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1. INTRODUCAO

Com o aumento da expectativa de vida nas ultimas décadas houve um
crescimento na incidéncia de distdrbios neurodegenerativos. Estima-se que o nimero
de pessoas que sofrem dessas condi¢cdes em todo o mundo provavelmente triplicara
até 2050 (DECANDIA et al., 2023). Embora os mecanismos patogénicos das doencas
neurodegenerativas sejam diversos e complexos, a neuroinflamacdo é uma
caracteristica comum (GIRI et al., 2024).

A neuroinflamacdo é uma resposta inflamatéria originada no sistema nervoso
central (SNC) ap6s uma injuria e que leva a uma ativacao de células da glia, como os
astrocitos. A ativacdo persistente ou desregulada de astrocitos € marcada pela
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e aumento do estresse oxidativo (KWON;
KOH, 2020). Considerando o papel que os astrécitos desempenham na manutencao
da homeostase do SNC, a pesquisa novos agentes farmacoldgicos, direcionadas
estas células gliais, € de grande relevancia na prevencédo da neuroinflamacao.

Neste contexto, produtos naturais tém sido estudados como fonte de compostos
bioativos com acBes neuroprotetoras (WANG et al., 2018). llex paraguariensis (erva-
mate) € uma planta da familia Aquifoliaceae que possui grande importancia
econbmica e cultural na América do Sul. Um grande numero de metabdlitos
secundarios foram identificados na erva-mate como compostos fendlicos,
metilxantinas e saponinas; e a eles séo atribuidas diversas atividades farmacologicas
como anti-inflamatéria e antioxidante (GAWRON-GZELLA; CHANAJ-KACZMAREK;
CIELECKA-PIONTEK, 2021). Embora alguns estudos tenham demonstrado atividade
neuroprotetora, 0s mecanismos responsaveis por esse efeito ndo séo totalmente
compreendidos.

Assim, este trabalho pretende investigar os efeitos do tratamento com extrato
padronizado de I. paraguariensis (EIP) em cultivo primario de astrdcitos utilizando um
modelo experimental de neuroinflamagé&o induzido por lipopolissacarideo (LPS) sobre
parametros de estresse oxidativo.

2. METODOLOGIA

O EIP foi preparado pelo método de infusdo aquosa e previamente caracterizado
conforme descrito por FARIAS et al. (2021).

Para o cultivo primario de astrocitos, ratos neonatos (1-3 dias) foram
eutanasiados para a obtencdo do cértex cerebral. As estruturas foram
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homogeneizadas, centrifugadas, e o pellet resultante suspenso em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Os astrdcitos foram semeados
em placas de 96 pocos (3 x 10* células por poco) e de 6 pogos (3 x 10° por pogo ) e
mantidas sob condi¢cdes padrdo de cultivo celular (5% de CO,, 37 °C e atmosfera
umidificada) (GOTTFRIED et al., 1999). Ap6s a maturacédo celular, as células foram
tratadas com o EIP nas concentragdes de 10, 30, 100 e 300 pg/mL por 24 horas.
Posteriormente, foram expostas ao LPS (1 pg/mL) durante 3 horas. As células
mantidas apenas em DMEM com 10% de SFB foram consideradas como controle.

A determinacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) foi determinada
segundo ALI et al. (1992). A quantificacdo dos nitritos foi realizada de acordo com
STUEHR; NATHAN (1989). O conteudo tidlico total (SH) foi determinado segundo
AKSENOV; MARKESBERY (2001). A atividade da catalase (CAT) foi verificada
conforme descrito por AEBI (1984). Os dados foram analisados utilizando a ANOVA
de uma via, seguida do teste post-hoc de Tukey. A diferenca entre os grupos foi
considerada significativa quando P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra o efeito do tratamento com EIP sobre parametros de estresse
oxidativo em astrocitos expostos ao LPS. Nossos resultados indicaram um aumento
significativo nos niveis de ERO (P<0,0001) e nitritos (P<0,01) e uma diminuicdo no
contetdo de SH (P<0,05) e na atividade da CAT (P<0,05) em astrocitos apds 3h de
exposicdo ao LPS em comparacdo ao grupo controle. Nossos achados estdo de
acordo com PACHECO et al. (2018), sendo sugerido que os efeitos causados pelo
LPS possam ter sido mediados pela ativacdo dos receptores TLR4 presentes em
astrocitos (GORINA et al., 2011).

O tratamento com EIP foi capaz de prevenir o aumento de ERO por LPS em
todas as concentragbes testadas, 10 pg/mL (P<0,01), 30 pg/mL (P<0,0001), 100
pg/mL (P<0,0001) e 300 pg/mL (P<0,0001) em comparacédo ao grupo LPS (Figura
1A). Em relac@o aos niveis de nitritos, o EIP preveniu o aumento induzido por LPS
nas concentracées de 100 e 300 ug/mL (P<0,01, Figura 1B). Além disso, o pré-
tratamento por 24h com EIP aumentou significativamente os niveis de SH na
concentracdo de 30 (P<0,001), 100 (P<0,0001) e 300 pg/mL (P<0,0001) em
comparag¢ao com o grupo exposto ao LPS (Figura 1C). E ainda, foi capaz de prevenir
a reducéo na atividade da CAT em todas as concentra¢des testadas (P<0,01 para 10
pg/mL, P<0,001 para 30 pg/mL e P<0,0001 para 100 e 300 pg/mL) (Figura 1D).

A capacidade antioxidante de I. paraguariensis esta bem estabelecida, o que tem
sido associado ao alto conteddo em compostos fendlicos (GAWRON-GZELLA,
CHANAJ-KACZMAREK; CIELECKA-PIONTEK, 2021) Os acidos fendlicos, como 0s
acidos clorogénicos, apresentam propriedades antioxidantes agindo como quelantes
de metais e sequestrantes de espécies reativas como radicais hidroxila e anions
superoxido e peroxinitritos (BECKER et al., 2019). Deste modo, a diminuicdo do
estresse oxidativo em astrocitos expostos ao LPS pré-tratados com erva-mate podem
ser atribuidos, em parte, a capacidade antioxidante direta de metabdlitos presentes,
como os compostos fendlicos.

Além disso, tem sido postulado que os compostos fendlicos poderiam promover
o desprendimento da proteina repressora citosélica, proteina 1 associada a ECH
semelhante a Kelch, permitindo a translocacdo nuclear de fator nuclear eritroide 2
relacionado ao fator 2 (NRF2). Uma vez no nucleo, o NRF2 se liga a sequéncias
regulatorias, promovendo a transcricdo de genes citoprotetores que desempenham
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funcdes essenciais na defesa celular contra o estresse oxidativo como a sintese de
enzimas antioxidantes (CARDOZO et al., 2013). Assim, pode-se sugerir que a
ativacdo da via NRF2 em astrécitos possa estar envolvida no mecanismo antioxidante
de I. paraguariensis observado neste estudo.
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Figura 1. Efeito do tratamento de EIP sobre ERO (A), nitritos (B), contetdo tidlico
total (C) e CAT (D) em cultura priméria de astrocitos expostos ao LPS. Dados
expressos como média * erro padréo da média de trés experimentos independentes
(n=5-6), analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Tukey.
*P<0,05, **P<0,01 e ****P<0,0001 comparado ao grupo controle. #P<0,01,
###P<0,001 e ##P<0,0001 comparado ao grupo LPS.

4. CONCLUSOES

Estes resultados fornecem a primeira demonstragéo de que a |. paraguariensis
apresenta um efeito neuroprotetor, por meio de um mecanismo antioxidante, contra o
dano astrocitico induzido por LPS, evidenciando o potencial papel do EIP contra
doencas relacionadas a neuroinflamacgéo.
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