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APRESENTAGAO

Composto por trés volumes, este e-book “Ciéncias da Saude: Avancos Recentes
e Necessidades Sociais” traz em seu arcabouco um compilado de 68 estudos
cientificos que refletem sobre as ciéncias da saude, seus avancos recentes e as
necessidades sociais da populagéo, dos profissionais de saude e do relacionamento
entre ambos. No intuito de promover e estimular o conhecimento dos leitores sobre
esta tematica, os estudos selecionados fornecem concepg¢des fundamentadas em
diferentes métodos de pesquisa: revisées da literatura (sistematicas e integrativas),
relatos de caso e/ou experiéncia, estudos comparativos e investigagdes clinicas.

O primeiro volume aborda ac¢bes voltadas ao ensino e aprendizagem, atuacao
profissional e dialogo interdisciplinar, bem como préticas integrativas para fomento
da formacéao profissional continuada, com vistas ao atendimento comunitario e/
ou individualizado. Sao explorados temas como acdes em projetos de extenséo
universitaria; analise de atendimento e estrutura de unidades béasicas de saude;
conceitos de atuacédo profissional; métodos didaticos de ensino e aprendizagem,
dentre outros.

O segundo volume tem enfoque nos seguimentos de diagnésticos, prevencao
e profilaxia de diversas patologias. Debrucando-se nesta secao, o leitor encontrara
informacgdes clinicas e epidemiologicas de diversas patologias e fatores depletivos
do estado de saude, tais como: cancer; cardiopatias; obesidade; lesdes; afeccdes
do sistema nervoso central; dentre outras sindromes e disturbios.

Por fim, o terceiro volume engloba um compilado textual que tange a promocéo
da qualidade de vida da populacéo geral e de grupos especiais. Sao artigos que
exploram, cientificamente, a diversidade de género, a vulnerabilidade psicossocial
e a conexao destes topicos com a saude publica no Brasil e a inclusdo social.
Séo apresentadas acbes voltadas a populagdo idosa; adolescentes; diabéticos;
transexuais; encarcerados; mulheres; negros; pessoas com deficiéncia; entre
outros.

Enquanto organizadores, acreditamos que o desenvolvimento de estratégias
de atuacgdo coletiva, educacional e de incluséo social devem, sempre que possivel,
guiar a producao cientifica brasileira de modo a incentivar estagios de melhoramento
continuo; e, neste sentido, obras como este e-book publicado pela Atena Editora se
mostram como uma boa oportunidade de diversificar o debate cientifico nacional.

Boa leitura!

Luis Henrique Almeida Castro
Thiago Teixeira Pereira
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RESUMO: Introducéo: ADoencga de Parkinson (DP) parece resultar da associagao entre
fatores genéticos e ambientais e da combinagéo desses fatores com o envelhecimento.
A DP tem como principal caracteristica patolégica desordens no sistema nervoso
central (SNC), devido a ocorréncia de degeneragdes dos neurbnios dopaminergicos
da substancia negra. Compostos bioativos com capacidade antioxidante podem
reduzir o estresse oxidativo relacionado ao desenvolvimento e progresséo da DP. A
erva-mate (llex paraguariensis), consumida sob a forma de chas e chimarrao, é rica
em compostos fitoquimicos com capacidade antioxidante como cafeina, teobromina
e polifenois. Objetivo: Avaliar o potencial da erva-mate como neuroprotetora em
um modelo in vitro de DP. Métodos: A linhagem celular SHSY-5Y frequentemente
utilizada como modelo para DP foi cultivada em condicbes ambientais adequadas,
e exposta a rotenona, uma potente neurotoxina, mimetizadora de DP. Foi utilizada
como tratamento uma infusdo de erva-mate, preparada com agua a 90°C e mantida
em infusdo por 10 minutos. Inicialmente as células foram expostas a erva-mate (10
pg/mL) e rotenona (40 yM) permanecendo em cultivo por 24 ou 72 horas. Apds esse
periodo foram realizadas andlises relacionadas ao metabolismo oxidativo, bem como
expressao génica de marcadores apoptoéticos. Resultados: Células expostas somente
a rotenona apresentaram forte elevacdo nos marcadores oxidativos em relacéo ao
grupo controle. Entretanto, quando as células foram tratadas concomitantemente
com erva-mate houve uma diminuicdo significativa nos marcadores oxidativos, bem
como da expressao das capases 3 e 8, genes relacionados a apoptose. Conclusao:
Ressaltamos que nesse trabalho foi utilizada infusdo de erva mate tal qual como se
consome no Chimarrdo, sendo a agua unico solvente. Nossos resultados ainda que
iniciais, demonstram potencial efeito neuroprotetor da erva 4 DP, mais estudos, inclusive
em modelos animais, precisam ser realizados para comprovacao dessa hipdtese.
PALAVRAS-CHAVE: Estresse oxidativo; Doenca de Parkinson, llex paraguariensis,
Oxidacao do DNA, Rotenona

ILEX PARAGUARIENSIS PREVENTS NEUROTOXICITY INDUCED BY OXIDATIVE
STRESS AND APOPTOSIS MODULATION IN AN IN VITRO MODEL OF
PARKINSON'’S DISEASE

ABSTRACT: Introduction: Parkinson's disease (PD) seems to result from the association
between genetic and environmental factors and the combination of these factors with
aging. The main pathological characteristic of PD is disorders in the central nervous
system (CNS), due to the occurrence of degenerations of dopaminergic neurons of
the substantia nigra. Bioactive compounds with antioxidant capacity can reduce
oxidative stress related to the development and progression of PD. Yerba mate (llex
paraguariensis), consumed in the form of teas and chimarrao, is rich in phytochemical
compounds with antioxidant capacity such as caffeine, theobromine and polyphenols.
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Objective: To evaluate the potential of yerba mate as a neuroprotective in an in vitro
model of PD. Methods: The SHSY-5Y cell line frequently used as a model for PD was
grown under appropriate environmental conditions and exposed to rotenone, a potent
neurotoxin, mimicking PD. A yerba mate infusion was used as treatment, prepared with
water at 90°C and kept in infusion for 10 minutes. Initially, the cells were exposed to
yerba mate (10 pyg / mL) and rotenone (40 yM) remaining in culture for 24 or 72 hours.
After this period, analyzes related to oxidative metabolism were performed, as well as
gene expression of apoptotic markers. Results: Cells exposed to rotenone only showed
a strong increase in oxidative markers compared to the control group. However, when
the cells were treated concomitantly with yerba mate there was a significant decrease
in oxidative markers, as well as in the expression of capases 3 and 8, genes related
to apoptosis. Conclusion: We emphasize that in this work, infusion of yerba mate was
used as it is consumed in Chimarrdo, with water being the only solvent. Our results,
although initial, demonstrate the potential neuroprotective effect of the herb on PD,
more studies, including animal models, need to be carried out to prove this hypothesis.
KEYWORDS: Oxidative stress; Parkinson's disease, llex paraguariensis, DNA
oxidation, Rotenone

11 INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) é o segundo disturbio neurolégico mais comum,
caracterizado por perda de neurbnios dopaminérgicos nos ganglios da base,
presenca de corpos de Lewy e um estado inflamatério crénico (Capriotti e Terzakis,
2016; Campos-Acuna et al., 2019). Em termos epidemiologicos, a DP é considerada
um disturbio universal, com uma prevaléncia bruta estimada de 100 a 200 casos
por 100 mil pessoas. Em consequéncia do aumento da expectativa de vida, as
projecdes epidemiologicas estimam que o numero de pessoas diagnosticadas com
DP aumentara mais de 50% até 2030 (Wright Willis et al., 2010; Lee e Gilbert, 2016).
A DP é considerada uma doenga multifatorial complexa associada a alguns fatores
de risco genéticos e ambientais. Por outro lado, o risco reduzido de DP também tem
sido associado a alguns alimentos, especialmente bebidas cafeinadas (Ascherio e
Schwarzschild, 2016; Del Rey et al., 2018).

De fato, investigagbes complementares sugeriram que os derivados de
cafeina e xantina encontrados no café e outras bebidas com cafeina poderiam ser
candidatos promissores ao tratamento da DP, devido aos possiveis beneficios nos
sintomas dessa condicado (Kasabova-Angelova et al., 2018). Dentre essas bebidas,
o estudo de Gatto et al (2015) descreveu uma associacao inversa entre o consumo
de erva-mate e a DP. Erva-mate € o nome popular de llex paraguariensis, nativa dos
paises da América do Sul, incluindo Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai (Burris
et al., 2012). Na maioria desses locais, a erva-mate é tradicionalmente preparada
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como uma infusao feita de folhas secas, tostadas e moidas com agua a temperaturas
que variam de 90 a 98°C. A infusao é preparada e tradicionalmente servida em
recipientes conhecidos como “cuia”, produzidos com frutas denominadas “porongos”
da Lagenaria siceraria (Lima et al., 2014).

Evidéncias anteriores descreveram varias ag¢des biolégicas importantes da
erva-mate, incluindo atividades antioxidantes, anti-inflamatérias e neuroprotetoras
(Gan et al., 2018). Uma recente investigacao in vitro realizada por Bernardi et al
(2019) sugeriu que o potencial efeito benéfico da erva-mate na DP inclui melhora
na sobrevivéncia e no crescimento de neurdnios dopaminérgicos. No entanto,
mecanismos causais associados a essa propriedade nao foram totalmente
elucidados. Portanto, considerando que a erva-mate pode ser um complemento
dietético atraente para pacientes com DP, avaliamos mecanismos associados ao
potencial efeito neuroprotetor da erva-mate usando um modelo de Parkinson in vitro,
especialmente modulag¢do bioquimica do estresse oxidativo e expresséo génica de
eventos relacionados a apoptose

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Modelo in vitro de neurénio dopaminérgico humano

A presente investigacdo foi realizada utilizando a linhagem celular
dopaminérgica humana (SH-SY5Y), obtida da American Type Cell Culture Collection
(ATCC CRL-2266). Essa linhagem celular é considerada uma ferramenta poderosa
para desenvolver protocolos neurais in vitro (Laffon et al., 2017). As células SH-
SY5Y foram cultivadas em condi¢cdes padronizadas, como descrito anteriormente
por Machado et al (2015). Resumidamente, as células foram mantidas com o Meio
de cultivo Modificado de Dulbecco (DMEM F12) (Invitrogen Life Technologies,
Karlsruhe, Alemanha) com 10% de Soro Fetal Bovino (SBF) (Invitrogen Life
Technologies, Karlsruhe, Alemanha), suplementado com penicilina / estreptomicina
a 1% e anfotericina B (Invitrogen EUA). Todos os tratamentos in vitro foram cultivados
em incubadora especifica a 37°° com saturagéo de 5% de CO, e inicializados com
células na concentragdo de 1 x 10° células/mL.

Todos os protocolos foram realizados de acordo com as boas praticas dos
métodos in vitro descritos por Griesinger (2016), que incluem: (1) o uso de reagentes
e plasticos de alta qualidade e estereis; (2) todas as experiéncias foram realizadas
em tempos de cultura controlados identificados nos resultados e / figuras; (3)
experimentos conduzidos em placas de 96 po¢cos eram apenas nos poc¢os internos,
a fim de atenuar problemas relacionados a evapora¢édo do meio que causam grande

variacao interna dos dados e (4) replicacdo de todos os protocolos, pelo menos
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cinco repeticdes de cada tratamento foram testados.

O modelo de DP in vitro foi conduzido por exposi¢ao de culturas de neurdnios
a rotenona. Essa molécula € um pesticida comumente usado que inibe o complexo
| do sistema de transporte de elétrons mitocondrial, induzindo muitas caracteristicas
presentes na DP, como estresse oxidativo, aumento do dano ao DNA com inducéao
de apoptose (Venderova e Park, 2012; Gmitterova et al., 2009).

Portanto, para produzir esse modelo in vitro, adicionou-se rotenona em
diferentes concentragdes (1,5,10,40,100 pyM) por 24 horas no meio de cultura de
maneira semelhante a descrita anteriormente em estudos como os realizados por
Pal et al (2014).

A concentragdo que induziu 50% da mortalidade celular em culturas de 24
horas foi escolhida para realizar todas as experiéncias adicionais, que avaliaram o
potencial efeito protetor de erva-mate na citotoxicidade, estresse oxidativo, dano ao
DNA e modulacéao da apoptose.

2.2 Preparacao do extrato aquoso de erva-mate, caracterizacao quimica e

condicao dos tratamentos com neurénios

Um extrato aquoso quente foi obtido usando uma maneira tradicional similar
que é preparada e consumida nos estados do sul do Brasil, Uruguai e Argentina.
Portanto, o extrato de erva-mate foi obtido por infusdo de 100 g de pO, amostra
seca obtida comercialmente, em 1000 mL de agua destilada e deionizado, a infuséo
permaneceu em repouso por 10 minutos a uma temperatura de aproximadamente
90°C e agitacao suave nos tempos 0, 5 e 10 minutos. Apés, a solucéo foi filtrada
através do papel de filtro n°. 8, colocado em vidro ambar (capacidade de 1,5 L),
protegido da luz, e armazenado a -8 ° C. O extrato de erva-mate foi liofilizado e
utilizado para realizar a caracterizagcdo quimica de suas principais moléculas
bioativas e conduzir todos os protocolos in vitro.

Duas moléculas principais de xantina (cafeina e teobromina) foram
guantificadas no extrato erva-mate de maneira semelhante a descrita anteriormente
por Bittencourt et al (2013). Resumidamente, a anélise cromatografica foi realizada
com deteccgao por absorbancia UV a 272 nm em um sistema HPLC consistindo de
uma Shimadzu Prominence LC - 20A, uma bomba quaternaria LC-20AT, um auto
amostrador SIL 20 - A, um DGU-20A5 on-line desgaseificador, um integrador CBM-
20A e um detector SPD-20AV DAD de acordo com Andrews et al. (2007). A 150
mm x 4,6 mm i.d. A coluna ODS-3 (Phenomenex Prodigy ODS-3 100A, tamanho de
particula de 5 um; Torrance, CA, EUA) foi utilizada para a separagdo. Uma solug¢éo
estoque de cafeina ou teobromina (250 ug / mL) foi preparada e armazenada a 5
°C. Os padrdes de nivel de trabalho foram preparados diluindo a solu¢éo estoque
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na fase movel nas seguintes razdes: 200 pL a 100 mL, 400 uLa 100 mL, 2 mL a 100
mL,4mLa 100 mL,4 mLa 100 mLe 8 mL a 100 mL. O padrao menos concentrado
foi projetado para atingir um limite de deteccao de 0,005% com base em uma
amostra de 1 g diluida para 100 mL (LOD = 0,05 mg / g). As seguintes condi¢des
de HPLC foram usadas na quantificacéo: vazao de 1 mL / minuto; fase movel A,
H,PO, a 0,1% em agua; fase mével B e 100% ACN. O sistema cromatografico foi
calibrado com pelo menos uma curva padréo de cinco pontos para cada conjunto de
amostras analisadas. Os padrdes foram executados ap6s cada amostra. Excelente
reprodutibilidade foi vista nos padrdes; normalmente, o valor de R para a curva de
calibracéo foi de 0,9999 ou melhor.

Andlises quimicas adicionais foram realizadas por espectrofotometria para
determinar taninos condensados e hidrolisados, alcal6ides e polifendis totais usando
protocolos anteriormente em estudos anteriores, como Souza-Filho et al (2013). A
equacao obtida para a curva padréo de 4cido gélico na faixa de 2,5 - 20 mg/ mL foi y
=0,0434x + 0,1359 (R2 = 0,9819). O extrato de erva-mate apresentou as seguintes
concentragdes das moléculas quantificadas: cafeina = 89,9 mg.100g-1; teobromina
= 128,6 + 1,0 mg.100g-1; alcaldides = 128,6 + 1,0 mg / g; taninos hidrolisados =
770,9 + 71,2 mg / g; taninos condensados = 15,9 + 4,2; polifendis totais = 510,9 +

42,2 miligramas equivalentes de acido galico / mL.
2.3 Ensaios de viabilidade

A viabilidade celular neuronal foi determinada pelo ensaio MTT (brometo 3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazblico, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). O
protocolo foi realizado conforme descrito anteriormente em Bittencourt et al (2013).
Resumidamente, a cultura do meio sobrenadante foi removida inicialmente e as
células foram lavadas duas vezes e ressuspensas em tampao fosfato (PBS, pH
7,4). O MTT foi dissolvido em 5 mg / mL de PBS adicionado a uma placa de 96
pocos contendo as amostras de células e foi subsequentemente incubado por 1
h a 37 ° C. Posteriormente, o sobrenadante também foi removido dos pocos e as
células foram ressuspensas em 200 pL de dimetilsulféxido (DMSO), e a absorbéncia
espectrofotométrica foi lida a 560 nm.

2.4 Quantificacao de marcadores de estresse oxidativo

Os niveis de ERO foram quantificados por um ensaio fluorescente de
2-7-diclorofluoresceina diacetato (DCFDA), conforme descrito por Barbisan et
al (2014). Resumidamente, DCFDA (10 uM) foi adicionado em cada pog¢o dos
tratamentos de cultura por 60 minutos a 37 ° C. Além disso, a fluorescéncia foi
quantificada por excitacdo a 488 nm e emissao a 525 nm em um leitor de microplacas
(SpectraMax M2e, Molecular Devices, Austria).
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O éanion superodxido foi quantificado em culturas de células usando um
protocolo descrito por Morabito et al (2010). Resumidamente, as células foram
semeadas em uma placa de 96 pocos, tratadas com 10 L de solu¢éo de nitroblue
tetrazolio (NBT) (10 mg / mL) diluidas em tampé&o fosfato-PBS 1x, homogeneizadas,
incubadas a 37 ° por 3 h e centrifugadas. Em seguida, 75 pL de sobrenadante
foram removidos e 0 mesmo volume de DMSO foi adicionado a cada po¢o. Apos
incubacao por 20 min a 37 ° C, 75 uL de suspensao de células foram transferidos
para outra placa de 96 pocos e a absorbancia foi medida a 550 nm.

A lipoperoxidacgéao foi determinada pela quantificagdo de substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS) quantificadas de acordo com o método modificado
de Jentzsch et al. (1996). Todos os reagentes, isto €, diluente acido 1 x TBA, solucéo
de lise SDS, reagente TBA e solu¢do 1 x BHT, foram misturados. Cada amostra e
padrao contendo MDA foram testados em triplicata. Todos os reagentes e amostras
foram incubados em banho-maria a 95 ° C por 1 h. Em seguida, as amostras foram
resfriadas e centrifugadas a 1000 rpm por 10 min, e a absorbancia do sobrenadante
foi lida a 532 nm.

A carbonilacdo de proteinas foi quantificada pelo método descrito
anteriormente em Barbisan et al (2014) onde moléculas danificadas sao reconhecidas
e quantificadas devido a formagao de grupos carbonila com base na reagdo com
dinitrofenil-hidrazina. Resumidamente, as amostras foram diluidas em 1:80 usando
tampé&o Tris-HCI; tratado com 200 puL de DNPH; e incubado no escuro a temperatura
ambiente por 60 min, com agitacbes a cada 15 min. Em seguida, 500 pL de tampéo
de desnaturacdo (SDS a 3%), 2000 uL de etanol e 2000 uL de hexano foram
adicionados a amostra, e a amostra foi agitada e centrifugada a 3000 rpm por 15
min. O sobrenadante obtido foi removido e o0 sedimento foi ressuspenso em 1000 pL
de tampéo de desnaturacéo e incubado em banho-maria (45 ° C) por 20 minutos até
dissolver completamente. Em seguida, 100 yL de cada amostra foram transferidos

para uma placa de 96 pocos em triplicado e a absorbéancia foi lida a 370 nm.

2.5 Imunoensaios de oxidacao do DNA e apoptose

A quantificacdo de 8-OHdG que indica oxidacdo do DNA e CASP 3 e 8
que indicam apoptose foram realizadas por imunoensaio ELISA utilizando o kit
Quantikine®. Os testes foram realizados de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Resumidamente, 50 pL do diluente RD1W foram adicionados a cada
poco dos 96 tardios. Além disso, os padrdes de teste e as amostras em analise foram
adicionados aos respectivos poc¢os, a placa selada e incubada por uma hora e meia
a temperatura ambiente. ApOs estes procedimentos, o sobrenadante foi removido e
os pocos foram lavados duas vezes com solug¢ao de lavagem. O anticorpo primario
foi entdo adicionado e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente. A placa foi
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entdo lavada novamente e foram adicionados 100 pL da solugdo de substrato da
rea¢ao, com incubacéao por 20 minutos em temperatura ambiente. Mais um periodo
de incubacédo, 50 uL da solucao de parada foram adicionados a cada poco e a
densidade 6ptica foi determinada em 30 minutos usando um leitor de microplacas
ajustado a 450 nm.

2.6 Ensaio quantitativo de PCR em tempo real (QRT-PCR)

A expressao do gene CASP 3 e 8 foi determinada por qRT-PCR como descrito
anteriormente por Barbisan et al (2014). Inicialmente, o RNAtotal foi o Trizol, extraido
das amostras tratadas, seguindo as instru¢des do fabricante (Ludwing-Biotec, Rio
Grande do Sul, Brasil). A concentracdo de RNA de cada amostra foi determinada
em um espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop ™ 1000 com absorbéancia
de 532 nm. As amostras de RNA (1 ug / mL) foram tratadas com 0,2 uL de DNAase
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) a 37 ° C por 5 minutos, seguido
de aquecimento a 65 ° C por 10 minutos. Além disso, os cDNAs foram obtidos por
transcricdo reversa usando 1 pL de cDNA Iscript e 4 pL de Iscript Mix (Bio-Rad
Laboratories, Califérnia, Estados Unidos). A reacdo consistiu nas seguintes etapas:
aquecimento a 25 ° C por 5 min, a 42 ° C por 30 min e a 85 ° C por 5 min, seguido
de incubacéo a 5 ° C por 60 min. A partir desses procedimentos, a PCR em tempo
real foi executada usando um kit QuantiFast SYBR® Green PCR e um Rotor Gene®
(Qiagen, Hilden, Alemanha). As sequéncias especificas dos primers humanos
utilizados no presente estudo foram: CASP 3 - TTTGAGCCTGAGCAGAGACATG
dianteiro e TACCAGTGCGTAT GGAGAAATGG reverso, CASAG 8 -
AAGGAGCTGCTCTTCCGAATT reverso e CCCTGCCTGGTGTCTGAAGT reverso.
O iniciador de beta-actina (-actina) usado como controle interno, a fim de normalizar
a expressao dos genes testados aqui foi Forward: TGTGGATCAGCAAGCAGGAGTA
e Reverse TGCGCAAGTTAGGTTTTGTCA.

2.7 Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad
Prism 5, utilizando valores obtidos a partir de trés replicacdes independentes dos
ensaios aqui realizados. Os tratamentos foram comparados por ANOVA de uma via,
seguida pelos testes post-hoc de Tukey ou Dunnet usando o GraphPad (software
GraphPad Prism, versao 5.0, 2015). Foram consideradas diferencas significativas
quando p <0,05 e, nas figuras representadas por letras diferentes entre os

tratamentos.
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3| RESULTADOS

Os resultados ndo mostraram efeito citotoxico em células neurais em
culturas de 24 horas expostas ao extrato erva-mate em diferentes concentracoes
(Figura 1A). Como o extrato erva-mate ndo desencadeou um efeito dependente
concentragao-resposta nas células neurais, 10 yg / mL desse extrato foi escolhido
como uma concentracao representativa para realizar analises adicionais, por ser
uma concentracdo intermediaria entre as testadas. Por outro lado, a exposicéo a
rotenona apresentou citotoxicidade de maneira dependente a concentracao, a partir
desses resultados, a rotenona a 40 yM foi usada nos protocolos subsequentes por
ter causado queda de viabilidade celular em cerca de 50% (Figura 1B).
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Figura 1: Andlise de viabilidade celular. (A) células SH-SY5Y expostas a diferentes
concentragdes de Erva-mate (1,5,10,20,100 pg / mL). (B) SH-SY5Y expostas a diferentes
concentracdes de rotenona (1,5,10,40,100uM) por 24 horas. As diferentes letras (a, b, ¢ d)

representam diferencas estatisticas entre os grupos de tratamento em que p <0,05.

A partir desses resultados preliminares, foi avaliado o potencial efeito da
erva-mate no estresse oxidativo desencadeado pela exposicdo a rotenona e os
principais resultados sédo apresentados na Figura 2. O extrato de erva-mate foi
capaz de atenuar os efeitos proé-oxidativos da rotenona, uma vez que em todos os
tratamentos a presencga concomitante da erva-mate causou queda nos marcadores

em relacao aquelas tratadas apenas com rotenona.
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Figura 2- Marcadores Oxidativos. Células SH-SY5Y expostas concomitantemente a Erva-mate
(10ug / mL) e rotenona (40uM) por 72 horas. A) Niveis de superdxido, (B) Niveis de EROs via
teste DCFH-DA, (C) Lipoperoxidacao analisada via espécies reativas ao acido tiobarbitarico, (D)
Carbonilacao de proteinas. As diferentes letras (a, b, ¢ d) representam diferencas estatisticas
entre os grupos de tratamento em que p <0,05.

A oxidacao de DNA analisada via teste 8-hidroxi-2 desoxiguanosina (8-OHdG)
€ um marcador de grande relevancia uma vez que niveis elevados desse marcador
ja foram encontrados em varios fluidos biolégicos de pacientes com distarbios
neurodegenerativos incluindo a DP (GMITTEROVA et al., 2018). Como esperado,
e mostrado na figura 3 a rotenona causou intensa indugdo de oxidacdo do DNA,
por sua vez a erva-mate isoladamente ndo causou nenhuma alteragcdo em relacao
as células nao tratadas (controle negativo). Ja quando as células foram tratadas
concomitantemente com erva-mate e rotenona, a presenca da erva-mate induziu
a diminuicdo dos danos pela rotenona, ou seja, criou uma espécie de protecdo as
células.
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Figura 3- Oxidacao do DNA, via teste imunoensaio 8-hidroxi-2 desoxiguanosina. As diferentes
letras (a, b, ¢ d) representam diferencas estatisticas entre os grupos de tratamento em que p
<0,05.

Os efeitos da combinacéo da erva mate e rotenona, também foram analisados
em relacao a expressao génica dos marcadores de apoptose caspase 3 e caspase
8 (Figura 4). E os resultados demonstram que o tratamento com a erva-mate
isoladamente manteve os niveis desta indutoras de apoptose similares aos do
controle negativo (células nado tratadas), por sua vez a rotenona induziu forte
elevacédo na expressao génica de ambas as caspases. Quando a erva-mate foi
associada a rotenona, houve significativa queda, entretanto os niveis permaneceram
mais elevados que as células ndo tratadas ou tratadas apenas com erva-mate.
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Figura 4- Analise da apoptose celular via expresséo génica da caspase 3 e 8, ap0s 24 horas
de exposicao das células SH-SY5Y a erva-mate (10ug / mL) e rotenona (40uM) de forma
concomitante. As diferentes letras (a, b, ¢ d) representam diferencgas estatisticas entre os

grupos de tratamento em que p <0,05.
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4 |1 DISCUSSAO

Primeiramente é preciso citar que a rotenona € uma neurotoxina ambiental que
induz a degeneracédo dos neurbnios dopaminérgicos, sendo largamente utilizada
para inducéo de modelo de DP em animais e células (CHIARADIA et al., 2019).

Nossos resultados demonstraram que a erva-mate isoladamente nao induziu
morte neuronal em nenhuma das concentracdes testadas, assim optamos por
continuarmos os experimentos com aconcentragdo de 10ug/mLpor serintermediaria.
No entanto, a rotenona induziu morte celular em todas as concentragbes testadas
sendo que na concentragdo de 40uM, houve morte de cerca de 50% dos neurdnios,
sendo esta concentracdo considerada a de escolha para as analises subsequentes
gue associaram erva-mate e rotenona. Em testes cujos as células foram tratadas
concomitantemente com erva-mate e rotenona, determinamos que erva-mate
produz fortes efeitos benéficos com diminui¢do significativa de todos os marcadores
oxidativos analisados, bem como apoptose por via intrinseca devido a modulacéo
das caspases 3 e 8.

A presenca de erva-mate foi capaz de diminuir os niveis de EROs, de
superéxido, a peroxidacdo de lipideos bem como a oxidacdo de proteinas,
em comparagdo a rotenona isolada. Puspita et al., 2017, citam que as lesdes
oxidativas de DNA, acumulam-se nos genomas nucleares e mitocondriais durante o
envelhecimento, e esse acumulo pode aumentar consideravelmente em pacientes
com DP, assim pode-se considerar bastante relevante o fato de que neste estudo
0 extrato aquoso de erva-mate tenha apresentando significativa acéo protetora aos
neurdnios frente a danos oxidativo a macromoléculas incluindo a oxidacdo ao DNA
pela rotenona.

O aumento da apoptose é um componente significativo do aparecimento e
progressao da DP, uma vez que se trata de uma populagdo de células de tecidos
permanentes, ou seja, sem capacidade de renovacgéo. Assim, o fato de a erva-mate
ter apresentado capacidade de reduzir a expresséo génica de proteases indutoras
de apoptose como é o caso das caspases 3 e 8, € de grande relevancia. Uma vez
que o aparecimento e a progressao da DP, esta fortemente relacionada a morte dos
neurdnios produtores de dopamina da substancia negra.

A matriz-quimica do extrato aquoso de erva-mate € rica em cafeina,
teobromina e polifenois, compostos cujo resultados anteriores ja demonstraram ter
acao neuroprotetora (Camandola et al., 2019).

Por sua vez, Kujawska e Jodynis-Liebert, 2018 fizeram uma extensa revisao
sistematica demonstrando os beneficios dos polifenois na prevencéao e tratamento
da DP. Assim, nossos resultados corroboram com estudo caso-controle anterior que

demonstrou associacao inversa entre consumo de erva-mate e DP (Gatto et al.,
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2015). Nossos dados representam um avango, por apontar possiveis mecanismos

para os efeitos benéficos da erva-mate.

51 CONCLUSAO

Apesar da limitagbes metodologicas inerentes aos estudos in vitro, nossos
resultados podem ser considerados relevantes por apontarem possiveis mecanismos
causais para o efeito neuroprotetor do extrato aquoso de erva-mate em um modelo
de DP. Cabe destacar ainda, que este é o primeiro estudo no qual a elaboragéao do
extrato de erva-mate, se da de maneira idéntica ao método tradicional de preparo
e consumo do produto na forma de mate ou chimarrdo. Mais estudos precisam ser

realizados para comprovacao dos mecanismos causais aqui apontados.
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