN et al., 2008) e a
quercetina (GOUEDARD; BAROUKI; MOREL, 2004b; GONG et al.,
2009; GARIGE et al., 2010). Nestes casos, a inducao génica ocorreu por
mecanismos alternativos. Por exemplo, Gouédard, Barouki e Morel
(20044a; 2004b) descreveram que o efeito do resveratrol e da quercetina
foi mediado pelo receptor aril-hidrocarboneto (AhR) e por outro
elemento responsivo pouco convencional na regido promotora do gene
PONL1. Garige et al. (2010), por sua vez, relataram que a quercetina
aumentou a expressdo génica da PON1 em hepatdcitos humanos in vitro
por induzir a translocacdo da proteina SREBP2 (sterol regulatory
element binding protein 2) do reticulo endoplasmético para o nucleo,
onde esta proteina se liga a sequéncia promotora do gene PONL1
semelhante ao elemento responsivo a esterol (SER-like sterol responsive
element) aumentando a regulagdo e a transcri¢cdo do gene PON1.

O nivel de estresse oxidativo nos mondcitos e macréfagos ndo
foi avaliado em nosso estudo. No entanto, Fuhrman e colaboradores
(2004) demonstraram que a diferenciacdo de mondcitos a macréfagos é
caracterizada por aumento no estresse oxidativo celular, devido a
elevacdo na producdo do anion radical superdxido. Os macrofagos
derivados de mondcitos presentes na parede arterial exercem importante
fungdo na fase inicial da aterogénese e, sob estresse oxidativo, a



85

peroxidacéo lipidica afeta ndo apenas as lipoproteinas, mas também os
lipideos celulares, aumentando a aterogenicidade dessas células
(FUHRMAN; OIKNINE; AVIRAM, 1994). De fato, os macréfagos
oxidados exibem aumento na capacidade de oxidar a LDL e acumular
colesterol, transformando-se, assim, em células espumosas, as quais sdo
as principais células responsaveis pela formacdo das lesbes
aterosclerdticas iniciais (FUHRMAN; OIKNINE; AVIRAM, 1994;
FUHRMAN et al., 1997; FUHRMAN; VOLKOVA; AVIRAM, 2002).
E interessante notar que a expressio e a atividade da PON2 sio
induzidas pelo estresse oxidativo em macréfagos de camundongos,
enquanto a atividade da PON3 diminui, de forma semelhante as
caracteristicas da PON1 associada a HDL no plasma (ROSENBLAT et
al., 2003; SHINER; FUHRMAN; AVIRAM, 2007). O aumento do
estresse oxidativo nos macréfagos, mediado pela NADPH oxidase, tem
como resposta a elevacdo do ativador da plasminogénio-uroquinase
(uPA) gque ativa a expressdo génica da PON2 (FUHRMAN et al., 2008).
Dessa maneira, 0 aumento na expressdo da PON2 confere protecdo
contra o estresse oxidativo celular (ROSENBLAT et al., 2003;
AVIRAM; ROSENBLAT, 2004), semelhante a diminuicdo do estresse
oxidativo associada a elevacdo na expressdo de enzimas antioxidantes
observada em leucocitos apds a ingestdo de cha mate (MATSUMOTO
et al., 2009). Portanto, 0 consumo de erva-mate poderia prevenir o
estresse oxidativo nos mondcitos e macrofagos — via aumento na
expressao e atividade da PON2 — e, consequentemente, diminuir a
formagdo das células espumosas que dao inicio a formacdo da placa
aterosclerdtica e as doencas cardiovasculares.

Para finalizar, no presente estudo também verificamos que a
ingestdo das infusdes de erva-mate verde ou tostada, de forma aguda ou
por sete dias, aumentou a atividade da PON1 no plasma, confirmando,
assim, os achados anteriores de Menini e colaboradores (2007), Morais
(2009) e Boaventura (2010). E curioso notar que, ao contrario da
isoforma PON2, parece que a erva-mate verde foi mais efetiva para a
atividade lactonase da PON1, enquanto a erva-mate tostada promoveu
maior aumento na atividade arilesterase (Figs. 10 e 16). Outros
pesquisadores ja observaram aumento na atividade da PON1 apds a
ingestdo das vitaminas C e E (JARVIK et al., 2002). A ingestdo de suco
de romd por individuos saudaveis e por pacientes com estenose da
artéria também aumentou a atividade arilesterase da PON1 em
associacdo com reducdo na quantidade de LDL oxidada (AVIRAM et
al., 2000; AVIRAM et al., 2004). Conforme mencionado anteriormente
em outros estudos, é provavel que os compostos fenélicos da erva-mate
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tenham igualmente aumentado a expresséo génica da PON1. A ingestdo
aguda da erva-mate aumentou a capacidade antioxidante do plasma e
diminuiu a oxidacdo do plasma e da LDL (GUGLIUCCI, 1996; SILVA
et al., 2008; MATSUMOTO et al., 2009). Dessa forma, é plausivel
pensar que a elevacdo na atividade da PON1 tenha contribuido, pelo
menos em parte, para esses achados.

Concluindo, embora a funcdo fisiolégica da PON2 ndo seja
totalmente conhecida, varios estudos indicaram que a PON2 diminuiu o
estresse oxidativo em macrofagos, atuando como potente antioxidante
celular, sendo que inimeros compostos fendlicos aumentaram a
expressao génica e a atividade da PON2. Da mesma forma, nosso estudo
€ 0 primeiro a mostrar que a erva-mate verde ou tostada induziu a
expressao do RNAm e a atividade da PON2 em mondcitos e macrdfatos,
in vitro e in vivo. A PON2, em nivel celular, assim como a PON1 em
nivel plasmético e humoral, pode proteger contra a peroxidacéo lipidica
pela hidrolise de certos lipideos oxidados. Se um processo semelhante a
este ocorre na parede arterial durante a aterogénese inicial, entdo o
consumo de erva-mate promoveria elevagao na expressdo e atividade da
PON2, a qual pode proteger contra 0 acimulo de lipideos oxidados na
intima arterial e aceleracdo da aterosclerose. No entanto, estudos
epidemiolégicos e/ou prospectivos deverdo ser realizados a fim de
investigar as propriedades anti-ateroscleréticas da erva-mate e confirmar
a relevancia do mecanismo de inducdo génica da PON2 apresentada
neste estudo.



87

7 CONCLUSOES

A partir das andlises das varidveis deste estudo, foi possivel

obter as seguintes conclusdes:

Estudo in vitro

A erva-mate verde ou tostada em pequenas concentracfes (1 e 3
uM) aumentou a expressdo do RNAm da enzima PON2 em
macrofagos THP-1.

Da mesma forma, o acido clorogénico (principal composto
fenolico da erva-mate) e o acido caféico (metabdlito plasmatico
do &cido clorogénico) também modularam a expressdao génica
da PON2 nas concentragdes de 1 e 3 uM.

A erva-mate verde ou tostada e os acidos clorogénico e caféico
aumentaram a atividade da PON2 em macréfagos THP-1, nas
concentracdes 3, 5 e 10 uM.

Em geral, ndo houve diferenca entre os dois tipos de erva-mate
na modulacdo da expressdo génica e da atividade da PON2 em
macrofagos THP-1.

Estudos in vivo

No estudo agudo, a ingestdo de 500 mL da infusdo de erva-
mate verde ou tostada promoveu aumento significativo na
expressdao do RNAm da enzima PON2 em mondcitos de sangue
periférico de mulheres saudaveis.

A ingestdo das infusGes de erva-mate verde ou tostada
promoveu elevacdo na atividade arilesterase e lactonase da
PON2 dos mondcitos do sangue periférico, obtidos 2 h ap6s o
consumo.

No estudo de curto prazo, a ingestdo de 1 L diario das infusbes
de erva-mate verde ou tostada, durante uma semana, por
mulheres saudaveis foi efetiva na indugdo da expressdao do
RNAm da PON2 em mondcitos do sangue periférico e nos
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macréfagos derivados de monacitos.

A ingestdo das infusGes de erva-mate verde ou tostada
promoveu elevacdo ndo significativa na atividade arilesterase
da PON2 nos mondcitos e macrofagos derivados de mondcitos.

A ingestdo das infusGes de erva-mate verde ou tostada
promoveu, de forma aguda ou durante uma semana por
mulheres saudéveis, aumentou a atividade arilesterase e
lactonase da enzima PON1 no plasma.

Em geral, ndo houve diferenca entre a ingestdo dos dois tipos
de erva-mate na modulacdo da expressdo génica e da atividade
da PON2 em mondcitos e macrofagos derivados de mondcitos.
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APENDICE

Apéndice A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE 3
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM NUTRICAO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Participante N°|_|_|_|

O(A) Sr.(a) estd sendo convidado(a) a participar, como
voluntario(a), da pesquisa intitulada “Efeito da erva-mate (llex
paraguariensis) na modulacdo génica da enzima paroxonase: estudos in
vitro e in vivo”, de responsabilidade do pesquisador Prof. Dr. Edson
Luiz da Silva. Neste estudo, pretende-se verificar a modulacdo da
expressdo génica da enzima paroxonase 2, sob a influéncia da erva-
mate. Este estudo é necessario porque evidéncias crescentes vém
demonstrando que a erva-mate exerce efeito cardioprotetor, acredita-se
gue seja devido seu potencial antioxidante. E a paroxonase2 é uma
enzima antioxidante encontrada nos macréfagos protegendo contra a
formacéo da placa de ateroma e assim prevenindo a aterosclerose. Para
participar da pesquisa, precisamos da sua autorizacdo para a realizagdo
de uma coleta de 16 mL de sangue (4 tubos), em jejum de 12 horas. Para
esta coleta de sangue o(a) senhor(a) devera ndo consumir nenhum
produto ou bebida a base de erva-mate 30 dias antes e suspender a
ingestdo de antioxidantes, como: café, cha verde, preto e branco, trés
dias antes, poderd manter a pratica de exercicios fisicos regulares.
Porém, recomendamos que a ingestdo de bebidas alcodlicas e a pratica
de exercicios fisicos intensos sejam suspensas 2 a 3 dias antes da coleta
de sangue.

Esse protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC (n° 743/10) e trara apenas o
desconforto das coletas de sangue. Esperamos, entretanto, que esse
estudo traga beneficios para a populacéo, tais como a prevencédo para a
doenca arterial coronariana. Esta pesquisa ndo oferece riscos maiores do
que aquele citado acima, ndo tem fins lucrativos, é confidencial e o seu
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nome sera usado apenas no primeiro momento de coleta das amostras de
sangue. Em seguida, as amostras serdo identificadas pelo nimero do seu
cadastro. Os resultados do estudo poderdo ser publicados em revistas
cientificas, apresentados em congressos ou eventos cientificos ou as
autoridades sanitarias, sem que seu nome seja mencionado em parte
alguma.

O(A) senhor(a) podera se beneficiar diretamente dos resultados
obtidos no final do estudo, caso estes sejam de seu interesse. Sua
participacdo é voluntaria, podendo desistir desta pesquisa em qualquer
momento. Se vocé tiver alguma ddvida em relagdo ao estudo ou nao
quiser mais fazer parte do mesmo, pode entrar em contato pelos
telefones 3721-8053; 9114-0837. Se vocé estiver de acordo em
participar, garantimos que as informacdes obtidas e o material coletado
serdo confidenciais e s6 serdo utilizados neste trabalho.

Eu, abaixo assinado, concordo em participar deste estudo.
1
Nome do(a) participante Assinatura Data

Edson Luiz da Silva — Coordenador. Fone: 3721-8053;
edson@ccs.ufsc.br

Elenise Stuker Fernandes — Pesquisadora - Fone: 9114-0837;
elenisenutri@hotmail.com
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE _
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM NUTRICAO

CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR DESTE ESTUDO

Participante N°|_|_|_|
Eu, declaro que li e
compreendi as informagOes contidas nesse documento. Fui devidamente
informado(a) pelos pesquisadores — Prof. Dr. Edson Luiz da Silva e
Elenise Stuker Fernandes - dos procedimentos que serdo utilizados e da
conduta deste estudo intitulado “Efeito da erva-mate (llex
paraguariensis) na modulagdo génica da enzima paroxonase: estudos in
vitro e in vivo”, e concordo em participar da pesquisa como
voluntario(a). Foi-me garantido que posso retirar 0 consentimento a
qualquer momento, sem que isso leve a qualquer penalidade. Declaro
ainda que recebi uma copia desse Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Floriandpolis, de de

Assinatura do(a) participante
R.G.

Prof. Dr. Edson Luiz da Silva
Professor Coordenador

Elenise Stuker Fernandes
Mestranda
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Apéndice B:

Projeto de Pesquisa — EFEITO DA ERVA MATE (ILEX
PARAGUARIENSIS) NA MODULAGCAO GENICA DA ENZIMA
PAROXONASE: ESTUDOS IN VITRO E IN VIVO

Questionario — Avaliacdo Clinica
Participante N° |__|_| |

Identificacéo:

Nome:

Sexo: [ masculino [J feminino Estado civil:
Data de nascimento: _ /[ Idade:

Raca: (1 branco [ pardo [J amarelo [l negro

Escolaridade:[Janalfabeto [11°grau incompleto [11°grau completo
[J2°grau incompleto [ 2° grau completo [J superior incompleto
[lsuperior completo [ p6s-graduacdo

Endereco: N°

Dados Complementares: Bairro:
Cidade: Estado:

Cep: Telefone: ()
E-mail:

Ocupagdo profissional:
Fatores de Risco:

1. Historico Familiar de Diabetes sim [Jndo
Parentesco:
2. Histdrico Familiar de Hipertensdo sim [Jndo
Parentesco:
3. Antecedentes Familiares de Doenca Arterial Coronariana []sim
(7 ndo

Antecedentes de Morbidades (héo cardiovasculares):

Habitos Alimentares:
1. Erva mate: 0 sim [ ndo. Forma: [J chimarrdo O cha mate O
tereré Omate cocido.
Frequéncia: CDiariamente [ semanalmente Cleventualmente.




112

Quantidade: [J <1 litro [1 1 — 2 litros [] > 2 litros.

. Café: Osim [Jndo.

Freqliéncia: LIDiariamente [J semanalmente [leventualmente.
Quantidade: [11 xicara [ 1 — 3 xicaras [J mais 3 xicaras.

. Chés: [1sim [J ndo.

Freqliéncia: (IDiariamente Cisemanalmente [Jeventualmente.

. Chocolate: [1sim [ ndo.

Freqliéncia: CDiariamente CJsemanalmente Ceventualmente.

. Sucos: [Jsim []ndo.

Freqliéncia: (ODiariamente [J semanalmente Ceventualmente.
Quantidade: (11 copo [ 1 — 3 copos [] mais 3 copos.

. Oleo de oliva ou azeite de dendé: [1sim (1 ndo.

Freqiiéncia: ODiariamente Csemanalmente [Ceventualmente.

. Vinho: (] sim [] ndo.

Freqliéncia: CDiariamente CJsemanalmente Ceventualmente.

. Sementes oleaginososas: [1sim [] ndo.

Frequéncia: [Diariamente [lsemanalmente (Jeventualmente.

. Frutas citricas: [1sim [] ndo.

Freqliéncia: [IDiariamente [Isemanalmente [Jeventualmente.

Habitos:

Atividade Fisica [1sim [1 ndo

Quantas vezes na semana: Qual tipo de atividade fisica:

2. Bebida Alcodlica [1sim[1ndo Frequente [ sim[]nao
Raramente [ sim [] ndo

3. Estresse []sim [1ndo

4. Tabagista [Jsim [0 ndo N° cigarros/dia:
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[1 Eventualmente [ Ex-fumante
Parou ha:

5. Medicacdo em uso
[ Nenhum [1 Diurético [1 Medicamentos
U Vit. A ou carotentides [ Vit. C O Vit. E
[J Multivitaminas [J capsulas de cha branco;verde
[J Extratos Vegetais 1 Oleo de peixe
[J Antiinflamatdrios ndo esteroidais
[1 Anticoncepcional [1Oral [ Injetavel [ Intradérmico
[0 Outras medicagdes regulares Qual (is):
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ANEXO A:

Parecer do Comité de Etica em pesquisa com seres humanos da
Universidade Federal de Santa Catarina

Parecer Consubstanciado N°: 743/10

Data de Entrada no CEP: 30/04/2010

Titulo do Projeto: Efeito da erva-mate (Ilex paraguariensis) na modulagao génica da enzima paroxonase: estt
vitro e in vivo

Pesquisador Responsavel: Edson Luiz da Silva
Pesquisador Principal: Elenise Stuker Fernandes
Propésito: Mestrado

Instituicdo onde se realizara: Outras

Objetivos (Preenchido pelo pesquisador)

Objetivos a) Verificar a expressdo génica da enzima paroxonase2 em macréfagos derivados de mondcitos isolac
sangue periférico antes e apds a ingestdo de infusdo de erva-mate verde e tostada por individuos saudéveis. b)
atividade da enzima paroxonase2 em macréfagos derivados de mondcitos isolados de sangue periférico e no so
antes e apds a ingestdo de infusdo de erva-mate verde e tostada por individuos saudaveis.

Sumario do Projeto (Preenchido pelo pesquisador)

Breve introducdo/Justificativa: A aterosclerose é uma das principais causas de morbi-mortalidade da populi
mundial, com grande participacao de reagdes oxidativas e inflamatérias. Estudos epidemioldgicos demonstrarar
ingestdo de alimentos ricos em antioxidantes esta inversamente associada ao desenvolvimento da aterosclerost
paroxonase (PON) tem atividade antioxidante e estd inversamente associada 3 aterosclerose. Existem trés isofc
paroxonase, sendo que as PON1 e PON3 encontram-se no plasma, enquanto que a PON2 possui efeito antioxide
intracelular, particularmente importante nos macrofagos das lesdes aterosclerdticas. A atividade e a expressao
PON podem ser moduladas por constituintes ambientais, genéticos e dietéticos. Foi demonstrado que a ingestat
mate (Ilex paraguariensis) promoveu o aumento na atividade da PON1 no plasma. Porém, ndo existem informa
0 efeito da erva-mate na expressio génica da PON2 em macrofagos de seres humanos apos a ingestdo de erva

Tamanho da Amostra: (indique como foi estabelecido): A utilizago do nimero de individuos ou pacientes
estd baseada em dados da literatura e em método estatistico. O teste de hipétese depende da precisdo, da vari
esperada, dos pardmetros alfa e beta (probabilidade de se cometer erro do Tipo I e II, respectivamente). Consi
que experimentos bioldgicos tém embutido um erro de 10% (resultantes de variagdes biologicas e analiticas), d
entre dois grupos que sejam menores que 12% do valor da média de cada grupo podem significar uma probabi
inaceitavel de cometer erros do Tipo I ou do Tipo II. Da mesma forma, a dispersdo média dos dados néo pode ¢
a 15% do valor da média do grupo. Para calcular o tamanho da amostra, empregamos a formula: n=2[(Za - Zt
DP]2, onde n é o nimero de participantes, X1 -X2 € a diferenga entre as médias que deve ser detectada, DP € (
padréo estimado, Za - Zb s&o os valores de Z para um dado a ou b, respectivamente. O alf foi fixado em 5% e
80%
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Participantes / Sujei (quem seréa o objeto da pesquisa): Participardo do estudo os voluntarios que col
com o protocolo experimental e preencherem o termo de consentimento. Serdo incluidos voluntérios de ambos
entre 20 e 59 anos de idade. Serdo excluidos do estudo individuos que apresentarem indice de massa corporal

inferior a 18,5 kg/m2 ou superior a 24,9 kg/m2, tabagistas, portadores de doencas cardiacas, hepaticas, renais
gastrointestinais, neoplasias, hipo ou hipertireoidi dislipid: b ou alcoolismo, atletas com atividi
intensa, mulheres gravidas, mulheres em estado pés-menopausa. Ap6s o inicio do estudo, serdo excluidos, por
voluntarios que introduzirem ou modificarem o uso de medicamentos ou suplementos, que apresentarem intole
erva-mate ou que interromperem a ingestdo da infusdo por trés dias consecutivos ou mais.

Infraestrutura, do local onde sera realizada a Pesquisa: Os ensaios da expressao génica serdo desenvolvi
Laboratério de Biologia Molecular e Micobactérias e no Laboratério de Oncologia Experimental e Hemopatias, e «
para determinacgdo da atividade da PON2 no Laboratério de Pesquisa em Lipideos, Antioxidantes e Aterosclerose
localizados no Hospital Universitrio (HU) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os laboratérios es
equipados com a infraestrutura necessdria para o desenvolvimento do projeto, e os ensaios estardo sob a orien
coordenador do projeto.

Procedi tos / inter cbes: (de natureza I, ed ional, nutricional, l6gica): As ¢
de sangue serdo coletadas utilizando sistema a vacuo, em tubos de EDTA , ap6s jejum de 12 a 14 h para o isol
monécitos e posterior determinagdo da expressao génica e da atividade PON2. A coleta de sangue sera realizad
especifica no Laboratério de Pesquisa em Lipideos, ‘Antioxidantes e Aterosclerose por técnico treinado.

Parametros avaliados: Medida da expressdo génica e da atividade da PON2. Instrumentos: conjunto de reage
quimicos, meio de cultura, fluxo, estufa, termociclador, eletroforese, centrifuga e espectrofotdmetro.

"0 "1 Inicial te, esperamos que a erva-mate tenha um efeito positivo na modulagdo da expressao ¢
atividade da enzima PON2 para poder associar esse mecanismo bioquimico ao potencial efeito benéfico da erva
prevengdo das doencas cardiovasculares. Hipétese 0: Aumento da expressao génica e da atividade da enzima P
a ingestdo de erva-mate, em comparagao com o periodo anterior ao consumo. Hipétese 1: Auséncia de alterace
expressdo génica e na atividade da enzima PON2 apés a ingestdo de erva-mate, em comparagdo com o perfodc
ao consumo.

Comente sobre os riscos para os participantes deste estudo: O estudo ndo apresenta riscos aos participa
excecdo da dor e possivel formagdo de hematoma provocadas pelas coletas de sangue.

Descreva como os particip serao recrutados incluind dos de divulgacao e quem ira obter o
consentimento: Os participantes serdo recrutados na comunidade universitaria da UFSC, através convites orai
via correio eletrénico, Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital Universitario da UFSC e cartazes fixados nos
Hospital Universitdrio (HU) da UFSC. Em um segundo momento, sera esclarecido oralmente aos participantes o
delineamento do estudo e a importancia do mesmo em relacao 3 contribuicdo para a prevencdo da doenca artel
coronariana.

Estao os particip I || te capacitados para i o il to? Sim

Quais os pr di tos que ser seguidos pelos particip jeitos se eles qui des
qualquer fase do udo? Consta na cépia do termo de consentimento informado o telefone de todos os pesq
envolvidos, os quais poderdo ser utilizados para dirimir q ddvidas ou para informar o cancelam:

participagdo no estudo, ndo havendo, para tanto, necessidade de apresentar justificativa.

Ultimo Parecer enviado

Enviado em: 29/05/2010
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c tari

A pesquisadora apresenta vasta fundamentagdo bibliografica demonstrando as caracteristicas quimicas
da erva-mate (llex paraguariensis), popularmente conhecido por chimarrdo, e os efeitos benéficos de
uso como elemento natural antioxidante evitando desenvolvimento da aterosclerose e prevengdo de
doengas cardiovasculares.

Parecer

Aprovado

Data da Reunido

31/05/2010



