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RESUMO

O paraquat (PQ) é um herbicida amplamente utilizado no Brasil, apesar
de ser descrito como indutor da doenca de Parkinson (DP) em modelo
animal e em estudos epidemiolégicos. A flora brasileira apresenta
grande diversidade de plantas medicinais e inimeros extratos de plantas
sdo utilizados na medicina popular, demonstrando a relevancia de
investigar o potencial terapéutico de compostos naturais. Neste
contexto, ja foram descritas atividades antioxidante, antiparkinsoniana,
antiobesogénica e anticarcinogénica para a erva-mate (llex
paraguariensis St. Hilaire). O presente estudo investigou as alteragdes
bioguimicas induzidas pela exposi¢do in vivo ao herbicida PQ em
hipocampo de ratos de 27 dias de idade, assim como o efeito
neuroprotetor da erva-mate. Os animais receberam 10 mg/Kg de peso de
PQ via intraperitoneal por 5 dias consecutivos, o grupo controle recebeu
solucdo salina durante o mesmo periodo. Para avaliar o efeito
neuroprotetor do extrato butanélico (BuOH) de I. paraguarienses, 0s
animais receberam 200 mg/kg de peso do extrato via gavagem, 0 grupo
controle recebeu 0 mesmo volume de agua, 1 dia antes e durante o
tratamento com PQ. Foram determinados marcadores de dano oxidativo,
da neurotransmissdo glutamatérgica e do metabolismo energético em
hipocampo dos animais. Os resultados obtidos mostraram: aumento do
influxo de “°Ca?*; diminuicdo da captacdo de *C-glutamato e da
atividade da glutamina sintetase (GS); diminuicdo da captacéo de '“C-2-
desoxi-D-glicose; aumento da atividade das enzimas alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e lactato
desidrogenase (LDH). Em relacdo as defesas antioxidantes, houve
diminuicdo da atividade da gama glutamil transferase (GGT), da
glicose-6-P desidrogenase (G6PD), aumento da atividade da superoxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT) e aumento da peroxidacdo lipidica
causados pela exposi¢do ao PQ. O tratamento com |. paraguariensis
preveniu o efeito do paraquat na captacdo de glicose, na atividade da
LDH e da ALT e na captacdo de glutamato, além de exercer efeito
neuroprotetor nos mecanismos de defesa antioxidante avaliados, como
na atividade da G6PD, SOD, GGT e contetido de glutationa (GSH). Os
resultados obtidos neste estudo poderdo sugerir o potencial terapéutico
da erva-mate como protetor dos danos induzidos pela exposicdo a
pesticidas.

Palavras chave: Paraquat; Estresse oxidativo; Neurotoxicidade; llex
paraguariensis






ABSTRACT

Paraquat (PQ) is widely used in Brazil, despite being described as a
Parkinson's disease (PD) inductor in animal models and in
epidemiological studies. Considering that Brazilian flora has a great
diversity of medicinal plants and many plant extracts are used in folk
medicine, the investigation of the therapeutic potential of a natural
compound is an important challenge to researchers. Considering that,
several properties have been described such as antioxidant, anti-
Parkinson, anti-obesity and anticarcinogenic for yerba mate (I.
paraguariensis St. Hilaire). The present study investigated the
biochemical changes induced by in vivo exposure to the herbicide PQ on
hippocampus of 27 days old rats, as well as the neuroprotective effect of
yerba mate. Animals received PQ (10 mg/kg body weight, i.p.) for 5
consecutive days, the control group received saline for the same period.
In order to evaluate the neuroprotective effect of the butanolic (BuOH)
extract of |. paraguarienses, rats received 200 mg/kg body weight by
gavage) and the control group received the same amount of water, 1 day
before and during PQ treatment. Biomarkers of oxidative damage,
glutamatergic neurotransmission and energy metabolism were
determined on hippocampus. The present study showed increased “°Ca?*
influx associated with decreased glutamate uptake and glutamine
synthetase (GS) activity. Moreover, glucose uptake was decreased while
alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and
lactate dehydrogenase (LDH) activities were increased. Regarding the
antioxidant defenses, PQ leads to decreased gamma-glutamyl
transferase (GGT) and glucose-6-P dehydrogenase (G6PD) activities, as
well as increased superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT)
activities, which were associated with increased lipid peroxidation all
caused by PQ exposure. The co-treatment with I. paraguariensis
prevented the effect of PQ on glucose uptake, LDH and ALT activities
and glutamate uptake. Besides, |. paraguariensis exerted
neuroprotective effect on antioxidant defense mechanisms evaluated in
this study, such as G6PD, SOD, GGT and GSH levels. In conclusion,
these findings suggested the therapeutic potential of yerba mate as
damage protector induced by exposure to pesticides.

Keywords:  Paraquat. Oxidative  stress.  Neurotoxicity.  llex
paraguariensis.






LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Consumo de agrotdxicos nas lavouras do Brasil, de 2002 a

2000, ettt e b et 32
Figura 2: Estrutura quimica do paragquat. .........cccceeereiereneneiencnenienenne 33
Figura 3: Vendas anuais de Paraquat e total de ingredientes ativos (1As)
no Brasil no periodo de 2009 @ 2012..........ccccvvevverereeiesesesieese e 34
Figura 4: Producdo de espécies reativas de oxigénio por meio da
CICIAGEM FEADX. .eeveiiiieieet ettt 35
Figura 5: Reacdo do Paraquat com o ferro e formacéo do radical hidroxil
............................................................................................................... 36
Figura 6: Interacdo do PQ com elementos da cadeia transportadora de
BIELTONS. ...t 37
Figura 7: lustragdo esquematica da orientacdo do hipocampo em ratos.
............................................................................................................... 40
Figura 8: Representacdo esquematica da sintese do glutamato............. 42

Figura 9: Representacdo esquematica do ciclo glutamato-glutamina.... 45
Figura 10: Interac&o astrocitos-neurénios no metabolismo energético. 48
Figura 11: Representacdo esquematica da interacdo entre astrdcito e
neurdrio na sintese da glutationa. ..........cccceoveerierereiesi s 54
Figura 12: Representacdo esquematica hipotetizando o mecanismo
neuroprotetor de llex paraguariensis frente a toxicidade induzida por

PQ em hipocampo de ratos pré-plberes. .........ccoevvveveienieseseieeiesesiennens 59
Figura 13: Cromatograma do extrato bruto de I. paraguariensis por
CLUE/DAD com detecG80 em 280NM. ....corvviririerinieenieie e 71

Figura 14: Efeito da exposi¢do in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato
BuOH de I. paraguariensis (200 mg/kg) no ganho de massa corpdrea de
ratos de 27 dias de idade. ........coocereierieiereese e 73
Figura 15: Efeito da exposi¢do in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato
BuOH de I. paraguariensis (200 mg/kg) sobre a viabilidade celular em
hipocampo de ratos de 27 dias de idade. ..........ccocererrienieninciinieiniens 74
Figura 16: Efeito da exposi¢do in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato
BuOH de I. paraguariensis (200 mg/kg) sobre o influxo de *°Ca?* em
hipocampo de ratos de 27 dias de idade. ..........cccoovevnviennenicnncn 75
Figura 17: Efeito da exposicdo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato
BuOH de 1. paraguariensis (200 mg/kg) na captacéo de “C-2-Desoxi-
D-Glicose em hipocampo de ratos de 27 dias de idade...........cc.co....... 76
Figura 18: Efeito da exposicdo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato
BuOH de I. paraguariensis (200 mg/kg) na atividade da enzima LDH
em hipocampo de ratos de 27 dias de idade. .........cccceevrvrereinninnenine 76



Figura 19: Efeito da exposigéo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato
BuOH de I. paraguariensis (200 mg/kg) sobre a captacédo especifica de
14C-glutamato em hipocampo de ratos de 27 dias de idade. ................. 77
Figura 20: Efeito da exposigéo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato
BuOH de I. paraguariensis (200 mg/kg) sobre a atividade da enzima GS
em hipocampo de ratos de 27 dias de idade. .........cccoovvevrveerenivnvereenenns 78
Figura 21: Efeito da exposigéo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato
BuOH de I. paraguariensis (200 mg/kg) na atividade das enzimas A)
Aspartato aminotransferase e B) Alanina aminotrasferase em hipocampo
de ratos de 27 dias de idade. .......ceeeverenieerenereee e 79
Figura 22: Efeito da exposicao in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato
BuOH de I. paraguariensis (200 mg/kg) na quantidade de peroxidacéo
lipidica em hipocampo de ratos de 27 dias de idade. ...........cccerevrerrenene 80
Figura 23: Efeito da exposicao in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato
BuOH de I. paraguariensis (200 mg/kg) em relacdo ao dano a proteinas
em hipocampo de ratos de 27 dias de idade. .........cccoovvivrveervrvieereenenns 80
Figura 24: Efeito da exposigdo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato
BuOH de I. paraguariensis (200 mg/kg) em relacdo a atividade da
enzima A) GGT B) G6PD e C) conteido de GSH em hipocampo de
ratos de 27 dias de idade. .......ccceveivrieieie e 81
Figura 25: Efeito da exposicédo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato
BUuOH de I. paraguariensis (200 mg/kg) em relagdo a atividade da A)
SOD e B) Catalase em hipocampo de ratos de 27 dias de idade........... 83
Figura 26: Efeito da exposicao in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato
BuOH de I. paraguariensis (200 mg/kg) em relagdo a atividade da A)
GPx e B) GR em hipocampo de ratos de 27 dias de idade.................... 84
Figura 27: Efeito da exposicao in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato
BUuOH de I. paraguariensis (200 mg/kg) em relacdo a atividade da GST
em hipocampo de ratos de 27 dias de idade..........cccoovvevrveererinivereennnnn 85
Figura 28: Aspectos neuroquimicos da neurotoxicidade induzida pelo
PQ em hipocampo de ratos pré-puberes..........cccceveveieeveieieceeseinns 98



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Efeitos bioldgicos atribuidos a erva-mate ou seus extratos....57
Tabela 2: Teores de compostos fendlicos e cafeina nos extratos/fracfes






ALT
AMPA
ANVISA
AST
ATP
BHE
BuOH
CAT
CCbhV
DA

DP
EAAT
EMBRAPA
ERNs
EROs
G6P
G6PD
GDH
GGT
Glu
GLUTs
Gln
GPx
GR

GS
GSH
GSSG
GST
1As
IBAMA

IBGE
LDH
MAPA
MDA
MMA
MPV
MS
NADPH

LISTA DE ABREVIATURAS

Alanina aminotransferase

Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole propionico
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Aspartato aminotransferase

Adenosina Trifosfato

Barreira hematoencefélica

Butandlico

Catalase

Canal de célcio dependente de voltagem

Doenga de Alzheimer

Doenca de Parkinson

Transportador de amino4cido excitatério

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Espécies reativas de nitrogénio

Espécies reativas de oxigénio

Glicose-6-fosfato

Glicose-6-fosfato desidrogenase

Glutamato desidrogenase

Gama-glutamiltransferase

Glutamato

Transportadores de glicose

Glutamina

Glutationa peroxidase

Glutationa redutase

Glutamina sintetase

Glutationa reduzida

Glutationa oxidada

Glutationa S-transferase

Ingredientes ativos

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Lactato desidrogenase

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Malondialdeido

Ministério do Meio Ambiente

Matéria-prima vegetal

Ministério da Salde

Fosfato de Nicotinamida Adenina Dinucleotideo



NMDA
PARA

PQ

Prx

PKC
SINDAG

SNC
SOD
TBARS

reduzida

N-metil-D-aspartato

Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em
Alimentos

Paraquat

Peroxiredoxinas

Proteina cinase C

Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa
Agropecuaria

Sistema nervoso central

Superoxido dismutase

Substancias reativas ao acido tiobarbitirico



SUMARIO

1. INTRODUGAO ......co.cooiceeeeeteeeeeee st 25
2. OBUIETIVOS ...ttt 27
2.1 OBJETIVO GERAL .....oooitieteeeeceecee et 27
2.1.1 Objetivos ESPECIfiCOS .......covvvvveriieirrin e 27
3. FUNDAMENTAGAO TEORICA ..o, 29
3.1 AGROTOXICOS E SUAS IMPLICACOES
SOCIOAMBIENTAIS ..ot e 29
3.1.1 O consumo de agrotdxicos no Brasil .............ccccecerveneee. 31
3.2 O HERBICIDA PARAQUAT ..ottt 33
3.2.1 Paraquat e o sistema nervoso central ................ccccveuee. 38
3.3 HIPOCAMPO ...ttt 39
331 Um breve esboco sobre a formacéo do hipocampo de
ratos 39
3.4 SISTEMA GLUTAMATERGICO (SINTESE, RECEPTORES
E TRANSPORTADORES). ..ottt 40
34.1 Destino do glutamato e o ciclo glutamato-glutamina..... 43
3.5 CA?* COMO UM MENSAGEIRONO SNC........ccoovrvrvinnnes 46
3.6 O METABOLISMO ENERGETICO NO CEREBRO........... 47
3.7 ESTRESSE OXIDATIVO,DANOEOSNC. .......ccovevvveirnn 49
3.7.1 EROs e 0s mecanismos de defesa antioxidante no SNC. 50
3.8 ILEX PARAGUARIENSIS .......cooiiiiieee e 55
B, HIPOTESE ..ot 59
5. MATERIAL E METODOS........coiiietieeieeeeeeeeeeeesssesennis 61
5.1 MATERIAL ...t 61
5.2 COLETA E BENEFICIAMENTO DA MATERIA-PRIMA
VEGETAL (MPV). ... 61
521 Matéria-prima vegetal..........cccccovviereieieninneseiese e 61
5.2.2 Preparo e fracionamento do extrato bruto..................... 61
5.2.3 Caracterizacéo quimica do extrato e fragoes ................ 62
5.3 ANIMALS ..o e 62
54 MONITORAMENTO DO GANHO DE MASSA CORPOREA
63

5.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS
TOTAIS 63

5.6 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR............ 63
5.7 DETEMINACAO DA CAPTACAO DE “C-GLUTAMATO,

14C-2-DESOXI-D-GLICOSE E*5CAZ* ......ceiiieieeeeeeeeeeeeee e 64
5.7.1 Captacao de [*C]-glutamato..........cccooeuerrerererrnerniennns 64

5.7.2 INFIUXO A #3C8%% ..ottt 64



5.7.3 Captag&o de [*“C]-2-desoxi-D-glicose.............ccccovevuneee. 65
5.8 DETERMINACAO DOS MARCADORES DE DANOS

OXIDATIVOS ..ottt 65
5.8.1 Lipoperoxidagao tecidual — TBARS ........ccccecvvvvveriernnnn 65
5.8.2 Proteina Carbonilada...........ccccoveiniieinininenncie e 66
5.9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA......... 66
5.9.1 Glutamina SINELASE.......cc.ervervrrerierere e 66
5.9.2 Alanina aminotransferase e Aspartato aminotransferase
67
5.9.3 Gamma-glutamil transferase (GGT) .....ccoocvvvvvrvererinnnn 67
5.9.4 Lactato desidrogenase (LDH) ........ccccoovvvvriieiinicieninenn 67
5.9.5 Glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD) ..........cc.ccove.e 68
5.10 CONTEUDO DE GSH....oooueeieieieseeeeeeeeeies e 68
5.11 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES .....coiiiieiieeree e 69
5.11.1 Glutationa redutase (GR) ......ccccvevvvvvivviverc e 69
5.11.2 Glutationa peroxidase (GPX).......cccoovvivvivereriernseeriesenns 69
5.11.3 Glutationa S-Transferase (GST)......ccoevvrererereninnenienens 69
5.11.4 CatalaSe.......eieeeeiere e 70
5.11.5 Superéxido dismutase (SOD)......cccceeevvvievereienienenenienes 70
512  ANALISE ESTATISTICA. ..ot 70
6. RESULTADOS ..ottt e 71
6.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DO EXTRATO E
FRAGOES. ...t 71

6.2 AVALIACAO DO EFEITO DO TRATAMENTO COMPQE
COM EXTRADO BUOH DE |. PARAGUARIENSIS NO GANHO DE
MASSA CORPOREA DE RATOS COM 21 A 26 DIAS DE IDADE .. 72
6.3 AVALIACAO DO EFEITO DO PARAQUAT NA
VIABILIDADE CELULAR PELO METODO DO MTT ...oovvvviiine. 73
6.4 ENVOLVIMENTO DO CALCIO NO MECANISMO DE
TOXICIDADE INDUZIDO PELO PQ E NEUROPROTECAO
OCASIONADA PELO EXTRADO BUOH DE |. PARAGUARIENSIS EM
HIPOCAMPO ... 74
6.5 ENVOLVIMENTO DA CAPTACAO DE *#C-2-DESOXI-D-
GLICOSE E DO METABOLISMO ENERGETICO NO MECANISMO
DE TOXICIDADE INDUZIDO PELO PQ E NEUROPROTEGAO
OCASIONADA PELO EXTRADO BUOH DE I. PARAGUARIENSIS EM
HIPOCAMPO ...t 75
6.6 PARTICIPACAO DO SISTEMA GLUTAMATERGICO NA
TOXICIDADE INDUZIDA PELO PQ E NEUROPROTECAO



OCASIONADA PELO EXTRADO BUOH DE |. PARAGUARIENSIS EM
HIPOCAMPO ...ttt e ettt eeene 77
6.7 EFEITO DA EXPOSICAO AO PQ E NEUROPROTECAO
OCASIONADA PELO EXTRADO BUOH DE |. PARAGUARIENSIS EM
PARAMETROS DE DANO OXIDATIVO A LIPIDOS E PROTEINAS
EM HIPOCAMPO ......oeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et enens 79
6.8 EFEITO DA EXPOSICAO AO PQ E NEUROPROTECAO
OCASIONADA PELO EXTRADO BUOH DE I. PARAGUARIENSIS EM
PARAMETROS RELACIONADOS AS DEFESAS ANTIOXIDANTES
EM HIPOCAMPO ... eeeeee ettt ee e s s anens 81
6.9 EFEITO DA EXPOSICAO AO PQ E NEUROPROTEGAO
OCASIONADA PELO EXTRADO BUOH DE I. PARAGUARIENSIS NA
ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM HIPOCAMPO 82

7. DISCUSSAO ..ottt 87
7.1 CONSIDERAGCOES FINAIS.........oovmrererereereneesenseeneseieninn 97
8. CONCLUSAOD ..ottt 101
9. PERSPECTIVAS. ..o eeeeeeeeeeeeee et ee et es e 103

REFERENCIAS ..ottt e et eeen e 105






25
1. INTRODUCAO

Os impactos na salde publica devido ao uso intensivo de
agrotoxicos sdo amplos uma vez que atingem vastos territorios e
envolvem diferentes grupos populacionais, como trabalhadores em
diversos ramos de atividades, e moradores de areas pulverizadas, além
dos individuos que consomem alimentos contaminados (Rigotto et al.,
2012). Somado ao uso intensivo, segundo dados da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), dos 50 agrotdxicos mais utilizados nas
lavouras brasileiras, 22 sdo proibidos na Unido Européia, fazendo do
Brasil o maior consumidor de agrotoxicos ja banidos por outros paises
(ANVISA, 2012). Dentre eles, o herbicida paraquat (PQ), estd em
processo de revisdo pela ANVISA desde 2008, mesmo sendo
classificado, por esta agéncia, como pertencente a Classe |
(extremamente toxico). E ainda, teve recentemente o limite maximo de
residuos para a cultura de cana-de-agUcar alterado, de 0,05 mg/kg para
0,1 mg/kg (ANVISA, 2015). Tais evidéncias demonstram um risco
crescente a populagdo, principalmente devido ao aumento dos registros
de venda nos ultimos anos, que foi de 265,5% no periodo de 2009 a
2012 (IBAMA, 2013). Sabe-se que 0 uso crescente de agrotoxicos no
pais resulta em impactos ambientais e para a salde publica, e
principalmente, coloca em risco a seguranca alimentar e nutricional da
populacdo (Rigotto et al., 2012). O herbicida PQ é permedavel a barreira
hematoenceféalica desencadeando efeitos tdxicos no sistema nervoso
central (SNC) (Kim et al., 2012), os quais ja foram relacionados com
doencas neurodegenerativas (Prakash et al., 2014). O conhecimento do
mecanismo de acdo e do potencial de toxicidade deste herbicida precisa
ser aprofundado e divulgado, para que medidas preventivas e/ou
regulamentadoras possam ser promovidas. Estes dados reforcam a
necessidade de estudos que visem minimizar os impactos da exposi¢ao a
estes agrotoxicos na satde de populacéo.

Considerando-se que a flora brasileira apresenta grande
diversidade de plantas medicinais e ainda, que inimeros extratos de
plantas séo utilizados na medicina popular, a investigacdo do potencial
terapéutico de compostos naturais representa grande relevancia
cientifica. Extratos de plantas ou compostos isolados demonstraram
efeitos na atividade antioxidante celular e nos sistemas de reparo a
danos (Forman, Davies e Ursini, 2014). A erva-mate (llex
paraguariensis) é uma espécie cuja utilizacdo popular na forma de
infusdo (chimarrdo e cha-mate) ou macerada (tereré) é conhecida devido
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a suas propriedades diuréticas, digestivas e estimulantes do SNC (Bastos
et al., 2007). Além destas propriedades ligadas ao uso popular, cabe
destacar as diversas outras atividades farmacolodgicas ja investigadas e
descritas, como as atividades antioxidante (Bravo et al., 2014),
antiparkinsoniana (Gatto et al., 2015), antiobesogénica (Andersen e
Fogh, 2001), anti-inflamatdria (Argari et al., 2011) e anticarcinogénica
(Barg et al., 2014). Diversos grupos de metabolitos secundarios ja foram
descritos para a erva-mate, como as metilxantinas, acidos fendlicos,
flavonoides e saponinas (Heck e De Mejia, 2007). Dentre 0s grupos
guimicos com potencial antioxidante destacam-se 0s compostos
fendlicos. Pretende-se, portanto, investigar as alteracBes provocadas
pela exposicdo in vivo ao PQ em diferentes parametros bioquimicos e de
dano oxidativo e possiveis efeitos neuroprotetores do extrato butanélico
(BuOH) de I. paraguariensis em hipocampo de ratos pré-puberes.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as alteracdes neuroquimicas induzidas pela exposicdo
in vivo ao PQ e avaliar o efeito neuroprotetor ocasionados pelo
tratamento com o extrato BuOH de llex paraguariensis em hipocampo
de ratos pré-plberes.

2.1.1  Objetivos Especificos

Verificar o efeito da exposicdo aguda ao PQ e o efeito neuroprotetor
ocasionado pelo tratamento com o extrato BUOH de llex paraguariensis
durante o estagio de neurodesenvolvimento em hipocampo de ratos pré-
puberes de 27 dias de idade, em parametros bioquimicos, tais como:

e A captacdo “C-glicose e 4C-glutamato, bem como o influxo de

450a2+;

e A atividade das enzimas glutamina sintetase (GS), alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
lactato desidrogenase (LDH), glicose-6-P desidrogenase
(G6PD) e gama glutamil transferase (GGT);

e Marcadores de dano oxidativo como a formacao de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e carbonilacdo de
proteinas;

e Atividade das enzimas envolvidas nos sistemas de defesa
antioxidantes, tais como: superoxido dismutase (SOD),
catalase, glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR)
e glutationa-s-transferase (GST).

e Conteldo do antioxidante glutationa (GSH).
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 AGROTOXICOS E SUAS IMPLICAGOES
SOCIOAMBIENTAIS

A partir da década de 1960, deu-se inicio ao desenvolvimento do
modelo atual de producdo agraria no Brasil, caracterizado pelas préaticas
da mecanizagdo, irrigacdo e fertilizagdo do solo, bem como o uso de
agroquimicos no combate de pragas e doencas. Este modelo
hegemdnico moderno teve como ponto determinante o século XVIII, a
partir da Revolugdo Industrial, no qual destacam-se 0s processos de
tecnificacdo e industrializagdo da agricultura. Mais tarde, todas estas
transformac0es, aliadas as conquistas de pesquisas nas areas quimicas,
mecanica e genética, bem como o fortalecimento do setor industrial
voltado para a agricultura, culminaram, no final da década de 1960,
inicio da década de 1970, em um novo processo de transformacao
completa da agricultura mundial, conhecido como Revolucdo Verde
(Barros e Silva, 2010; Augusto et al., 2012).

O modelo da chamada “Revolucdo Verde” tem como eixos: 1) a
monocultura e a producdo estavel de alimentos, principalmente arroz,
trigo, milho e soja; 2) e o desenvolvimento e combinacédo de tecnologias
como: insumos quimicos (fertilizantes, agrotdxicos), mecanicos (tratores
e implementos), bioldgicos (sementes geneticamente melhoradas, para
obtencdo de alto rendimento) e irrigacdo (Albergoni e Pelaez, 2007).

No Brasil, o processo de modernizagdo intensificou-se a partir dos
anos 1970, quando houve, de acordo com dados do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), um aumento de mais de 1.000% no
nimero de tratores utilizados, em relacdo & década de 1950, chegando
este incremento a 6.512% na década de 1980 (Agra e Santos, 2001).

Em decorréncia da producéo intensificada de alimentos, houve o
surgimento de distintos impactos de ordem ambiental e social. Os
problemas mais frequentes provocados pelo modelo monocultor
intensivo foram: a destruicdo das florestas e da biodiversidade, a erosdo
e a perda da fertilidade dos solos e a contamina¢do dos recursos naturais
e dos alimentos. Os interesses dominantes do estilo de desenvolvimento
adotado provocaram também impactos socioeconémicos, causados pelas
transformacOes rapidas e complexas da producdo agricola (Balsan,
2006).

A intensificacdo do uso de agrotoxicos, fertilizantes e adubos
inorganicos na Ultima década, trouxeram como consequéncia varios
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tipos de contaminac¢do quimica dos solos, dos corpos hidricos, dos
animais silvestres e principalmente a exposicdo direta do homem do
campo a estes compostos (Ehlers, 1999; Balsan, 2006). A Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA) acrescenta que existe
normalmente uma “deriva técnica” que acontece com os atuais
equipamentos de pulverizacdo aérea de agrotdxicos, que mesmo com
calibracdo, temperatura e ventos ideais, a técnica de pulverizacdo é
capaz de reter nas plantas apenas 32% dos agrotéxicos pulverizados,
enquanto que 19% sdo carreados pelo ar para outras Aareas
circunvizinhas e 49% védo para o solo. No solo, parte destas substancias
evapora, parte contamina o nivel d"agua e o restante sofre degradacéo
(Nascimento Neto, 2006).

Além da contaminagdo dos recursos naturais, ha o contato direto
do agricultor e o contato indireto dos demais habitantes por meio da
contaminacdo do meio ambiente e, principalmente, pela contaminagdo
dos alimentos (Londres, 2011). Com o objetivo de avaliar
continuamente as quantidades de residuos de agrotéxicos nos alimentos
de origem vegetal, a ANVISA desenvolveu o Programa de Andlise de
Residuos de Agrotdxicos em Alimentos (PARA). Dentre os alimentos
avaliados em 2012, 25% apresentaram quantidades de agrotdxicos
acima do permitido e sendo que dos 75% dos alimentos avaliados como
satisfatdrios, 42% apresentavam algum residuo de pesticida (ANVISA,
2013).

O uso intensivo e inadequado dessas substancias traz ainda um
processo de resisténcia a pragas e plantas infestantes. Até 1958, eram
conhecidas 193 pragas no Brasil; em 1976, o nimero total de pragas
conhecidas na agricultura era 593 (Agra e Santos, 2001). Além disso,
alguns estudos demonstram uma correlacdo importante entre a
exposicdo a pesticidas e o desenvolvimento de diversas doencgas, como
as doencas neurolégicas.

Em um estudo realizado na Espanha, foi observado um aumento
significativo na incidéncia de doenca de Alzheimer (DA) (OR = 2.10;
95% ClI, 1.96-2.25; P < 0.001), doenca de Parkinson (DP) (OR = 1.30;
95% CI, 1.22-1.39; P < 0.001) e esclerose multipla (OR = 1.23; 95%
Cl, 1.05-1.43; P = 0.007), assim como admissfes hospitalares para
transtornos de humor e tentativas de suicidio (OR = 1.87; 95% Cl, 1.67—
2.08; P < 0.001) em regibes com exposi¢do mais intensa de pesticidas
(Parron et al., 2011). Uma revisao sistematica e meta-analise indica que
a exposicdo, principalmente ocupacional, a pesticidas (herbicidas e
inseticidas) também aumenta o risco de desenvolver DP, RR (risco
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relativo) de 1.62 (95% ClI: 1.40, 1.88) (Van Der Mark et al., 2012). Em
um estudo de caso-controle, o risco quase dobrou quando se avaliou o
uso especifico de PQ (OR = 2.5; 95% Cl, 1.4-4.7) (Tanner et al., 2011).
No Brasil, em um estudo ecoldgico que avaliou a taxa de suicidio
no periodo de 1996 a 2010 em todas as microrregiGes brasileiras, foi
encontrada associacdo entre tal causa de morte e exposi¢cdo a
agrotoxicos. Esta associacdo foi encontrada em todas as anélises feitas
pelo estudo, como de exposicdo aos pesticidas, envenenamento, sexo,
idade, regies, dentre outros (Faria, Fassa e Meucci, 2014). Estes
estudos reforcam a importancia de se compreender melhor os
mecanismos de neurotoxicidade associados a exposi¢do a pesticidas.

3.1.1 O consumo de agrotdxicos no Brasil

Ao longo da dltima década, o consumo de agrotoxicos no
mundo cresceu 93%, enquanto no Brasil, segundo o Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), o
aumento da venda destes produtos foi de 194,09% (IBAMA, 2013). Em
2008, o Brasil ultrapassou os Estados Unidos e assumiu o posto de
maior mercado mundial de agrotdxicos, ocupando, pelo sétimo ano
consecutivo, o primeiro lugar no ranking mundial de consumo de
agrotéxicos. Em 2010, o Brasil utilizou cerca de 1 bilhdo de litros de
agrotoxicos por ano, nimero este que representa aproximadamente um
consumo de 5,08 L de agrotoxicos por habitante (ANVISA, 2012).

A Figura 1, mostra o crescente consumo de agrotoxicos pela
agricultura brasileira, do ano de 2002 a 2011. E importante ressaltar que
este aumento ndo se relaciona a um aumento proporcional a area
plantada. O consumo médio de agrotoxicos vem aumentando em relacédo
a area plantada, passou de 10,5 litros por hectare, em 2002, para 12
litros por hectare em 2011. Tal aumento estd relacionado a varios
fatores, como a expansdo do plantio da soja transgénica, que amplia o
consumo de glifosato; a crescente resisténcia das ervas “daninhas”, dos
fungos e dos insetos, que leva a um maior consumo de agrotoxicos e/ou
0 aumento de pragas nas lavouras (Carneiro et al., 2012).



32

Figura 1: Consumo de agrotoxicos nas lavouras do Brasil, de 2002 a 2011.
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Fonte: Adaptado de SINDAG (2009; 2011), IBGE (2013).

Cerca de 434 ingredientes ativos (IA) e 2.400 formulacdes de
agrotéxicos estdo registrados no Ministério da Saude (MS), Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e Ministério do
Meio Ambiente (MMA) e sdo permitidos no Brasil de acordo com o0s
critérios de uso e indicacdo estabelecidos em suas monografias. Porém,
dos 50 mais utilizados nas lavouras de nosso pais, 22 séo proibidos na
Unido Européia (Carneiro et al., 2012). Desde 2008, estdo em processo
de revisdo pela ANVISA 14 agrotoxicos: quatro deles ja foram
proibidos (cihexatina, tricloform, metamidofé6s, endossulfam), sendo
gue o metamidofos foi retirado do mercado em junho de 2012 e o
endossulfam teve sua retirada programada do mercado brasileiro a partir
de julho de 2010 (com um prazo de 3 anos). O fosmete e o acefato
tiveram seus usos restringidos, apesar dos achados toxicoldgicos serem
indicativos de banimento. Outros dois ja concluiram a consulta publica
de revisdo em 2012 (forato e parationa metilica) e os demais tiveram
suas notas técnicas de revisdo concluidas, mas o processo ainda se
encontra em andamento: lactofem, furano, tiram, PQ, glifosato e
abamectina (ANVISA, 2008). Segundo a ANVISA, estes ingredientes
ativos apresentam elevado grau de toxicidade aguda comprovada e
causam problemas neuroldgicos, reprodutivos, de desregulacdo
hormonal e até cancer (ANVISA, 2012). “Apesar de serem proibidos em
varios locais do mundo, como Unido Européia e Estados Unidos, ha
pressbes do setor agricola para manter esses trés produtos (endosulfan,
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metamidofos e acefato) no Brasil, mesmo ap06s serem retirados de forma
voluntaria em outros paises (ANVISA, 2012).

Esse volume de agrotoxicos foi consumido por distintos
cultivos. A soja utilizou 40% do volume total entre herbicidas,
inseticidas, fungicidas, acaricidas e outros (adjuvantes, surfactantes e
reguladores). Em seguida estd o milho, com 15%, a cana e o algoddo
com 10%, depois as frutas citricas com 7%, o café com 3%, o trigo
(3%), o arroz (3%), o feijdo (2%), a pastagem (1%), a batata (1%), o
tomate (1%), a macd (0,5%), a banana (0,2%). Os demais cultivos
consumiram 3,3% do total de 852,8 milhdes de litros de agrotdxicos
pulverizados nessas lavouras em 2011, segundo o Sindicato Nacional da
Indistria de Produtos para Defesa Agropecuaria (SINDAG) (2009;
2011) e projecdo do MAPA.

3.2 O HERBICIDA PARAQUAT

Os herbicidas bipiridil PQ e diquat assim sdo classificados por
conterem em sua estrutura dois anéis piridina, anéis aromaticos nos
quais um &tomo de carbono é substituido por um nitrogénio. No PQ, um
grupo metil esta ligado a cada nitrogénio (Halliwell e Gutteridge, 2007).
Sua estrutura quimica na forma de dicloreto esta representada na Figura
2 que apresenta formula quimica com Ci2H14N2, nomenclatura quimica
de 1-1’-dimetil-4-4’-bipiridilo (Halliwell e Gutteridge, 2007; Martins,
2013) e pertence ao grupo quimico dos bipiridilios (Almeida et al.,
2007; Baltazar et al., 2014).

Figura 2: Estrutura quimica do paraquat.

Fonte: Franco et al. (2010)

O PQ é um herbicida de contato ndo-seletivo, classificado pela
ANVISA como pertencente a Classe | (extremamente toxico). E
usualmente sintetizado na forma de sal dicloridrico. Pelo seu baixo custo
e agdo rapida, é amplamente utilizado no mundo, desseca rapidamente
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todo o tecido verde no qual entra em contato. Comercialmente €
conhecido como Gramoxone®, Gramocil®, Agroquat®, Gramuron®,
Paraquat®, Paraquol® e também em misturas com outros principios
ativos, como o0 Secamato®.

Apesar de banido em outros paises, ainda é amplamente
utilizado no Brasil, sendo seu uso mais frequente em cultivos de
abacate, abacaxi, algoddo, arroz, aspargo, banana, batata, beterraba,
cacau, café, cana-de-aglcar, chas, coco, couve, feijdo, maca, milho,
pastagens, péra, péssego, seringueira, soja, sorgo, trigo e uva (Londres,
2011). As vendas anuais do PQ e do total de ingredientes ativos (1A) no
Brasil que estdo dispostas na Figura 3, sdo referentes ao periodo de 2009
a 2012. A venda de PQ teve um aumento de 265,5% enquanto que 0
total de 1A aumentou em 158% (IBAMA, 2013).

O IBAMA divulga somente as informagdes de vendas de produtos
formulados cujos ingredientes ativos tenham no minimo trés empresas
detentoras de registro, ou seja, os IAs que ndo tenham no minimo trés
empresas detentoras de registro, ndo foram incluidos no grafico,
subestimando assim, a venda total destas substancias.

Figura 3: Vendas anuais de Paraquat e total de ingredientes ativos (1As) no
Brasil no periodo de 2009 a 2012.
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Fonte: O autor, 2015 (Dados: IBAMA, 2013).
O PQ também tem sido usado como um gerador experimental de

espécies reativas de oxigénio (EROs) para avaliar a lesdo tecidual
induzida por estas moléculas, como toxicidade pulmonar, renal e neural
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(Podder, Song e Kim, 2014); e também como modelo experimental da
DP, por mimetizar alteragdes moleculares compativeis as observadas
nesta doenca (Przedborski e Ischiropoulos, 2005).

O mecanismo pelo qual o PQ levaria a producdo de espécies
reativas ocorre de maneira direta, por meio da ciclagem redox; e de
forma indireta, através da mitocondria (Przedborski e Ischiropoulos,
2005; Chen et al., 2010; Baltazar et al., 2014).

Pelo mecanismo de ciclagem redox, o PQ atua como aceptor de
elétrons de diaforases (enzimas que transferem elétron de uma molécula
de NADPH), formando-se assim uma molécula monocationica (PQ"*) e
NADP*. Inimeras enzimas podem catalisar este processo, tais como a
ubiquinona oxidoredutase, xantina oxidase, 6xido nitrico sintase (NOS),
NADPH-oxidases da familia NOx e tiorredoxina redutase. O PQ™* é
entdo rapidamente oxidado a sua forma dicatibnica e esta reacdo, na
presenga de oxigénio, ocorre junto a formacdo do radical superdxido.
Uma descricdo esquematica destas reacfes é apresentada na Figura 4.

Figura 4: Producdo de espécies reativas de oxigénio por meio da ciclagem
redox.
) PQ™ NAD (P)*
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O PQ?* reage com enzimas diaforases, atuando como agente redutor,
transformando-se em sua forma monocatidnica. Na presenga de O, oxida-se
rapidamente a sua forma original, produzindo radical superéxido.

Fonte: Adaptado de Baltazar et al. (2014).
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O PQ ndo somente € um agente redutor capaz de reagir com
oxigénio produzindo superéxido (Baltazar et al., 2014), mas também
pode reagir com metais de transicdo, tais como ferro. O PQ™ pode
facilmente reduzir o ferro (I11) em ferro (Il), que por sua vez pode
catalisar a formacdo de radicais hidroxil através da reacdo de Fenton
(Przedborski e Ischiropoulos, 2005). Uma descricdo esquematica esta
apresentada na Figura 5.

Figura 5: Reacdo do Paraquat com o ferro e formacao do radical hidroxil

Fe 4 HO-N, ) NCHy —> HO-Ne =G + Fe¥

radical Paraquat Paraquat
Fe* + H0, —» ‘OH + OH" + Fe*

Fonte: Adaptado de (Przedborski e Ischiropoulos, 2005).

A modulacdo de algumas vias de sinaliza¢do estaria envolvida no
processo de toxicidade, tais como proteina cinase C (PKC) ou ERK1/2,
descritas previamente como ativadores transcricionais da enzima
NADPH oxidase (Baltazar et al., 2014).

Outro mecanismo pelo qual o PQ exerceria sua toxicidade seria
por disfungdo mitocondrial, pela inibicdo do complexo | (NADPH
guinona oxidorredutase) da cadeia respiratoria (Chen et al., 2010).
Outros autores também descrevem uma interacdo do PQ com o
complexo 11 (Baltazar et al., 2014). E importante notar que os agentes
redox ativos podem interagir com diferentes receptores/doadores de
elétrons, dependendo do potencial redox e se 0 ambiente se apresenta
redutivo ou oxidativo. A interacdo deste agente toxico com esses
complexos pode levar a um comprometimento da fun¢do mitocondrial
devido ao aumento na producdo de EROs e espécies reativas de
nitrogénio (ERNs), levando a diminuicdo da sintese de ATP, a oxidacdo
de proteinas da matriz e danos no DNA mitocondrial (Figura 6)
(Cicchetti, Drouin-Ouellet e Gross, 2009; Baltazar et al., 2014).
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Figura 6: Interacdo do PQ com elementos da cadeia transportadora de
elétrons.

PQ PQ

...................................

A interacdo do PQ com complexos da mitocondria pode levar a maior formagéo
de ERO, ERN e ao comprometimento da sintese de ATP.
Fonte: Adaptado de Baltazar et al. (2014).

A exposigcdo profissional ao herbicida pode resultar tanto em
intoxicagdo aguda quanto crbénica. A intoxicacdo aguda ocorre
principalmente pelas vias aéreas, uma vez que a absor¢do pela pele e
trato gastrintestinal € um processo mais lento. Apds a absorcdo,
independente da via de administracdo, o PQ acumula-se no pulmdo e
rins, nos quais exerce seus principais efeitos toxicolégicos agudos
(Franco et al., 2010).

Nos anos de 1995-1996 acreditava-se que o PQ, por ser altamente
polar, ndo atravessasse a barreira hematoencefalica. Aproximadamente 5
anos depois, Shimizu e colaboradores (2001) decreveram que o PQ
provavelmente atravessa a barreira hematoencefalica por um sistema de
transporte de aminodacidos neutros expressos nos capilares cerebrais e
entdo seria transportado para o cérebro através das células do estriado
(Shimizu et al., 2001). No entanto, atualmente sabe-se que esta
penetracdo é um fendmeno dependente da idade, no qual animais jovens
(< 8 semanas de idade) seriam mais suscetiveis a entrada de PQ no
cérebro (Berry, La Vecchia e Nicotera, 2010). Frente a estes achados, os
efeitos do PQ no cérebro vém sendo mais investigados na Ultima década
(Franco et al., 2010). A exposicdo crnica ao herbicida tem sido descrita
como fator causal de doencas neurodegenerativas como a DP em
modelos animais e em estudos epidemioldgicos (Cicchetti, Drouin-
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Ouellet e Gross, 2009; Berry, La Vecchia e Nicotera, 2010; Baltazar et
al., 2014).

3.2.1 Paraquat e o sistema nervoso central

A entrada de PQ no cérebro através da barreira
hematoencefalica via sistema de transporte de aminoécidos neutros
ocorre de maneira semelhante em roedores, macaco-rhesus e em
camundongos (Baltazar et al., 2014). InGmeros trabalhos vém
investigando efeitos deletérios do herbicida em algumas regifes do
cérebro. Seu efeito neurotdxico foi descrito por Kuter e colaboradores
(2007), os quais neurdnios dopaminérgicos da substancia nigra de ratos
expostos a doses subcronicas de PQ (10 mg/kg por 5 dias consecutivos),
sofreram diminuigdo em 22% (Kuter et al., 2007). A morte neuronal por
apoptose efou necrose, em determinadas regibes do cérebro pode
resultar em declinio cognitivo, perturbagdes da memoria e atencdo, e
danos a funcdo motora (Parron et al., 2011).

O hipocampo € considerado uma regido importante do cérebro
para fungdes de aprendizagem e memoria. Alguns mecanismos de
neurotoxicidade induzida por PQ ja foram descritos neste tecido por
Chen e colaboradores (2010) dentre eles: 1) estresse oxidativo, pelo
aumento da geragdo de radicais livres mitocondriais e peroxidagdo
lipidica; a atividade da enzima SOD estaria inibida junto ao aumento das
quantidades de MDA, sugerindo que o PQ poderia induzir a uma
excessiva producdo de EROS e reforcar a peroxidacdo lipidica, tendo
como resultado um desequilibrio no balanco de oxidagdo/reducéo; 2)
disfuncdo mitocondrial, que também estaria relacionada ao aumento da
producdo de EROs e com a inibicdo dos complexos | e Il da cadeia
respiratoria; e 3) pelo proprio metabolismo oxidativo da dopamina, que
contribui para manter uma maior producdo de EROs na substancia nigra
pars compacta quando comparado com as outras regides do cérebro
(Chen et al., 2010).

Além dos mecanismos descritos, a neurotoxicidade induzida por
PQ também parece ocorrer via mecanismos de apoptose, autofagia e
inibicdo do sistema ubiquitina-proteassoma. O PQ levaria & morte
neuronal por apoptose por meio da liberacdo do citocromo ¢ pela
mitocondria com  consequente ativacdo de caspases, Mmais
especificamente por ativacdo da caspase-9 e 3, devido a ativagdo da
familia Bcl-2 (Fei e Ethell, 2008).
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Chen e colaboradores (2010) demonstraram, em um estudo com
camundongos expostos ao PQ (2,67 e 8 mg/kg de peso) 1 vez ao dia por
28 dias consecutivos, aumento das concentragbes de 8-hidroxi-
desoxiguanosina, marcador de dano oxidativo das mitocondrias. O dano
oxidativo mitocondrial levaria a um comprometimento da producédo de
ATP na mitocondria, como observado no estudo.

3.3 HIPOCAMPO

Estudos em animais e humanos tém mostrado que o hipocampo
desempenha um papel critico na organizacdo da memaria no tempo. Por
exemplo, ao descrevermos uma sequéncia de agdes que ocorreram no
passado, precisamos lembrar a ordem na qual os eventos aconteceram.
Este conceito compfe a ideia de que a memoria é temporalmente
organizada, como definido por Aristételes, “dimensio organizadora
fundamental da memoria episddica”. A importancia e o interesse nesta
area se da por este ser um dos mecanismos pelo qual ocorre as formas
simples e complexas de aprendizagem associativa (Eichenbaum, 2014).

Ha& estudos que demonstram que os danos ao hipocampo
prejudicam a memoria da ordem temporal de eventos em seres humanos
e animais, sendo que o hipocampo é que ativa-se em seres humanos
durante a codificacdo e recordacdo de uma sequéncia de eventos,
confirmando a ideia de que o hipocampo contribui para a meméria
através da organizacdo de elementos de uma experiéncia em um
contexto espacial e temporal (Eichenbaum, 2014).

3.3.1  Um breve esbogo sobre a formacéo do hipocampo de ratos

A formagdo do hipocampo inclui o prdprio hipocampo e as areas
corticais adjacentes ao qual ele esté ligado. O “cornu ammonis” (CA) é
composto pelas sub-regides: CA1, CA3 e CA2, sendo a Ultima a sub-
regido menos estudada. A formacao do hipocampo consiste em: o cortex
entorrinal (dividida em cortices lateral e medial), giro denteado, CA1,
CA2, CA3, subiculum, presubiculum e parasubiculum (Hartley et al.,
2014). Tais areas estdo envolvidas na regulacdo emocional (regides mais
ventrais) e processamento espacial (regides dorsais) (Strange et al.,
2014). Veja a representacdo esquematica na Figura 7.
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Figura 7: llustracdo esquemética da orientacdo do hipocampo em ratos.

CAl

GD

Abreviagdes: GD, giro denteado; CA, “cornu ammonis”.
Fonte: Adaptado de: Strange et al. (2014).

O hipocampo apresenta estrutura e funcdo semelhantes em
diferentes espécies (Hartley et al., 2014) e o mais importante, a area de
cognicdo espacial parece ser amplamente preservada entre as espécies,
incluindo humanos (Strange et al., 2014). A atividade total de
neurotransmissdo do tecido cerebral representa-se predominantemente
pelo sistema glutamatérgico, sendo que no hipocampo,
aproximadamente 80 a 90% das sinapses sdo também glutamatérgicas
(Danbolt, 2001).

3.4 SISTEMA GLUTAMATERGICO (SINTESE, RECEPTORES E
TRANSPORTADORES).

O glutamato é o aminodacido livre mais abundante no cérebro e
é uma unidade sinalizadora de vérias vias metabdlicas, sendo o principal
mediador de sinais excitatérios, bem como da plasticidade do SNC. A
manutencdo das concentracfes de glutamato no cérebro, tanto no meio
intra quanto extracelular, depende de sincronismo e equilibrio entre sua
sintese e vias de utilizacdo, que sdo modulados por sistemas de
transporte e por reacdes enzimaticas. Ambos, um excesso de glutamato
e pouco glutamato sdo prejudiciais. A ativacdo excessiva dos receptores
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de glutamato pode excitar as células nervosas e leva-las a morte por
meio de um processo referido como excitotoxicidade glutamatérgica
(Erecinska e Silver, 1990; Zhou e Danbolt, 2014).

O glutamato ndo atravessa a barreira hemato-encefalica (BHE).
Sendo assim, o glutamato da circulacdo periférica ndo interfere na
concentracdo de glutamato no cérebro. Deste modo, sua sintese ocorre
nas células neurais a partir de diferentes vias, dentre elas: 1) pela
aminagdo redutiva do a-cetoglutarato. A amonia necessaria para esta via
pode ser obtida por meio de qualquer reacdo de desaminacdo, por
exemplo, as reagBes da glutaminase dentro do préprio neurénio, ou pode
ser obtida a partir da circulagdo sistémica; 2) por transaminagdo de
outros aminoéacidos e 3) por clivagem hidrolitica da glutamina. Apds a
sintese, este € armazenado dentro de vesiculas sinapticas em terminais
nervosos de onde pode ser liberado por exocitose (Erecinska e Silver,
1990; Danbolt, 2001; Zhou e Danbolt, 2014). A Figura 8 demonstra
esquematicamente as vias de sintese de glutamato no SNC.

Desde o momento da liberagdo em um terminal nervoso, o
glutamato vai difundir-se na fenda sinaptica e interagir com proteinas de
ligacdo do glutamato (transportadores e receptores) ali presentes. A
maior parte do glutamato liberado para o meio extracelular é
proveniente da exocitose de vesiculas sinapticas, porém este ndo é o
Gnico mecanismo capaz de fornecer glutamato ao fluido extracelular.
Outro mecanismo de liberacdo é chamado de liberacdo de aminoacido
excitatério mediado por transportador, sendo este, ndo vesicular. Tais
transportadores medeiam a troca de glutamato com outros aminoacidos
excitatorios (por exemplo, D-aspartato e L-aspartato) e existem também
os transportadores de cistina, que trocam glutamato e cistina (Danbolt,
2001). O trocador de glutamato-cistina transporta cistina para dentro da
célula em troca de glutamato do meio intracelular. O papel fisioldgico
deste transportador é atuar como um transportador de cistina que utiliza
0 gradiente transmembranar de glutamato como forca de conducéo.
Sendo assim, o glutamato extracelular inibe a captacdo de cistina e a
captagdo de cistina provoca a liberagdo de glutamato (sistema XxCT)
(Bannai, 1986).

H& uma variedade de familias de receptores os quais 0
glutamato pode interagir. Dois principais subtipos de receptores foram
definidos: os ionotropicos e os metabotrépicos. Os ionotropicos sdo
classificados como N-metil-D-aspartato (NMDA), AMPA (acido o-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole propionico) e receptores de
cainato. Em contraste, 0s receptores metabotropicos sdo aqueles
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acoplados a proteina-G. A maioria das células do SNC expressam pelo
menos um tipo destes receptores (Lopez-Bayghen e Ortega, 2011; Zhou
e Danbolt, 2014).

Figura 8: Representacdo esquematica da sintese do glutamato.
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Diagrama simplificado da sintese do glutamato no neurénio. Abreviagfes: PAG,
glutaminase ativada por fosfato; LDH, lactato desidrogenase; GDH, glutamato
desidrogenase; CK, Ciclo de Krebs; GLN, glutamina; GLU, glutamato; Asp,
Aspartato; OAA, oxalacetato; AST, Aspartato aminotransferase; ALT, Alanina
aminotransferase; Ala, alanina; a-ceto, a-cetoglutarato.

Fonte: O autor, 2015.
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Sob condicdes de repouso, o0s receptores NMDA estdo
bloqueados por ions de Mg?*, porém, uma vez que a membrana neuronal
é despolarizada, esse receptor pode ser ativado pela interacdo de duas
moléculas de glutamato e duas moléculas de glicina ou serina,
permitindo o aumento do influxo de Ca?* para 0 meio intracelular. A
despolarizacdo em si é mediada principalmente pelos receptores do tipo
AMPA, mas também pelos de cainato, que estdo localizados na espinha
dendritica. A ativacdo desses receptores pode ocorrer pela ligagdo do
glutamato, permitindo assim o influxo de Na* para o meio intracelular,
resultando na despolarizagdo da membrana neuronal. A ativacdo dos
receptores NMDA é considerada um marcador funcional para convergir
de entrada excitatoria e produzir excitacdo neuronal (Zigmond et al.,
1999; Sanacora et al., 2008).

Apos a liberacdo do glutamato na fenda sinaptica, sua remogéo
deve ocorrer para que ndo haja um efeito prolongado de sua interagdo
com o0s receptores. Como ndo existem enzimas extracelulares que
podem degradd-lo, mesmo baixas concentracdes extracelulares
requerem captacdo celular. Esta captacdo é catalisada por uma familia
de proteinas transportadoras situadas na superficie de neurbnios e
astrécitos (Danbolt, 2001). Em humanos, cinco transportadores
homdlogos foram identificados e chamados de transportador de
aminoacidos excitatérios (EAAT) 1-5. Todos os EAATSs catalisam
transporte de 1H*, 3Na*, e 1K* acoplado com uma molécula de
substrato. Estes transportadores sdo proteinas integrais de membrana
gue dependem do ambiente lipidico, sendo assim influenciados por
acidos graxos como o acido araquiddnico e por oxidacdo (Lopez-
Bayghen e Ortega, 2011).

3.4.1 Destino do glutamato e o ciclo glutamato-glutamina

O glutamato captado pelas células astrogliais pode ser
convertido a a-cetoglutarato (por meio de desaminagdo pela glutamato
desidrogenase ou por transaminagdo pela aspartato aminotransfrase ou
alanina aminotransferase), o o-cetoglutarato pode entdo ser
metabolizado no ciclo de Krebs. O glutamato pode também ser
convertido a glutamina (Danbolt, 2001; Zhou e Danbolt, 2014). A
conversdo do glutamato a glutamina é catalisada pela enzima glutamina
sintetase (GS) por uma reacdo dependente de ATP. A glutamina é
exportada dos astrocitos para o espaco extracelular, podendo entrar nos
neurdnios. A GS desempenha papéis importantes no cérebro, tais como
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a sintese de glutamina e a remocdo da aménia. Deficiéncia de GS pode
levar ao acimulo de glutamato extracelular e esta associada com
algumas formas de epilepsia em humanos (Eid et al., 2004). Outro
estudo com humanos relata a deficiéncia de GS levando a encefalopatia
cronica e epilepsia (He et al., 2010; Haberle et al., 2011).

A glutamina sintetizada pode ser liberada pelo astrdcito para o
meio extracelular por transportadores de aminoacidos neutros
dependentes de Na* (SNAT3 e SNAT5 - presentes na membrana
astrocitica), esta seria uma forma de transportar glutamato até os
neurdnios sem ativar os receptores de glutamato. Uma vez captada pelo
neurdnio, a glutamina pode ser convertida em glutamato, pela enzima
glutaminase ativada por fosfato (Zhou e Danbolt, 2014). Este trafico de
glutamato e glutamina entre astrécitos e neurdnios tem sido proposto
como sendo a principal via pela qual o neurotransmissor glutamato ¢
reciclado. E geralmente referido como o ciclo glutamato-glutamina.
Uma representacdo esquematica do ciclo glutamato-glutamina esta
representado na Figura 9.

O ciclo glutamato-glutamina evita altas concentracdes de
glutamato no meio extracelular, tanto por promover a captacdo do
glutamato na fenda sinaptica quanto por reciclar o glutamato de volta ao
neurdnio, como glutamina, sem promover a ativagao de seus receptores.
Uma vez que o excesso de glutamato na fenda sinaptica pode
superativar os receptores de glutamato, podendo promover um aumento
no influxo de Ca?*. A ativacdo dos receptores de glutamato aumenta o
consumo de energia e a producdo de radicais livres. O aumento da
producdo de radicais livres pode, por sua vez, prejudicar a producéo de
energia e a propria captacdo de glutamato (Erecinska e Silver, 1990).
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Figura 9: Representacdo esquematica do ciclo glutamato-glutamina

Neurénio | Vedcda
Glutamaterglm . esiculas sindpticas
; ~, Transportador de sodio de aminoacido
| — neutro (SNAT3 e SNATS)

/
|
.Transportador de aminodcidos excitatorios

;"f (EAAT) 1-5
I;"I '. \ [ Receptores de ghitamato
| Gl o« \
| PAG
| N I'n
Glu \

——+0-cEM0
CK

. PAG,

Diagrama simplificado do ciclo glutamato-glutamina. AbreviacGes
Glutaminase ativada por fosfato; GS, Glutamina Sintetase; GLN, glutamina
GLU, glutamato; AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina
aminotransferase; CK, ciclo de Krebs; a-ceto, a-cetoglutarato
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35 CA? COMO UM MENSAGEIRO NO SNC

O Ca?" é um segundo mensageiro que controla uma ampla
variedade de processos celulares. Um aumento nas concentragdes
intracelulares de Ca?* depende de canais de entrada presentes na
membrana plasmatica e da liberacdo por canais nas membranas das
reservas internas, o reticulo endoplasmatico ou o reticulo
sarcoplasmatico (Berridge, 2004). Uma simples avaliacdo da atividade
celular pode ser determinada por meio da concentracdo intracelular de
Ca*?, que varia de 100 a 1000 nM do estado basal ao estado ativado,
respectivamente. Esta elevacdo da quantidade de Ca*? pode regular
inimeros processos, dentre eles a morte celular (Berridge, Lipp e
Bootman, 2000).

O Ca?* do meio extracelular é a principal fonte de Ca?* para
reacdes que ocorrem no meio intracelular e sua entrada é impulsionada
pela presenca de um gradiente electroquimico através da membrana
plasmatica. As células usam esta fonte externa de Ca?* pela ativacdo de
canais de entrada com propriedades amplamente diferentes. Como por
exemplo os canais de Ca?* dependente de voltagem (CCDV),
encontrados em células excitaveis, promovem os fluxos rapidos de Ca?*
gue controlam processos celulares rapidos, tais como a contracdo
muscular ou a exocitose nas terminac@es sindpticas (Berridge, Bootman
e Roderick, 2003). Entretanto ha muitos outros canais de entrada Ca?*
que se abrem em resposta a diferentes sinais externos, tais como 0s
canais operados por receptores (ROCs), por exemplo os receptores
(NMDARs) que respondem ao glutamato (Berridge, Bootman e
Roderick, 2003).

Os neurdnios tém sistemas de sinalizacdo de Ca®* altamente
controlados responsaveis pelo desenvolvimento do SNC e regulacéo das
funcbGes neurais, tais como ritmos cerebrais, processamento de
informacdo, aprendizagem e memoéria. Estes eventos de
desenvolvimento sdo movidos por oscilagGes da quantidade intracelular
de Ca*". A oscilacdo do Ca?* durante o desenvolvimento neuronal pode
determinar o tipo de neurotransmissor expresso em diferentes tipos de
células. Como por exemplo, a supressdo de oscilagdes pode aumentar o
nimero de neurdnios que expressam transmissores excitatérios como o
glutamato e acetilcolina, enquanto que o0 oposto acontece para
transmissores inibitorios, o GABA e glicina (Berridge, 2014). Além
disso, tem sido relacionados ao controle de processos associados ao
neurodesenvolvimento, tal como crescimento axonal de neurdnios
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corticais e a migracdo de células neuronais (Berridge, Bootman e
Roderick, 2003).

Por outro lado, alteragdes nestes mecanismos homeostaticos
dependentes de Ca?* criam respostas inadequadas levando a transcricdo
de genes, proliferacdo de células (Berridge, Bootman e Roderick, 2003)
e morte celular. Tais processos podem ser a causa de muitas doencas
importantes, como a DA (Berridge, 2014).

3.6 O METABOLISMO ENERGETICO NO CEREBRO

O cérebro é um 6rgdo complexo composto por uma variedade
de células, cada uma tendo necessidades metabdlicas diferentes. Os
neurdnios, astrdcitos, oligodendrdcitos e células endoteliais dos
capilares tem uma taxa elevada de metabolismo oxidativo. Cada célula
do cérebro pode usar glicose, uma vez que todas elas possuem
transportadores de glicose (GLUTS), enzimas glicoliticas e do ciclo de
Krebs (Erecinska e Silver, 1990; Castro et al., 2009). Uma limitagdo no
fornecimento de glicose para o cérebro faz com que ocorra uma rapida
diminuicdo do nivel de ATP e do gradiente ibnico, além da glicose ser
um precursor importante para a sintese de neurotransmissores, como o
glutamato (Erecinska e Silver, 1990). Por outro lado, ha evidéncias de
gue o metabolismo oxidativo neuronal depende do lactato derivado dos
astrocitos (a hipdtese do shuttle de lactato astrécitos-neurdnio) em vez
de glicose durante a atividade de neurotransmissao (Castro et al., 2009;
Rodriguez-Rodriguez, Almeida e Bolafios, 2013; Sonnewald, 2014).

Normalmente, quando a taxa da glicélise excede a taxa de
entrada de intermediarios no ciclo de Krebs, o piruvato pode ser
reduzido a lactato pela lactato desidrogenase (LDH). A interconversao
de lactato e piruvato é catalisada pela LDH que é uma enzima
tetramérica no qual duas subunidades distintas combinam-se para
formar as cinco isoenzimas (LDH-1, LDH-2, LDH-3, LDH-4 e LDH-5).
Tem sido demonstrado que os neurbnios contém predominantemente
LDH-1 (principalmente produtora de piruvato), enquanto que oS
astrocitos expressam LDH-5 (associada com tecidos de alta producéao de
lactato) (Pellerin et al., 1998). Os astrocitos liberam lactato a uma taxa
maior do que os neurdnios e o lactato é preferencialmente metabolizado
em ceélulas neuronais (Castro et al., 2009; Rodriguez-Rodriguez,
Almeida e Bolafios, 2013). Uma representacdo esquematica da interacdo
entre astrocitos e neurdnios referente ao metabolismo energético esta
representada na Figura 10.
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Sob atividade sinaptica glutamatérgica, a glicose fornecida pelo
sangue € absorvida pelos astrocitos e oxidada predominantemente a
lactato. Tem sido relatado que a captacéo de glutamato por estas células
estimula o transporte de glicose mediado por GLUTL e glicdlise seguida
pela liberacdo de lactato (Castro et al., 2009). Considerando também
que o transporte de glutamato é predominantemente dependente de Na*,
a captacdo de glutamato pelos astrdcitos é acoplada com a ativacdo da
Na*/K*-ATPase para remover o Na* do citoplasma, causando, assim, o
consumo de ATP. Isso pode explicar 0 aumento compensatério na via
glicolitica em astrocitos apds a captacdo de glutamato (Rodriguez-
Rodriguez, Almeida e Bolafios, 2013).

E importante notar que a glicose, depois de ser fosforilada pela
hexoquinase formando glicose-6-fosfato (G6P), é metabolizada nédo
somente através da glicolise, mas também através da via das pentoses-
fosfato. Esta seria a princial via de oxidagdo da glicose-6-fosfato nos
neurdnios (Rodriguez-Rodriguez, Almeida e Bolafios, 2013). Uma das
principais fungdes da via das pentoses € a obtengdo de equivalentes
redutores em forma de NADPH(H*) a partir da oxidacdo da G6P, que é
convertida em ribulose-5-fosfato (R5P), sendo a glicose-6-fosfato-
desidrogenase (G6PD) a enzima limitante da velocidade desta via. A
producdo constante de equivalentes redutores, como o NADPH, é
necessaria para manter as defesas antioxidantes e a homeostase redox
das células.

Tendo em vista que uma proporcao consideravel de glicose é
consumida através da via das pentoses-fosfato, as necessidades
energéticas dos neurbnios devem ser cumpridas pela oxidacdo de um
substrato alternativo prontamente disponivel, reforcando assim a
colaboragdo dos astrécitos no fornecimento de lactato aos neurénios
(Rodriguez-Rodriguez, Almeida e Bolafios, 2013).

3.7 ESTRESSE OXIDATIVO, DANO E O SNC.

O dano oxidativo acontece em todos 0s nossos tecidos o tempo
todo, h& sempre uma quantidade basal de dano oxidativo ao DNA,
lipidos e proteinas. Assim, sistemas que reparam e substituem
biomoléculas oxidadas sdo essenciais e falhas nestes sistemas
contribuem para a neurodegeneracdo (Halliwell, 2006; Forman, Davies
e Ursini, 2014).

Apesar de todos os tecidos corporais sofrerem dano oxidativo, o
cérebro é comumente referido como sendo especialmente sensivel
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(Sayre, Smith e Perry, 2001; Uttara et al., 2009). Uma razdo, além do
elevado teor de lipidos insaturados, é o0 seu elevado consumo de O, que
chega a aproximadamente 20% do consumo basal. Uma das principais
razbes para este alto consumo de O, é a grande quantidade de ATP
necesséria para manter a homeostase i6nica neuronal uma vez que as
aberturas e fechamentos de canais i6nicos sdo essenciais a propagacao
dos potenciais de acdo e neurossecrecdo. Assim, interromper a funcdo
mitocondrial dos neurdnios devido a acdo de toxinas (como o PQ) ou
ndo fornecer substratos para producdo de energia, produz danos
rapidamente, como pode ocorrer com os canais de entrada de Ca?*, que
sob estresse oxidativo podem ser danificados, alterando assim a
homeostase deste ion. O aumento das concentracdes intracelulares de
Ca?* pode interferir com a funcdo mitocondrial, aumentando a formacéo
mitocondrial de radical anion superoxido (Oze-) (Halliwell, 2006).
Defeitos na mitocondria ja foram descritos em doengas
neurodegenerativas comuns, como na DA e DP (Sayre, Smith e Perry,
2001).

Frequentemente o dano oxidativo se manifesta por meio do
comprometimento da funcdo de uma biomolécula. Proteinas sédo
danificadas pela acdo de espécies reativas ou por produtos da oxidacdo
lipidica e/ou glicoxidacdo e ainda, estas espécies podem causar dano
oxidatido ao DNA (Sayre, Smith e Perry, 2001) e qualquer um destes
eventos pode iniciar a morte celular neuronal (Halliwell, 2006).

Sugere-se que a quimica dos radicais livres desempenha um
papel patogénico em todas estas condi¢cBes neurodegenerativas, de uma
forma ou de outra, sendo o fator causal principal que leva a lesdo
tecidual e consequente comprometimento da funcdo vital das células,
somado a uma falha no sistema de defesas antioxidantes (Sayre, Smith e
Perry, 2001; Uttara et al., 2009).

3.7.1 EROs e 0s mecanismos de defesa antioxidante no SNC

Espécies reativas de oxigénio é um termo utilizado para
descrever um coletivo que inclui os radicais e também alguns derivados
ndo-radicais do oxigénio, tal como o &cido hipocloroso (HOCI) e o
peroxido de hidrogénio (H202) (Halliwell, 2006). A producdo de EROs
requer a ativagdo do oxigénio molecular. Como a utilizagdo do O, é um
pré-requisito para a maioria das formas de vida, todos 0s organismos
aerobicos produzem quantidades minimas de EROs (Sayre, Smith e
Perry, 2001; Barnham, Masters e Bush, 2004).
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Em individuos saudaveis, ha um equilibrio entre a producéao de
varias espécies reativas (ER) e as defesas antioxidantes (Halliwell,
2006). Algumas ER participam diretamente na defesa contra a infecgédo
e também sdo coordenadores importantes da resposta inflamatdria. Mas
muitas ER podem levar a lesdo tecidual e, se isso acontecer muitas
vezes, pode resultar em doengas cronicas, tais como doengas
neurodegenerativas (Halliwell, 2006).

Um radical livre é definido como qualquer espécie capaz de
existéncia independente (dai o termo "livre") que contém um ou mais
elétrons desemparelhados (Halliwell e Gutteridge, 2007). Mas quando
um radical livre encontra um nado-radical (inameros tipos de moléculas),
se o radical é suficientemente reativo, ele ataca o ndo-radical, resultando
em um novo radical e reacdes em cadeia podem ocorrer, como por
exemplo, o mecanismo de toxicidade do PQ (Halliwell, 2006).

Um radical pode ser um agente redutor, doando um dnico
elétron. Assim, por exemplo, a toxicidade do PQ ao cérebro e outros
tecidos animais envolve a redugdo de um elétron para o radical PQ na
sua forma cationica (PQ?* - PQ"), por sistemas de transporte de
elétrons celular (por exemplo, enzimas citosélicas, cadeia de transporte
de elétrons da mitocéndrias e reticulo endoplasmatico) seguido pela
reacdo do PQ™*, na forma radicalar, reduzindo o0 O a Oze-.

PQ"+ 0O, 2 PQ + Ope-

Assim, o PQ catalisa a formacdo de grandes quantidades de
Oge- a partir de Op, possivelmente causando danos as células
(Przedborski e Ischiropoulos, 2005).

O Ogye- também é formado in vivo de vérias maneiras. A
principal fonte é a atividade das cadeias de transporte de elétrons no
reticulo endoplasmatico e, especialmente na mitocéndria (Sayre, Smith
e Perry, 2001; Halliwell, 2006).

O Oae+- pode causar dano por meio da inativacdo de enzimas
importantes na produgdo de energia e metabolismo de aminoécidos. A
inativacdo/degradacdo destas proteinas pode levar a liberacdo de ferro
(das proteinas ferro-enxofre) que promove a reacdo de Fenton e a
peroxidacdo lipidica (Forman, Ursini e Maiorino, 2014). O Oze- pode
reagir com oxido nitrico (NO*) e dar origem ao peroxinitrito (ONOO-),
gue reage muito rapidamente com outras moléculas. Peroxinitrito e as
espécies reativas de nitrogénio sdo capazes de tanto causar oxidagéo
guanto nitracdo de aminodcidos como a tirosina e o triptofano,
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resultando em uma condi¢do conhecida como "estresse nitrosativo"
(Sayre, Smith e Perry, 2001; Forman, Ursini e Maiorino, 2014). O
peroxinitrito, assim como o HO», também podem provocar liberacdo de
ferro de proteinas (Halliwell, 2006).

Por outro lado, todas as partes do SNC contém SODs, enzimas
gue removem o Oye- catalisando a sua dismutagdo a H2O, e O2. SODs
devem trabalhar em conjunto com enzimas que removem H,Oy, tais
como a catalase e as peroxidases (glutationa peroxidase e
peroxiredoxinas) (Sayre, Smith e Perry, 2001), uma vez que a
guantidade de catalase é baixa na maioria das regides do cérebro. As
enzimas mais importantes na remocgdo de H»O, no cérebro séo a
glutationa peroxidase (GPx) (Forman, Ursini e Maiorino, 2014), uma
familia de enzimas contendo selénio (Brigelius-Flohé, 1999), e as
peroxiredoxinas (Prx).

A remocdo de H.O, pela GPx ocorre acoplada a GSH (um
tripeptideo que contém tiol - Glu-Cys-Gly) que atua como doadora de
elétron para 0 H2O2 com sua consequente oxidagéo. O produto gerado, a
glutationa oxidada (GSSG), consiste em duas GSHs ligadas por uma
ponte dissulfeto, e pode ser regenerada a GSH pela agdo da enzima
glutationa redutase (GR) (Brigelius-Flohé, 1999; Halliwell, 2006).

Outro sistema importante na remogéo de H»O, em animais sdo
as peroxiredoxinas (Prx) (Forman, Ursini e Maiorino, 2014). Séo
homodimeros e ndo contém grupos prostéticos, as reacdes redox sdo
dependentes de cisteina nos sitios ativos. O Oze- oxida 0 grupo -SH da
Prx a um acido sulfénico, Cys-SOH. O produto gerado, oxidado, é entdo
reduzido pela tiorredoxina redutase (TrxR), uma proteina pequena com
dois grupos -SH.

As peroxirredoxinas parecem ser mais importantes sob
concentracBes fisiologicas de H»0,.. No entanto, quando a célula é
exposta a maiores quantidades de H.0,, as peroxirredoxinas s&o
parcialmente inativadas para permitir a sinalizagdo e respostas celulares
(Forman, Ursini e Maiorino, 2014). A inativacdo excessiva da enzima,
causada por concentracGes ainda maiores de H>O», pode causar dano aos
neurdnios (Halliwell, 2006).

Acredita-se que o contelido de GSH neuronais sdo mais baixos
do que os da glia, e que a glia fornece cisteinil-glicina (como um
precursor GSH) eficientemente aos neur6nios. Como demontrado na
Figura 11, os astrocitos podem liberar GSH, que é degradada pela
enzima GGT, presente na superficie celular, gerando cisteinil-glicina,
gue os neurdnios captam e clivam para obter cisteina para a utilizacdo
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na sintese de GSH. Tal mecanismo deve-se ao fato que a GSH nédo pode
ser captada pela maioria das células. Ela deve primeiro ser hidrolizada
em seus aminoacidos constituintes, que entdo podem ser captados pelas
proteinas de transporte de aminoéacidos na membrana celular para a
sintese no meio intracelular (Zigmond et al., 1999; Halliwell, 2006).

Portanto, a GGT é considerada a enzima limitante na sintese de
novo intracelular da GSH (Zhang e Forman, 2009; Forman, Ursini e
Maiorino, 2014), por ser a Gnica enzima que pode clivar a GSH intacta e
seus conjugados, além de funcionar como parte de um mecanismo de
retencdo dos aminoacidos constitutivos da GSH no organismo, tal como
a cisteina, considedada o aminodcido limitante na sintese da GSH.

Muitos compostos eletrofilicos sdo conjugados com a GSH para
detoxifica-los. O figado é o local mais ativo da conjugacdo da
glutationa; no entanto, a natureza ubiqua da glutationa-S-transferase
(GST) indica que a conjugagdo é um mecanismo de detoxifica¢do
amplamente empregue em diversos tecidos (Hanigan, 1998). A
interacdo entre astrocitos e neurbnios na sintese de glutationa esta
representada na Figura 11.

AlteracBes no contetdo das enzimas antioxidantes provavelmente
contribuem para a alteragdo da homeostase redox e consequentemente
para a doenga neurodegenerativa (Sayre, Smith e Perry, 2001). Muitos
estudos demonstram que o estresse oxidativo € o principal mecanismo
de toxicidade induzida por PQ sendo assim, terapias antioxidantes
podem ser alternativas viaveis no tratamento e/ou na prevensdo de
doencas neurodegenerativas (Uttara et al., 2009; Blanco-Ayala,
Andérica-Romero e Pedraza-Chaverri, 2014).
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3.8 ILEX PARAGUARIENSIS

O Brasil apresenta uma ampla variedade de plantas, muitas delas
com propriedades terapéuticas ja utilizadas na medicina popular ha
muitos anos; entretanto, poucos compostos naturais foram
cientificamente investigados (Kviecinski et al., 2008). Os extratos de
plantas podem conter uma grande variedade de moléculas que
apresentam atividades biolégicas distintas tais como 0s compostos
fendlicos, compostos nitrogenados, vitaminas, terpenos e alguns outros
metabolitos enddgenos que desempenham atividade antioxidante (Uttara
et al., 2009).

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hilaire) ¢ uma planta
origindria da América do Sul, presente no sul do Brasil, norte da
Argentina, Uruguai e Paraguai (Bastos et al., 2007). Tradicionalmente,
suas folhas podem ser consumidas de diferentes maneiras: como
chimarrdo ou mate - consumidos no sul do Brasil, Argentina, Uruguai e
Paraguai; na forma de tereré - consumido na regido centro oeste do
Brasil e Paraguai; e como cha mate - consumido na regido sudeste do
Brasil, Argentina e Uruguai. Ambos, chimarrdo e tereré, sdo produzidos
a partir das folhas verdes secas e trituradas da erva-mate (Bastos et al.,
2007).

Destas principais regides onde a erva-mate ¢ cultivada, o Brasil é
0 maior produtor, cultivando cerca de 860 mil toneladas de erva-mate
(IBGE, 2013). A Argentina em segundo lugar, com 690 mil toneladas
(INYM — Instituto Nacional de La Yerba Mate, 2013) e o Paraguai em
terceiro, com 85 mil toneladas (MAG — Ministério da Agricultura e
Pecuédria, 2013). Segundo os dados da PAM (Pesquisa Agricola
Municipal), o principal estado brasileiro responsavel pela producdo da
planta é o Rio Grande do Sul, com 265 mil toneladas ou 52% do total,
em seguida estd o Parana com 195 mil toneladas ou 38%. Em terceiro
lugar, o estado de Santa Catarina com 50.740 toneladas, equivalente a
10% da producéo do pais (IBGE — PAM, 2013).

A erva-mate tem sido utilizada ha séculos por habitantes nativos
(guaranis) tanto para o preparo de bebidas estimulantes, como também
para terapias devido as suas propriedades farmacoldgicas (Bracesco et
al., 2011).

Além da medicina popular, estudos recentes relatam propriedades
benéficas da erva em diversos sistemas, tais como no sistema
cardiovascular (Schinella, Fantinelli e Mosca, 2005), no SNC (Branco et
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al., 2013; Santos et al., 2015), atividade hipocolesterolémica (Bravo et
al., 2014), no transito intestinal e efeito colerético (Gorzalczany et al.,
2001). Estudos também relataram que a erva-mate possui propriedades
antioxidantes (Bravo et al., 2014), antiparkinsoniana (Gatto et al.,
2015), apresenta potencial para o tratamento da obesidade (Andersen e
Fogh, 2001), atividade antiinflamatéria (Arcari et al., 2011) e
anticarcinogénica (Barg et al., 2014). A tabela 1 apresenta alguns dos
efeitos bioldgicos atribuidos a erva-mate descritos em diferentes
modelos experimentais.

Numerosos fitoquimicos foram identificados na erva-mate o0s
guais podem ser responsaveis por tais beneficios a salde, dentre eles,
alcaldides (metilxantina, xantinas - como a cafeina e teobromina),
polifendis (&cido clorogénico e seus derivados, quercetina, kaempferol e
rutina), taninos e numerosas saponinas triterpénicas derivadas do acido
ursolico, como as metasaponinas. Além de vitaminas (A, C, E e do
complexo B) e minerais (P, Fe e Ca) (Heck e De Mejia, 2007; Coelho et
al., 2010; Bracesco et al., 2011; Bravo et al., 2014).

Frente a alguns mecanismos de toxicidade descritos como sendo a
causa da patogenicidade provocada pelo PQ, terapias antioxidantes
podem ser uma ferramenta importante contra a toxicidade induzida pelo
herbicida. Alguns fitoquimicos, tais como a naringenina (Chen et al.,
2013; Podder, Song e Kim, 2014) Bathysa cuspidata (Novaes et al.,
2012) ja foram descritos como potenciais candidatos para o equilibrio
do processo oxidativo celular. Tais compostos podem contribuir para a
diminuigdo/prevencdo dos danos induzidos pelo PQ.

Considerando o que foi exposto, o presente estudo pretende
demonstrar o potencial papel neuroprotetor de extratos de |I.
paraguariensis frente a toxicidade induzida por PQ em hipocampo de
ratos pr-e-plberes. Os resultados obtidos poderdo sugerir estratégias
terapéuticas ou profilaticas em beneficio dos individuos expostos a este
importante neurotoxicante.



Tabela 1: Efeitos bioldgicos atribuidos a erva-mate ou seus extratos.
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Extrato Modelo Tratamento Via de | Efeito Autores
utilizado administracdo
Extrato Camundongos 21 dias; 1 | Viaoral - Efeito tipo ansiolitico (Santos et al.,
hidroetanélico | Swiss com 3-4 | vez/dia; de 100 a - Modulagéo do sistema 2015)

meses de idade 600 mg/kg peso colinérgico em hipocampo

- Estimulante do SNC
- Neuroprotetor

Extrato aquoso | Ratos Wistar 4 semanas; Via oral - | Tempo de imobilidade (Reis et al.,
padronizado machos de 2 meses | 2.31 g/kg/dia (agua de beber) | (efeito tipo antidepressivo) 2014)

de idade (estimado)
Mate Camundongos 8 semanas; Gavagem - | Massa corpdrea, | (Arcari et al.,
instantaneo Swiss machos com | 1.0 mg/kg peso glicemia, melhora da 2011)
dissolvido em 6 semanas de idade resisténcia a insulina;
agua, alimentados com - Antiinflamatoério
padronizado dieta rica em (modulagéo dos marcadores

gorduras por 16 inflamatérios TNF-a, IL-6 €

semanas iNOS)
Infusdo (20 %) | Ratos Wistar adultos| 0.70 g/kg Gavagem - Antioxidante (Barg et al.,
Ou Gel (5%, expostos a radiagdo ({conteudo de proteina 2014)
pp) UV por 1 h/ 7 dias carbonilada e TBARS)
Infusdo (20%), | Ratos wistar 15 dias; 1 Gavagem - Anticonvulsivante (Branco et
padronizado induzidos a vez/dia; - Antioxidante (| contetdo al., 2013)

convulsdo 50 mg/kg peso de proteina carbonilada,

TBARSs e tidis no cerebelo)
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4. HIPOTESE

Diante das diversas referéncias bibliograficas, as quais
demonstra-se que o PQ aumenta a producdo de radical superdxido
induzindo estresse oxidativo, tal processo pode levar as alteracbes da
homeostase do Ca?*, da neurotransmisséo e a morte celular.
Considerando-se que I. paraguariensis vem sendo amplamente descrita
devido suas propriedades benéficas, tal como antioxidante, e que pouco
de seus efeitos foram estudados no cérebro, a hip6tese do presente
estudo é que o tratamento sub-crbnico com extrato BuOH de I.
paraguariensis apresenta atividade protetora frente o insulto causado
por PQ em hipocampos de ratos pré-plberes. Para investigar esta
hipotese, foram avaliados diferentes parametros bioquimicos: influxo de
4Ca*?, influxo de [*C]-desoxiglicose e [**C]-glutamato, atividade das
aminotransferases (AST e ALT), da LDH e atividade das enzimas
envolvidas no sistema de defesa antioxidante, bem como concentracdo
da GSH, TBARS e proteina carbonilada. A Figura 12 apresenta
esquematicamente a hip6tese do presente estudo.

Figura 12: Representagdo esquemdtica hipotetizando o mecanismo
neuroprotetor de llex paraguariensis frente a toxicidade induzida por PQ
em hipocampo de ratos pré-puberes.
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hip6tese deste estudo é que I. paraguariensis pode atuar como um antioxidante
e um agente capaz de prevenir os danos ocasionados pelo herbicida PQ.
Fonte: O autor (2015).
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5. MATERIAL E METODOS
51 MATERIAL

As substancias radiotivas, [“°Ca?*]-CaCl, (atividade especifica
321 KBg/mg Ca?!), ['*C]-2-desoxi-D-glicose (**C-DG), (atividade
especifica 9,25 GBg/mmol) e [**C]-glutamato (atividade especifica 1,85
MBq) foram obtidos da “Du Pont NEN Products” (Boston, EUA). O
liquido de cintilagdo biodegradavel Optiphase Hisafe 111 foi adquirido da
Perkin Elmer (Sdo Paulo, SP, Brasil). O PQ, os reagentes referentes as
andlises de biomarcadores de estresse oxidativo e para a caracteriza¢do
guimica do extrato e fragfes foram adquiridos da empresa Sigma (St.
Louis, MO, EUA). Todos os demais reagentes utilizados foram de grau
analitico (P.A). Para leitura da absorbancia na medicéo das atividades
enzimaticas foi utilizado o leitor de placas Tecan Infinito® 200 PRO.

52 COLETA E BENEFICIAMENTO DA MATERIA-PRIMA
VEGETAL (MPV).

As amostras utilizadas nos ensaios farmacolégicos do presente
trabalho foram fornecidas pelo doutorando Carlos Henrique Blum da
Silva do PPGFar/UFSC, sob orientacdo do Prof. Dr. Flavio Henrique
Reginatto.

5.2.1 Matéria-prima vegetal

A matéria-prima vegetal foi adquirida comercialmente na
cidade de Florianopolis, estado de Santa Catarina. A MPV foi submetida
a tamisacdo sendo utilizadas somente as folhas para a preparagdo do
extrato.

5.2.2 Preparo e fracionamento do extrato bruto

A extracdo da MPV foi realizada por turbolizacdo utilizando
como liquido extrator etanol 20° GL. Ap6s a filtracdo, o etanol foi
eliminado sob pressdo reduzida e posteriormente dividido em duas
partes. Uma parte foi congelada e submetida a liofilizacdo para secagem
completa, originando o extrato bruto (EB). A outra parte foi
particionada com n-butanol, originando as fraces butanolica (BuOH) e
residual aquosa (RAQ).
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5.2.3 Caracterizacdo quimica do extrato e fracGes

O perfil quimico do extrato e fragdes foram determinados por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE), com detector de
arranjo de diodos (PDA) em sistema Acquity™ (Waters, MA, USA),
equipado com bomba quaternaria, desgaseificador e injetor automatico.

A identificacdo dos compostos foi realizada com base no perfil
cromatografico de amostras auténticas, por meio da comparacdo do
tempo de retencdo, espectro de absor¢do no ultravioleta (UV) e co-
injecdo da amostra com substancias de referéncia.

Foram utilizadas amostras auténticas das metilxantinas cafeina
e teobromina, dos acidos fendlicos, acido 5-O-cafeoilquinico (&cido
clorogénico) e do flavonoide rutina.

Os compostos cafeina, acido clorogénico e rutina foram
guantificados e os resultados foram expressos em miligramas de
composto por grama de extrato (mg composto/g extrato).

53 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar de 21 dias de
idade, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catariana. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas e submetidos
a um ciclo claro/escuro (12/12 horas), em sala climatizada com
temperatura controlada de 21 °C, racdo e agua a vontade. Todos 0s
animais foram monitorados e mantidos conforme as recomendagdes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA)
e o protocolo experimental aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) desta instituicdo (CEUA/UFSC#PP00820).

Os animais foram randomizados em quatro grupos:
Grupo 1: Controle (Agua destilada via gavagem e solucdo salina via
intraperitonial —i.p.)
Grupo 2: PQ (10 mg/kg de peso de PQ dissolvido em solucéo salina por
5 dias consecutivos, via i.p., e 4gua via gavagem).
Grupo 3: |. paraguariensis (200 mg/kg de extrato BuOH de |I.
paraguariensis dissolvido em &gua destilada via gavagem, e solucédo
salina via i.p.).
Grupo 4: |. paraguariensis (200 mg/kg de extrato BuOH de |I.
paraguariensis via gavagem) + PQ (10 mg/kg de peso de PQ via i.p.)
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Os grupos 3 e 4 receberam um tratamento prévio com 200 mg/kg
de extrato BUOH de I. paraguariensis via gavagem, 1 dia antes do inicio
do tratamento com PQ.

O volume final injetado via i.p. ou administrado via gavagem foi
de 100 pl em todos os tratamentos.

5.4 MONITORAMENTO DO GANHO DE MASSA CORPOREA

O ganho de massa corpérea foi monitorado diariamente em todos
0S grupos experimentais durante todo o periodo de tratamento através da
pesagem dos animais em balanca eletronica.

55 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE PROTEINAS
TOTAIS

Para todos os protocolos experimentais, uma aliquota de 5 pL das
amostras foi utilizada para a dosagem de proteinas pelo método de
Lowry e colaboradores (Lowry et al., 1951), utilizando uma curva
padrdo de albumina.

5.6 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR

A determinacdo da viabilidade celular foi feita por meio do teste
do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di-fenil brometo de tetrazolina).
As fatias de hipocampo foram incubadas com MTT, a uma concentracao
final de 0,5 mg/mL, em HBSS durante 30 minutos a 37°C em placa com
agitacdo. Apds a primeira incubacdo, foi removido completamente o
meio contendo MTT e foi adicionado 200 pL de DMSO. Novamente a
placa foi incubada sob agitacdo, até a fatia ficar esbranquicada e entdo
solubilizar-se completamente ao meio. A intensidade de coloragéo (azul
escuro, que corresponte a quantidade de formazan) reflete o estado
funcional da cadeia respiratéria e € medida espectrofotometricamente a
um comprimento de onda de 560 e 650 nm simultaneamente. Durante
todo o procedimento a placa permaneceu protegida da luz. As fatias de
hipocampo foram de 400 pum e o teste foi feito em duplicata.
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57 DETEMINACAO DA CAPTACAO DE M“C-GLUTAMATO,
14C-2-DESOXI-D-GLICOSE E “Ca?*

5.7.1 Captacédo de [**C]-glutamato

A captacdo de glutamato foi determinada em fatias de
hipocampo de ratos de 27 dias de idade. As fatias foram pré-incubadas
por 15 minutos a 37°C, em solucdo salina balanceada de Hanks (HBSS
= CaCl2 1,29 mM, NaCl 136,9 mM, KCI 5,36 mM, MgSO4 0,65 mM,
Na2HPO4) para estabilizacdo do tecido. Para o inicio da captacdo, o
meio foi trocado por HBSS contendo 0,2 pCi [**C]-glutamato, no qual
as fatias permaneceram por 10 minutos. Para interromper a captagéo, o
tecido foi lavado duas vezes com HBSS gelado. As fatias foram
solubilizadas em 300 uL de solu¢do de NaOH 0,1 M/SDS 0,01%. Apods
a completa solubilizagdo, aliquotas de 100 uL deste homogeneizado
foram colocadas em liquido de cintilacdo para a determinacdo da
radioatividade, que foi realizada em espectrometro de cintilacdo liquida
(Modelo LS 6500, MultiPorpose Scintilation Counter-Beckman Coulter,
Boston, USA). A captacdo de glutamato foi corrigida para a unido nédo-
especifica em ensaios realizados na auséncia de ions de sodio, sendo
este sal substituido por cloreto de colina. Os resultados foram expressos
como nmol [**C]-glutamato/ug proteina/min.

5.7.2  Influxo de 4Ca?*

O influxo de “°Ca?* foi determinado em fatias de hipocampo de
ratos de 27 dias de idade. As fatias foram pré-incubadas por 15 minutos
a 37°C, em solugdo HBSS. Apds, o meio foi trocado por HBSS fresco
contendo 0,1 puCi/mL “°Ca?* e o tecido foi incubado durante 5, 10, 15,
30, 45 e 60 minutos. Posteriormente, os tecidos foram coletados e
transportados para pogos contendo solucdo de cloreto de lantanio gelado
(NaCl 127,5 mM, KCI 4,6 mM, MgS0O4 1,2 mM, HEPES 10 mM,
Glicose 11 mM, LaClz 10 mM, pH 7,0), o qual blogueia a entrada de
Ca*? nas células, interrompendo assim o influxo de calcio nas fatias.
Apos 10 min, as fatias foram lavadas em HBSS gelado e posteriormente
homogeneizadas em 300 pL de NaOH 0,5 M. Ap6s a completa
solubilizacdo, aliquotas de 100 pL deste homogeneizado foram
colocadas em liquido de cintilagdo para a determinagdo da
radioatividade, que foi realizada em espectrometro de cintilacdo liquida.
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Os resultados foram expressos como pmol “°Ca?*/ug de proteina
(Zamoner et al., 2007).

5.7.3 Captacéo de [**C]-2-desoxi-D-glicose

Fatias de hipocampo de ratos de 27 dias de idade foram pré-
incubadas em HBSS, durante 15 min para estabilizagdo. O tecido foi
incubado por 15, 30 e 45 min em HBSS fresco contendo D-glicose 2
mM e [*4C]-2-desoxi-D-glicose 0,2 uCi/mL. Posteriormente, o meio de
incubac&o foi retirado e o tecido lavado 2 vezes com HBSS gelado, e
homogeneizado em solucdo NaOH 0,5 M. Aliquotas de 100 pL deste
homogeneizado foram colocadas em liquido de cintilagdo para a
determinacdo da radioatividade, que foi realizada em espectrometro de
cintilacdo liquida. Os resultados foram expressos como pmol [**C]-2-
desoxi-D-glicose/mL/mg de proteina.

58 DETERMINACAO DOS MARCADORES DE DANOS
OXIDATIVOS

5.8.1 Lipoperoxidagdo tecidual - TBARS

O malondialdeido (MDA), produto da peroxidacdo lipidica,
reage com uma variedade de compostos que podem ser mensurados
espectrofotometricamente. Um dos métodos mais empregados para sua
determinacdo é sua reacdo com o 4cido tiobarbitdrico (TBA), por ser
este o produto majoritéario, o qual produz uma base de Shiff de coloracéo
rosa (Ohkawa, Ohishi e Yagi, 1979; Bird e Draper, 1984). O conteido
de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS) foi medido em
fatias de hipocampo, homogeneizadas em tampao fosfato de potassio 20
mM, 0,1% Triton e NaCl 150 mM, pH 7,4 (1:20, p:v), seguido por
centrifugacdo a 5.000 x g durante 5 min. A uma aliquota de 100 pL do
sobrenadante foi acrescentado 1 mL de TCA 12% (para precipitacéo das
proteinas) e agitado em vértex. Posteriormente, foi adicionado 900 pL
de tampédo Tris-HCI 0,06 M pH 7,4 e 1 mL TBA 0,73%, novamente
agitado em vortex e levado para aquecimento por 1 h a 100 °C. Apoés
este periodo as amostras foram resfriadas em banho de gelo e
centrifugadas a 10.000 x g por 5 minutos. A reacdo colorimétrica das
amostras foi medida em espectrofotdmetro a 535 nm. Os resultados
foram expressos como nmol de MDA/g de proteina.
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5.8.2 Proteina Carbonilada

O dano oxidativo a proteinas por carbonilagdo foi determinado no
homogeneizado de fatias de hipocampo pelo método descrito por Levine
e colaboradores (1990). Processos oxidativos levam a introducdo de
grupos carbonil em residuos de aminoécidos de proteinas, e estas
modificacBes podem ser detectadas por métodos especificos, um deles é
a reacdo destes grupos com reagentes carbonil-especificos (Levine et al.,
1990). Inicialmente, foram adicionados 200 uL do homogeneizado em
600 pL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10 mM preparado em
solugdo de HCI 2 N, seguido de uma incuba¢do durante 1 hora a
temperatura ambiente protegido da luz, com agitagdo continua. Apos
este periodo foi adicionado 600 L de acido tricloroacético 12% (TCA
20%), seguido de agitacdo em vortex e incubacdo em banho de gelo
durante 10 min. Em seguida foi realizada uma centrifugacéo (5 min a
10.000 x g), no qual o sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado
trés vezes consecutivas com 800 L de etanol-acetato de etila (1:1 v/v).
O excesso de etanol-acetato de etila foi retirado com auxilio de um
cotonete e foram adicionados 1 mL de guanidina 6,0 M preparada em
solucdo de KH2PO4 20 mM, seguido de incubagdo em banho-maria a 37
°C com agitacdo continua por 60 min e centrifugacéo a 10.000 x g por 5
min, para entdo realizar a leitura do sobrenadante a 360 nm. A
concentracdo de proteina carbonilada foi expressa em nmol/mg de
proteina.

5.9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA
5.9.1 Glutamina Sintetase

Fatias de hipocampo foram homogeneizadas em 150 pL de
Tampdo de Lise (Imidazol 20 mM; KCI 150 mM; EDTA 0,1 mM — pH
6,8), em seguida as amostras foram centrifugadas a 1000 x g por 5
minutos e o sobrenadante foi coletado em um novo tubo. 50 pL deste
sobrenadante foi adicionado em 100 pL de imidazol-HCI 80 mM, pH
7,0 (imidazol-HCI 80 mM, glutamina 30 mM, MnClz 3 mM,
hidroxilamina-HCI 30 mM, arseniato de s6dio 20 mM, ADP 4 mM).
Ap6s 30 minutos de incubacdo a 37°C a reacdo foi interrompida com a
adi¢do de 200 pL de uma solucdo contendo FeCls 3,7 mM; TCA 1,2 M;
HCl 10 M e agua. O produto da reagdo, y-glutamilhidroxamato, foi
medido a 540 nm utilizando um leitor de ELISA e convertido para a
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guantidade de produto formado por comparagdo com uma curva padrao.
A atividade enzimatica foi expressa como mM hidroxamato/mg proteina
(Shapiro e Stadtman, 1970; Costa et al., 2012).

5.9.2 Alanina aminotransferase e Aspartato aminotransferase

Os hipocampos foram homogeneizados em 300 pl de tampao
Tris-HCI 0,5 M, pH 7,4. As atividades das enzimas ALT e AST foram
determinadas por meio de reacGes colorimétricas. Na reacdo, a alanina
aminotransferase (ALT/TGP) catalisa a transferéncia do grupo amina da
alanina para o a-cetoglutarato com formacao de glutamato e piruvato. A
aspartato aminotransferase (AST/TGO) catalisa especificamente a
transferéncia do grupo amino do aspartato para o a-cetoglutarato com
formagdo de glutamato e oxaloacetato. Tanto o piruvato quanto o
oxaloacetato reagem com a 2-4-dinitrofenilhidrazina formando a
hidrazona que adquire coloracdo maxima pela adicdo de hidroxido de
sodio. A intensidade de coloragéo é proporcional & atividade enzimética
da amostra e é medida espectrofotometricamente a um comprimento de
onda de 505 nm. Os resultados foram expressos como U/L/ug proteina.

5.9.3 Gamma-glutamil transferase (GGT)

As fatias de hipocampo foram homogeneizadas em 300 pL de
tampdo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,5. A atividade enzimatica detectada por
meio da seguinte reagdo: o grupo glutamil, da y-glutamil-p-nitroanilida
(substrato) é transferido pela GGT para a glicilglicina (aceptor), com
liberacdo de p-Nitroanilina, a qual é diazotada, gerando um composto
final de cor résea com uma absorbancia que pode ser medida a um
comprimento de onda de 530 nm. Os resultados foram expressos como
U/L/ug proteina.

5.9.4 Lactato desidrogenase (LDH)

As fatias de hipocampo foram homogeneizadas em tampéo
Tris-HCI 50 mM pH 7,4 e a atividade enzimatica foi determinada por
meio de uma mistura de reagentes contendo lactato (substrato),
difosfopiridino nucledtido (NAD™), fenazina metosulfato (FMS), alimen
férrico e 1,10-fenantrolina, utilizando a reacdo de lactato a piruvato,
com determinacdo quantitativa e simultanea do NADH formado na
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reacdo enzimatica. Os resultados da atividade da LDH foram expressos
como U/L/ug proteina.

5.9.5 Glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD)

A atividade da G6PD foi determinada em fatias de hipocampo
homogeneizadas em tampdo Tris-HCI 0,2 M, pH 7,4. Uma aliquota do
homogeneinato foi incubada na presenca de NADP* levando a oxidagdo
da glicose-6-fosfato a 6-fosfogliconato. O NADPH produzido foi
quantificado de modo cinético a 570 nm durante 10 minutos. Os
resultados foram calculados pela avaliacdo do aumento da densidade
oOptica por minuto (declinio) da amostra contra o declinio da atividade
enzimatica do padrdo de G6PD. Os resultados foram expressos como
U/pg de proteina.

5.10 CONTEUDO DE GSH

O contetudo de GSH foi determinado segundo o método descrito
por Beutler e colaboradores (Beutler, Duron e Kelly, 1963), que €
baseado na reacdo da GSH com DTNB (5,5’-Dithiobis (acido 2-
nitrobenzdico) formando um anion conjugado, TNB (&cido
tionitrobenzoico) de cor amarelada, que € mensuravel a 412 nm. Para
determinar o contetdo de GSH, as fatias de hipocampo foram pesadas e
posteriormente homogeneizadas em solugdo de TCA 12% na propor¢do
de 1:10 (p/v). As determinagdes foram realizadas com o sobrenadante
apos a centrifugacdo do homogeneinato a 5000 rpm durante 5 minutos.
Uma aliquota de 10 L deste sobrenadante foi adicionado em 190 pL de
Tampdo Fosfato 0,2 M pH 8,0. Posteriormente, 20 uL de acido 5,5°-
Ditio-bis(2-nitrobenzéico) 2,525 mM (DTNB; Reagente Ellman) diluido
em Citrato de Sédio 1% foram adicionados. Ap6s cerca de 2 min obtem
se a maxima formacdo de TNB, que foi medido
espectrofotometricamente. Os resultados foram expressos como
conteudo de GSH em umol.g*. Todas as analises foram realizadas em
duplicata, e mantidas em gelo durante todo o ensaio.
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511 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES

5.11.1 Glutationa redutase (GR)

A atividade da GR foi determinada pela taxa de oxidacdo do
NADPH devido a formacdo de GSH, a partir da glutationa oxidada
(GSSG), devido acdo desta enzima presente na amostra (Carlberg e
Mannervik, 1985). Um meio de reacdo contendo tampdo fosfato de
Potassio 0,1 M pH 7,0, NADPH, &gua destilada, GSSG e DPTA 5 mM
foi adicionado a amostra dando inicio a reacdo que foi monitorada
durante 3 min., gerando uma curva descendente. Os valores da foram
expressos em pmol/g/min.

5.11.2 Glutationa peroxidase (GPx)

Para a analise enzimatica de GPx, a rea¢do utilizada foi baseada
na reducéo de tertbutilhidroperéxido (t-BuOOH) pela oxidacdo de GSH
e formacdo de GSSG, catalisada pela GPx, e consequente regeneracdo
da GSH pela GR, com oxidacdo de NADPH em 340 nm (Flohé e
Gunzler, 1984). Portanto, a velocidade de oxidacdo do NADPH ¢
proporcional & atividade da GPx presente na amostra. Para a realiza¢do
da técnica, 200 pL de um meio de reacdo contendo tampdo fosfato de
Potassio 0,1 M (pH 7,0), NADPH, &cido dietilenotriaminopentacético
(DPTA) 5 mM, agua destilada, GSH e GR foi adicionado & amostra,
seguido pela adi¢do de 5 pL de t-BuOOH. A reagdo foi monitorada
durante 3 min. Os valores foram expressos em pumol/g/min.

5.11.3 Glutationa S-Transferase (GST)

A atividade da GST foi determinada espectrofotometricamente
de acordo com Habig (Habig, Pabst e Jakoby, 1976). A reagdo baseia-se
na capacidade da GST em conjugar GSH ao substrato, formando uma
substancia mensurdvel a 340 nm, monitorada durante 3 minutos. A
amostra foi adicionado um meio de reagdo contendo 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB) (substrato), GSH 0,1 M e tampéo fosfato
de Potassio 0,1 M pH 7.0. Os valores foram expressos em pmol/g/min.
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5.11.4 Catalase

A atividade da catalase foi determinada baseando-se na
velocidade de degradacdo do perdxido de hidrogénio (H202) em agua e
oxigénio (Aebi, 1984). A uma aliquota da amostra foi adicionado 200
uL de uma solucdo de H202 30% (10 mM) preparada em tampéo fosfato
de Potassio 50 mM pH 7,0, seguida de leitura da queda da absorbancia
em 240 nm durante 30 segundos. Os valores foram expressos em
mmol/g/min.

5.11.5 Superdxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi realizada de acordo com o método de
Misra e Fridovich (Misra e Fridovich, 1972), modificado por Boveris e
colaboradores (Boveris et al., 1983). O método baseia-se na oxidagao da
adrenalina (mudanca de pH 2,0 para pH 10,0) que produz o &nion
superdxido e um cromdforo rosa, o adrenocromo, o qual é mensurado a
480 nm. A uma aliquota da amostra, foi acrescentado g.s.p. para 200 uL
tampdo glicina 50 mM pH 10,2, em seguida, realizou-se uma leitura
pontual. Apds, foi adicionado solugdo com adrenalina 60 mM pH ~ 2,0,
seguido por monitoramento da reagdo durante 10 min. A adi¢do da
amostra retarda a oxidacdo da adrenalina e consequentemente a
producdo de adrenocromo devido a enzima SOD presente na amostra.
Curvas de 3 ou 4 pontos permitiram avaliar indiretamente a atividade
enzimatica da SOD. Os valores da SOD (U/mL) foram expressos em
termos de atividade da enzima, no qual uma unidade arbitraria de SOD é
definida como a quantidade de SOD necessaria para diminuir a metade a
velocidade de formagdo do adrenocromo. Os valores foram expressos
em mmol/g/min.

5.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da
média (E.P.M.) de determinacbes feitas em duplicatas em 3
experimentos independentes. As comparacdes estatisticas foram
realizadas utilizando o teste ANOVA de uma via seguida do pos-teste de
Bonferroni ou Tukey-Kramer, quando necessério, utilizando-se o
programa INSTAT versdo 3.01. As diferencas encontradas foram
consideradas estatisticamente significativas para um p <0.05.
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6. RESULTADOS

Neste trabalho foram utilizados modelos experimentais de
tratamento in vivo com o herbicida PQ e com o extrato BuOH de I.
paraguariensis com o intuito de avaliar as alteracdes bioquimicas
induzidas no hipocampo de ratos pré-plberes. Inicialmente foi
verificado o possivel efeito protetor do extrato bruto, etandlico e BUuOH
de |. paraguariensis frente a diminuicdo na captacdo de glutamato
induzida por PQ. Os resultados mostraram que o extrato BUOH preveniu
o efeito tdxico do PQ enguanto os demais extratos testados nao
alteraram este parametro (dados ndo mostrados). Sendo assim, o extrato
BuOH foi utilizado nos experimentos posteriores.

6.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DO EXTRATO E FRACOES

Inicialmente foi realizada a caracterizacdo quimica do extrato e
fracOes utilizados no presente estudo em colaboragdo com o laboratdrio
do Prof. Dr. Flavio Reginatto. A Figura 13 mostra 0 cromatograma do
extrato bruto de I. paraguariensis, com detec¢do em 280 nm.

Figura 13: Cromatograma do extrato bruto de I. paraguariensis por
CLUE/DAD com detecgdo em 280nm.
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1, teobromina; 2, acido 5-O-cafeoilquinico; 3, cafeina; 4, acido 4-O-
cafeoilquinico; 5, rutina.



72

Os teores de cafeina e compostos fendlicos nos extratos/fragdes
utilizados no presente estudo estdo expostos na Tabela 2. Os resultados
mostraram que o extrato BUOH apresenta maiores concentragdes de
cafeina, acido clorogénico e rutina que o EB e 0 RAQ.

Tabela 2: Teores de compostos fenodlicos e cafeina nos extratos/fracdes
(mg/g).

Acido _
Amostra Cafeina . Rutina
Clorogénico
EB 29.3+0.06? 67.5+0.3° 12.4 £ 0.042
BuOH 101.7 £ 0.4 58.4+0.1° 42.0 £ 0.09°
RAQ 3.9+0.02¢ 68.3+£0.1° 2.2+0.01°

Os resultados foram expressos como a média = D.P. de 3 amostras de cada
extrato ou fracéo. Letras diferentes indicam diferenca significativa nos teores de
cada composto entre as amostras. Analise estatistica: ANOVA de uma via
seguida do pds teste de Tukey-Kramer, p< 0.01.

6.2 AVALIACAO DO EFEITO DO TRATAMENTO COM PQ E
COM EXTRADO BuOH DE |I. paraguariensis NO GANHO DE
MASSA CORPOREA DE RATOS COM 21 A 26 DIAS DE
IDADE

Para investigar as alteracdes no ganho de massa corporal dos
animais expostos ao PQ e ao extrato BUOH de I. paraguariensis 0s
animais foram pesados diariamente durante todo os tratamentos. Como
demonstrado na Figura 14, a exposicao ao PQ e ao extrato BUOH de I.
paraguariensis ndo alterou o ganho de massa corp6rea dos animais.



73

Figura 14: Efeito da exposi¢éo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato BuOH
de I. paraguariensis (200 mg/kg) no ganho de massa corpdrea de ratos de 27
dias de idade.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 10 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: ANOVA de uma via.
Fonte: O autor, 2015.

6.3 AVALIACAO DO EFEITO DO PARAQUAT NA
VIABILIDADE CELULAR PELO METODO DO MTT

Para avaliar a viabilidade das células hipocampais apos
tratamento com PQ e/ou extrato BuOH de I. paraguariensis, utilizou-se
0 método do MTT, o qual reflete o estado funcional da cadeia
respiratéria. A Figura 16 demonstra diminuicdo na viabilidade de
células hipocampais de animais do grupo exposto ao PQ, enquanto que
tratamento com o extrado BUOH de |. paraguariensis ndo alterou este
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pardametro. Por outro lado, o co-tratamento com |I. paraguariensis
preveniu a morte de células hipocampais induzida por PQ.

Figura 15: Efeito da exposicéo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato BuOH
de I. paraguariensis (200 mg/kg) sobre a viabilidade celular em hipocampo
de ratos de 27 dias de idade.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 06 animais em cada
grupo. Andlise estatistica; ANOVA de uma via seguido pelo pos teste de
Bonferroni. *p <0,05, comparado com grupo controle e @p < 0,01, comparado
ao grupo PQ.

Fonte: O autor, 2015.

6.4 ENVOLVIMENTO DO CALCIO NO MECANISMO DE
TOXICIDADE INDUZIDO PELO PQ E NEUROPROTECAO
OCASIONADA PELO EXTRADO BuOH DE I. paraguariensis
EM HIPOCAMPO

Para investigar o efeito do PQ e o possivel efeito protetor do
extrado BUOH de I. paraguariensis sobre o influxo de “°Ca?*, fatias de
hipocampo foram incubadas com 0,1 puCi “°Ca?* durante 45 minutos.

Conforme demonstrado na Figura 16 os resultados mostraram
que a exposicdo ao PQ levou a um aumento no influxo de “°Ca?*,
sugerindo que este herbicida é capaz de induzir excitotoxicidade por
meio do aumento das concentracdes intracelulares deste ion. O
tratamento com o extrato BUOH |. paraguariensis ndo provocou
alteracdes na homeostase do ion assim como ndo preveniu o efeito
provocado pelo PQ.
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Figura 16: Efeito da exposicéo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato BuOH
de 1. paraguariensis (200 mg/kg) sobre o influxo de “*Ca?" em hipocampo de
ratos de 27 dias de idade.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 06 animais em cada
grupo. Andlise estatistica; ANOVA de uma via seguido pelo pos teste de
Bonferroni. *p <0,05, comparado com grupo controle.

Fonte: O autor, 2015.

6.5 ENVOLVIMENTO DA CAPTACAO DE !C-2-DESOXI-D-
GLICOSE E DO METABOLISMO ENERGETICO NO
MECANISMO DE TOXICIDADE INDUZIDO PELO PQ E
NEUROPROTECAO OCASIONADA PELO EXTRADO BUOH
DE I. paraguariensis EM HIPOCAMPO

As células neurais apresentam taxas elevadas de metabolismo
oxidativo, sendo a glicose o principal substrato energético para a sintese
de ATP e de neurotransmissores, como o0 glutamato. Para a
determinacdo da captacdo de glicose, fatias de hipocampos foram
incubadas com 0,2 uCi/mL de *C-2-Desoxi-D-Glicose por 30 min. A
exposicdo ao herbicida causou a diminuicdo da captacdo de glicose
pelas células hipocampais e o tratamento com o extrato BuOH de |I.
paraguariensis evitou parcialmente esta alteracéo (Figura 17).

A LDH é uma enzima chave do metabolismo energético no
cérebro, cataliza a reducdo do piruvato a lactato. Tal atividade foi
investigada devido a relevancia desta enzima e de evidéncias de que o
metabolismo oxidativo neuronal depende do lactado derivado dos
astrocitos. A exposicdo ao PQ aumentou a atividade da LDH e o
tratamento com o extrato BUOH de |. paraguariensis preveniu esta
alteracdo (Figura 18).
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Figura 17: Efeito da exposic¢éo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato BuOH
de I. paraguariensis (200 mg/kg) na captacédo de *C-2-Desoxi-D-Glicose em
hipocampo de ratos de 27 dias de idade.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 06 animais em cada
grupo. Andlise estatistica; ANOVA de uma via seguido pelo pos teste de
Bonferroni. *p <0,05, comparado com grupo controle.

Fonte: O autor, 2015.

Figura 18: Efeito da exposicéo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato BuOH
de I. paraguariensis (200 mg/kg) na atividade da enzima LDH em
hipocampo de ratos de 27 dias de idade.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 06 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: ANOVA de uma via seguido pelo pés teste de
Bonferroni. **p<0,01, comparado com grupo controle e @p<0,05, comparado
ao grupo PQ.

Fonte: O autor, 2015.
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6.6 PARTICIPACAO DO SISTEMA GLUTAMATERGICO NA
TOXICIDADE INDUZIDA PELO PQ E NEUROPROTECAO
OCASIONADA PELO EXTRADO BuOH DE I. paraguariensis
EM HIPOCAMPO

Para investigar o efeito do PQ e o possivel efeito protetor do
extrado BUOH de |. paraguariensis na captacdo de L-[**C]-Glutamato,
fatias de hipocampo foram incubadas com 0,2 pCi de L-[**C]-glutamato
durante 10 minutos. O efeito da exposicdo ao PQ e ao extrato BUOH de
I. paraguariensis foi avaliado em relacdo a captacéo especifica de 4C-
glutamato, dependente de Na* (Figura 19), a qual representa a principal
forma de retirada do glutamato da fenda sinaptica. Observou-se
diminuigdo da captagdo de 4C-glutamato dependente de Na* tanto no
grupo exposto ao PQ quanto no grupo exposto ao extrato BUuOH de 1.
paraguariensis. Quando realizado o co-tratamento com |I.
paraguariensis, a captacdo de “C-glutamato mostra-se normalizada,
demonstrando um possivel efeito protetor do extrato.

Figura 19: Efeito da exposicéo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato BuOH
de 1. paraguariensis (200 mg/kg) sobre a captacdo especifica de **C-
glutamato em hipocampo de ratos de 27 dias de idade.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 06 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: ANOVA de uma via seguido pelo pos teste de
Bonferroni. **p<0,01, comparado com grupo controle e @p<0,01, comparado
ao grupo PQ.

Fonte: O autor, 2015.

Sendo captado pelos astrdcitos, o glutamato pode ser convertido
em glutamina, por acdo da GS, sendo assim, também foi investigado a
atividade desta enzima que esta envolvida no ciclo glutamato-glutamina,



78

com o intuito de investigar o destino do glutamado. A exposi¢do ao PQ
provocou uma inibicdo na atividade da GS e o co-tratamento com |I.
paraguariensis ndo preveniu esta alteracdo, sendo o co-tratamento com
I. paraguariensis insuficiente para evitar o efeito causado pelo PQ neste
pardmetro bioquimico (Figura 20).

Figura 20: Efeito da exposicéo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato BuOH
de I. paraguariensis (200 mg/kg) sobre a atividade da enzima GS em
hipocampo de ratos de 27 dias de idade.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 06 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: ANOVA de uma via seguido pelo pds teste de
Bonferroni. **p<0,01, comparado com grupo controle.

Fonte: O autor, 2015.

Ensaios enzimaticos das aminotrasferases ALT e AST foram
investigados pois tais enzimas promovem a transferéncia de grupos
amino entre aminodcidos, favorecendo a formacédo de intermediarios do
ciclo de Krebs ou de glutamato e outros aminoacidos. Uma vez que a
captacdo de glicose se apresenta comprometida, as reacdes para
formag&o de intermediarios do ciclo de Krebs, como o a-KG e 0 OAA,
também podem estar alteradas. Tal achado pode ser observado na Figura
21, no qual a exposicdo ao PQ provocou aumento na atividade destas
enzimas sendo o extrato BUOH de I. paraguariensis eficaz na prevengéo
parcial apenas da atividade da ALT.
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Figura 21: Efeito da exposi¢éo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato BuOH
de 1. paraguariensis (200 mg/kg) na atividade das enzimas A) Aspartato
aminotransferase e B) Alanina aminotrasferase em hipocampo de ratos de
27 dias de idade.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 06 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: ANOVA de uma via seguido pelo pos teste de
Bonferroni. **p <0,01, comparado com grupo controle.

Fonte: O autor, 2015.

6.7 EFEITO DA EXPOSICAO AO PQ E NEUROPROTECAO
OCASIONADA PELO EXTRADO BUuOH DE I. paraguariensis
EM PARAMETROS DE DANO OXIDATIVO A LIPIDOS E
PROTEINAS EM HIPOCAMPO

Para investigar parametros de dano oxidativo no hipocampo de
ratos pré-plberes expostos in vivo ao PQ e o possivel efeito protetor de
dano do extrado BuOH de I. paraguariensis foi mensurada a
peroxidacéo lipidica e a carbonilacdo de proteinas. O grupo exposto ao
PQ apresentou aumento na formacdo de TBARS enquanto que o
tratamento com |. paraguariensis ndo foi eficaz na prevencdo da
peroxidacéo de lipidios (Figura 22).
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Figura 22: Efeito da exposigéo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato BuOH
de 1. paraguariensis (200 mg/kg) na quantidade de peroxidacéo lipidica em
hipocampo de ratos de 27 dias de idade.
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Os resultados foram expressos como a média = E.P.M. de 06 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: ANOVA de uma via seguido pelo pos teste de
Bonferroni. *p <0,05, comparado com grupo controle.
Fonte: O autor, 2015.

O dano oxidativo a proteinas por carbonilacdo também foi
determinado em todos 0s grupos experimentais, mostrando-se diminuido
no grupo tratado com o extrato BUOH de I. paraguariensis (Figura 23).

Figura 23: Efeito da exposicéo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato BuOH
de 1. paraguariensis (200 mg/kg) em relacdo ao dano a proteinas em
hipocampo de ratos de 27 dias de idade.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 06 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: ANOVA de uma via seguido pelo pos teste de
Bonferroni. *p <0,05, comparado com grupo controle.

Fonte: O autor, 2015.
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6.8 EFEITO DA EXPOSICAO AO PQ E NEUROPROTECAO
OCASIONADA PELO EXTRADO BuOH DE I. paraguariensis
EM PARAMETROS RELACIONADOS AS DEFESAS
ANTIOXIDANTES EM HIPOCAMPO

Para investigar parametros bioquimicos relacionados as defesas
antioxidantes em hipocampo de ratos pré-puberes expostos in vivo ao
PQ e o possivel efeito protetor do extrado BUOH de I. paraguariensis
foi determinada a atividade das enzimas GGT, G6PD e o contetdo de
GSH.

A GGT esta envolvida na sintese de novo da GSH e sua
atividade apresentou-se diminuida no grupo exposto ao PQ, sendo o co-
tratamento com 1. paraguariensis eficaz na prevencdo parcial deste
achado (Figura 24A). O mesmo foi observado no grupo PQ em relagdo a
atividade da G6PD, enzima limitante da via das pentoses-fosfato, a qual
¢ importante na producdo de equivalentes redutores como o
NADPH(H*), sendo o tratamento com |. paraguariensis eficaz na
prevencdo deste efeito (Figura 24B). Em relacéo ao contelido de GSH,
este apresentou-se aumentado no grupo exposto ao PQ, por outro lado, o
grupo que recebeu o co-tratamento com |. paraguariensis apresentou
este parametro restabelecido (Figura 24C). A GSH participa da remogéo
de peroxido de hidrogénio, junto a GPx, sendo um componente
importante do sistema antioxidante.

Figura 24: Efeito da exposicdo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato BuOH
de I. paraguariensis (200 mg/kg) em relagdo a atividade da enzima A) GGT
B) G6PD e C) conteido de GSH em hipocampo de ratos de 27 dias de
idade.

A)
1.5
1 Controle
o [1 Paraquat
8 = [ |. paraguariensis
‘o 1.04 * )

g5 Bl |. paraguariensis+PQ
L
52
23 051
2

0.0




82

B)
0.8+
[ Controle
fa)
&= ood @ [ Paraquat
(] © . .
o< [ I. paraguariensis
3 £ — Il |. paraguariensis+PQ
o & 047 *
EE
=2 o2
<
0.0
C)
4_
ok [ Controle
— —
Ic [ Paraquat
0 S 34 . .
0z - @ 8 |. paraguariensis
3 g Bl |. paraguariensis+PQ
9 & 27
S2
273
S E
SE?
0

Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 06 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: ANOVA de uma via seguido pelo pds teste de
Bonferroni. *p<0,01/**p<0,01, comparado com grupo controle e @p<0,05,
comparado ao grupo PQ.

Fonte: O autor, 2015.

6.9 EFEITO DA EXPOSICAO AO PQ E NEUROPROTECAO
OCASIONADA PELO EXTRADO BuOH DE I. paraguariensis
NA ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM
HIPOCAMPO

Para investigar parametros bioquimicos relacionados as enzimas
antioxidantes em hipocampo de ratos pré-puberes expostos in vivo ao
PQ e o possivel efeito protetor do extrado BUOH de |. paraguariensis
foi determinada a atividade das enzimas SOD, catalase, GPx, GST e
GR.

A enzima SOD est4 relacionada com a eliminacdo de radical
superdxido, com a consequente formacdo de H2O2 e a eliminacdo de
H20, pode ocorrer pela acdo da enzima catalase. Ambas enzimas
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apresentaram sua atividade aumentada no grupo exposto ao PQ, sendo o
extrato BUOH de I. paraguariensis eficaz para evitar a alteragdo apenas
da SOD (Figura 25AeB).

Figura 25: Efeito da exposicéo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato BuOH
de I. paraguariensis (200 mg/kg) em relacdo a atividade da A) SOD e B)
Catalase em hipocampo de ratos de 27 dias de idade.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 06 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: ANOVA de uma via seguido pelo pés teste de
Bonferroni. *p<0,05/***p<0,001 comparado com grupo controle e @p<0.001,
comparado ao grupo PQ.

Fonte: O autor, 2015.

Outra enzima relacionada com a eliminacdo de HO- é a GPx,
porém a reacdo catalitica ocorre as custas da oxidacdo da GSH, com
formagdo de GSSG. Sendo a GR responsavel pela manutencdo da GSH.
Néao foram encontradas alteragdes na atividade da GPx em todos o0s
grupos experimentais (Figura 26A), apenas a atividade da GR mostrou-
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se aumentada (Figura 26B) no grupo exposto ao PQ. O co-tratamento
com o extrato BUOH de |. paraguariensis foi efetivo na prevencao
parcial da alteragéo da atividade da GR.

Figura 26: Efeito da exposic¢éo in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato BuOH
de I. paraguariensis (200 mg/kg) em relacdo a atividade da A) GPx e B) GR
em hipocampo de ratos de 27 dias de idade.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 06 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: ANOVA de uma via seguido pelo pos teste de
Bonferroni. *p <0,05, comparado com grupo controle.

Fonte: O autor, 2015.

Muitos xenobidticos sdo conjugados com a GSH como um meio
de detoxifica-los. A GST catalisa esta conjugacdo amplamente
empregue em diversos tecidos. A exposi¢do ao PQ diminuiu a atividade
da enzima e o co-tratamento com o extrato BUOH de |. paraguariensis
preveniu parcialmente a alteracdo da atividade da GST (Figura 27).
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Figura 27: Efeito da exposi¢do in vivo ao PQ (10 mg/kg) e ao extrato BUuOH
de I. paraguariensis (200 mg/kg) em relacdo a atividade da GST em
hipocampo de ratos de 27 dias de idade.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 06 animais em cada
grupo. Andlise estatistica; ANOVA de uma via seguido pelo pds teste de
Bonferroni. *p<0,05, comparado com grupo controle.

Fonte: O autor, 2015.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que o extrato BuOH de I.
paraguariensis foi capaz de proteger as células hipocampais da
toxicidade induzida por PQ em diferentes parametros biogquimicos,
mostrando-se como um  composto  promissor  para  fins
terapéuticos/profiladticos em prol dos individuos expostos a
neurotoxicantes. Neste sentido, o extrato BUOH de |. paraguariensis
apresentou efeito antioxidante e protetor frente a excitotoxicidade
glutamatérgica e ao déficit energético promovido por PQ em hipocampo
de ratos pré-puberes.

Observagdes em humanos mostram que 0s agrétoxicos podem
ser responsaveis por diversos efeitos agudos e de longo prazo na salde
(Parrén et al., 2011; Faria, Fassa e Meucci, 2014). Diversas evidéncias
epidemiolégicas correlacionam a exposicdo a pesticidas ao
desenvolvimento de céancer, alteracGes do sistema reprodutor, doencas
neurodegenerativas, como DA e DP e deficiéncias do desenvolvimento
neurolégico em criangas (Przedborski e Ischiropoulos, 2005; Parron et
al., 2011; Tanner et al., 2011; Van Der Mark et al., 2012).

Um estudo de coorte realizado na Franga, com 1.507 idosos (65
anos ou mais) encontrou associagdo entre exposi¢do ocupacional a
pesticidas com diminuicdo da performance cognitiva, junto ao aumento
do risco de desenvolvimento de DA ou DP (Baldi et al., 2003). Um
estudo epidemioldgico realizado no Brasil por Koifman e colaboradores
(2002) compara a venda total de pesticidas (toneladas) em 1985 com
indicadores de desordens reprodutivas humanas observadas dez anos
depois. Tal estudo encontrou de moderado a alto coeficiente de
correlacdo para a mortalidade por cancer de mama (r = 0.80; 95% CI:
0.06-0.90; r? = 0.64), ovario (r = 0.71; 95% CI: -0.14-0.85; r?> = 0.51),
prostata (r = 0.67; 95% CI: -0.20-0.83; r?> = 0.45), e hospitalizagdo por
cancer testicular no Rio Grande do Sul (r = 6.4), Parand (r = 2.4) e
Santa Catarina (r = 1.9) (Koifman, Koifman e Meyer, 2002).

Miranda Filho e colaboradores (2014) demonstraram
recentemente uma tendéncia de aumento na mortalidade por cancer no
cérebro entre adultos (20-79 anos de idade) que vivem em uma area
agricola no estado do Rio de Janeiro. N&do somente, o risco relativo de
mortalidade por cancer de cérebro foi quatro vezes maior entre 0s
individuos nascidos entre 1980 e 1989, em compara¢do com 0s nascidos
em 1945-1949, periodo no qual o uso de pesticidas era reduzido
(Miranda Filho et al., 2014).
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Estudos in vivo e in vitro demonstram que condicdes
patolégicas ocasionadas por PQ tem inicio devido a producdo
exacerbada de radicais livres, desrregulacdo da mitocondria e
desequilibro dos mecanismos de defesa antioxidantes (Chen et al.,
2010). Sendo assim, terapias antioxidantes podem ser uma alternativa
viavel para a prevencdo ocasionado pela exposicéo a pesticidas (Blanco-
Ayala, Andérica-Romero e Pedraza-Chaverri, 2014).

Devido a estas evidéncias, o presente estudo investigou
possiveis alteracfes neuroquimicas ocasionadas pela exposi¢do sub-
cronica ao PQ em modelos animais in vivo, bem como o possivel efeito
neuroprotetor do extrato BuOH de |. paraguariensis. Neste estudo
pioneiro pretendeu-se demonstrar um potencial efeito terapéutico e/ou
profilatico da erva-mate, largamente consumida na regido Sul do Brasil,
prevenindo os danos as células neurais causados pelo herbicida PQ.

Primeiramente, avaliou-se as consequéncias da exposi¢do ao PQ
na viabilidade de células hipocampais de ratos pré-plberes. Os
resultados mostraram que o PQ diminui a viabilidade destas células,
assim como o tratamento com o extrato BUOH de |. paraguariensis
preveniu a morte celular induzida pelo pesticida. Corroborando estes
resultados, Bixby e colaboradores (2005) demonstraram que 0 extrato
aquoso de |. paraguariensis (diluicdo de 1/500) apresenta atividade
citotoprotetora em macrofagos e células epiteliais pelo aumento da taxa
de sobrevivéncia celular apds estresse nitrosativo.

Estudos anteriores também demonstraram que a exposi¢do ao PQ
diminui a viabilidade celular. Neste contexto, tanto a exposi¢do a uma
Unica dose de PQ (30 mg/kg) quanto o tratamento por 5 dias
consecutivos (Mccormack e Di Monte, 2003; Kuter et al., 2007)
ocasionaram a diminuicdo do nimero de neurdnios da substancia negra
em camundongos (Mccormack e Di Monte, 2003; Kuter et al., 2007). A
morte de neurdnios dopaminérgicos também foi observada em
camundongos expostos ao PQ (10 mg/kg) semanalmente por um periodo
de 3 semanas (Mccormack et al., 2005). Kim e colaboradores (2012)
demonstraram  maior  sobrevivéncia de  animais  tratados
concomitantemente com selénio logo apds tratamento com PQ (50
mg/kg) em relagdo aqueles tratados somente com PQ (Kim et al., 2012).

Durante todo o tratamento, foi mensurado o ganho de massa
corporea dos animais. N&o foi encontrada diferenca estatistica nos 4
grupos de tratamento. Por outro lado, estudos prévios relataram perda de
peso de ratos expostos ao PQ (3.5 mg/kg) por 14 dias consecutivos
(Malekinejad et al., 2014). Costa e colaboradores (2014) também
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observaram perda de peso em ratos tratados com PQ (10 mg/kg), 2
vezes/semana por 14 dias (Costa et al., 2014; Malekinejad et al., 2014).
O resultado do presente estudo diverge do resultado encontrado pelos
autores supracitados possivelmente por apresentar menor tempo de
tratamento, o qual pode ter sido insuficiente para interferir na massa
corpérea dos animais.

Os neurdnios apresentam sistemas de sinalizagdo de Ca?*
altamente desenvolvidos responsaveis pelo desenvolvimento do SNC e
regulacdo das funcdes neurais (Berridge, 2014). Oscilagbes das
concentracdes intracelulares de Ca?* durante o estdgio de
desenvolvimento neural podem acarretar em alteracdo dos processos
celulares e consequentemente dos processos relacionados ao
neurodesenvolvimento, tal como crescimento axonal de neurénios
corticais e a migracdo de células neuronais (Berridge, Bootman e
Roderick, 2003; Berridge, 2014). Frente a isso, avaliou-se o efeito do
trantamento in vivo com PQ e com o extrado BuUOH de I. paraguariensis
no influxo de 4°Ca?* em hipocampo de ratos pré-plberes. Os resultados
mostraram que o PQ induz aumento no influxo de “*Ca?* em hipocampo
e 0 co-tratamento com I. paraguariensis ndo evitou esta alteracdo. Em
trabalhos anteriores também foram descritas perturbacfes da
homeostase do Ca*? em midcitos ventriculares de ratos tratados com PQ
(10 mg/kg) diariamente durante 3 semanas (Fahim et al., 2013).

Receptores NMDA ativados permitem o influxo de Ca*?, que
em excesso pode ativar uma variedade de cascatas potencialmente
destrutivas. Este evento pode ocorrer devido a excitotoxicidade causada
pela estimulacdo prolongada do glutamato, uma vez que este apresenta
sua captacdo diminuida no grupo PQ. Neste contexto, o glutamato em
excesso na fenda sindptica (possivelmente por uma diminuicdo da
captacdo - como observado neste trabalho, ou por estimulo de seu efluxo
(Shimizu et al., 2003), pode superativar seus receptores (principalmente
os ionotrépicos, como 0 NMDA), promovendo um aumento no influxo
de Ca?* para o meio intracelular (Danbolt, 2001).

A captacdo de glutamato do ambiente externo por meio dos
transportadores deve ocorrer rapidamente para que 0 processo acima
descrito seja evitado (Erecinska e Silver, 1990). No presente estudo
demonstrou-se que a exposi¢do sub-cronica (5 dias consecutivos) ao PQ
causou diminuigdo da captacdo de 4C-glutamato dependente de sddio
com consequente aumento no influxo de “°Ca?*. Entretanto, o co-
tratamento com o extrato BUuOH de I. paraguariensis mostrou-se eficaz
em restaurar a captacdo de *C-glutamato estimulada por PQ, sem
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interferir no influxo de “°Ca?*. Salienta-se ainda que o extrato BUOH de
|. paraguariensis apresentou efeito per se acarretando em diminuicéo da
captacdo de glutamato sem interferir no influxo de Ca?*. Novos
experimentos sao necessarios para esclarecer os mecanismos pelos quais
a associacdo entre PQ e extrato BUuOH de I. paraguariensis restaura a
captacgdo de glutamato a concentragdes basais.

Um estudo recente demonstrou que o extrato hidroalcodlico de
I. paraguariensis (0.01 mg/kg, por via oral) apresenta efeito tipo-
antidepressivo dependente da modulacdo de receptores NMDA (Ludka
et al., 2015), corroborando os resultados do presente estudo que sugere a
participacdo do sistema glutamatérgico no efeito do extrato BUOH de I.
paraguariensis. Nossos resultados também estdo de acordo com outros
grupos que demonstraram a morte de neurdnios do grénulo cerebelar
guando tratados com PQ (0.2 mM, 24h); porém, ao suplementar o meio
de incubagdo com bloqueadores dos receptores ionotropicos para
glutamato as células apresentaram-se completamente protegidas do
efeito tdxico deste herbicida. Tal achado monstra que a morte celular foi
induzida pela acdo do glutamato em seus receptores, 0s quais permitem
um aumento da concentracéo intracelular de Ca?*, também demonstrado
no mesmo estudo (Stelmashook, Isaev e Zorov, 2007).

Considerando estes dados, também se investigou o efeito da
exposicdo ao PQ e ao extrato BUOH de I. paraguariensis isolados ou em
associacdo na atividade de enzimas envolvidas no metabolismo deste
importante aminoacido excitatério, como a GS e as aminotransferases -
ALT e AST.

A atividade da GS apresentou-se diminuida em todos 0s grupos
guando comparada ao grupo controle. Esta enzima é exclusivamente
astrocitaria e faz a conversdo de glutamato a glutamina, sendo
importante no ciclo glutamato/glutamina. A diminuicdo de sua atividade
pode ser decorrente da captacdo reduzida do neurotransmissor, ou seja,
estando em menor quantidade no meio intracelular consequentemente
haverd menos substrato para a enzima. A menor captacdo de glutamato
ocorreu tanto no grupo PQ quando to grupo |. paraguariensis,
corroborando com a menor atividade da GS encontrada nestes grupos.
A diminuicdo da atividade da GS também foi observada em ratos
induzidos a epilepsia (Swamy et al., 2011).

A exposic¢do in vivo com PQ provocou aumento da atividade
das aminotransferases (ALT e AST), sendo o co-tratamento com |I.
paraguariensis eficaz para prevenir parcialmente o efeito do PQ na
atividade da ALT. Por outro lado, nosso grupo de pesquisa encontrou
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diminuicdo da atividade destas enzimas ap6s tratamento in vitro com
outra classe de herbicida, o glifosato-Roundup®, também em
hipocampo de ratos imaturos (Cattani et al., 2014). Além disso, o grupo
também demonstrou recentemente que a exposicdo materna ao etanol
acarreta em inducdo da atividade da AST no hipocampo da prole
(Cesconetto et al., 2016). Neste contexto, sugere-se que diferentes
compostos neurotdxicos, incluindo herbicidas e etanol, podem afetar o
metabolismo do glutamato em células hipocampais de ratos. Alteracdes
da atividade das aminotransferases podem implicar em desbalanco da
producdo de intermediarios do ciclo de Krebs e na sintese de
neurotransmissores, como o glutamato.

A glicolise e o ciclo de Krebs funcionam como a via central na
producdo de energia; entretanto, este Gltimo também esta relacionado
com vias de biossinteses, como a sintese do glutamato e outros
neurotransmissores. As reacdes de reposi¢do (anaplerose) e de utilizagdo
(cataplerose) dos intermediarios do ciclo de Krebs devem ocorrer de
maneira homeostatica e diversas enzimas participam deste precesso, tais
como a ALT, AST, piruvato carboxilase, enzima maélica, glutamato
desidrogenase, dentre outras (Sonnewald, 2014).

O aumento da atividade da ALT, a qual em neurdnios
glutamatérgicos esta mais envolvida na sintese do glutamato (Zigmond
et al., 1999), pode implicar no aumento da disponibilidade de glutamato
nas células neurais. Por outro lado, sua atividade aumentada em
astrocitos, 0s quais caracterizam-se por serem mais responsaveis pelas
reacdes anaplerdticas, quando comparados aos neurdnios (Sonnewald,
2014) pode estar ocorrendo como uma tentativa de reabastecer o ciclo
de Krebs para aumentar a producdo de energia, uma vez que esta esta
diminuida ap6s exposicdo ao PQ (ver adiante).

A enzima AST, faz a interconversdo de oxalacetato e glutamato
a aspartato e a-cetoglutarato, apresenta Km igual tanto para o
oxalacetato quanto para o glutamato, por outro lado, 0 Km para o-
cetoglutarato ¢ maior do que para aspartado, o que pode explicar sua
atividade ser favorecida para a formacdo de aspartado. Devido a estas
propriedades cinéticas, a AST estd mais relacionada ao metabolismo
energético do que ao metabolismo dos neurotransmissores (Erecinska e
Silver, 1990). O aumento de sua atividade, encontrado no hipocampo
dos animais expostos ao PQ, pode ser um mecanismo compesatorio
frente a baixa captacdo de glicose observada neste tecido.

A captacdo de glicose apresentou-se diminuida no grupo PQ
tendo o tratamento com |. paraguariensis participado parcialmente da
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prevencdo deste efeito. Shibata e colaboradores (2010) também
observaram diminuicdo da captacdo de glicose em cultura de adipécitos
tratados com PQ (10 mM; 3 h) (Shibata et al., 2010). Tais células
apresentam transportadores de glicose dependentes de insulina
(GLUT4), os quais séo diferentes dos transportadores presentes no SNC
(GLUT1 e GLUT3). Porém, a indugdo de estresse oxidativo causada
pelo PQ poderia interferir também com estas outras isoformas de
transportadores de glicose. Em um modelo de camundongos obesos com
sindrome metabdlica, o extrato aquoso de |. paraguariensis (100 mg/kg)
também foi eficaz para melhorar a captacdo de glicose celular (Hussein
etal., 2011).

O fornecimento constante de glicose para o cérebro ¢é
importante ndo somente para a producdo de energia mas também para a
sintese de neurotransmissores, como 0 glutamato e para a manutencdo
do gradiente ionico (Ereciniska e Silver, 1990). A diminuicdo da
captacdo de glicose pode indicar um déficit no metabolismo basal das
células neurais.

Ha evidéncias de que o metabolismo oxidativo neuronal
depende do lactato derivado dos astrdcitos (Sonnewald, 2014). Frente a
isso, foi investigada a atividade da LDH, enzima responsével
interconversao de lactato e piruvato. A atividade desta enzima mostrou-
se aumentada apenas no grupo exposto ao PQ, sendo a I. paraguariensis
eficaz na prevencéo deste efeito.

Sabe-se que os astrdcitos e neurdnios apresentam isoformas
diferentes de LDH, os neurdnios contém predominantemente LDH-1
(principalmente produtora de piruvato), enquanto que 0s astrocitos
expressam LDH-5 (associada a tecidos de alta producdo de lactato)
(Pellerin et al., 1998). Apesar de ndo ter sido investigada a atividade
especifica destas isoformas, sugere-se que o aumento da atividade da
LDH no grupo PQ ¢é também um mecanismo compensatorio ao deficit
enérgetico decorrente da captacdo de glicose diminuida neste grupo.
Portanto, sugere-se que a atividade aumentada desta enzima no
hipocampo esteja favorecendo a formagado de lactato nos astrécitos, que
pode ser lancado ao meio extracelular, uma vez captado pelos
neurdnios, pode ser convertido a piruvato.

A neurotoxicidade induzida por pesticidas, etanol, doencas
neurodegenerativas, bem como por outras situagdes patoldgicas, estd
geralmente associada a excitotoxicidade glutamatérgica, alteracdes no
metabolismo energético e estresse oxidativo (Halliwell e Gutteridge,
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John, 2007; Zamoner e Pessoa-Pureur, 2011; Cattani et al., 2013;
Cattani et al., 2014; Cesconetto et al., 2016).

Sendo a producdo exacerbada de radicais livres o principal
mecanismo de patogenicidade do herbicida PQ, este trabalho investigou
a presenca de dano oxidativo a proteinas e lipidios por meio da
quatificacdo de proteinas carboniladas e lipoperoxidacao. Foi observado
aumento da peroxidacdo lipidica no grupo PQ, sem protecdo no grupo
que recebeu co-tratamento com |I. paraguariensis. O aumento da
peroxidacdo lipidica ja foi demonstrado previamente em animais
expostos ao PQ (dose Unica de 50 mg/kg/30 mg/kg e 20 mg/kg, via
intraperitoneal, respectivamente) (Kim et al., 2012; Novaes et al., 2012;
Chen et al., 2013).

Por outro lado, outros estudos demonstraram efeito protetor de
I. paraguarienses frente insultos pré oxidativos em outros tecidos de
animais. Barg e colaboradores (2014) demonstraram menor formacéo de
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico na pele de ratos expostos a
radiacdo UV por 30 min apds receberam tratamento tanto oral quanto
topico de extrato aquoso de |. paraguariensis (0.70 g/kg e 1g de gel -
5%, p:p) (Barg et al., 2014). A menor concentragdo de TBARS em
hipocampo e cértex pré-frontal de ratos induzidos a ataques convulsivos
também foi observada quando os animais foram pré-tratados com
extrato aquoso de I. paraguariensis (50mg/kg) durante 15 dias (Branco
et al., 2013). Tais trabalhos diferem em alguns aspectos do presente
estudo, ambos utilizaram extrato bruto/aquoso de |. paraguariensis,
enquanto o presente estudo utilizou o extrato BuOH, tais extratos
apresentam composicdes quimicas diferentes, assim como o tempo de
tratamento também foi diferente. Os mesmos autores relatados acima
encontraram menor carbonilacdo de proteinas, o que, por sua vez,
corrobora com os resultados do presente estudo — o qual apresentou
menor quantidade de proteinas carboniladas no grupo que recebeu |I.
paraguariensis quando comparado as concentragbes basais. O
tratamento sub-cronico com PQ ndo induziu a formacdo de proteinas
carboniladas no hipocampo, diferente do que foi observado por Novaes
e colaboradores (2012) em tecido pulmonar de ratos expostos a uma
Unica dose de PQ (30 mg/kg, intraperitoneal).

O dano oxidativo pode levar a lesdo tecidual e, pode resultar em
doengas cronicas, tais como doencas neurodegenerativas. Assim,
sistemas que repararam e substituem biomoléculas oxidadas sé&o
essenciais. Falhas nestes sistemas de defesa contribuem para a
neurodegeneracdo (Halliwell, 2006). Diversas enzimas contribuem para
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a manutencdo da homeostase redox celular, assim como ha uma
cooperacgdo mediada por astrdcitos para a neuroprotecao. Frente a isso, 0
presente estudo buscou investigar possiveis alteragdes na atividade de
enzimas antioxidantes, tal como a SOD, catalase, GPx, GR, GST, bem
como concentragdes do antioxidante ndo enziméatico GSH. Além disso,
foram determinadas as atividades de enzimas envolvidas indiretamente
com o processo de neutraliza¢do das EROs, tais como a G6PD e a GGT.

As enzimas SOD e catalase apresentaram atividade aumentada
no grupo exposto ao PQ, sendo o co-tratamento com |. paraguariensis
eficaz para prevenir o efeito do herbicida na atividade da SOD. Sugere-
se que atividade elevada de enzimas antioxidantes pode ser importante
para detoxificar as EROs geradas durante a ciclagem redox de PQ e
guando este interage com a cadeia de transporte de elétrons, indicando
gue o PQ poderia desencadear respostas adaptativas. Fahim e
colaboradores (2013) também demonstraram aumento na atividade da
SOD e da catalase em tecido cardiaco de ratos expostos diariamente ao
PQ (30 mg/kg) por 3 semanas e quando co-tratados com vitamina E a
atividade das enzimas permaneu aumentada (Fahim et al., 2013).

A inducdo da atividade da SOD também foi observada no
presente estudo no grupo de animais tratados apenas com .
paraguariensis, tal achado foi preveamente demonstrado por Branco e
colaboradores (2013) em cortex cerebral e nenhuma diferenca foi
encontrada em hipocampo de ratos tratados com infusdo de erva-mate
(50mg/kg) por 15 dias. A erva-mate é uma planta rica em polifendis
(Bixby et al., 2005; Heck e De Mejia, 2007; Branco et al., 2013), que
sdo antioxidantes naturais importantes. Os compostos fenélicos podem
evitar a geracdo de EROs por quelar oligoelementos envolvidos na
producdo de radicais livres, neutralizar as espécies reativas e/ou regular
as defesas antioxidantes (Halliwell e Gutteridge, 2007).

Nenhum efeito foi observado na atividade da GPx em todos 0s
grupos de tratamento, o que pode ser explicado pelo aumento da
atividade da catalase no grupo PQ e no grupo que recebeu co-tratamento
com |. paraguariensis. Ambas enzimas coincidem pelo mesmo
substrato, porém apresentam caracteristicas cinéticas distintas, sendo a
catalase mais importante sob altas concetragdes de H.O, devido a sua
baixa afinidade pelo H202 (Km = 25 mM) contra Km = 6 uM da GPx, a
qual é mais importante sob baixas concentrac6es de perdxido (Halliwell
e Gutteridge, 1999). Frente a isso, sugere-se que a alta atividade da
catalase induzida por PQ no presente estudo seja decorrente da alta
formagdo de superdxido e, consequentemente, peréxido de hidrogénio.
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Baud e coloboradores (2004) descreveram uma cooperacdo existente
entre a GPx e a catalase em oligodentrécitos, no qual, sob elevadas
concentracdes de H20- a catalase é dependente da atividade da GPx para
prevenir sua inativacdo, que pode ocorrer sob estas condi¢des (Baud et
al., 2004). Tal achado pode explicar a manutencéo da atividade da GPx
observada no grupo PQ, o qual serveria como mecanismo de resisténcia
ao ambiente pré oxidativo ocasionado pelo PQ.

A atividade da GR mostrou-se aumentada no grupo PQ e o co-
tratamento com |. paraguariensis preveniu parcialmente a atividade
desta enzima. Alguns estudos anteriores demonstram diminui¢do da
atividade da enzima GR em tecido nigroestriatal, pulméo e figado de
ratos expostos ao PQ (Kumar et al., 2010). Associados a inducdo na
atividade da GR pelo PQ, os resultados do presente estudo demontraram
aumento nas concentraces de GSH. Corroborando os resultados
obtidos, estudos prévios demonstraram aumento compensatorio nas
concentragcbes de GSH alguns dias apds a exposicdo a efluentes
industrias em peixes (Lima et al., 2006; Grinevicius et al., 2009).

Foi observada diminuicdo da atividade da enzima GST no
grupo exposto ao PQ e o co-tratamento com |. paraguariensis
reestabeleceu parcialmente esta alteracdo. O mesmo achado foi descrito
por Costa e colaboradores (2013) em tecido hepatico de ratos expostos a
uma Unica dose de PQ (15 mg/kg) (Costa et al., 2013). A enzima GST
cataliza a detoxificacdo de xenobidticos por meio da conjugacédo destes
compostos com biomoléculas enddgenas, tais como a GSH. Neste
contexto, a diminuicdo da atividade desta enzima pode ter contribuido
também para 0 aumento no contelldo de GSH. A inibicdo desta enzima
induzida por PQ poderia implicar no acimulo deste composto. Os
resultados do presente estudo mostram que o extrato BuOH de I.
paraguariensis ndo altera a atividade da GST, o que esta de acordo com
estudo prévio no qual a atividade desta enzima permaneceu inalterada
apos tratamento com extrato aquoso de |. paraguariensis em aorta de
coelhos alimentados com colesterol. No referido estudo, o grupo
demonstrou o efeito benéfico do extrato de I. paraguariensis atenuando
a progressdo da aterosclerose nesses animais (Mosimann, Wilhelm-
Filho e Da Silva, 2006).

A homeostase das concentragdes neuronais de GSH ¢é
dependente do fornecimento de seus aminodcidos constituintes pelos
astrocitos, tal cooperativismo entre astrdcitos e neurdnios é dependente
da atividade da enzima GGT, a Unica enzima que pode clivar a
glutationa intacta (Rathinam et al., 2012). A atividade desta enzima
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apresentou-se diminuida no grupo expoxto ao PQ, sendo o co-
tratamento com |. paraguariensis eficaz na prevencdo parcial desta
alteragdo. A inibicdo na atividade da GGT associada a neurotoxicidade
foi demonstrada previamente pelo nosso grupo de pesquisa apds
exposicdo materna ao etanol (Cesconetto et al., 2016) e ao herbicida
glifosato-Roundup® (Cattani et al., 2014).

A G6PD é a enzima limitante da velocidade da via das
pentoses-fosfato, a principal via de fornecimento de NADPH, necessario
em vias antioxidantes. Sua atividade mostrou-se diminuida no grupo
exposto ao PQ sendo o co-tratamento com |. paraguariensis eficaz para
reestabelecer este marcador, o qual tem sido referido como integrante do
sistema de defesa antioxidante.

A modulacdo da expressdo e da atividade da G6PD ja foi
previamente relacionada ao mecanismo de toxicidade do PQ e ao
estresse oxidativo (Lei et al., 2014). Em trabalhos anteriores, tal
atividade enzimatica mostrou-se aumentada em glandula digestiva de
mexilhdo Perna perna expostos ao PQ (10 ppm; 48h) (Dafre et al.,
2004), em cultura de células de neuroblastoma humano (Lei et al., 2014)
assim como em tecido pulmonar de ratos (Ali, Diwakar e Pawa, 2000).
A expressdo da mesma enzima também se mostrou aumentada em
neurbnios dopaminérgicos tratados com PQ (0.5 mM; 24h) (Lei et al.,
2014). Alteragdes nesta via podem comprometer a reciclagem de
NADP* a NADPH e, consequentemente, a homeostase redox das
células.

Frente aos diversos parametros investigados neste estudo, todos
eles relacionados, de maneira direta ou indireta, com o estado
redutor/oxidativo da célula, o extrato BuOH de I. paraguariensis
pareceu exercer efeito protetor total ou parcial em mais de 60% do total
de pardmetros analisados, considerando 100% os parametros avaliados
nos quais o PQ provocou alteragdes.

Alguns autores defendem que quando compostos fendlicos, os
quais estdo presentes na fracdo do extrato estudado, sdo oxidados por
reacBes com radicais livres, o resultado é a formagdo de quinonas
eletrofilicas que estdo envolvidas em vias de transducgéo de sinais. Tais
vias ativam o sistema antioxidante celular e os sistemas de reparo a
danos (Forman, Davies e Ursini, 2014). Tal mecanismo pode explicar o
efeito protetor observado no grupo de animais que recebeu co-
tratamento com |. paraguariensis. Mais do que um efeito antioxidante, o
qual, por definicdo, limita-se a eliminacdo de radicais livres, 0 extrato
BUuOH de I. paraguariensis parece enquadrar-se melhor na definigéo de
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um composto nutracéutico. Tal termo foi designado por Stephen
DeFelice em 1989 (Kalra, 2003), para definir um grupos de compostos
extraidos de alimentos ou plantas que fornecem beneficios médicos ou
para a satde. Tais compostos exercem atividade antioxidante in vivo por
modularem as defesas antioxidantes enddgenas, como as enzimas
antioxidantes (Forman, Davies e Ursini, 2014).

Além das propriedades benéficas de 1. paraguariensis
encontradas neste estudo, grande parte dos parametros avaliados
mostraram-se alterados com a exposi¢do aguda ao PQ, os quais podem
induzir danos ao hipocampo causados provavelmente pela promocao de
estresse oxidativo. Os efeitos dos agroquimicos devem ser estudados
com intuito de conhecer seu real risco a salde humana, além de
estabelecer quantidades seguras de modo a minimizar estes riscos.

7.1 CONSIDERAGCOES FINAIS

Analisando os resultados apresentados, sugerimos que o extrado
BuOH de I. paraguariensis atua como agente neuroprotetor, total ou
parcial, frente ao estresse oxidativo induzido pelo herbicida PQ. Este
estudo demonstrou que os efeitos decorrentes da exposigdo sub-crbnica
ao PQ, em hipocampo de ratos pré-puberes, envolvem a diminuicdo da
captagdo de glutamato, com consequente aumento no influxo de Ca?",
fendmeno conhecido como excitotoxicidade glutamatérgica que pode
resultar em comprometimento nos processos de aprendizagem e
memoria.

Uma vez captado pelos astrécitos, o glutamato pode seguir
diversas rotas. Nos animais expostos ao PQ observou-se uma
diminuicdo na atividade da GS, o que pode indicar comprometimento do
ciclo glutamato-glutamina. Observou-se também aumento da atividade
das aminotransferases ALT e AST, que dependendo de onde estdo
localizadas (neurbnios ou astrocitos) participam da formacdo de
glutamato ou das reacBes de anaplerose, que reabastecem o ciclo de
Krebs para aumentar a producdo de energia, uma vez que esta estaria
diminuida ap6s exposicdo ao PQ. O aumento da atividade destas
enzimas pode indicar comprometimento do metabolismo energético e/ou
maior formacgdo do neurotransmissor glutamato, uma vez que este ndo
estd sendo adequadamente captado pelas células da glia e,
consequentemente, o ciclo glutamato-glutamina pode  estar
comprometido.
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A exposicdo ao PQ levou também a diminuigdo na captacdo de
glicose pelas células neurais, 0 que pode gerar déficit energético
acarrentando em possivel utilizagdo do neurotransmissor glutamato
como substrato para intermedidrios do ciclo de Krebs. Além disso,
observa-se que a exposi¢do ao PQ induz ao aumento na atividade da
enzima LDH. Este pode ser considerado um mecanismo compensatorio
para gerar mais lactato nos astrocitos e mais piruvato nos neurdnios,
numa tentativa de reestabelecer o metabolismo energético. Além das
alteragdes no sistema glutamatérgico e no metabolismo energético,
foram encontradas inducdo de estresse oxidativo com alteragdo da
atividade das enzimas antioxidantes e consequente dano oxidativo a
lipideos, conforme apresentado esquematicamente na Figura 28.

Figura 28: Aspectos neuroquimicos da neurotoxicidade induzida pelo PQ
em hipocampo de ratos pré-puberes.
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Possiveis efeitos neuroquimicos da exposi¢do in vivo ao PQ em hipocampo de
ratos pré-plberes. O mecanismo de toxicidade do PQ, por meio da ciclagem
redox, envolve a producédo de radical anion superoxido, que leva a peroxidacao
lipidica; e induz a atividade das enzimas SOD e catalase — responsaveis por sua
detoxificagdo. O aumento das concentragdes de GSH pode ser compensatdrio ao
insulto sub-cronico e decorrente da inducéo da atividade da GR, mesmo com a
inibicdo da GGT. A exposicao in vivo ao PQ também resulta na diminuicdo do
transporte de glicose para as células neurais associado a um aumento
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compensatorio na atividade da LDH e das aminotransferases, numa tentativa de
reestabelecer a homeostase energética. Os efeitos neurotoxicos do PQ também
envolvem a diminuicdo da captagdo de glutamato pelos astrécitos, aumentando
as concentragdes do neurotransmissor na fenda sindptica, o que resulta no
aumento do influxo de Ca*2. A inibicdo da GS ¢, provavelmente, decorrente da
captacdo de glutamato diminuida, o que pode levar a um compromentimento do
ciclo glutamato-glutamina. Desrregulagdo do sistema glutamatérgico e do
metabolismo  energético pode levar a um comprometimento da
neurotransmissdo glutamatérgica, déficit energético e estresse oxidativo.

Fonte: O autor, 2015.

Frente as alteracdes neuroquimicas induzidas pelo PQ, o
extrado BuOH de I. paraguariensis mostrou-se atuar como agente
neuroprotetor, de forma total ou parcial, em pardmentros do
metabolismo energético (captacdo de glicose, atividade da LDH e da
ALT) na captacdo de glutamato, além de restaurar os sistemas de defesa
antioxidante afetados pelo PQ, como a prevengdo da alteracdo da
atividade da G6PD, SOD, GGT e concentracdo de GSH.
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8. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos ao longo desta pesquisa,
conclui-se que a exposi¢do sub-crbnica ao PQ durante o estagio de
neurodesenvolvimento induz a diversas alteragcbes neuroquimicas no
hipocampo de ratos pré-puberes. Tais alteraces incluem desregulagdo
no metabolismo do glutamato, comprometimento do metabolismo
energético e estresse oxidativo. O co-tratamento com o extrato BuOH de
|. paraguariensis exerceu efeito neuroprotetor, total ou parcial, em 60%
dos parametros analisados.

A indugdo de modificacbes no metabolismo energético, na
neurotransmissdo e a indugdo de estresse oxidativo hipocampal pela
exposicdo ao herbicida PQ, sugere que esta € uma neurotoxina
importante que pode comprometer 0s processos de aprendizado e
memoria. O estudo da toxicidade deste agroquimico é de fundamental
importancia para se conhecer quantidades seguras durante a exposi¢do
ocupacional assim como a quantidade de residuo nos alimentos que nao
ofereca riscos & salde da populagdo. A investigacdo do potencial
terapéutico de compostos naturais como a erva-mate, a qual é
culturalmente consumida pela populagdo da regido Sul do Brasil, é de
grande relevancia cientifica.

Considerando-se que no Brasil as regides de maior consumo de
erva-mate coincidem com as areas de maior produtividade agricola e
consumo de agroquimicos, investigar o potencial terapéutico dessa
planta, amplamente utilizada na cultura popular, representa relevancia
cientifica. Apoiado nos resultados do presente estudo, sugere-se que 0
alto consumo de erva-mate (chimarrdo, cha, tereré) possa estar
minimizando os danos potencialmente causados por agroquimicos na
populacdo do Sul e Centro-Oeste brasileiro.
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9. PERSPECTIVAS

Dando continuidade a este estudo pretende-se melhor entender
as alteracBes induzidas pelo PQ, bem como o efeito neuroprotetor
ocasionado pelo co-tratamento com o extrato BuOH de I
paraguariensis, investigando-se 0s seguintes parametros:

v" Marcadores bioquimicos no sangue periférico dos animais,
como a glicemia, marcadores de dano hepatico e marcadores de
dano renal;

v' Atividade de enzimas envolvidas nos processos digestivos
como as dissacaridases, aminopeptidases e GGT;

v" Marcadores inflamatérios, como o contelido de citocinas como
as interleucinas, fator de necrose tumoral-alfa e interferon
gama.

v Alteragdes comportamentais induzidas pela exposi¢do ao PQ no
periodo pré-plbere quando os animais atingirem a idade adulta.
Pretende-se também esclarecer 0s mecanismos/vias de

sinalizacdo pelos quais o extrato BUOH de I. paraguariensis restaura a
captacdo de glutamato a concentragdes basais, assim como seu efeito
per se que levou a diminui¢do da captacdo de glutamato e ao aumento
da atividade da AST. Além disso, serad investigado o envolvimento do
fator de transcrigdo Nrf2 (nuclear factor-erythroid 2-related factor-2) na
neuroprotecdo ocasionada por . paraguariensis.
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