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1. INTRODUCAO

A llex paraguariensis (Aquifoliaceae), popularmente conhecida como erva-
mate, € uma espécie nativa da América do Sul de grande relevancia econémica e
social. Seus beneficios a saude e propriedades farmacoldgicas tém sido atribuidos
a sua rica composicao, incluindo os compostos fendlicos, que conferem atividades
antioxidante, neuroprotetora e anti-inflamatoria (GAWRON-GZELLA et al., 2021).
No entanto, os efeitos da erva-mate sobre as células do sistema nervoso central
(SNC) ainda s&o pouco conhecidos.

Os astrécitos sao as células gliais mais abundantes e desempenham um papel
fundamental na regulagédo da homeostase cerebral, fornecendo suporte estrutural,
fatores tréficos e defesas antioxidantes aos neurdnios. Dentre outros mecanismos,
defesas antioxidantes podem ser mediadas pela via de sinalizagao do fator nuclear
eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), bem como pela ativacdo de enzimas
antioxidantes como a glutationa peroxidase (GPx), superéxido dismutase (SOD) e
a catalase (CAT) (QUINCOZES-SANTOS et al., 2021). Além disso, os astrocitos
atuam na modulacao da neuroinflamacao, participando ativamente das respostas
imunes. Dados na literatura indicam que o processo neuroinflamatério e o estresse
oxidativo contribuem para o desenvolvimento e progressdao de doencas
neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson (KWON; KOH, 2020). Nesse
sentido, os astrocitos representam um promissor alvo terapéutico para distarbios
do SNC.

O lipopolissacarideo (LPS), componente da membrana externa de bactérias
Gram-negativas, € amplamente utilizado em estudos experimentais de
neuroinflamacdo por induzir respostas inflamatorias robustas. Ao se ligar ao
receptor Toll-like 4 (TRL-4), o LPS ativa vias de sinalizacdo que desencadeiam
inflamagé&o e estresse oxidativo (SKRZYPCZAK-WIERCIOCH; SALAT, 2022).

Diante disso, este trabalho pretende investigar os efeitos glioprotetores do
extrato padronizado de |. paraguariensis (EIP) em culturas primarias de astrécitos
submetidas a um modelo in vitro de neuroinflamac¢é&o induzido por LPS. Foram
avaliadas a atividade das enzimas antioxidantes GPx e SOD e a expressao de
RNAmM de GPx, SOD2 e Nrf2.

2. METODOLOGIA

O EIP foi preparado pelo método de infusdo aquosa e previamente
caracterizado conforme descrito por FARIAS et al. (2021).
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As culturas primarias de astrocitos foram obtidas de cértex cerebral de ratos
Wistar (1-2 dias) de acordo com o protocolo previamente descrito por GOTTFRIED
et al. (1999) e mantidas sob condi¢des padréo de cultivo celular (5% de CO,, 37 °C
e atmosfera umidificada) por 20 dias. Todos os experimentos foram conduzidos de
acordo com as normas preconizadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA 015015/2024-14).

Apbés a maturacdo celular, as células foram tratadas com o EIP nas
concentracfes de 10, 30, 100 e 300 pg/mL por 24 horas. Posteriormente, foram
expostas ao LPS (1 ug/mL) durante 3 horas. As células mantidas apenas em DMEM
com 10% de Soro Fetal Bovino foram consideradas como controle.

No lisado celular foram analisadas as atividades de enzimas antioxidantes
como a SOD (MISRA; FRIDOVICH, 1972) e a GPx (Randox Laboratories Ltd., UK).
Ademais, a quantificagdo da expressao dos genes GPx, SOD2 e Nrf2 foi realizada
pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QRT-
PCR). Os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média
(E.P.M.). Os dados foram avaliados através da andlise de variancia (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

Neste estudo foi demonstrado uma reducao significativa na atividade das
enzimas antioxidantes GPx (P<0,05; Fig. 1A) e SOD (P<0,01; Fig. 1B) em astrécitos
expostos ao LPS, em comparagdo ao grupo controle. O tratamento com EIP
preveniu a reducdo das atividades da GPx nas concentracdes de 30 pg/mL
(P<0,001), 100 pg/mL e 300 pg/mL (P<0,0001) (Fig. 1A), e da SOD em todas as
concentracfes testadas (P<0,05 para 10 pg/mL, P<0,001 para 30 pg/mL e
P<0,0001 para 100 e 300 pg/mL) (Fig. 1B), em comparacéo ao grupo LPS.

A diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes pode favorecer o
acumulo de espécies reativas, como demonstrado em estudos anteriores que
relacionaram o LPS ao estresse oxidativo em astrdocitos (PACHECO et al., 2018).
O efeito protetor do EIP pode estar associado ao alto teor de compostos fendlicos,
como o &cido clorogénico, conhecido por sua capacidade antioxidante agindo como
quelante de metais e sequestrante de espécies reativas, como radicais hidroxila e
anions superoxido e peroxinitrito (BECKER et al., 2019).
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Figura 1. Efeito do tratamento de EIP sobre a atividade das enzimas GPx (A) e

SOD (B) em cultura primaria de astrécitos expostos ao LPS. Dados expressos

como média + E.P.M. 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
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e ****P<0,0001 comparado ao grupo controle. ##P<0,001 e ##P<0,0001
comparado ao grupo LPS.

Com base nesses achados bioguimicos, foram investigados os mecanismos
moleculares envolvidos. O tratamento com LPS diminuiu significativamente a
expressdo de RNAmM de GPx (P<0,05; Fig. 2A) sem afetar os niveis de SOD2. O
EIP preveniu a diminuicdo da expressao de GPx nas concentracdes de 100 pug/mL
(P<0,05) e 300 pg/mL (P<0,0001) em relagdo ao grupo LPS. Além disso, o EIP
aumentou a expressdo de SOD2 em astrocitos tratados com LPS nas
concentracdes de 100 pg/mL (P<0,05) e 300 pg/mL (P<0,0001) (Fig. 2B).

100 300

Figura 2. Efeito do tratamento de EIP sobre a expressao relativa de RNAm de
GPx (A), SOD2 (B) e Nrf2 (C) em cultura primaria de astrécitos expostos ao LPS.
Dados expressos como média + E.P.M. de trés experimentos independentes
(n=5), 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<0,05 e
####P<0,0001 comparado ao grupo LPS.
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A expresséo de diversos genes antioxidantes é regulada pelo Nrf2, fator chave
na manutencdo da homeostase redox em neur6nios e astrécitos (VARGAS;
JOHNSON, 2009). Em condi¢des basais, Nrf2 permanece inativo no citoplasma,
ligado a proteina KEAPL1 e direcionado a degradacao. Sob estresse oxidativo ou na
presenca de compostos fendlicos, o Nrf2 dissocia-se de KEAP1, transloca-se ao
ndcleo e ativa genes por meio dos elementos de resposta antioxidante (ARE)
(CARDOZO et al., 2013). Em nosso estudo, o LPS reduziu a expressao de RNAm
de Nrf2 em astrdcitos (P<0,05; Fig. 1C), enquanto o tratamento com EIP preveniu
essa reducdo, promovendo aumento significativo da expressao relativa em 100
pg/mL (P<0,05) e 300 pg/mL (P<0,0001). Esses dados sugerem que a ativacédo da
via Nrf2 contribui para o efeito glioprotetor do EIP frente ao LPS. Considerando o
papel central da neuroinflamacdo e do estresse oxidativo na fisiopatologia de
doencas neurodegenerativas, estratégias que estimulem precocemente a resposta
antioxidante podem representar abordagens promissoras na prevencado ou
atenuacdo do comprometimento cognitivo nos estagios iniciais dessas condicoes.

4. CONCLUSOES

Os resultados sugerem que o EIP exerce um efeito glioprotetor em astrécitos
expostos ao LPS, preservando a atividade de enzimas antioxidantes e modulando
positivamente a expressao dos genes GPx, SOD2 e Nrf2. Esses achados sugerem
0 envolvimento da via Nrf2 no mecanismo antioxidante do extrato, destacando seu
potencial terapéutico em condi¢cfes associadas a neuroinflamacao.
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