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TIRAPELI KG. Alteracdes em marcadores do estresse oxidativo ocasionadas por
diferentes tempos de tratamento com ch& mate (llex paraguariensis) no processo de
envelhecimento. [dissertacdo]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia de Aracatuba -
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RESUMO

Eritrocitos tém sido utilizados para investigar dano oxidativo e possiveis intervencoes
com antioxidantes no envelhecimento. O cha mate (CM) ou llex paraguariensis
reduz o dano oxidativo, porém sua acdo em fémeas velhas ainda néo foi elucidada.
Neste trabalho foi investigado pela primeira vez, em ratas velhas na perimenopausa,
o efeito tempo-dependente do tratamento com CM sobre o dano oxidativo e a defesa
antioxidante. Os animais foram divididos em Adulta-controle (5 meses de idade),
Velha-Basal (17 meses de idade), Velha tratada e néo tratada. Os grupos tratados
receberam CM diariamente (20 mg/kg m.c., gavagem) durante duas, quatro e seis
semanas, e nado tratados receberam agua. A capacidade antioxidante plasmatica
(FRAP), malonaldeido (MDA) e as atividades da superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) foram avaliadas nos eritrocitos. No
grupo Velha-basal houve reducéo de FRAP e das enzimas antioxidantes, e aumento
de MDA em comparacdo ao Adulta-controle. O CM aumentou FRAP, SOD e GPx, e
reduziu MDA, ap0s quatro e seis semanas, mas nao alterou CAT. Os resultados
indicam que o CM € um tratamento promissor para reduzir o acumulo de dano
oxidativo associado a idade em eritrocitos de fémeas na perimenopausa e que 0

efeito na FRAP é cumulativo.

Palavras-chave: llex paraguariensis; perimenopausa; antioxidantes; peroxidacdo de

lipideos; envelhecimento.



TIRAPELI KG. Changes in markers of oxidative stress caused by different treatment
times with mate tea (llex paraguariensis) in the aging process. [dissertacao].
Aracatuba: Faculdade de Odontologia de Aracatuba - Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2014.

ABSTRACT
Erythrocytes have been used to investigate oxidative damage and possible

intervention with antioxidant in aging. Mate tea (MT) or llex paraguariensis reduces
oxidative damage, but its action on aged females has not yet been elucidated. It was
investigate, for the first time, in natural aged rats in perimenopause the time-
dependent effect of MT treatment on oxidative damage and antioxidant defenses.
Animals were divided into Adult-control (5 months old), Aged-baseline, Aged treated
and Aged untreated. Treated groups received MT daily (20 mg/kg body weight,
gavage) for two, four or six weeks, aged untreated group received water by gavage.
Plasma antioxidant capacity, determined by ferric reducing antioxidant power (FRAP)
assay, malondialdehyde levels (MDA) and the activities of superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) enzymes were evaluated in
erythrocytes. Aged-baseline animals (17 months) had decreased FRAP and
enzymatic antioxidant defenses and increased MDA when compared to Adult-control
(5 months). MT treatment increased FRAP, SOD, GPx, and decreased MDA after
four weeks, but did not change CAT. MT is a promising treatment to reduce the
accumulation of age-related oxidative damage in erythrocytes in aged rats in

perimenopause and the effect is cumulative in FRAP.

Keywords: llex paraguariensis; perimenopause; antioxidant; lipid peroxidation; aging.



ABREVIATURAS

'0, = oxigénio singleto

AU = acido urico

CAT = catalase

CM = cha mate

Cu = Cobre

CuZn-SOD ou SOD1 = superéxido dismutase dependente de cobre e zinco
DNA = &cido desoxirribonucleico

Mn-SOD?2 = superoéxido dismutase dependente de manganés
EDTA = &cido etilenodiamino tetra-acético

EO = estresse oxidativo

ERO = espécies reativas de oxigénio

FADH, = flavina adenina dinucleotideo na forma reduzida
Fe?* = fon ferroso

Fe** = fon férrico

FRAP = Ferric Reducing Antioxidant Power (Capacidade antioxidante plasmatica)
GPx = glutationa peroxidase

GSH = glutationa reduzida

GSSG = glutationa oxidada

H* = hidrogénio

H,0, = perdxido de hidrogénio

HCI = &cido cloridrico

L = radical lipidico

LDL = lipoproteina de baixa densidade

LH = &cido graxo poli-insaturado

LOO' = radical peroxila

LOOH = hidroperoxido lipidico

m.c. = massa corporea

MDA = malonaldeido

MgSO, = sulfato de magnésio



Mn = manganés

Mn-SOD = superoxido dismutase dependente de manganés
NaCl = cloreto de sadio

NADPH = nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato na forma reduzida
O, = oxigénio molecular

O, ' = anion superoxido

OH’ = radical hidroxila

PL = peroxidacéo lipidica

rpm = rotagdes por minuto

SOD = superoéxido dismutase

SODL1 = superéxido dismutase do tipo 1

SOD2 = superoxido dismutase do tipo 2

SOD3 = superdxido dismutase do tipo 3

TBA = acido tiobarbiturico

TBARS = substancias reativas ao acido tiobarbitarico

TCA = acido tricloroacético

TPTZ = 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina

Zn = zinco
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1 INTRODUCAO

O estresse oxidativo (EO) € um processo resultante de um desequilibrio entre
a producdo celular de espécies reativas de oxigénio (ERO) e as defesas
antioxidantes, com a prevaléncia de um estado pré-oxidante (HALLIWELL, 1992).
Entre as ERO de maior destaque tem-se anion superédxido (O,7), peréxido de
hidrogénio (H»0,), radical hidroxila (OH") e oxigénio singleto (*O,). O sistema de
defesa antioxidante enzimatico é composto principalmente por superéxido dismutase
(SOD), considerada a primeira linha de defesa do organismo contra ERO; catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPXx), responsaveis por remover o H,O, gerado pela
SOD (JACOB et al.,, 2013; SCANDALIOS, 2005), além de outras moléculas
endégenas, como por exemplo, glutationa e acido urico (AU) (ARUOMA, 1998).

O envelhecimento € um processo natural e multifatorial caracterizado por
mudanc¢as no metabolismo que comprometem o estado de homeostase (BELLANTI
et al., 2013; CUI et al., 2012; KIM, 2003). O aumento global no nimero de pessoas
acima de 60 anos, principalmente nos paises subdesenvolvidos (SCAZUFCA et al.,
2002) associado ao aumento da expectativa de vida ndo so no Brasil, mas em outros
paises, tem despertado o interesse dos pesquisadores na busca de novas e viaveis
alternativas para minimizar os problemas advindos deste processo (DA SILVA et al.,
2010).

No envelhecimento observa-se uma maior formacdo de ERO e reducdo da
defesa antioxidante, o que resulta em acumulo de danos oxidativos e
consequentemente aumento progressivo dos riscos de morbidade e mortalidade por
doencas associadas ao aumento e a cronicidade do EO (CALABRESE et al., 2004;
YANG et al.,, 2001; HARMAN, 2006; JUNQUEIRA et al., 2004; LAURENT et al.,
2008; LEE; WEI, 2007; MONAGHAN et al., 2009; PANDEY, RIZVI, 2010). Em
fémeas esse acumulo torna-se maior na perimenopausa (ZITFANOVA et al., 2011),
periodo que antecede ao final da vida reprodutiva e que € marcado por diversas
alterac6es metabdlicas (KERMATH, GORE, 2012).

Muitas das doencas associadas ao EO resultam da oxidacdo de acidos
graxos poli-insaturados de membranas biologicas. Esse processo, denominado
peroxidacao lipidica (PL), afeta ndo s6 a fluidez, como também o transporte de ions
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e atividade de enzimas, comprometendo assim a funcao celular (AYALA et al., 2014,
CHIU et al., 1989; SANGUEETA, et al., 2005).

A membrana do eritrécito pode ser comparada com a membrana plasmatica
das células eucaridticas, em relacdo a estrutura e funcdo (NIKI, 2009), sendo
altamente sensivel ao dano oxidativo (PANDEY, RIZVI, 2010). Isso torna o0s
eritrécitos um modelo celular intensamente utilizado para investigar danos oxidativos
associados a idade e outras condi¢cdes, e também possiveis intervencdes com
diferentes produtos naturais antioxidantes, in vivo e in vitro (WIDEN et al., 2012;
SANGUEETA et al., 2005; XU et al., 2014).

Na tentativa de minimizar o acumulo de danos oxidativos durante o
envelhecimento tém sido consideradas estratégias capazes de melhorar a atividade
antioxidante enzimética (HALLIWELL, 2012), o que pode ser feito por meio da dieta
(JUNQUEIRA et al., 2004). A utilizacdo de produtos naturais ricos em polifenois
reduz danos oxidativos relacionadas a idade em diferentes organismos, tecidos e
também nos eritrocitos (ANGELONI et al.,, 2012; QUEEN, TOLLEFSBOL, 2010;
YOUDIN et al., 2000).

Destaca-se dentre esses produtos a erva-mate (llex paraguariensis), planta
nativa da Ameérica do Sul, com elevada capacidade antioxidante, amplamente
consumida nesse continente, apés diferentes formas de preparo (chimarrédo, tereré e
chd) e que vem ganhando rapida penetragcdo no mundo inteiro (HECK, MEJLA,
2007; DA SILVA et al., 2008). Nos utimos anos varios estudos tém demonstrado que
o cha mate (CM), em diferentes doses, promove melhora em marcadores do EO em
diversos tecidos (ARCARI et al., 2011; BOAVENTURA et al., 2012; DA SILVA et al.,
2008; MARTINS et al., 2009), porém, os efeitos em eritrocitos de fémeas na
perimenopausa necessitam ser elucidados.

Como citado anteriormente, a perimenopausa € marcada pelas
irregularidades no ciclo reprodutivo e antecede a menopausa, periodo no qual
ocorrem profundas modificacbes na defesa antioxidante e maior acumulo de dano
oxidativo. Entender essas modificacdes e propor alternativas naturais que possam
preveni-las ou minimiza-las ainda na fase da perimenopausa pode contribuir para o
desenvolvimento de estratégias que resultem em melhor qualidade de vida para
mulheres apds a menopausa. Essa constatacdo, associada a total inexisténcia de
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informagdes a cerca das acdes do CM em funcdo do tempo de tratamento na

perimenopausa, levou a proposicao deste trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi investigar em eritrcitos e no plasma de ratas
velhas na perimenopausa, o efeito de diferentes tempos de tratamento (duas, quatro
e seis semanas) com CM no dano oxidativo e na defesa antioxidante enzimatica.

A literatura apresenta dados conflitantes quando sdo avaliados parametros do
EO em fémeas e em muitos dos trabalhos o periodo da vida reprodutiva ndo é
levado em consideracdo. Portanto, foi também objetivo deste trabalho avaliar ndo sé
os efeitos do tratamento com CM, como também as possiveis variacdes resultantes

do envelhecimento nas fémeas na perimenopausa.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar a capacidade antioxidante plasmatica pelo método FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) em fémeas velhas, apds o tratamento com CM na dose
de 20 mg/kg de m.c., por duas, quatro e seis semanas;

- Avaliar se o tratamento com CM é capaz de promover alteragbes no dano
oxidativo aos lipideos, por meio da determinagdo de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), mais especificamente o MDA;

- Verificar as alteracdes na atividade de enzimas antioxidantes, CAT, SOD e
GPXx, resultantes do tratamento com CM por diferentes periodos de tempo;

- Observar qual o tempo de tratamento com CM necessario para que ocorra
alteracdo dos parametros acima e a existéncia ou nao de efeito cumulativo;

- Averiguar a ocorréncia de mudancas nos parametros do EO ao longo do

tempo, nas fémeas nao tratadas com CM.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Estresse Oxidativo

Inicialmente o EO foi definido como um desequilibrio entre a formacdo de
ERO e as defesas antioxidantes (SIES, 1985), o que pode ocorrer tanto por aumento
na formacdo dessas espécies quanto pela reducdo das defesas (BERRA et al.,
2006; SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2007). Mais recentemente EO passou a ser
referido como um processo que resulta de “uma interrupgéo da sinalizagéo redox e
de seu controle” (JONES, 2006).

Este processo € responsavel por danos oxidativos em macromoléculas
(carboidratos, lipidios, proteinas e DNA), e acarreta em drasticas consequéncias nos
diversos sistemas bioldgicos. Podem ocorrer alteracfes em vias de sinalizacdo e de
transcricdo (FONCEA et al., 2000), aumento da proliferacdo celular e até mesmo
morte celular em decorréncia do EO (SCHRINER et al., 2005; BARREIROS et al.,
2006).

A peroxidagdo dos lipideos das membranas € um dos indicadores mais
utilizados para estudos de dano oxidativo (BEZERRA et al., 2004; FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; OLIVEIRA; SCHOFFEN, 2010) e consiste, de uma maneira
geral, no ataque principalmente dos &cidos graxos poli-insaturados das membranas
plasmaticas por ERO, especialmente OH’, pela retirada de H* de um carbono e
insercdo de O, resultando na formacédo de hidroperoxidos. A partir dai, serdo
desencadeadas reagcbes em cadeia que vao potencializar os danos oxidativos
(AYALA et al., 2014).

A PL pode ser dividida nas fases de iniciacdo, propagacdo e terminacéo
(Figura 1). Nesse processo ha o sequestro do H* do acido graxo poli-insaturado (LH)
da membrana celular por OH" ou radical alcoxila (LO), levando a formacé&o de radical
lipidico (L"). Este por sua vez interage com O,, formando radical peroxila (LOO),
substancia altamente instavel, que sequestrara outro hidrogénio de outro acido
graxo poli-insaturado, formando novamente L' e hidroperédxido lipidico (LOOH),

dando continuidade a reacdo em cadeia.



25

Figura 1. O processo de peroxidacgéo lipidica.

LH + OH (oulLO’) ——> L'+ H,0 (ou LOH) Iniciacéo

L’ + 0, —— = LOO’ Propagacao
LH + LOO" ————> L+ LOOH Propagacao
LOO™ + L~ —— = LOOL Terminacéo
LOO + LOO" ——> LOOL + O, Terminacéo

Fonte: FERREIRA, MATSUBARA, 1997.

Embora alguns dos produtos da PL sejam de fundamental importancia em
processos inflamatérios, quando em excesso estdo estreitamente relacionados com
o envelhecimento, a doenca de Alzheimer, aterosclerose, cardiopatia, osteopenia e
cancer (CALABRESE et al., 2004; PANDEY, RIZVI, 2010; SAMPAIO, DE MORAIS,
2010; YANG et al., 2001).

Os L formados na PL podem sofrer decomposicéo, formando aldeidos, como
o malonaldeido (MDA), altamente toxico (NIKI, 2012) e mutagénico ao organismo. O
MDA pode interagir com biomoléculas, como proteinas e DNA, formando adutos,
gue, se nao reparados vao ocasionar 0S processos patolégicos ja citados acima
(AYALA et al., 2014). MDA é um biomarcador do EO frequentemente utilizado, nos
mais variados tipos de estudos descritos na literatura (POSADAS et al., 2009;
RAMESH et al., 2012).

3.2 Espécies Reativas de Oxigénio

As ERO sao produzidas durante o metabolismo celular normal, sendo
amplamente encontradas nos sistemas biolégicos. Embora recebam essa
denominacéao geral, essas espécies podem ser diferenciadas em radicalares ou néo
radicalares. As primeiras sao altamente reativas por apresentarem na ultima camada
eletrdbnica numero impar de elétrons, 0 que gera um campo magnético, que ira
facilitar reagcbes com qualquer molécula proxima. J4 as espécies nado-radicalares
possuem elevada reatividade decorrente da troca de elétrons que podem promover
entre diferentes moléculas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Entre as ERO de
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maior destaque (Figura 2) tem-se o anion superoxido (O,"), perdxido de hidrogénio

(H,0,), radical hidroxila (OH’) e oxigénio singleto (*O,) (ARUOMA,1998).

Figura 2. Estrutura eletrbnica de algumas espécies

reativas de oxigénio.

Q-
Oxigénio

Oy

H: O ‘O'H
Peroxido de hidrogénio

HyOo

Tore:

Anion superéxido

. Q.l H
Radical hidroxila

+OH

Fonte: Adaptado de http:// www.biotek.pt/pt/resources/articles/reactive-

oxygen-species.html

A producdo das ERO pode ocorre por meio de reacbes de reducéo

monovalente do O, (Figura 3), por diferentes vias.

Figura 3. Reducdo do O, pela transferéncia univalente de

elétrons e formacao de intermediarios reativos.
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Fonte: GUARATINI et al., 2007.
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O O, pode ser produzido na oxidacdo do NADPH pelas NADPH oxidases;
oxidacdo de xantina ou hipoxantina, catalisada pela xantina oxidase; oxidacdo de
equivalentes redutores, como NADH e FADHo,, via cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial; auto oxidacdo das mono aminas dopamina, epinefrina e norepenefrina,
flavina e hemoglobina, na presenca de quantidades traco de metais de transicao;
reducdo mono eletrénica do O, pelo sistema P50 € redugdo mono eletrénica do O,
pelas oxido nitrico sintases, na deficiéncia de arginina ou tetraidropteridina. As vias
de producdo de O, estdo representadas na Figura 4. Esta espécie, que pode dar
origem a OH’, é capaz de atacar os acidos graxos poli-insaturados das membranas
celulares e o DNA (WINTERBOURN, KETTLE, 2003).

Figura 4. Producé@o de ERO em células de mamiferos.

MADH + H* .
(FADH;) / \ -
Xan

Mitocondrial :y o tina oxidase
. H Q‘
NAD e /}\")' Acido drico

(FAD)
0, —NADPH Oxidase 1: NO Smtase
Fd /-"' '\-\‘
MHADPH + H*
HoC! -7!% }-|jr-‘::-2
Fe'* VitC
H; 0 H*+CI o

cur oxidada vy o

01 +0OH- k /'
IQ'H B Fe™ or Cu* H;0-

Acetil CoA Oxidase

Acido drico
Ccidase

D-AA Oxidase

Auto- 0;
oxidacdo

Manoaminas
E 0,+H,0

Hemoglobina

AA=aminoéacidos; Arg=L-arginina; BH4=(6R)-5,6,7,8,tetrahydro-L-
biopterina; ETS=sistema de transporte de elétrons; FAD=flavina
adenina dinucleotideo (oxidada); FADH,=flavina adenina dinucleotideo
(reduzida); H,O,=peréxido de hidrogénio; HOCI=4cido hipocloroso;
H*=hidrogénio; IR=radiacdo ionizante; MPO=mieloperoxidase; NAD"=
nicotinamida adenina dinucleotideo (oxidada); NADH= nicotinamida
adenina dinucleotideo  (reduzida); NADP’=nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (oxidada); NADPH=nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (reduzida); O, =anion Superoxido; *OH=radical
hidroxila; P-450=citocromo P-450; SOD=superdxido dismutase; Vit C=
vitamina C. Fonte: Adaptado de FANG et al., 2002
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O H,0; é produzido em peroxissomos, mitocbndrias e membranas celulares
pela dismutacdo do O, por acdo das SOD. Essa espécie também é formada
através da reducdo do O, por dois elétrons, via citocromo Pssp. D-aminoéacido
oxidase, acetil coenzima A oxidase ou AU oxidase (FANG et al., 2002). E uma
espécie ndo radicalar e por este motivo ndo apresenta reatividade significativa. Seu
efeito nocivo provém do grande potencial que apresenta em transpor membranas
celulares por difusdo simples, podendo ocasionar danos ao DNA. Além disso, &
precursor do OH’, na reacdo de Fenton. Embora potencialmente nociva essa
espécie atua na ativacdo do fator nuclear de transcricdo kappa-B (NF-kB),
importante mediador de processos inflamatérios (SIES et al., 2014).

O OH' é considerado é uma das espécies mais deletérias ao organismo, em
virtude de sua alta capacidade em reagir com qualquer molécula biolégica. Possui
meia vida curta e ndo existe um mecanismo de defesa especifico para sua remocao
(VASCONCELOS et al.,, 2007). Sua producdo ocorre principalmente através da
reacao de H,O, com metais de transicdo, como por exemplo, cobre ou ferro, através
das reacdes de Fenton e de Haber-Weiss (Figura 5) ou por acédo da radiacéo
ionizante na agua. O OH' ataca rapidamente a cadeia lateral de diversos
aminoéacidos e proteinas, promovendo a inclusido de um radical ou remocgéo de H*
(BARREIROS et al., 2006), o que pode resultar em perda de atividade de enzimas e
consequentemente morte celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Figura 5. Reacdo de Fenton (A) e reacdo de Haber-
Weiss (B).

Reacao de Fenton: (A)

Fe’* + H,0, — Fe’* + 'OH + OH"

Reacao de Haber-Weiss: (B)

H,0, + 05 ~"“."OH + OH + 0,

Fonte: Adaptado de CHEN, SCHOPFER, 1999.
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O 'O, consiste na forma excitada eletronicamente do oxigénio molecular, por
meio de reacdes de fotossensibilizacdo ou reacdes enzimaticas. Nao possui elétrons
desemparelhados na ultima camada (FERREIRA; MATSUBARA, 1997), mas é
altamente reativo, podendo dar inicio ao processo de PL (AYALA et al., 2014).

Embora causem efeitos deletérios quando em excesso, concentracdes
adequadas de ERO sé&o essenciais para os processos de proliferacdo, diferenciagéo
e apoptose de células, além da fagocitose (VASCONCELOS et al., 2007). Por este
motivo, a manutencdo de concentracdes fisiolégicas de ERO é fundamental, e
mecanismos que evitem o0 excesso dessas espécies e/ou que reparem danos

resultantes desse excesso séo fundamentais (POLJSAK et al., 2013).

3.3 Sistemas antioxidantes

Séo denominadas antioxidantes “substancias que, quando presentes em
baixas concentracfes comparadas as do substrato oxidavel, regeneram o substrato
ou previnem significativamente a oxidagdo do mesmo” (HALLIWELL, 1991). Para
tanto, agem interrompendo a cadeia de reacdo por meio da doacdo de elétrons ou
de hidrogénio (Figura 6), levando a formacdo de ERO de conformacbes mais
estaveis, ou retardando o processo de PL (DE ANGELIS; TIRAPEGUI, 2007). Dessa
forma, sdo capazes de prevenir ou minimizar a ocorréncia dos danos oxidativos as
biomoléculas e estruturas celulares (BRIGELIUS-FLOHE, 1999; HALLIWELL, 1991;
TIRAPEGUI, 2006; RATNAM et al., 2006), bem como reparar os danos ja instalados
(SIES, 1993).

Figura 6. Mecanismo de acdo de antioxidantes.

L Elétron desemparelhado
Antioxidante \
o0, o
9 o ) -
o 8] g— 7' J QQ
$ o Q9 Doacdo de 9
\) ’
o elétron Q
 d g 9 o
Q 3 ! o
Q Q 9
0o-9 o
Espécie Reativa de Oxigénio

Fonte: Adaptado de http://healthyprotocols.com/2_antioxidant.htm
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Constituem parte desse sistema de defesa antioxidante as enzimas SOD,
CAT e GPx. As SODs (EC 1.15.1.1) sdo metaloenzimas que catalisam a dismutacao
do O, a H,0,, aumentando de forma significativa a velocidade da reacdo (BOWLER
et al., 1992). Sdo consideradas como uma das primeiras linhas de defesa contra
ERO. Sua capacidade antioxidante foi demonstrada pela primeira vez por meio de
estudos realizados por McCord e Fridovich, em 1969. Estas enzimas podem conter
diferentes ions em seus sitios ativos, como cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn) e
ferro (Fe). As isoformas mais estudadas até o momento sdo as dependentes de
cobre e zinco (CuzZn-SOD ou SOD1), encontrada principalmente no citosol e a
dependendente de manganés (Mn-SOD ou SOD2), presente na matriz mitocondrial.
A SOD3, também dependente de cobre e zinco, sendo relatada principalmente em
pulmao, extracelularmente (ZELKO et al., 2002).

A CAT (EC 1.11.1.6) € uma enzima que apresenta em seu sitio ativo o grupo
heme. Sua funcdo € catalisar a conversdo do H,O, formado na reacdo de
dismutacdo da SOD em H,O e O, (GAETANI et al.,, 1996). A CAT é encontrada
principalmente em peroxissomos, principal organela responsavel pela detoxificagdo
celular (VASCONCELOS et al., 2007). Embora seja encontrada em diversos 0rgaos,
possui elevada atividade em eritrocitos e figado (DJORDJEVIC, 2004). A diminuicao
da atividade dessa enzima pode comprometer todo sistema antioxidante enzimatico,
pois 0 H,O, pode acarretar também inibicdo da atividade de SOD, podendo elevar
os niveis de O, (BAKALA et al.,, 2012). CAT & uma enzima que possui baixa
afinidade para H,O,, sendo mais util na eliminacdo de H,O, em concentracfes mais
elevadas (SANZ et al., 2006).

A GPx (EC 1.11.1.9) tem como grupo prostético o selénio e faz parte da
familia das peroxidases. Até o momento foram identificadas quatro isoformas de
GPx, em sitios diversos. A isoforma 1 esta presente no citosol das células; a 2 é
especifica do trato gastrointestinal; a 3 foi descrita no plasma, pulmédo e leite
materno, enquanto que a isoforma 4 apresenta-se nas membranas e lipoproteinas
(BIANCHI, ANTUNES, 1999). Essa familia de enzimas é responsavel pela
degradacao do H,O; e de outros peroxidos, com formacdo de agua e alcool, a custa

da oxidacdo da glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG), com
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participacdo de NADPH. GPx possui alta afinidade por H,O,, sendo importante em
baixas concentracfes de H,O, (SANZ et al., 2006).

A GSSG deve retornar ao estado GSH, para ndo haver acumulo do primeiro e
favorecimento de uma situacdo oxidante, por acdo de outra enzima antioxidante,
denominada glutationa redutase (GR), que reduz GSSG a custa de NADPH,
regenerando GSH (VASCONCELOS et al., 2007).

As acdes dessas enzimas antioxidantes estéo representadas na Figura 7.

Figura 7. Principais sistemas de defesa antioxidante in vivo e
suas reagBes com ERO.

'SOD
Oy + 05 +2H" ———— > 0, + H,0,
CAT
GPx
H,0, + 2GSH —> 2H,0 + GSSG
NADPH

Fonte: Adaptado de PENG et al., 2014.

Além do sistema antioxidante composto por enzimas, ha também um sistema
nao enzimatico, composto por moléculas endbégenas ou nao, dentre as quais,
glutationa (GSH), tocoferdis, ascorbato, AU, B-caroteno e flavonéides (VERGANI et
al., 2004).

Por meio da dieta, diferentes antioxidantes naturais podem ser obtidos e a
importancia dos mesmos na prevencao de doencas relacionadas ao EO deve ser
cada vez mais considerada (TIRAPEGUI, 2006). Segundo Halliwell (2004) “nossas
defesas antioxidantes sdo inadequadas em prevenir por completo danos oxidativos”,
portanto, a necessidade da ingestdo de antioxidantes pela dieta, com o intuito de
complementar as defesas antioxidantes endégenas é um fato bem estabelecido na

literatura. Porém, levando-se em conta que ERO necessitam estar presentes em
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concentragfes fisioldgicas para a manutencdo da saude, a suplementagcdo com
antioxidantes precisa ainda ser exaustivamente estudada. Embora existam na
literatura muitos estudos com antioxidantes naturais, ainda € necessaria a defini¢cao
da dose e de tempo de tratamento, antes de sua utilizacédo indiscriminada e em larga
escala pela populagéo.

No plasma, a capacidade antioxidante est4 relacionada ndo s6 aos
compostos enddégenos como também aos antioxidantes provenientes da dieta,
sendo de extrema importancia estudar este parametro e correlaciona-lo com outros
marcadores do EO (CAO, et al, 1998). O método FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) é utilizado rotineiramente para determinacdo da capacidade
antioxidante ndo s6 do plasma, como também de sucos, chas e outras bebidas. Por
sua facilidade de execucdo e confiabilidade tem sido um método bastante
empregado em estudos que buscam avaliar mudancas decorrentes do
envelhecimento (LOPEZ-ALARCONA, DENICOLAB, 2013).

3.4 Chas como fontes de antioxidantes naturais

Os chéas sao bebidas muito antigas e consumidas em larga escala no mundo
inteiro. Ha relatos de seu consumo desde 27 a.C (de MORAIS et al., 2009). Diversos
estudos demonstram os efeitos benéficos de chas preparados a partir de diferentes
espécies, principalmente em relacdo ao EO, como os chés verde e branco (Camelia
sinensis) (KUMAR et al., 2012; VESTER et al., 2014). Seus beneficios séo atribuidos
pricipalmente aos polifendis presentes nestes chas, que atuam como agentes
redutores, doando H* e inibindo a PL, além de elevarem a defesa antioxidante
enzimatica (FANG et al., 2002; SIES, 2007).

A llex paraguariensis St. Hillaire, familia Aquifoliaceae, conhecida como erva
mate ou apenas mate, pertence a classe dicotileddnea. Trata-se de uma arvore
perene nativa da América do Sul, que pode atingir até 18 metros de altura. Sua
classificacdo botanica foi feita pelo naturalista francés Auguste Saint Hilare e
registrada no museu de Histéria Natural em Paris, no ano de 1822 (FERRARI,
2006). O termo paraguariensis parece ter sido incorporado ao nome pelo fato dessa

espécie ter sido descrita pela primeira vez no Paraguai (OLIVEIRA, ROTTA, 1985).
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A erva mate é ingerida ha mais de centenas de anos, em diferentes formas de
bebidas, como chimarrdo, tereré e CM. Para o preparo de chimarrdo e tereré a erva
deve passar pelos processos de sapeco, secagem e cancheamento, descritos
abaixo (BASTOS, TORRES, 2003). Nessas formas de consumo sdo preparadas
infusbes em diferentes temperaturas, sendo o chimarrdo preparado e consumido
com agua quente e o tereré com agua gelada. Ambos sédo servidos em cuias e
ingeridos com auxilio de bomba de metal (BASTOS, TORRES, 2003). J4 o CM é
preparado a partir da infusdo a quente das folhas secas e picadas da erva mate
tostada, o que resulta em um cha com peculiar sabor amargo, muito admirado na
América do Sul (MIRANDA et al., 2008). Para se chegar ao CM, a erva deve ser
beneficiada por um processo mais detalhado que o utilizado para o chimarrdao e
tereré, composto pelas etapas descritas abaixo:

1. Colheita: séo colhidas as melhores folhas e hastes, que serdo ensacadas e
pesadas para passarem as proximas etapas;

2. Branqueamento ou Sapeco: as folhas sdo expostas a altas temperaturas
(aproximadamente 500°C) em fogo ou através do contato com madeira queimada.
Esse processo, que dura até 3 minutos, tem por finalidade evitar a oxidacédo das
folhas, por inativagéo das polifendis oxidases;

3. Secagem ou Barbaqua: as folhas sdo colocadas em camaras com calor (100°C)
ou fumaca de madeira queimada e ha redugédo da umidade das mesmas (12% para
4,5%), processo que dura em torno de 8 a 24 horas;

4. Envelhecimento ou Cancheamento: o produto seco é posto para envelhecer em
camaras de cimento ou cedro, processo que pode durar até 12 meses, sendo o
responséavel pelo sabor caracteristico da erva;

5. Acondicionamento: o produto é moido antes de ser embalado para
comercializacdo (HECK, MEJLA, 2007).

Comercialmente a erva mate para o preparo do cha pode ser adquirida a
granel, em sachés individuais ou ainda na forma sollvel, produzida industrialmente a
partir do contato do extrato aquoso obtido da erva com o ar quente (BASTOS,
TORRES, 2003). Diferencas relativas ao tipo de processamento podem causam
alteracbes na composic¢ao do produto, além de determinar a capacidade antioxidante
do mesmo (BURRIS et al., 2012; ISOLABELLA et al., 2010).
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Estima-se que cerca de 30% da populagdo sul-americana consuma em torno
de um litro por dia de qualquer uma das bebidas produzidas a partir da erva mate
(FILIP et al., 2001). No Brasil, considerado o segundo maior produtor mundial de
mate, o consumo per capita € em torno de 1,2 kg/ano. Ocupando importante papel
econdmico e cultural em paises como Argentina, Paraguai, Uruguai e no sul do
Brasil, essa erva vem conquistando consumidores nos Estados Unidos e Europa
(HECK, MEJLA, 2007).

A erva apresenta superioridade em relacdo as outras, devido a grande
variedade de nutrientes e substancias bioativas em sua composicdo, com
importantes atividades biolégicas e farmacoldgicas (DA SILVA et al., 2008). Possui
grande quantidade de vitaminas (A, B, C, E) e de minerais (Potassio, Magnésio,
Célcio, Manganés, Ferro, Selénio, Fosforo e Zinco) (GOSMANN et al.,, 2012;
HUSSEIN et al., 2011), além de compostos fendlicos, como flavondides (quercetina
e rutina) e acidos polifendlicos, como o clorogénico e seus derivados. Possui ainda
elevadas quantidades de metilxantinas, dentre elas a cafeina, que confere ao
mesmo a propriedade estimulante, e saponinas que sao responsaveis pelo sabor
amargo (PAGLIOSA et al., 2010; PEREIRA et al., 2009). A atividade antioxidante do
CM é superior a demonstrada pelo cha verde (Camellia sinesis) (VANDERJAGT et
al., 2002).

A erva mate mostra-se benéfica em uma ampla variedade de situacgdes,
auxiliando no controle do ganho de peso e da adiposidade (HUSSEIN et al., 2011),
modulando a atividade da enzima paraoxonase-2 (FERNANDES et al., 2012),
melhorando a tolerdncia a glicose em ratos obesos (PEREIRA et al.,, 2012) e
aumentando a expressdao de genes, cujos produtos estdo envolvidos na
termogénese (ARCARI et al.,, 2011). Age também na modulacdo de processos
inflamatorios e inibindo a oxidacéo da lipoproteina de densidade muito baixa-LDL
(DE MORAIS et al., 2009; GUGLIUCCI; GUGLIUCCI et al., 1996; STAHL, 1995;
RESENDE et al., 2012).

Além das acdes ja citadas, a erva mate induz a expressao génica de enzimas
antioxidantes (YEH, YEN, 2006) e neutraliza H,O,, protegendo ainda as membranas
contra a PL (SCHINELLA et al., 2000). Apresenta efeito protetor contra a lise de
eritrécitos induzida pelo H,O, (PERALTA et al., 2012), mostrando-se como uma
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opcdo muito viadvel na prevencdo de danos decorrentes do EO, devido ao facil
acesso a populacdo e ao seu baixo custo. Em trabalho inédito desenvolvido
recentemente em nosso laboratério o tratamento crénico com CM (oito semanas)
mostrou-se eficiente em reduzir marcadores do EO em eritrocitos, figado e no
pancreas em ratas velhas (PEREIRA, 2013).

3.5 Envelhecimento e Estresse Oxidativo

O envelhecimento é um processo biolégico natural, multifatorial, complexo e
inevitavel, caracterizado por declinio das func¢des fisioldgicas celulares (BELLANTI et
al., 2013), mudancas na composicado bioquimica dos tecidos e comprometimento da
homeostase do organismo (KIM, 2003). Diversas teorias foram propostas para
explicar esse processo, dentre elas a que o relaciona ao acumulo de danos
oxidativos, descrita pela primeira vez por Harman (1956) é uma das mais bem
aceitas até os dias atuais (MEDVEDEV, 1990). Desde entdo, diversos sdo 0s
estudos que reforcam essa teoria, demonstrando claramente a relagdo entre o
envelhecimento e o aumento de danos oxidativos, nos mais variados tipos de
tecidos (JHA, RIZVI, 2009; KASAPOGLU, OZBEN 2001; KAWAMOTO et al., 2013;
UZUN et al., 2013).

Durante o envelhecimento instala-se um estado crénico de EO, decorrente de
inUmeros fatores, dentre os quais a maior formacao de ERO em diferentes 6rgéaos e
tecidos, que aparece como uma das causas do aumento progressivo de morbidade
e mortalidade (LEE; WEI, 2007; HARMAN, 1981). Dentre as ERO produzidas em
maior quantidade no envelhecimento destaca-se o H,;O, formado na mitocondria
(ALMADA FILHO, 2002).

Contribuindo para a manutencao do estado cronico de EO no envelhecimento
tem-se ainda a diminuicdo das defesas antioxidantes (INAL et al.,, 2001;
JUNQUEIRA et al., 2004). As atividades da SOD, CAT e GPx alteram de forma
negativa com o avancar da idade (MANIKONDA; JAGOTA, 2012). Aléem da reducao
na defesa enzimatica, observa-se também menor capacidade antioxidante no
plasma (MAURYA; RIZVI, 2010). A reducéo da defesa antioxidante também tem sido
atribuida & menor ingestdo e/ou absorcdo de alimentos fontes de antioxidantes
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(POLJSAK et al, 2013). Na Figura 8 ¢é representada a relacdo entre o

envelhecimento e o EO.

Figura 8. Relac@o entre Envelhecimento e estresse
oxidativo.
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Fonte: Adaptado de LU, FINKEL, 2008.

Os danos oxidativos em diferentes tecidos e estruturas de fémeas sao
acentuados na perimenopausa (ZITFANOVA et al., 2011), periodo de transi¢cdo para
a senescéncia reprodutiva, caracterizado por alteragdes nos ciclos reprodutivos e
diversas outras mudancas metabdlicas (KERMATH, GORE, 2012). Nessa fase
ocorrem alteracbes hormonais que induzem a mudancas no perfil lipidico e outras
alteracdes bioquimicas, que podem preceder doencas cardiovasculares e
osteroporose. Apds a menopausa o maior dano oxidativo persiste e esta associado a
diminuicdo das defesas antioxidantes (NIKI, NAKANO, 1990; SANCHEZ-
RODRIGUEZ, 2012). Portanto, elevar a defesa antioxidante nessas fases da vida de
fémeas seria uma estratégia importante na tentativa de conter a instalacdo dos
danos oxidativos, num periodo em que as doencas relacionadas a idade tornam-se
mais evidentes (VICTORINO et al., 2013).
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3.6 Eritrécitos e Estresse Oxidativo

As células sanguineas sdo encontradas em abundéncia no organismo
humano. Embora possuam um eficiente sistema de defesa antioxidante, sofrem com
elevada frequéncia danos oxidativos (JACOB et al., 2013; VASCONCELOS et al.,
2007), pela continua exposicao ao O, e as ERO, produzidas durante a oxidacdo da
hemoglobina (SANGEETHA et al., 2005). Suas membranas sao altamente sensiveis
ao dano oxidativo (PANDEY; RIZVI, 2010) e em termos de estrutura e funcdo podem
ser comparadas a membrana plasmatica das células eucariéticas (NIKI, 2009). Sao
capazes de refletir a sensibilidade geral do organismo as condi¢cdes oxidativas
(SANGEETHA et al.,, 2005), sendo frequentemente utilizados para investigar a
ocorréncia de danos oxidativos associados a idade (PANDEY, RIZVI, 2013) e
possiveis interven¢des com diferentes produtos naturais antioxidantes (WIDEN et
al., 2012).

A reducdo da capacidade antioxidante plasméatica e da defesa antioxidante
enzimética em ratos e humanos, situagdes comuns no envelhecimento, resultam em
dano oxidativo lipidico na membrana eritrocitaria (JHA, RIZVI, 2009; RIZVI et al.,
2006; SANGEETHA et al., 2005), que muitas vezes podem ser reduzidos com o uso
de antioxidantes naturais (POSADAS et al., 2009; RAMESH et al., 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cha mate

Durante todo o experimento foi utilizado um anico lote de CM soluvel (Le&o
Junior, Curitiba-PR, Brasil). A capacidade antioxidante foi previamente estimada pelo
método FRAP, em 534,67 mmol/L, assim como a concentracao de polifendis (113,37
mg/g do produto utilizado), determinada pelo método de Folin-Ciocalteau (WILEY,
SONS, 2002). Também foi confirmada a presenca dos polifendis acido clorogénico
(acido cis 3-o-cafeoil quinico), acido 5-o-p-cumaroil quinico, acido 3-o-feruloilquinico,
acido 4-o-cafeoil-5-0-p-cumaroil quinico e acido 4,5-di-o-cafeoilquinico (PEREIRA,
2013), considerados os principais antioxidantes do CM (BURRIS et al., 2012; FILIP
et al.,, 2001). Todas as analises do CM foram parte de um trabalho anteriormente
realizado no laboratério (PEREIRA, 2013). Diariamente, para o tratamento dos
animais, o CM foi dissolvido em agua destilada, na temperatura de 80°C, seguindo

as instrucdes do fabricante.

4.2 Animais e grupos experimentais

Foram obtidas do Biotério da Faculdade de Odontologia da Universidade
Estadual Paulista - UNESP/Campus de Aracatuba, 10 fémeas adultas (quatro meses
de idade) e 70 fémeas velhas (16 meses de idade) de Rattus novegicus albinus,
variedade Wistar. Os animais (cinco por caixa) permaneceram durante todo o
periodo experimental no biotério do Departamento de Ciéncias Basicas, em
ambiente com temperatura controlada (22°+2C), umidade relativa do ar entre
55+10%, ciclo claro/escuro de 12 horas. Agua e racéo padrdo (Labina, Purina Brasil)
foram disponibilizadas ad libitum e os consumos verificados diariamente. A massa
corpérea foi avaliada semanalmente. O protocolo experimental foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da FOA-UNESP (processo FOA-00462-
2013, ANEXO 1). Foram estabelecidos o0s seguintes grupos e periodos

experimentais:
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Grupo Adulta-controle: fémeas adultas (quatro meses de idade), com ciclo estral
regular; morte aos 5 meses;

Grupo Velha-Basal: fémeas velhas (16 meses de idade); com ciclo estral irregular,
morte aos 17 meses;

Grupo Velha néo tratada: fémeas velhas (16 meses de idade), com ciclo estral
irregular, que ao completarem 17 meses passaram a receber agua por gavagem
(volume maximo 0,5 mL/dia) durante duas, quatro ou seis semanas. A morte ocorreu
nas idade de 17,5; 18 e 18,5 meses, respectivamente;

Grupos Velha tratada: fémeas velhas (16 meses de idade), com ciclo estral
irregular, que ao completarem a idade de 17 meses, passaram a receber CM (20
mg/kg m.c./dia, volume maximo 0,5 mL) por gavagem, durante duas, quatro ou seis

semanas. A morte ocorreu nas idade de 17,5; 18 e 18,5 meses, respectivamente.

4.2.1 Validagao dos grupos experimentais

O ciclo reprodutivo de roedores, denominado ciclo estral, tem duracdo média
de quatro ou cinco dias, e apresenta quatro fases, denominadas proestro, estro,
metaestro e diestro, que podem ser diferenciadas pelos tipos celulares observados
no esfregaco vaginal (LE FEVRE, MCCLINTOCK, 1988). Na fase de proestro hi
predominancia de células epiteliais nucleadas; no estro de células anucleadas
disformes; no metaestro ocorrem proporcdes equivalentes de leucécitos, células
disformes e células epiteliais nucleadas enquanto, que o diestro é caracterizado pela
predominancia de leucécitos (LONG, EVANS, 1922; MARCONDES et al., 2002).

Para garantir que as fémeas em cada grupo estavam na mesma fase
reprodutiva, a duracao do ciclo estral, foi monitorada diariamente apés o periodo de
aclimatacdo e durante todo o experimento, através da analise citoloégica do
esfregaco da secrecdo vaginal, com uso de microscopio 6tico Zeiss® (LE FEVRE,
MCCLINTOCK, 1988). A coleta do material foi feita com pipeta de plastico, apés a
instilacdo de 10 pL de NaCl 0,9% (m/v). Foram adotados cuidados para ndo haver
estimulacdo da cérvix uterina, durante o procedimento. Assim que retirado, o

material foi colocado sobre lamina para realizagcédo de analise citoldgica.
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No grupo Adulta-controle foram utilizadas apenas fémeas com ciclos
regulares, com duracdo de 4-5 dias. Nos demais grupos, fémeas com ciclos
irregulares e duragéo superior a quatro ou cinco dias foram permitidas. As alteracdes
constatadas na duracao e ritmo do ciclo estral das fémeas velhas caracterizam o
periodo denominado periestropausa, que equivale a perimenopausa em mulheres.
(CHEN et al., 2013; KERMATH, GORE, 2012). Para padronizacido de nomenclatura,
neste trabalho optou-se por utilizar o termo perimenopausa em substituicdo a
periestropausa, como vem sendo feito por alguns autores (CHEN et al., 2013; SU et
al., 2013).

A morte dos animais se deu por exsanguinacdo, por meio de puncéo
cardiaca, ap6s anestesia com pentobarbital sédico (50 mg/kg de m.c.), estando os
animais em jejum de 12 horas. Todo o processo de selecéo e tratamento de animais

esta descrito na Figura 9.

Figura 9. Grupos experimentais, acompanhamento do ciclo estral e diferentes

periodos de tratamento das fémeas adultas e velhas.
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4.3 Preparo e andlise das amostras biolégicas

O sangue obtido por puncao cardiaca foi colocado em tubos com heparina e
centrifugado (3.000 rpm, 15 minutos, 4°C) para separacdo do plasma e eritrocitos. O
plasma foi estocado em aliquotas, na temperatura de -80°C até o momento das
andlises. Eritrécitos foram lavados trés vezes com NaCl 0,9% (1:1 v/v) e
centrifugadas (3.000 rpm, 5 minutos, 25°C). Apds cada centrifugacdo o
sobrenadante foi desprezado. Ao final do dltimo procedimento de lavagem uma
aliquota de eritrcitos (50uL) foi misturada a uma solugdo contendo 4 mmol/L de
MgSO,4 em 1 mmol/L de &cido acético (1:100 solucdo/eritrécitos, v/v). Uma aliquota
de eritrécitos rompidos foi utilizada imediatamente para determinacao das atividades
enzimaticas, o restante foi armazenado em freezer -80°C para as determinacdes de

MDA e proteinas.

4.3.1 Determinacao de Malonaldeido

A concentragdo de MDA foi mensurada pelo método TBARS (Thiobarbituric
acid-reactive substances), como descrito em Buege e Aust (1978), por meio da
reacdo dos produtos de lipoperoxidagdo com acido tiobarbitarico (TBA). Uma das
substancias que reage ao TBA é o MDA. Para a reagdo, uma aliquota de eritrécito
(250 pL) foi adicionada ao acido tricloroacético (TCA) 10% (m/v) e apés
centrifugacéo (1,000 x g, 3 min) o sobrenadante foi coletado e misturado ao TBA
0,67% (m/v). A reacédo foi incubada em 100°C, durante 15 minutos. A leitura da
absorvancia foi realizada em 535 nm, apdés resfriamento até temperatura ambiente.
Os resultados foram expressos em nmol/mg de proteina, utilizando o coeficiente de

extingdo molar apropriado (¢ = 1,56 x10° M™* cm™).

4.3.2 Capacidade antioxidante plasmatica - FRAP (Ferric Reducing Antioxidant

Power)

O método FRAP mede o poder antioxidante redutor total e foi avaliado
baseado na reducdo do complexo Fe*-TPTZ (pentilenotetrazol), de cor amarelada.
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Esse complexo na presenca de um antioxidante origina Fe**-TPTZ, de colorac&o
azul intensa. A reacao ocorre em baixo valor de pH (3,6), com o intuito de manter a
solubilidade do ferro e pode ser monitorada em uma absorvancia maxima de 595 nm
(BENZIE, STRAIN, 1996). Para a reacdo uma aliquota da amostra (18 pL) foi
adicionada ao meio contendo tampao acetato (300 mmol/L, pH 3,6), TPTZ (10
mmol/L) em HCI (40 mmol/L) e FeCl;.6H,O (20 mmol/L) (10:1:1, respectivamente).
As leituras das absorvancias foram feitas em leitora Power Wave 340, Biotek e os

resultados expressos em nmol/L, utilizando-se curva padrao de sulfato ferroso.

4.3.3 Acido Urico

Foi avaliado no plasma, utilizando-se kit AU Liquiform da marca Labtest
(Referéncia 140), com metodologia baseada no método enzimatico de Trinder,
seguindo-se as intru¢des do fabricante. Os resultados foram expressos em mg/dL.

4.3.4 Determinacédo da atividade da Superdxido Dismutase

A atividade da enzima SOD foi quantificada nos eritrocitos por meio do
método de Marklund et al. (1974), espectrofotometricamente, utilizando-se pirogalol,
composto que em solugdo aquosa sofre auto-oxidagcédo rapidamente, levando ao
surgimento de uma coloracdo amarelada no meio de reacdo. O processo de auto-
oxidacao € dependente da presenca de O,". Sendo assim, na presenca de SOD o
processo sera inibido, uma vez que a enzima promovera a dismutacdo do O, . O
meio de reacdo foi composto por tampao Tris (50 mmol/L, pH 8,2) e pirogalol (24
umol/L). A atividade enzimatica foi determinada em espectrofotometro Hitachi U-
1100 (420 nm), utilizando-se 20 pL de eritrocitos. A quantidade de enzima
necesséria para inibir 50% da auto-oxidacdo do pirogalol foi considerada como uma
unidade enzimatica (UE). Os resultados foram expressos em UE/mg de proteina.
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4.3.5 Determinacao da atividade da Glutationa Peroxidase

GPx foi analisada nos eritrécitos pelo método de Flohé e Gunzler (1984),
baseado no consumo de NADPH, em meio de reacdo contendo 140 mmol/L de
tampéo fosfato de sodio com 1 mmol/L de EDTA (agente quelante para impedir a
oxidagdo de GSH a GSSG); 0,24 mmol/L de NADPH; 1,0 mmol/L de azida sddica,
5,0 mmol/L de GSH; 0,25 U/mL de glutationa redutase e 0,5 mmol/L de
hidroperdxido de tert-butila. O valor do pH do meio foi 7,5. Para as determinacdes,
50 pL de amostra foram adicionados ao meio de reacdo. A absorvancia foi lida em
340 nm, em espectrofotbmetro Hitachi U-1100 e a atividade enzimatica expressa em

mmol GSH consumido/min/mg proteina.

4.3.6 Determinacao da atividade da Catalase

CAT foi determinada nos eritrécitos, com base no decaimento da
concentragdo de H,0O,. Uma aliquota de 10 pL de amostra foi adicionada ao meio de
reacao contendo 50 mmol/L de tampéao fosfato de potassio (pH 7,4) e 0,3 mol/L de
H,0,. A absorvancia foi medida em 240 nm, em espectrofotdmetro Hitachi U-1100 e
os resultados expressos como nmol H,O,/min/mg de proteina (BOVERIS, CHANCE,
1973).

4.3.7 Determinacao da concentracao de proteinas

Para expressar a atividade enziméatica e concentracdo de MDA, a
concentracado total de proteinas foi determinada nos eritrocitos pelo método de
Lowry (1951), utilizando albumina bovina como padrdo. As absorvancias foram
determinadas em 625 nm e os resultados, expressos em mg/mL.

4.4 Analise Estatistica

Os dados (média + erro padrdao da média) foram analisados com auxilio do
programa GraphPad Prism, versdo 5.0. A normalidade foi confirmada pelo teste KS
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(Kolmogorov-Smirnov). Teste t Student ndo pareado foi aplicado para comparacao
entre 0os grupos Velha-basal e Adulta-controle, Velha ndo tratada e Velha tratada,
respeitando-se os diferentes periodos de exposicdo ao CM. Analise de Variancia
(ANOVA), seguida por Dunett foi realizada para comparar Velha-basal com o grupo
Velha ndo tratada, por diferentes periodos de tempo. O nivel de significancia foi
estabelecido em 5%. A regresséo linear foi utilizada para estudar o efeito cumulativo

do tratamento com CM.
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5 RESULTADOS

O envelhecimento resultou em aumento significante (23%) da massa corporea
das fémeas, expressa em gramas, como pode ser constatado comparando-se 0s
grupos Adulta-controle (288 + 6,42 gramas) e Velha-basal (356,8 + 16,29). O
tratamento com CM néo ocasionou diferencas nesse parametro, independentemente

do tempo de tratamento (Figura 10).

Figura 10. Massa corpérea ao final do experimento de ratas
adultas e velhas, tratadas ou ndo com CM, por diferentes
periodos de tempo.
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Valores expressos como médiaterro padrdo, n = 10/grupo.
*Quando comparados Velha-basal com Adulta-controle,

teste t de Student, p<0,05. sem = semanas.

O tratamento com CM ndo modificou o consumo hidrico e o consumo de

racao, nos tempos de tratamento estudados (Tabela 1).



Tabela 1. Consumo de racdo (g/animal/dia) e de a4gua (mL/animal/dia) de ratas

adultas e velhas, tratadas ou ndo com CM, por diferentes periodos de tempo.

Sem Consumo de racdo Consumo de agua
(g/animal/dia) (mL/animal/dia)
Velha n&o tratada 2 10,87 + 0,86 24,19 + 0,32
4 14,80 + 1,13 25,09+ 1,25
6 13,98 + 0,83 27,27+ 0,75
Velha tratada 2 11,73+ 0,53 20,35 + 1,67
4 1499+ 1,24 28,17+ 1,52
6 13,97 £ 0,83 25,13+ 1,07

Valores expressos como médiaterro padrdo, n = 10/grupo. teste t Student, para

comparacdo entre Velha tratada com Velha néo tratada, nos diferentes periodos de

tempo p<0,05. sem = semanas.

46

Como esperado, o ciclo estral apresentou-se com menor duragcdo nas ratas
adultas (3,90 = 0,21 dias) em relacdo as velhas (Velha-basal; 7,00 £ 0,44 dias). O

tratamento com CM nos diferentes tempos ndo promoveu mudancas no ciclo estral

(Figura 11).

Figura 11. Duracgéo do ciclo estral em ratas adultas e velhas,
tratadas ou ndo com CM, por diferentes periodos de tempo.

121

(e}
1

w
1

Duracéo do ciclo estral (dias)
@

[ Adulta-controle
Velha-basal

E=33 Velha néo tratada
El Velha tratada

0

0 sem

2 sem 4 sem

6 sem

Valores expressos como médiaterro padréo, n = 10/grupo. *Quando

comparado Velha-basal com Adulta-controle, teste t Student, p<0,05.

sem = semanas.
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O envelhecimento resultou em um aumento de MDA nos eritrécitos, que foi
revertido pelo CM, quando administrado por quatro ou seis semanas. Como pode
ser constatado na Figura 12, MDA (nmol/mg proteina) mostrou-se 32,4% maior no
grupo Velha-basal (38,36 + 1,71) em comparacao ao grupo Adulta-controle (28,97 +
2,23). Embora nao tenham sido notadas diferencas significantes nos valores obtidos
para o grupo Velha-basal e os grupos de ratas Velhas néo tratadas por duas e
guatro semanas, no grupo seis semanas os valores foram 17% maiores (44,79 *
2,11; p<0,05), demonstrando que ao longo do tempo ocorreu maior dano oxidativo.
O tratamento com CM por duas semanas ndo modificou de forma significativa os
valores de MDA, reducdes significativas (p<0,05) foram demonstradas apés quatro
(Velha nao tratada: 39,51 = 1,95, Velha Tratada: 32,16 = 1,88) e seis semanas de
tratamento (Velha nao tratada: 44,79 = 2,11; Velha Tratada: 32,25 + 1,82).
Constatou-se ainda reducdo percentualmente maior apds seis semanas (27,9%),
sendo os valores numericamente semelhantes aos observados para o grupo Adulta-

controle.

Figura 12. Malonaldeido (MDA) em eritrocitos de ratas adultas e
velhas, tratadas ou ndo com CM, por diferentes periodos de tempo.
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*quando comparado Velha-basal com Adulta-controle (teste t de
Student); *quando comparado Velha-basal com Velha nao tratada,
nos diferentes periodos de tempo (ANOVA, poés-teste Dunett);
*quando comparado Velha tratada com Velha ndo tratada, nos
diferentes periodos de tempo (teste t Student), p<0,05. sem =

semanas.
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A avaliacdo dos valores de FRAP no plasma (Figura 13) demonstrou que o
CM aumenta a capacidade antioxidante plasmatica, diminuida em fémeas velhas e
gue esse efeito foi dependente do tempo de tratamento. Ao observar-se os valores
de FRAP nos grupos Velha-basal (54,55 + 1,63) e Adulta controle (70,48 + 1,05),
pode-se verificar que o envelhecimento resultou em 22% de diminuigdo (p<0,05),
porém ao longo do tempo aumento significante (p<0,05) foi observado (Velha-basal:
54,55 + 1,63; Velha ndo tratada, seis semanas: 65,23 + 1,47). O tratamento com CM
durante duas semanas nao foi capaz de elevar os valores de FRAP, no entanto,
guatro semanas e seis semanas de tratamento culminaram em aumentos

significantes (p<0,05) de 5,6% e 7,75%, respectivamente.

Figura 13. Capacidade antioxidante plasmética (FRAP) de ratas adultas
e velhas, tratadas ou ndo com CM, por diferentes periodos de tempo.
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comparado Velha-basal e Velha nédo tratada, nos diferentes periodos de
tempo (ANOVA, poés-teste Dunett); *quando comparado Velha tratada
com Velha ndo tratada, nos diferentes periodos de tempo (teste t

Student), p<0,05. sem = semanas.

N&o foram encontradas diferencas significativas na concentracdo plasmatica
de AU quando comparados os grupos Velha-basal (3,39 = 0,12) e Adulta-controle

(3,67 £ 0,02), como demonstrado na Figura 14, no entanto, ao longo das semanas
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os valores se mostram aumentados, em relagcdo ao grupo Velha-basal. O tratamento
com CM nao alterou os valores plasmaticos de AU.

Figura 14. Acido drico (AU) plasmatico em ratas adultas e velhas, tratadas
ou ndo com CM, por diferentes periodos de tempo.

6 1 Adulta-controle E Velha nao tratada
Velha-basal Bl Velha tratada

& &
&

.|

Acido urico (mg/dL)
"

0

0 sem 2 sem 4 sem 6 sem
Valores expressos como média+erro padréo, n = 10/grupo. “quando
comparado Velha—basal com Velha ndo tratada, nos diferentes
periodos de tempo (ANOVA, pds-teste Dunett); *quando
comparados Velha tratada com Velha néo tratada, nos diferentes

periodos de tempo (teste t Student), p<0,05. sem = semanas.

O tratamento com CM mostrou-se efetivo em elevar a defesa antioxidante
enziméatica nos eritrocitos, diminuida nas ratas velhas. As atividades da SOD, GPx e
CAT foram, respectivamente, 50%, 18% e 36% menores no grupo Velha-basal em
comparacdo ao grupo Adulta-controle (Tabela 2). As reducdes nas atividades da
SOD e CAT néo foram modificadas ao longo do tempo, no entanto reducdes
estatisticamente significativas foram observadas na GPx. Semelhante ao constatado
para FRAP e MDA, o tratamento com CM ndo promoveu aumento significante na
defesa antioxidante enzimatica ap0s duas semanas de tratamento, porém, apos
guatro e seis semanas houve aumento de 33% e 63%, respectivamente, na
atividade de SOD, e de 30% nos valores de GPx. A dose de CM usada neste estudo
nao modificou de forma significante a atividade de CAT, em nenhum dos tempos de

tratamento estudados.
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Tabela 2. Atividade das enzimas antioxidantes em eritrocitos de ratas adultas e velhas, tratadas ou ndo com

CM. por diferentes periodos de tempo.

Enzima Adulta Velha-basal 2 Semanas 4 Semanas 6 Semanas
Controle
nao nao nao
tratada tratada tratada
tratada tratada tratada
SOD 0.84+0.15 0.4320.04" 0.50+0.02 0.50+0.04  0.39+0.04 0.52+0.03* 0.40+0.06 0.66+0.06*
GPx 79.4+4.22  65.2+1.45°  56.4+251% 547427  44.3+3.42%  57.1+4352*  51.8+1.63% 64.7+4.22%
CAT 0.47+0.04 0.29+0.03" 0.23+0.05 0.30+0.04  0.35:0.03 0.33+0.04 0.36+0.10 0.41+0.04

Valores expressos como média+erro padrdo, n = 10/grupo. *quando comparado Velha-basal com Adulta-

controle (teste t de Student); “quando comparado Velha-basal e Ve

Iha ndo tratada, nos diferentes periodos

de tempo (ANOVA, pés-teste Dunett); *quando comparado Velha tratada com Velha n&o tratada, nos

diferentes periodos de tempo (teste t de Student), p<0,05. Unidades

de medida: SOD (UE/mg proteina); GPx

(mmol GSH/min/mg de proteina; CAT (nmol H,O,/min/mg de proteina).

Os resultados de regressao linear revelaram efeito protetor cumulativo do CM

para FRAP foi positivamente associada com o tempo de tratamento (R = 0,90, P =

0,035). Embora tenha sido observado o mesmo efeito protetor para as analises de

MDA, SOD, CAT e GPx, estes nao puderam ser associados ao tempo de

tratamento.
Figura 15. Efeito cumulativo do CM na

capacidade

antioxidante plasmatica (FRAP) de ratas velhas

tratadas, por diferentes periodos de tempo.
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Valores expressos como média +erro padréo,

n = 10/grupo. sem= semanas.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliado o efeito do CM em marcadores do EO no plasma e
nos eritrécitos de ratas velhas. A literatura apresenta dados conflitantes quando séo
avaliados parametros do EO em fémeas e em muitos dos trabalhos o periodo da
vida reprodutiva ndo é levado em consideracdo. Considerando-se que fémeas de
mesma idade cronologica podem apresentar-se em diferentes fases da vida
reprodutiva e que existem diferencas hormonais associadas a cada uma dessas
fases (CHEN et al., 2013; KERMATH, GORE, 2012; SU et al., 2013), tomou-se o
cuidado de utilizar neste experimento apenas ratas velhas na perimenopausa. Todas
as ratas tratadas com CM mantiveram a mesma irregularidade de ciclo estral, que
caracteriza a perimenopausa, indicando que o CM nao interferiu neste parametro.

Embora seja relatado na literatura o efeito do CM na diminuicdo da m.c. em
ratos adultos apds oito semanas de tratamento (ARCARI et al., 2009) e em fémeas
de roedores adultas apds 60 dias (PRZYGODDA et al., 2010), a dose e 0s tempos
de tratamento adotados para este estudo ndo afetaram esse parametro, bem como o
consumo de racao. Esses dados sédo importantes por indicarem que a reducao dos
danos oxidativos ndo decorreu de restricdo caldrica, fato bem descrito na literatura
(YU et al., 1992).

No modelo experimental utilizado neste estudo, os valores de MDA foram
maiores nas ratas velhas, em relacdo ao grupo Adulta-controle e essa elevacéao foi
mais pronunciada com o avancar da idade. Esses resultados vao de encontro aos
trabalhos que demonstraram aumento de MDA com o envelhecimento em coragéo,
pulméo, figado, rim, madsculo (GUNDUZ et al., 2004) e eritrécitos de ratos machos
(AYDIN et al., 2010; KAWAMOTO et al., 2013), homogenato de cérebro de fémeas
de ratos (LEUTNER et al., 2001) e eritrocitos de mulheres velhas (KAWAMOTO et
al., 2005).

O CM é uma bebida popular com atividade antioxidante comprovada
(BRACESCO et al., 2011; HECK, MEJLA, 2007), sendo que mais de um milhdo de
pessoas em todo o0 mundo consome diariamente de um a dois litros de CM (BURRIS
et al., 2012). Este trabalho foi o primeiro a investigar o efeito de varios tempos de

tratamento na defesa antioxidante e no dano oxidativo em ratas na perimenopausa.



52

A capacidade do CM, em diferentes doses e tempos de tratamento de reduzir danos
oxidativos jA havia sido observada em outros modelos experimentais. Estudo
preliminar realizado em nosso Laboratério demonstrou o potencial do CM em reduzir
a concentracdo de MDA ap0s oito semanas de tratamento em eritrécitos de fémeas
velhas (PEREIRA, 2013) e neste estudo pode-se observar o mesmo efeito apos
guatro e seis semanas de tratamento.

Doses de 500 mg/dia, durante 15 dias comprovadamente reduzem o aumento
da concentracdo de MDA induzido pelo alcool em homogenato de cérebro e plasma
de machos de roedores com 45 dias de idade (SCOLARO et al, 2012). Em
homogenato de figado de camundongos machos jovens, doses de 1.000 e 2.000
mg/kg, durante 60 dias também mostraram-se efetivas em reduzir o dano oxidativo
aos lipideos (MARTINS et al., 2009). Quando oferecido. Em mulheres adultas
saudaveis, diminuicdo significativa da concentracdo de MDA foi observada apos
tratamento agudo (uma hora) e crénico (uma semana) com CM, na dose de 5g/500
mi/dia (MATSUMOTO et al., 2009). A inexisténcia de modificacdo de MDA apés
duas semanas de tratamento, constatada nas ratas velhas neste trabalho, poderia
ser atribuida a dose significativamente inferior e diferengca do modelo experimental.

Ha uma forte correlacdo entre o aumento de MDA e a diminuicdo da
capacidade antioxidante plasméatica durante o envelhecimento (RIZVI, MAURYA,
2007). Os resultados deste trabalho apontam uma diminui¢do relacionada a idade
em FRAP, corroborando dados obtidos em estudos realizados no plasma de homens
e mulheres velhas (RIZVI et al., 2006, ANDRIOLLO-SANCHEZ et al., 2005), porém,
ao longo do tempo houve um aumento desse parametro. A capacidade antioxidante
total leva em consideragédo a acado cumulativa de todos antioxidantes presentes no
organismo, como AU, compostos fenolicos, acido ascorbico, etc. (VASCONCELOS
et al., 2007). Quando se determina a capacidade antioxidante pelo método FRAP,
todos os antioxidantes sollveis sdo considerados e até 60% desta capacidade pode
ser atribuida ao AU (WAYNER et al., 1987).

No plasma séao encontradas quantidades significativas de AU em comparacéo
a outras espécies capazes de neutralizar ERO, o que o torna um potente
antioxidante (VASCONCELOS et al., 2007), cuja acdo provém principalmente da
capacidade de reagir com OH e LOO" (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990). Embora
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aumento do AU em decorréncia do envelhecimento seja relatado no plasma de
homens e mulheres (CHANG et al., 2014), nossos resultados ndo comprovaram tal
fato, quando comparadas as fémeas adultas com as velhas do grupo basal, embora
0s grupos que finalizaram os experimento com idade superior aos 17 meses,
mostraram elevacédo desse parametro. Estes dados corroboram outros autores que
demonstraram um aumento do AU ao longo do envelhecimento. Tal situagdo pode
ser resultante de maior sintese de AU por elevacdo da atividade da xantina oxidase
ou por diminuicdo da hidrélise do mesmo pela enzima uricase (AMES et al., 1981,
WAYNER et al.,, 1987). Iwama et al (2012) acompanharam este parametro em
diferentes tecidos e plasma de ratos até os 30 meses de idade e verificaram
aumento do AU em todos os tecidos, enquanto o plasma apresentou concentracoes
muito estaveis ao longo do envelhecimento. A maior concentracdo desse metabdlito
nos grupos de idade mais avancada justificaria a elevacdo da FRAP constatada
neste estudo nas fémeas velhas que morreram aos 18,5 meses.

O CM mostrou-se efetivo em reverter a reducdo de FRAP nas fémeas na
perimenopausa, apis quatro e seis semanas de tratamento, em concordancia com o
constatado apoOs oito semanas de administracdo para ratas velhas (PEREIRA,
2013). Resultados semelhantes foram observados em adultos saudaveis apés uma
hora do consumo do cha (5 g/500 mL de agua) (DA SILVA et al., 2008) e apés
ingestdo de um litro (20 mg/mL/dia), durante 90 dias, mesmo na presenca de
dislipidemias (BOAVENTURA et al.,2012), ou ainda em homens e mulheres adultos,
apos a ingestédo de 2,5 g/200 mL de agua, durante 60 dias (ARCARI et al., 2011).
Determinada através de outra metodologia (ABTS), a capacidade antioxidante
plasmatica de mulheres adultas aumentou ap6s uma semana de consumo de 5g/500
mL/dia de CM (MATSUMOTO et al., 2009). Aléem de aumentar FRAP, o CM ainda
demonstrou efeito cumulativo para este parametro, sugerindo um aumento
progressivo quando sao administradas doses adicionais de erva-mate.

Neste estudo, o envelhecimento das fémeas resultou na reducado da atividade
das enzimas antioxidantes nos eritrocitos, de forma semelhante ao descrito para
machos, quando estudados rim, cérebro, coracao e figado (JAYAKUMA et al., 2007)
ou ainda figado e musculo esquelético (KUMARAN et al.,, 2008). Resultados

semelhantes foram descritos para homogenatos de figado, rim, coracdo e pulméo de
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ratos velhos (RAMESH et al., 2012). A reducédo na atividade de SOD em fémeas
velhas pode ser atribuida a variacdo nas concentracdes de hormonios ovarianos,
gue apresentam comprovado efeito modulatério na atividade da enzima (MOORTHY
et al., 2005). Outros fatores que justificariam essa reducdo seriam o aumento da
concentragdo de H,O, um modulador negativo e dependente de concentragdo, da
atividade da SOD (SALO et al., 1988), e também o0 aumento da glicacdo da enzima
nos eritrocitos (ARAI et al., 1987). A reducéo na atividade da CAT com o0 aumento da
idade parece estar também associada a glicacdo da enzima (BAKALA et al., 2012).

Observou-se no presente estudo que a utilizagdo de CM por quatro e seis
semanas aumentou a atividade da SOD e GPx, mas nao foi capaz de alterar a
atividade da CAT. Nosso laboratorio ja havia demonstrado aumento na atividade da
SOD e GPx em fémeas velhas com 19 meses enquanto a atividade da CAT
demonstrou-se inalterada apdés o tratamento com a mesma dose de CM por oito
semanas em fémeas senis. O tratamento com outros produtos naturais, com
comprovada capacidade antioxidante, sobre as atividades da SOD, CAT e GPx,
geraram resultados controversos. Aumento da atividade das enzimas foi
demonstrado em rim e figado de ratos machos velhos, apos tratamento com extrato
de Panax ginseng (RAMESH et al.,, 2012). Entretanto, a administracdo de
Rosmarinus officinalis (alecrim) resultou em reducdo das atividades das enzimas,
elevadas em fungdo do envelhecimento (POSADAS et al., 2009). Em figado e rins
de ratos velhos, o uso de Pleurotus ostreatus (um tipo de cogumelo conhecido como
shimeji) promoveu elevacdo apenas na atividade de GPx (JAYAKUMAR et al.,
2007). Com relacdo ao uso do CM, poucos sdo os dados disponiveis sobre 0s
efeitos na atividade das enzimas antioxidantes e ndo ha nenhuma descricdo em
fémeas velhas. Elevacdo na atividade de SOD foi descrita em eritrocitos de
mulheres e homens adultos, apos 60 dias de tratamento com dose de 2,5g/mL de
agua/dia, enquanto nenhuma modificacdo foi constatada na GPx (ARCARI et al.,
2011). A andlise da expressdo génica de GPx, SOD e CAT em mulheres adultas
saudaveis, ap0s uma semana de ingestdo de CM demonstrou que este cha modula
positivamente essas enzimas em leucocitos (MATSUMOTO et al., 2009).

Muitos antioxidantes naturais tém seu efeito dose dependente e 0 uso

inapropriado dos mesmos pode levar a um estado pré-oxidante. Além disso, uma
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reducdo excessiva das ERO pelo uso desses compostos poderia resultar em
inadequacdo da capacidade de defesa do organismo contra agentes invasores
(POLJSAK et al.,, 2013), como também modificacbes em vias de sinalizacédo
essenciais para a manutencdo do estado fisiolégico (HALLIWELL, 2012). Embora
existam evidéncias de que a administragcdo cronica (por 12 semanas) de 2.000
mg/kg/dia seja bem tolerada (ANDRADE et al., 2012), e apesar de alguns estudos
utilizarem no tratamento de seres humanos ou animais doses de CM que variam de
de 62,5 mg/kg/dia (PREDIGER et al.,, 2012) a 2.000 mg/kg/dia, sendo o ultimo
equivalente a 3 L/dia (MARTINS et al., 2009), neste estudo optou-se por utilizar dose
equivalente a 1 %2 xicara de cha/dia para humanos (300 mL). Além da possibilidade
de reduzir, de forma excessiva as ERO, o uso excessivo de CM deve ser visto de
forma cuidadosa também porque este produto possui grande quantidade de taninos
(BORILLE et al., 2005), substancia que, em excesso, pode interagir negativamente
com a absorgéo de diversos nutrientes, como os minerais (COZZOLINO, 1997).

De acordo com Halliwell (2012) aumentar a defesa antioxidante endégena é
muito mais importante que qualquer outra estratégia na tentativa de retardar
manifestacbes associadas ao envelhecimento. Este estudo sugere que a
administracdo de baixas doses diarias, equivalentes a 1 % xicara CM/dia para
humanos, é capaz de promover aumento da defesa antioxidante endbgena e

reducdo do dano oxidativo em ratas velhas na perimenopausa.
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7 CONCLUSAO

Fémeas velhas na perimenopausa apresentam aumento do dano oxidativo,
resultante da reducéo da defesa antioxidante, mas, a administracdo do CM em baixa
dose, por quatro e seis semanas, mostrou-se eficiente em reverter essas alteracdes
decorrentes do envelhecimento, apresentando-se como uma alternativa promissora

para minimizar o aumento do EO na perimenopausa.
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Abstract

Erythrocytes have been used as model cells to investigate oxidative damage and
possible intervention with antioxidant in the study of aging. Mate tea (MT) reduces
oxidative damage, but its action on aged females has not yet been elucidated. We
investigated the effects of MT on oxidative damage and antioxidant defenses in
erythrocytes of aged female rats. Animals were divided into adult (A, 5 months old),
baseline (B), controls (C2, C4, C6) and MT treated groups (M2, M4, M6). Control
groups, baseline, and treated groups were 17 months old. Treated groups received
MT daily (20 mg/kg body weight, gavage) for two, four, or six weeks, respectively.
Plasma antioxidant capacity, determined by ferric reducing antioxidant power (FRAP)
assay, malondialdehyde levels (MDA) and the activities of superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) enzymes were evaluated in
erythrocytes. Baseline animals (17 months) had decreased FRAP and enzymatic
antioxidant defenses and increased MDA when compared to adult animals (5
months). MT treatment increased FRAP, SOD, GPx, and decreased MDA after four
weeks, but did not change CAT. The use of a low dose of MT is a promising
treatment to reduce the accumulation of age-related oxidative damage in

erythrocytes in female rats.

Keywords: mate tea, oxidative stress, aging, antioxidant defense, lipid peroxidation
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1. Introduction

The chronic state of oxidative stress results in the accumulation of oxidative
damage and has been assumed to be an underlying cause of many age-related
manifestations [1, 2]. In women, oxidative damage is more significant in the
menopausal period, resulting from decreased antioxidant defenses [3].

Oxidative stress results from an imbalance between the cellular production of
reactive oxygen species (ROS) and antioxidant defenses [4]. The latter includes
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and glutathione peroxidase (GPx)
enzymes, as well as other numerous endogenous molecules (e.g. glutathione and
uric acid) [5]. Decreased antioxidant defense has been identified as one of the major
causes of oxidative damage accumulation during aging [6].

Erythrocytes have been extensively used to investigate age-associated
oxidative damage and possible intervention with different natural antioxidant products
[7, 8]. The erythrocyte membrane is highly sensitive to oxidative damage [9] and can
be compared to the plasma membrane of most eukaryotic cells in terms of structure
and function [10]. Membrane lipids are particularly susceptible to ROS because of
their high polyunsaturated fatty acid content, and lipid peroxidation can affect fluidity,
ion transport, and loss of enzymatic activity of the cell [8, 11]. Lipid peroxidation is
intimately involved in age-related manifestations, like Alzheimer's disease,
atherogenesis, cardiopathy, and osteopenia [9,12,13].

Dietary supplementation with natural polyphenol-rich products has been
considered a promising approach to counteract age-related manifestations [14]. For
example, polyphenols may stimulate resistance to oxidative stress in erythrocytes

[15, 16]. Yerba mate (llex paraguariensis) is rich in polyphenols and therefore has
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antioxidant capacity. It is widely consumed as a tea in southern Latin America and is
gaining in popularity around the world [17]. Several studies have demonstrated the
ability of high doses of mate tea (MT) to reduce oxidative damage in different tissues
[18-22]. However, the effects of a low dose of MT on markers of oxidative stress in
erythrocytes of females during aging are not fully understood and need to be further
investigated.

Therefore, the aim of this study was to investigate the effects of the a low dose
of MT on oxidative damage and antioxidant defenses in aged female rats and to
verify the necessary MT treatment time to promote adaptations of antioxidant

systems. Changes on oxidative stress parameters were also observed during aging.

2. Materials and Methods

2.1. Mate tea. Soluble mate tea (MT, Leédo Jr. ®, Curitiba, PR, Brazil) was obtained
in the local market and the same batch was used during the whole experiment. This
batch was previously characterized in another study, which demonstrated the high
polyphenol content [23]. MT was prepared daily according to the manufacturer’s

instructions.

2.2. Animals and experimental groups. Female Wistar rats of 5 months (adult group
A) and 17 months old were housed at 22 + 2°C 55 + 5% relative humidity, 12 h/12 h
light/dark cycle, with free access to commercial feed (Purina, Brazil) and water. Aged
animals (17 months old) were subdivided into a baseline group (B), control groups
(C2, C4, and C6) and MT treated groups (M2, M4, and M6). Animals from M2, M4,
and M6 groups received MT daily (20 mg/kg body weight) by gavage for two, four,

and six weeks, respectively. Water was administrated by gavage for two (C2), four
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(C4), and six (C6) weeks to control groups. Groups A and B were euthanized when
they reached 5 and 17 months old, respectively; groups C and MT were euthanized
after their specific treatment time. The number of animals per group was ten.

The estrous cycle was monitored through vaginal fluid analysis for two weeks
before the treatment started, two weeks during the treatment period, and two weeks
before the sacrifice of animals from groups C and MT. In groups A and B, the estrous
cycle was monitored for two weeks before sacrifice. Only adult female rats (group A)
with regular estrous cycle and aged acyclic female rats (groups B, C, and MT) were
used. The acyclic phase was characterized by irregular cycles and can be compared
to the perimenopausal phase in women [24-25].

Body weight (BW), water, and food consumption were measured daily until the
end of the experiment. After different treatment periods, the animals were
anesthetized using sodium pentobarbital (50mg/kg BW) and a cardiac puncture was
performed, resulting on death of animals by exsanguination. The protocol was
approved by the local institutional Animal Care and Use Committee (Protocol
Number: 00462-2013).

2.3. Blood Samples. Blood was obtained by cardiac puncture, transferred to
heparinized tubes and centrifuged at 1000 x g for 15 min at 4°C (Centrifuge 5810R-
rotor S-4-104, Eppendorf, USA). Plasma was removed by aspiration and then frozen
at -80°C until analysis. Erythrocytes were washed three times with saline solution
and then centrifuged at 1000 x g for 3 min at room temperature. Erythrocytes were
prepared by adding a solution containing 4 mmol/L MgSO,4 and 1 mmol/L acetic acid

(1:100 solution/erythrocytes, v/v) and frozen at -80°C.
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2.4. Determination of antioxidant capacity in plasma. The antioxidant capacity was
determined using the ferric reducing antioxidant power assay (FRAP assay) as
described by Benzie and Strain [26]. Absorbance was estimated at 595 nm (Hitachi U

1100, Tokyo, Japan) and the results were calculated using FeSO,4 as a standard.

2.5. Determination of thiobarbituric acid reactive substances in erythrocytes. The lipid
peroxidation products were measured by thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS), which results in the production of malondialdehyde (MDA), the main
product of this reaction. MDA was determined as described by Buege and Aust [27].
Trichloroacetic acid (10% w/v) was added to the sample to precipitate proteins and to
acidify the medium. This mixture was then centrifuged (1000 x g, 3 min).
Thiobarbituric acid (0.67% w/v) was added to the reaction medium after extraction of
the protein. The sample was placed in a water bath (100°C, 15 min). Absorbance
was read at 535 nm and the results were expressed as protein. The molar absorption

coefficient used was 1.56 x10° Mt cm™.

2.6. Plasmatic uric acid assay (UA). Uric acid was quantified by the enzymatic
colorimetric method, based on oxidation catalyzed by uricase (Labtest Diagndstica

Kits SA, MG, Brazil).

2.7. Determination of antioxidant enzymatic defense in erythrocyte. SOD, CAT, and
GPx were estimated in erythrocytes. SOD activity was assayed by the method of
Marklund and Marklund [28] based on the inhibition of autoxidation of pyrogallol at an
alkaline pH by the enzyme. The amount of enzyme required to achieve 50%
inhibition of autoxidation of pyrogallol was considered as one unit of enzymatic

activity. CAT activity was analyzed as described by Boveris and Chance [29], based
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on the consumption of the substrate hydrogen peroxide and results were expressed
as nmol of H,O, consumed/min/mg protein. GPx activity was assayed as ascribed by
Flohé [30], which measured NADPH oxidation at 340 nm and was expressed as

mmol of GSH consumed/min/mg protein.

2.8. Erythrocyte protein assay. To express enzyme activity, the protein concentration
was estimated by the Lowry method with bovine serum albumin used as standard

[31].

2.9. Statistical Analysis. The statistical analyses were performed using Graph Pad
Prism (version 5.0). The data were expressed as mean * standard error of the mean
(SEM). To examine individual main effects, age, and treatment with MT, groups A, B,
C, and MT were compared using the unpaired Student’s t-test. Analysis of variance
(ANOVA) followed by Dunett's post hoc test was used to investigate possible

variations during aging. p<0.05 was considered as significant in all analyses.

3. Results

To investigate the effects of aging on antioxidant defense and oxidative
damage, adults (A) and aged female rats (B, baseline group) were compared. To
verify the effects of time on aging-associated changes, groups C2, C4, and C6 were
compared to group B. The effects of MT treatment were investigated by comparing
all control groups (C2, C4, and C6) to their respective treated groups (M2, M4, and
M6).

Food, water intake and BW did not change during the experimental period in all

groups (data not shown).



82

Aging resulted in increased lipid peroxidation products and MT reversed this
effect. MDA was 32.4% higher in group B (p<0.05) (38.36 + 1.71 nmol/mg) than in
group A (28.97 + 2.23 nmol/mg) (Figure 1). Although no difference was observed
between B and C2 (43.83 £ 1.51 nmol/mg) or C4 (39.51 £ 1.95 nmol/mg), the values
of C6 (44.79 = 2.11 nmol/mg) were 17% higher than B. After two weeks of MT
treatment, there was no difference in MDA (C2: 43.83 + 1.51 nmol/mg; M2: 40.01 +
0.79 nmol/mg); however, a significant reduction in values occurred after four (C4:
39.51 £ 1.95 nmol/mg; M4:32.16 = 1.88 nmol/mg) and six weeks (C6: 44.79 + 2.11
nmol/mg; M6: 32.25 £ 1.82 nmol/mg) of MT treatment. The differences were 18.6%
and 27.9% respectively. MDA values of M6 were much closer to adult animals.

MT treatment was able to reverse the reduction of plasma antioxidant activity
resulting from aging. FRAP values (Figure 2) were decreased (22%) in group B
(54.55 = 1.63 nmol/L) when compared to group A (70.48 = 1.05 nmol/L). No
significant differences were observed between groups B and C2 (53.25 + 1.48
nmol/L) or B and C4 (57.23 + 1.07 nmol/L), but FRAP in group C6 (65.23 + 1.47
nmol/L) was significantly higher than in B. MT treatment for two weeks (M2: 52.30 +
0.54 nmol/L) was not able to increase FRAP; however, after four weeks (M4: 60.44 +
0.91 nmol/L) and six weeks (M6: 70.29 + 1.12 nmol/L), significant increases of 5.6%
and 7.75% respectively were found.

Plasma uric acid was modified during aging, but was unchanged with MT
treatment. There was no difference between groups A (3.67 + 0.02 mg/dL) and B
(3.39 + 0.12 mg/dL), however the comparison between group B and control groups
(C2: 4.01 + 0.07 mg/dL; C4: 430 = 0.10 mg/dL; C6: 4.41 + 0.07 mg/dL)

demonstrated that there was a slight but significant increase in this parameter over
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time (Figure 3). No differences were found when all control groups were compared to
their respective MT-treated groups (M2: 4.29 + 0.16 mg/dL; M4: 4.24 + 0.06 mg/dL;
M6: 4.28 + 0.12 mg/dL).

Antioxidant enzymatic defense was decreased during aging, and MT
administration resulted in increased SOD and GPx activity. The values of SOD, GPx,
and CAT activity (Table 1) were 50%, 18% and 36% lower in group B than in A,
respectively. No changes were observed on SOD and CAT activity when groups C2,
C4 or C6 were compared to B; however, there was a significant reduction in GPx
over time. The values were 14% (C2), 32% (C4) and 21% (C6) lower than group B.
In the other studied parameters, MT did not alter enzymatic antioxidant defense after
two weeks of treatment. After four and six weeks of MT treatment, a 33% and 63%
increase in SOD was observed. GPx activity was significantly higher in M4 (30%) and
M6 (30%) than in the control groups (C4 and C6). The MT dose used in this study
was not sufficient to promote significant changes in CAT even after six weeks of

treatment.

4. Discussion

Mate tea is a popular beverage in South America and has recently been
investigated as a natural supplement to decrease oxidative stress [22]. We
demonstrated that a low dose of MT can be used to increase antioxidant defense and
reduce oxidative damage during pre-estropause and may be a treatment to correct
the high level of oxidative stress during the perimenopause period.

Changes in oxidative stress markers during aging can be markedly variable,

depending on gender, animal model, age, and analytical techniques. As a result, we
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chose to analyze the changes caused by aging in the experimental model before
observing the actions of MT treatment.

Female aging is accompanied by reproductive failure. In female rats, this period
is called estropause, and can be characterized by absence of estrous cycles. This
phase is preceded by pre-estropause, which shows irregular cycles and can be
compared to the perimenopause in women [25]. A few studies have showed
increased oxidative stress in aged females [32, 33], but there is no information on
this for the pre-estropause and perimenopause periods.

To investigate the effects of aging on female rats, we used erythrocytes which
are continually exposed to oxidative species, due to ROS production during
hemoglobin oxidation that can reflect the sensitivity of the animal to oxidative
condition [8].

In agreement with the literature, we observed that aging results in increased
lipid peroxidation as indicated by increased erythrocyte MDA levels. Increased age-
related MDA has been demonstrated in several tissues (e.g. heart, lung, liver, kidney,
and gastrocnemius and soleus muscles) of male rats [34] and in female mouse brain
[32]. Increased MDA in erythrocytes has been noted in male rats during aging [35]. A
significant increase was also demonstrated in aged women when compared to young
healthy ones [36]. High MDA levels in aged animals can be a result of inadequate
antioxidant levels [7].

There is a high correlation between oxidative damage and antioxidant capacity
during aging [37]. Antioxidant FRAP is a very simple method used to evaluate the
severity of oxidative stress in aging [38]. A progressive and slow decline in plasma

FRAP was observed during aging in women and men [37, 39], but age-related
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variations in FRAP of female rodents have not been described in the literature. Our
results showed an age-related decrease in plasma FRAP when comparing the adult
group to the baseline group, and an increase was observed in relation to age, when
group C6 (18.5 months) was compared to group B (17 months). Next, we
investigated UA, since 60% of plasma FRAP can result from UA [40], and an
increase in UA has been associated with aging [41]. Although there was no
difference between adult and baseline groups, a significant increase in UA was
observed when control aged groups were compared to baseline. These data
indicated that during aging, an increase in UA may occur, in agreement with the
literature. This increase in UA could be a result of decreased UA hydrolysis by
uricase and/or increased UA production by xanthine oxidase [41]. The UA increase
observed in our results can explain the increased FRAP in group C6.

The antioxidant enzymatic system includes SOD, CAT, and GPx. SOD converts
superoxide to hydrogen peroxide, and CAT and GPx remove hydrogen peroxide [5,
42, 43]. Studies correlating antioxidant enzymatic activity and aging are controversial.
Most authors have shown decreased age-related enzymatic activity in healthy and
male rats in several tissues, including erythrocytes [33, 44, 45]. Supporting these
data, we observed lower SOD, GPx and CAT activity in aged groups when compared
to adult groups, although decreased activity over 6 weeks was observed only in GPx.
Decreased CAT activity may affect overall antioxidant enzyme defense, since H,O; is
an inhibitor of SOD activity [46]. A reduction in the enzymatic antioxidant defense
observed in our results may be the result of an accumulation of H,O, and superoxide
anion, contributing to greater accumulation of oxidative damage during aging.

Another study showed no significant changes in CAT, SOD, and GPx during aging in
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erythrocytes [47], while others showed CAT and GPx increases with age in
erythrocytes of healthy people, SOD was negatively correlated with aging [33]. In a
different study using human erythrocytes, no differences were observed in SOD in
the aged group, although there was a decrease in GPx activity [48]. These
discrepancies in results can be attributed to differences in age, gender, and species
studied.

Different approaches with natural antioxidants have been proposed to minimize
oxidative stress during aging. MT is a popular beverage with high antioxidant activity
[18, 49]. More than one million people around the world consume about one to two
liters of MT daily [50]. In this study, we demonstrated that low daily doses, equivalent
to two cups of tea per day in humans, increased antioxidant defense and reduced
oxidative damage in aged female rats. Previous studies have used different doses of
MT, ranging from 62.5 mg/kg/day [51] up to 2000 mg/kg/day, the latter equivalent to
3 L of tea per day [22]. Although there are indications that the administration of 2000
mg/kg/day is well tolerated for chronic administration [52], we chose to use 20
mg/kg/day, a hundred times lower than that used in some studies. MT has a great
amount of tannin [53], which in excess can interact negatively with the absorption of
certain nutrients, like minerals [54]. Furthermore, dietary antioxidant intake should be
balanced, since ROS plays a role in normal physiological signaling and is crucial for
the maintenance of ROS and antioxidant balance [55].

Our data showed that low a dose of MT was able to reduce MDA increase
caused by aging when used for at least 4 weeks. The capacity of MT treatment to
reduce MDA has been established in other experimental models, but there are no

reports on the effects of MT in erythrocytes of aged females. MT treatment (500
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mg/day) over 15 days reduced MDA increase induced by alcohol in 45 day-old male
rats [56]. Martins et al. [22] reported a decrease in MDA in six week old male mice
when 1000 or 2000 mg/kg was administered for 60 days. Another study
demonstrated that both acute (one hour) and chronic treatment (one week) with MT
(5 g/500 mL/day) in healthy adults resulted in a significant decrease of MDA plasma
levels [19]. Our study found no reduction of this parameter after two weeks, possibly
because we used a significantly lower dose than that used in the previous study.

In the present study, MT improved FRAP in aged female rats in a time-
dependent manner. Similarly, increased FRAP was noticed only after four weeks of
treatment. The capacity of MT (25 g/500 mL/day) to increase FRAP has been
demonstrated in adult healthy patients after one hour of consumption [20]. However,
Matsumoto et al. [19] observed no difference in this parameter in adult women after
one hour. However, after one week, the results of the ABTS assay were enhanced.
Using the same method, enhancement was observed after MT ingestion for 60 days
(2.5 g in 200 ml of water) by adults [19]. Boaventura et al. demonstrated a significant
increase in FRAP levels in adults that ingested one liter (20 mg MT/mL) of MT for 90
days, including those who had dyslipidemia [21].

When studying the effects of MT on antioxidant enzymes, the results reported in
the literature are varied, and these discrepancies could be associated with treatment
time, dose, gender, and experimental model. We observed that treatment with MT
over four weeks increased SOD and GPx activity, but was not able to alter CAT
activity. Previous studies have shown enhancement of SOD activity in erythrocytes of
adult people (women and men) after 60 days of MT ingestion [18]. Likewise, the

activity of these enzymes in erythrocytes of young male rats was increased after MT
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treatment when oxidative stress was induced by ethanol [56]. The analysis of the
leukocytic gene expression by GPx, SOD, and CAT one week after MT ingestion in
adult healthy women demonstrated that this tea is a positive modulator of the
process [19]. Our results are especially notable, as according to Halliwell [55],
increasing the intrinsic antioxidant defense is the most important strategy to delay

aging. In addition, increased antioxidant defense can improve longevity [57].

5. Conclusion
We concluded that the use of a low dose of mate tea is a promising treatment
to reduce the accumulation of age-related oxidative damage in erythrocytes in female

rats.
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Figures — Legends

FIGURE 1

Effects of age and MT treatment on MDA in erythrocytes. Values were expressed as
mean + standard error, n=10/group. "when comparing baseline group (B) to adult (A),
Student’s t-test; when comparing groups C2, C4, and C6 to group B (ANOVA
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followed by Dunett’s post hoc test); *when comparing groups M2, M4, and M6 to C2,
C4, and C6, respectively (Student’s t-test). Significance level: 5%.

FIGURE 2

Effects of age and MT treatment on plasma antioxidant capacity (FRAP). Values
were expressed as mean + standard error, n=10/group. "when comparing group
baseline (B) to adult (A), Student’s t-test; “when compared C2, C4, and C6 groups to
group B (ANOVA followed by Dunett’s post hoc test); *when comparing groups M2,
M4, and M6 to C2, C4, and C6, respectively (Student’s t-test). p<0.05.

FIGURE 3

Effects of age and MT treatment on plasma uric acid. Values were expressed as
mean + standard error, n=10/group. *when comparing groups C2, C4, and C6 to B
(ANOVA followed by Dunett’s post hoc test). p<0.05.
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TABLE
TABLE 1

Mean * standard error of enzymatic activity of SOD, CAT, and GPx in female adults
(A), baseline (B), control groups (C2, C4, and C6) and MT treated groups (M2, M4
and M6). Units: U/min/mg protein (SOD), mmol GSH/min/mg protein (GPx) and nmol
H,O,/min/mg protein (CAT). N=10 per group. “when comparing baseline group (B) to
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adult (A), Student’s t-test; “when comparing groups C2, C4, and C6 to B (ANOVA
followed by Dunett’s post hoc test); *when comparing groups C2, C4, and C6 to M2,
M4, and M6, respectively (Student’s t-test). p<0.05 were considered statistically

significant in all analyses.

TABLE 1
Enzyme A B C2 M2 C4 M4 C6 M6
SOD 0.84+0.15  0.430.04" 0.50£0.02  0.50:0.04  0.39:0.04  0.52+0.03*  0.40%0.06 0.6620.06*
GPx 79.424.22  65.2+1.45" 56.4+2.51% 54.7+2.7  44.3+3.42% 571352  51.8+1.63% 64.7+4.22%

CAT 0.47+0.04 0.29+0.03" 0.23+0.05 0.30+0.04 0.35+0.03 0.33+0.04 0.36+0.10 0.41+0.04




