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RESUMO

A erva-mate (llex paraguariensis) tem sido amplamente divulgada por seus beneficios
para a saude, uma vez que diversos fitoquimicos estdo presentes em sua composicdo. Entre eles,
podemos encontrar metilxantinas, saponinas e polifenois, que atuam como antioxidante,
cardioprotetor, hipocolesterolémico, anti-inflamatorio e também podem contribuir na perda de
peso. Neste estudo, foi avaliado o metabolismo do sistema nervoso em ratos normais e diabéticos
tratados com extrato aquoso de erva-mate. Foram utilizados 36 ratos Wistar machos com dois
meses de idade advindos do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio
(CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Durante 0 experimento,
todos os animais foram mantidos na Unidade de Experimentacdo Animal do Instituto de Ciéncias
Bésicas da Salde da UFRGS, nas condicGes habituais do biotério com ciclo claro/escuro de 12
horas, temperatura de 22 + 2°C. Os animais foram divididos em quatro grupos: grupo controle
(CTR) e grupo diabético (DBT): animais normais e diabéticos, respectivamente, ambos tratados
com agua ad libitum; grupo controle-mate (CTR-mate) e grupo diabético-mate (DBT-mate):
animais normais ou diabéticos tratados com extrato aquoso de erva-mate ad libitum. Este estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. As infusdes foram
preparadas com 70g de erva-mate em 1 litro de agua. Apos o resfriamento estes extratos eram
colocados nos bebedouros e oferecidos imediatamente aos animais. Depois de um tratamento de
um meés, os animais foram mortos por decapitacdo. O cortex cerebral e o bulbo olfatério foram
retirados e congelados e o sangue foi coletado para posteriores analises. Para teste de
normalidade utilizou-se Shapiro-Wilk. Para a comparacdo dos extratos foi utilizado o test t de
Student e para a comparacdo entre os grupos foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de
duas vias com po0s teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas para P < 0,05.
Nos paramentros sorologicos, foi possivel observar que a glicemia, os triglicerideos e o colesterol
total apresentaram uma diferenca singnificativa nos grupos DBT e DBT-mate em relagdo aos
grupos CTR e CTR-mate. Também houve variacdo em relacdo ao tratamento e interacéo entre 0s
fatores tratamento e modelo diabetes no parametro glicemia, em que houve uma diminui¢do da
concentra¢do sanguinea de glicose nos animais do grupo DBT-mate em compara¢do ao grupo
DBT. Os tecidos foram pesados, para obtencdo de um indice com a relagcdo peso do tecido/peso

corporal do animal. Foram observadas diferencas significativas no modelo de diabetes e no



tratamento, havendo uma redugdo no indice morfométrico do bulbo olfatério do grupo DBT em
relagdo aos controles e um aumento do indice no bulbo dos animais pertencentes ao grupo DBT-
mate em relacdo ao grupo DBT. Foi avaliada a oxidacdo de **C-glicose em ambos os tecidos,
havendo um aumento na oxidacdo da glicose no cortex e no bulbo dos animais DBT em relacao
aos controles e uma diminuicdo da oxidagdo somente no bulbo dos ratos DBT-mate em relagéo
ao grupo DBT. Finalmente, avaliou-se a converséo de glicose em glicogénio, que estava reduzida
no grupo DBT-mate em relacéo ao grupo CTR-mate. Este estudo mostrou que a erva-mate possui
efeitos positivos sobre o metabolismo do sistema nervoso de ratos diabéticos e sobre a glicemia.

Palavras chave: Erva-mate; cortex cerebral; bulbo olfatério; diabetes.



ABSTRACT

Yerba mate (llex paraguariensis) has been widely publicized for its health benefits, since
many phytochemicals are present in its composition. Among them we can find methylxanthines,
saponins and polyphenols, which act as antioxidant, cardio protective, hypocholesterolemic, anti-
inflammatory and can also help in weight loss. In this study, we evaluated the metabolism of the
nervous system in normal and diabetic rats treated with aqueous extract of yerba mate. A total of
36 male Wistar rats were used. All animals were kept during the experimentation period in the
Animal Experimentation Unit (UEA) of Porto Alegre Clinical Hospital (HCPA) on normal
conditions with light / dark cycle of 12 hours and 22 + 2 ° C temperature. The animals were
divided into four groups: control group (CTR) and diabetic group (DBT): normal or diabetic
animals, treated with water ad libitum; control group-mate (CTR-mate) and diabetic-mate group
(DBT-mate): normal or diabetic animals treated with aqueous extract of yerba mate ad libitum.
This study was approved by the Ethics Committee of the Porto Alegre University Hospital. The
infusions were prepared with 70g of yerba mate in 1 liter of water. After cooling, these extracts
were immediately offered to animals. After a one month treatment, the animals were killed by
decapitation. The cerebral cortex and olfactory bulb were excised and frozen and the blood was
collected for further analysis. For normality test, we used the ShapiroWilk test. For comparison
between groups we used two-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey's range test.
Differences were considered significant at P <0.05. A series of serological parameters were
studied. We observed that blood glucose, triglycerides and total cholesterol showed a significant
difference in DBT groups and DBT-mate compared to the CTR and CTR-mate groups. Also, we
found a decrease in blood glucose concentration in the animals of DBT-mate group compared to
the DBT group. The ratio of the weight of the tissue/body weight showed significant differences,
with a reduction in morphometric index of the olfactory bulb in DBT compared to both control
groups. We also found an increase in the ratio of the weight of the tissue/body weight on the bulb
of the DBT-mate group compared to the DBT group. The oxidation of *4C-glucose was assessed
in both tissues, with an increase in the oxidation of glucose in the cortex and the bulb of the DBT
animals compared to the controls group and a decrease in oxidation in the bulb of the DBT-mate
rats compared to the DBT group. Finally, the conversion of glucose into glycogen was evaluated,
which was reduced in DBT mate group compared to the CTR group mate. This study showed that



the yerba mate affects positively the metabolism of the nervous system of diabetic rats and in the
blood glucose.

Keywords: Yerba mate; cerebral cortex; olfactory bulb; diabetes.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos botanicos e distribuicao geogréafica

A erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) é uma espécie arborea nativa da America do
Sul representante da familia Aquifoliaceae. O genero llex possui mais de 550 espécies, das quais
aproximadamente 60 ocorrem no Brasil. Porém, apenas cinco destas espécies podem ser
utilizadas para o consumo (Anuario Brasileiro da Erva-Mate, 1999).

Na floresta, estas plantas podem atingir até 25m e 70cm de DAP (didametro a altura do
peito), porém quando cultivadas ndo passam de 5m. A erva-mate € uma planta didica, embora se
encontrem estames e pistilos em todas as flores. Os estames sao atrofiados nas flores femininas,
enguanto nas masculinas o pistilo se deprime e aborta, tendo como Unica forma de reproducdo a
fecundacéo cruzada (Ferreira Filho, 1957). O caule possui cor acinzentada, geralmente com 20 a
25 centimetros de didmetro, podendo alcancar 50 centimetros (Mazuchowski, 1989). As folhas
sdo de coloracdo verde escura, de 6 a 20 centimetros de comprimento, simples, oblongas,
alternas, curto-pecioladas, com margens crenadas ou serradas. A floracdo ocorre de setembro a
dezembro e os frutos podem estar maduros de dezembro a abril. Os frutos sdo avermelhados,
globosos, de polpa carnosa com 5 a 8 sementes (Lorenzi, 2008).

A erva-mate é amplamente difundida na Regido Sul do Brasil, no noroeste da Argentina e
na parte oriental do Paraguai (Oliveira e Rotta, 1985). A llex paraguariensis esta distribuida em
uma area de aproximadamente 540.000 km? (latitude de 21° até 30°S e longitudes de 48°30’até
56°10°W) em altitudes que variam entre 500 a 1500 metros sobre o nivel do mar (Mazuchowski,
1989). No Brasil, ocupa uma area total de 450.000 km?, abrangendo quase todo o estado de Santa
Catarina, centro-norte do Rio Grande do Sul, sul do Mato Grosso do Sul e manchas em S&o
Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais (Valduga, 2003).

As condicdes de desenvolvimento podem afetar a longevidade, sanidade e produtividade
da erva-mate. O solo deve ser profundo, bem drenado, ligeiramente &cido, argilosos ou silico-
argilosos. Apesar de ocorrer naturalmente em sub-bosques, pode resistir ao céu aberto,

suportando temperaturas de até -22°C (Heck e De Mejia, 2007).
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1.2 Uso e importancia da erva-mate

As folhas e ramos da erva-mate sdo utilizados no preparo de quatro diferentes tipos de
bebidas: o chimarrdo ou mate, consumidos no sul do Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai; o
tereré, consumido principalmente no Paraguai e no centro-oeste do Brasil; o mate soltvel, muito
popular no sudeste do Brasil, principalmente em S&o Paulo e Rio de Janeiro; e o cha mate,
consumido no sul e sudeste do Brasil e Argentina (Bastos et al., 2007, Morais et al., 2009,
Bracesco et al., 2011).

O tradicional chimarrdo consumido no sul do Brasil é preparado com uma grande
guantidade de erva-mate previamente umedecida e compactada em um dos lados da cuia
(recipiente feito com porongo), servido com agua quente e bebido através da bomba (canudo que
atua como um filtro para as pequenas particulas de erva-mate). O tereré, bebida original do
Paraguai, é preparado com erva-mate (na mesma disposicdo do chimarrdo), porém, ao invés de
uma cuia, o tereré € servido em uma guampa (chifre bovino) com agua gelada ou em outras
variacdes com suco de liméo, laranja ou leite. Tanto o mate solivel como o chd mate séo obtidos
a partir da “torra” da erva-mate, porém, o mate solivel é consumido na forma de bebidas
refrescantes, como um ché gelado, podendo ser também flavorizado e o chad mate é preparado
como qualquer outro cha de ervas em sachés e normalmente é consumido quente. A erva mate na
atualidade € um dos principais produtos agricolas da regido sul, com grande potencial econémico,
social e ecoldgico. O mate é consumido em proporcdes que chegam a um litro por dia por
milhdes de pessoas e constitui a principal alternativa ao café e chad (Mosimann et al., 2008).

Além do uso para a preparacdo das bebidas anteriormente citadas, na ultima década,
houve um aumento expressivo do uso da erva-mate como ingrediente de outros produtos nao
tradicionais, tais como cervejas, balas, cremes, cosméticos (Bastos et al., 2007, Bracesco et al.,
2011).

A erva-mate esta sendo altamente divulgada por seus beneficios para a saude, uma vez
que diversos fitoquimicos estdo presentes no mate. Entre eles, podemos encontrar metilxantinas e
polifendis. As xantinas que sdo encontradas na |. paraguariensis sdo teobromina e cafeina, onde
a cafeina € encontrada em maior concentracdo (Heck e De Mejia, 2007). Outros elementos

importantes que fazem parte da composicao da erva-mate sdo as saponinas.
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Verificou-se que o mate atua como antioxidante, uma vez que este possui uma alta
concentracdo de polifenodis com efeitos bioldgicos potencialmente benéficos para a saide humana
(Bravo et al., 2007). O llex paraguariensis também possui efeito hipocolesterolémico (Filip e
Ferraro 2003), pode atuar como estimulante do sistema nervoso central e diurético (Gonzalez et
al., 1993). O mate também pode contribuir com a perda de peso e esta sendo utilizado como
suplemento dietético. Homens e mulheres obesas que consomem cha mate apresentam uma
diminuicdo no quociente respiratdrio, indicando um aumento da oxidacdo de gordura (Martinet et
al., 1999).

Um estudo realizado por Kang e colaboradores (2012) mostrou que o llex paraguariensis
é capaz de interferir no metabolismo de lipidios em ratos obesos e diabéticos. A erva-mate é
capaz de reduzir o acumulo de lipidios nos adipdcitos, diminuindo o peso corporal dos animais.
Também houve uma diminuicdo nos niveis plasmaticos de colesterol, trigliceridios, e
concentracdo de glicose nos ratos tratados. Até o momento, ndo foram realizados estudos que
relacionassem o consumo de extrato aquoso de erva-mate sobre 0s possiveis mecanismos de acéo

do mate no metabolismo do sistema nervoso.

1.3 Diabetes melito

Segundo a American Diabetes Association (2004), o diabetes melito é um grupo de
doencas metabolicas caracterizadas pela hiperglicemia resultante de defeitos na secrecdo de
insulina, na acdo da insulina ou em ambos. O diabetes estd rapidamente se tornando uma
epidemia global e um desafio ao sistema publico de saude.

A Associacéo Brasileira de diabetes (2000) classifica o diabetes em dois tipos. O diabetes
do tipo 1 esta associada a destruicdo das células beta, ocasionando deficiéncia absoluta de
insulina, de natureza auto-imune ou idiopatica. O diabetes do tipo 2 varia de uma predominancia
de resisténcia insulinica com relativa deficiéncia de insulina a um defeito predominantemente
secretorio, com ou sem resisténcia insulinica. Dados evidenciam que 90% dos diabéticos
apresentam o tipo 2 e apenas 10% o tipo 1 (Funasa, 2002).

O diabetes melito associa-se a um quadro clinico caracterizado por polidria, polidipsia,
polifagia, cetoacidose, perda de peso e astenia (American Diabetes Association, 2004). Também,

é possivel observar que o metabolismo de glicose, lipidios e proteinas pode ser prejudicado
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(Guyton e Hall, 1997; Cotran e Crawford, 2000). Vale ressaltar ainda outra complicacdo que
surge nos casos em que os individuos diabéticos fazem uso da insulina. Essa utilizacdo pode
desencadear um processo de hipoglicemia devido a um excesso da quantidade do hormonio
utilizado, a uma alimentacdo em quantidade insuficiente ou, até mesmo a falta de alguma

refeicdo, quando for suprimida pelo individuo diabético (Anderson, 2000).

O melito também pode estar associado a disfungdes e faléncia de varios 6rgdos, como
olhos, rins, nervos, coragcdo e vasos sanguineos. Complicacdes em longo prazo do diabetes
incluem retinopatia com perda potencial da visdo; nefropatia levando a faléncia renal; neuropatia
periférica com risco de Ulceras nos pés; vasculopatia periférica, devido a deposicdo de lipidios
nos vasos a medida que vao sendo transportados para os tecidos; e neuropatia autonémica
causando sintomas gastrointestinais, genitourinarios, cardiovasculares e disfuncdo sexual
(American Diabetes Assocation, 2000).

O diabetes também pode estar relacionado ao déficit cognitivo, deméncia e ocorréncia de
derrames. Estudos relataram que, geralmente, pacientes diabéticos possuem um menor
desempenho cognitivo em relacdo aos individuos controle (Brands et al., 2007; Knopman et al.,
2001).

Entre as principais propriedades bioldgicas da erva-mate, destacam-se a atividade
antioxidante, hipocolesterolémica, diurética, entre outros efeitos benéficos. Diante disso e
sabendo das alteracBes presentes na fisiopatologia diabetes, como dislipidemia, distarbios
relacionados ao estresse oxidativo, hiperglicemia e consequente disfuncdo metabdlica, torna-se
evidente a importancia de avaliar o efeito da erva-mate sobre o metabolismo de individuos

diabéticos.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o metabolismo do cortex cerebral e do bulbo olfatério de ratos normais e

diabéticos tratados com extrato aquoso de erva-mate.

2.1 Objetivos especificos

Avaliar os niveis de glicose, triglicerideos, uréia, colesterol e proteinas totais no soro de
animais tratados com erva mate.

Determinar os parametros morfoldgicos do cértex cerebral e do bulbo olfatério ap6s
tratamento com erva mate, criando-se um indice a partir do peso do tecido e o peso do
animal

Determinar a oxidacéo da glicose no cortex cerebral e no bulbo olfatorio apds tratamento
com erva mate.

Avaliar a incorporagdo de D-U-*C-glicose em glicogénio no cortex cerebral e no bulbo

olfatério apds tratamento com erva mate.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 36 ratos machos (Rattus norvegicus) variedade Wistar com 2 meses de
idade, advindos do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério
(CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Todos os animais foram
mantidos na Unidade de Experimentacdo Animal do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude da
UFRGS, nas condi¢des habituais do biotério com ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura de
22 + 2 °C, alimentados com ragdo ad libitum. Os ratos foram alocados em caixas plésticas
conforme os grupos, em nimero minimo de trés e nUmero maximo de quatro animais por caixa.
A identificacdo foi feita através de pequenas marcas feitas com caneta/pincel atbmico 1100-P
(marca PILOT®) na base do rabo de cada animal.

Os procedimentos executados obedeceram ao Guia para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratorio desenvolvido pelo Instituto de Recursos de Animais de Laboratorio (NIH, 2010) e
estd de acordo com a lei N.°11.794/2008 da Constituicdo Federal que estabelece o0s
procedimentos para o uso cientifico de animais. Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) sob o nimero
09-055.

Inducéo do diabetes

O diabetes foi induzido por uma Unica injecdo intraperitoneal (i.p.) de Streptozotocina
(STZ — Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA) 65 mg/kg. Foram considerados
diabéticos aqueles animais que apresentaram concentracdo de glicose plasmatica superior a 250
mg/dL (Packer et al., 2000).

3.2 Preparacao do extrato aquoso de erva-mate

Apds uma semana de o diabetes estar estabelecido, iniciou-se o tratamento com erva
mate. Para a preparacao do cha, foi utilizada a marca comercial “Bardo” padronizada de um

mesmo lote. Primeiramente, aquecia-se um litro de agua da torneira com um aquecedor elétrico
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em um Becker até 80°C, simulando a temperatura do chimarrdo. Em seguida, eram adicionadas
1409 ou 70g de erva-mate. Essa solucdo era misturada com um bastdo de vidro e esperava-se 20
minutos para a infusdo da erva. Finalmente, filtrava-se com o auxilio de um coador de pano e
deixava-se esfriar. Apds o resfriamento, estes extratos eram colocados nos bebedouros e
oferecidos imediatamente aos animais. A preparacdo desses extratos era realizada diariamente
sempre ao final da tarde (entre 17h e 18h) devido ao habito noturno desses animais, para que 0
extrato fosse fornecido no momento do despertar e consumido logo apds ser preparado,
minimizando assim as perdas de compostos fenolicos volateis e outros componentes do mate.
Para os ratos diabéticos, foi feita uma diluicdo de 3 vezes a partir do extrato preparado para 0s
animais controle em funcdo do consumo hidrico maior dos animais diabéticos (Henrichs;
Malavolta, 2001; Jahn, 2004).

3.3 Tratamento e procedimentos experimentais

Os animais foram divididos em quatro grupos: controle (CTR) (n = 9): grupo de animais
tratados com racdo padrdo e agua ad libitum; controle mate (CTR-MATE) (n = 9): grupo de
animais tratados com racao padrdo e extrato aquoso de erva-mate ad libitum (como Unica forma
de hidratacdo); diabético (DBT) (n = 9): grupo de animais diabéticos tratados com racdo padrao e
agua ad libitum; diabético mate (DBT-MATE) (n = 9): grupo de animais diabéticos tratados com
racdo padrao e extrato aquoso de erva-mate ad libitum (como Unica forma de hidratacdo). Todos
os animais foram pesados no inicio e no final do periodo experimental utilizando-se uma balanca
semianalitica para pesagem de animais. Assim, utilizou-se o peso dos animais apds o tratamento
para calcular os indices teciduais.

Apds um més de tratamento, os animais foram mortos por decapitacdo. Em seguida, o
cortex e o bulbo olfatério foram coletados e incubados ou congelados em condigdes apropriadas
para posteriores dosagens bioquimicas e metabodlicas. O sangue troncular foi coletado e
depositado em tubos de 8 mL com gel ativador de coagulo (Vacuette®). Apos foi realizada a
separagdo do soro através da centrifugacdo (Centrifuga Digital MTDIII Plus) em 1510xg por 10
minutos. O soro foi separado e congelado em eppendorfs de 1,5mL a - 20°C para analises

posteriores.
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3.4 Parametros morfométricos

Apbs a decapitacdo foram retirados o neocortex cerebral e o bulbo olfatério. Esses tecidos
foram pesados com o auxilio de uma balanca analitica para a determinacdo da relacdo entre o

peso do tecido e 0 peso do animal.

3.5 Procedimentos experimentais in vitro

3.5.1 Determinacéo da oxidacgéo de glicose

Amostras de tecidos do cortex cerebral e do bulbo olfatorio foram fatiados e colocadas em
tubos de vidro, previamente pesados, contendo solucéo fisioldgica Krebs Ringer Bicarbonato,
acrescida de 10mM de HEPES, pH 7,8. Em seguida os tecidos foram secos em papel filtro e
colocados em vidros com tampa de borracha contendo 0,10 pCi de [U-}*C]-glicose (glicose
uniformemente marcada) (55 mCi/mmol — Amersham International) e 5 mM glicose. Foi
acoplado um vidro em formato de “J” nas tampas de borracha contendo um pogo com uma tira de
papel Whatman 3MM dobrada, utilizada para a captacdo do 4CO; resultante da oxidacdo da
glicose uniformemente marcada. Os tubos foram aerados com carbogénio (O2:CO2, 95:5% v/v)
por 30 segundos, tampados e vedados com parafilme. A incubacdo foi realizada em banho
metabdlico tipo Dubnoff durante 60 minutos a 37°C com agitacdo constante.

Apos a incubacdo, a reacdo de oxidacdo foi interrompida injetando-se 0,25 mL de acido
tricloroacético (TCA) 50% no meio de incubacdo e 0,25mL de hidréxido de sédio (NaOH) 2N no
poc¢o contendo a tira de papel 3MM. Ambas as aplicacBes foram realizadas através das tampas de
borracha utilizando-se uma seringa com agulha 25x7.

Os tubos permaneceram lacrados e imoéveis por 12 horas, em temperatura ambiente, para
promover a fixacdo total do *CO; nas tiras de papel. Apds este periodo as tiras de papel 3MM
foram transferidas para flaconetes, devidamente identificados, contendo 2,5mL de liquido de
cintilagdo. Finalmente, a reacdo de oxidacdo foi medida em um contador LKB-Wallac para
determinar a formagéo do *CO,. Os resultados foram expressos em nmoles de **CO, por grama

de tecido por hora de incubacdo. (Torres et al., 2001).
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3.5.2 Incorporacéo de D-U-C-glicose em glicogénio

Amostras de tecidos do cortex cerebral e do bulbo olfatorio foram fatiadas e colocadas em
tubos de vidro, previamente pesados, contendo solucao fisiologica Krebs Ringer Bicarbonato. Em
sequida, foram secos em papel filtro e colocados em vidros com tampa de borracha contendo 1
mL de meio de incubagio contendo 0,10 pCi de D-U-1*C-glicose e 5 mM de glicose ndo marcada
(Wredenberg et al. 2006).

Os tecidos foram aerados com carbogénio (02:COz, 95:5% v/v) e em seguida os tubos
foram fechados. A incubacgédo foi de 60 minutos, a 37°C, com agitagdo constante. A reagédo foi
interrompida colocando-se os tubos em gelo. Em seguida, os tecidos foram lavados e a extracéo
do glicogénio foi realizada. Para isso, os tecidos foram colocados em tubos de ensaio contendo 1
mL de KOH 30%. Apds, os tubos foram levados ao banho-maria para completa digestdo do
tecido. Ap6s o banho, foi adicionado etanol na concentracdo de 70% para favorecer a
precipitacdo do glicogénio. As amostras foram centrifugadas a 2000 x g por 10 minutos,
descartando-se 0 sobrenadante em seguida. Finalmente, o pellet foi dissolvido com &gua,
adicionando-se liquido de cintilagdo. A leitura foi realizada em um contador LKB-Wallac com

95% de eficiéncia.

3.6 Andlises bioquimicas

As concentracdes plasmaticas de glicose, colesterol total, triglicerideos, proteinas totais e
ureia foram determinadas pelo uso de kits enzimaticos colorimétricos comerciais (Labtest
Diagnostica SA®). A leitura das amostras foi realizada em microplacas (96 pocos) em uma
leitora de Elisa espectrofotométrica (BiochromAnthos® Zenyth 200rt) contra o branco do

reagente.

3.7 Analise estatistica

Para determinar se os dados possuiam distribuicdo normal foi utilizado o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. Para a comparacdo entre os grupos experimentais foi utilizada a

analise de variancia (ANOVA) de duas vias com pds teste de Tukey. Os dados foram expressos
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como média + desvio padrdo da média. As diferencas foram consideradas significativas quando a
analise estatistica apresentou P < 0,05. Todas as analises foram realizadas com o programa
GraphPad Prism® 6.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros Soroldgicos

Na tabela 1, podemos observar que os parametros de glicemia, triglicerideos e colesterol
apresentaram diferenca dos grupos DBT e DBT-mate em relagéo aos grupos CTR e CTR-mate.
Também houve variacdo em relacdo ao tratamento e interacdo entre os fatores tratamento e
modelo no parametro glicemia, onde houve uma diminuicdo da concentracdo sanguinea de
glicose nos animais do grupo DBT-mate em comparacdo ao grupo DBT. Os niveis de colesterol
total apresentaram um aumento significativo nos animais dos grupos diabéticos em relacdo aos
controles. Quanto aos niveis de ureia, houve um aumento no grupo DBT em comparagdo ao
grupo CTR. A concentracao de proteinas totais mostrou variacao referente ao modelo de diabetes,

onde o grupo DBT-mate apresentou valores menores frente ao grupo CTR-mate.
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Tabela 1. Efeito do tratamento com cha de Erva-Mate sobre parametros sorolégicos em ratos submetidos ao

modelo de diabetes e controle.

Grupo Experimental

Parametro ANOVA
CTR CTR-Mate DBT DBT-Mate

#(P<0,0001)
Glicemia ab ab.c *(P=0,0219)
(mo/dL) 119,3 + 8,585 124,9 + 14,55 626,4 + 78,73 548,2 + 40,84 &(P=0,0090)
(Tr;;g/g(srldeos 110,0 + 38,14 80,16 + 22,26 358,0 +101,1 2P 353,7 +222,2%° #(P<0,0001)
E:n?cﬁtgm 128,0 + 23,26 133,8 + 24,39 218,8 + 58,98 " 214,3 +40,33 %" #(P<0,0001)

#(P<0,0001)
Uréia (mg/dL) 70,61 + 16,09 83,51 + 15,15 100,7 +17,81 2 89,21 + 13,00 & (P=0,0257)
Proteinas Totals 6,153 + 0,841 6,428 + 0,321 5,670 + 0,482 5,647 + 0,556 P #(P=0,0032)

(g/dL)

Os dados foram avaliados por ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Tukey, sendo as fontes de variagdo representadas
por (#) modelo, (*) tratamento, (&) interagdo modelo e tratamento. Os valores estdo apresentados como média + desvio padréo,

sendo (%) diferenca em relagdo ao grupo CTR, (b) CTR-Mate e (*) DBT. Sio consideradas significativas as diferengas com P <
0,05. n=9 por grupo experimental.
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4.2 Parametros Morfométricos

Os tecidos foram pesados, criando-se um indice a partir da razdo do peso do tecido e 0 peso
do animal. Nao houve diferenca estatisticamente significativa no indice do cortex em nenhum dos
grupos, como podemos observar na figura 1A (DBT: 0,86+0,046; DBT-mate: 0,84+0,060; CTR:
0,93+0,036; CTR-mate: 0,95+0,051 mg/qg).

No bulbo (figura 1B), houve uma diminuicdo significativa no indice dos animais DBT
(0,080+0,014 mg/g) em relacdo ao animais do grupo CTR-mate (0,14+ 0,051 mg/g). Também
podemos observar um aumento no indice dos animais DBT-mate (0,11+0,013 mg/g) em relacdo
aos DBT. Assim, tanto 0 modelo diabético quanto o tratamento com extrato aquoso de erva-mate

mostraram uma variacao significativa.
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Figura 1. Efeito do tratamento com Chéa de Erva-Mate sobre os indices morfométricos do cortex (A) e
do bulbo olfatério (B) em ratos submetidos ao modelo de diabetes e controle. Os dados estdo apresentados como
média + desvio padrdo. O modelo de diabetes (P=0,0141) e o tratamento (P<0,0001) foram observados como fontes
de variagdo no indice morfométrico do bulbo olfatério. (a) diferenca estatistica em relagéo ao grupo CTR, (b) CTR-

Mate e (c) DBT. Sdo consideradas significativas as diferengas com P < 0,05. n=9 por grupo.
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4.3 Oxidacdo de *C-Glicose

Determinou-se a a¢do da erva-mate sobre a oxidagdo de *C-glicose no cortex cerebral e no
bulbo olfatério. Como podemos observar na figura 2A, houve um aumento na formacéo de CO>
no cortex dos animais diabéticos (DBT: 87,48+11,35; DBT-mate: 76,55+19,76 mmol.gt.h™),
tanto em relagdo ao grupo CTR (47,25+5,65 mmol.g™.h) quanto em relagdo aos animais CTR-
mate (43,52+9,21 mmol.g*.h!). Houve variagdo significativa no modelo diabetes, porém o
tratamento com extrato aquoso de erva-mate ndo exerceu nenhum efeito estatisticamente

significativo na oxidagéo da glicose.

Na figura 2B, podemos observar que o tratamento com erva-mate reduziu
significativamente a oxidacdo da glicose no bulbo nos animais pertencentes ao grupo CTR-mate
(103,0+28,07 mmol.g*.h') em relagdo ao grupo CTR (187,9+17,87 mmol.g™t.h?). O grupo DBT
(518,4+102,0 mmol.gt.h1) apresentou niveis de CO, mais elevados que os grupos CTR e CTR-
mate. Houve também uma diminuicdo drastica na oxidacdo da glicose nos animais pertencentes
ao grupo DBT-mate (173,5+45,52 mmol.gt.h?) em relagdo ao grupo DBT. O modelo de
diabetes, o tratamento e a interacdo entre modelo e tratamento apresentaram significancia

estatistica na oxidacdo de glicose no bulbo olfatério.
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Figura 2. Efeito do tratamento com Chéa de Erva-Mate sob a oxidagdo da glicose no cortex (A) e no bulbo
olfatério (B) em ratos submetidos ao modelo de diabetes e controle. Os dados estdo apresentados como média +
desvio padrdo. O modelo de diabetes (P<0,0001) foi observado como fonte de variacdo na oxidacdo da glicose no
cortex. O modelo de diabetes (P<0,0001), o tratamento (P<0,0001) e a interacdo entre modelo e tratamento
(P<0,0001) foram observados como fontes de variacdo na oxidacdo de glicose no bulbo olfatdrio. (a) diferenca
estatistica em relagdo ao grupo CTR, (b) CTR-Mate e (c) DBT. S&o consideradas significativas as diferengcas com P
<0,05. n=9 por grupo.
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4.4 Incorporacdo de D-U-'*C-glicose em glicogénio

Verificou-se o efeito do tratamento de extrato aquoso de erva-mate sobre a conversdo de
glicose em glicogénio no cortex e no bulbo. No cértex (figura 3A), ndo foi possivel observar
nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre nenhum dos grupos (CTR: 18,07+4,96;
CTR-mate: 19,74+3,40; DBT: 22,85+5,68; DBT-mate: 20,06+3,01 mmol.g*.h™).

No bulbo olfatorio (figura 3B), foi possivel observar uma menor atividade de conversdo de
glicose em glicogénio no grupo DBT-mate (39,64+9,32 mmol.gt.h™) em relagdo ao grupo CTR-
mate (67,11+19,29 mmol.gt.h), mostrando que o modelo diabetes possui uma redugio
significativa da incorporacédo de glicose em glicogénio.
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Figura 3. Efeito do tratamento com Cha de Erva-Mate sob a glicogénese no cortex (A) e no bulbo
olfatério (B) em ratos submetidos ao modelo de diabetes. Os dados estdo apresentados como média + desvio
padrdo. O modelo de diabetes (P=0,0031) foi observado como fonte de variacdo na conversdo de glicose em
glicogénio no bulbo olfatério. (a) diferenca estatistica em relacdo ao grupo CTR, (b) CTR-Mate e (c) DBT. Séo

consideradas significativas as diferengas com P < 0,05. n= 9 por grupo.
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5 DISCUSSAO

O diabetes pode causar uma série de distdrbios neuroquimicos e estruturais, podendo
afetar diretamente o metabolismo dos tecidos nervosos. Este estudo avaliou o metabolismo do
cortex cerebral e do bulbo olfatorio de ratos controles e diabéticos ap6s um més de tratamento
com extrato aquoso de erva-mate. Para isso, comparou-se 0s indices morfométricos, a oxidacao
de C-Glicose e a incorporagdo de D-U-1C-glicose em glicogénio de ambos os tecidos de cada
grupo.

As concentracdes de glicose, triglicerideos, colesterol, ureia e proteinas totais foram
avaliadas no soro dos diferentes grupos experimentais. Foi possivel observar um aumento em
todos esses parametros nos individuos diabéticos. Porém, o tratamento foi efetivo apenas na
reducdo da glicemia. Essa reducdo corrobora com os resultados obtidos por Klein et al. (2011),
que comparou o efeito exercido pelo extrato aquoso de erva-mate no perfil glicémico de
pacientes diabéticos. O tratamento teve uma duracdo total de 60 dias e foi capaz de diminuir a
glicemia dos individuos estudados.

Resende et al. (2012) avaliou os efeitos do extrato aquoso de erva-mate e dos extratos
com fracBes dos frutos e fracBes de saponinas da erva-mate sobre o metabolismo de ratos com
dieta padréo pelo periodo de 30 dias. Neste estudo foi observado que, em geral, os tratamentos
ndo modificaram os niveis plasmaticos de colesterol total, creatinina, ureia e glicose em relagdo
ao grupo controle, com excecdo do grupo que recebeu o extrato dos frutos da erva-mate, o qual
apresentou aumento significativo da glicose. Além disso, todos os extratos reduziram
significativamente os niveis de triglicerideos plasmaticos. Os autores deste estudo sugerem que a
reducdo dos triglicerideos plasmaticos parece estar associada com o contetdo de saponinas, visto
que essa reducdo foi maior no grupo do extrato dos frutos e no grupo das fracdes de saponinas.

Para a determinacdo dos parametros morfométricos, utilizou-se o indice a partir da razdo
do peso do tecido e do peso corporal do animal. No cortex cerebral ndo foi observado nenhuma
mudanga significativa. Porém, houve uma reducgéo na relagdo peso do tecido/peso do animal do
bulbo olfatorio nos animais diabéticos e um aumento nos ratos tratados com extrato aquoso de
erva-mate. Os valores dos indices dos animais diabéticos que foram tratados com o mate
chegaram préximo aos valores dos animais controle, mostrando que o tratamento foi efetivo em

reverter o efeito produzido pelo diabetes.
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O estresse oxidativo é definido como a producdo excessiva de espécies reativas de
oxigenio e pode afetar o funcionamento do sistema nervoso central pela ativacéo de receptores de
glutamato (Ilhan et al., 2005) . Este aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio pode
levar a morte neuronal (Sharma et al., 2010), o que aumenta a susceptibilidade do individuo para
a ocorréncia de distarbios neurodegenerativos, tais como Alzheimer, Parkinson, depressdo e
Huntington (Turner e Schapira , 2001; Guo et al., 2010; Ott et al., 1999). J& esta bem
estabelecido que a erva-mate possui uma funcdo neuroprotetora, podendo auxiliar no tratamento
de doencas neurodegenerativas (Maia ¢ Mendonga, 2002; Dall’igna et al., 2007). Assim, 0 mate
pode também ser utilizada como uma possivel abordagem terapéutica para o diabetes.

O sistema nervoso central possui uma pequena capacidade de autorreparagdo, uma vez
que este conta com a presenca de células-tronco adultas neurais ou células progenitoras neurais
(Bartley et al., 2005). Segundo um estudo realizado por Pagano e colaboradores (2000), as
regides que possuem uma maior concentracdo de células neurogénicas do cérebro de mamiferos
sdo 0 hipocampo, a zona subventricular do ventriculo lateral e o bulbo olfatério. Estas células-
tronco podem se diferenciar em: neuronios, astrocitos e oligoendrocitos (D’ Amour, 2003).

Durante o processo de neurogénese, a insulina apresenta um papel importante no controle
de células-tronco do sistema nervoso, promovendo a sua diferenciacdo em oligodendrocitos
(Hsieh, 2004). Além disso, a insulina promove a funcdo do fator de crescimento de fibroblastos-
2, que possui um papel importante na manutencdo das células-tronco em seu estado
indiferenciado (Arsenijevic, 2001).

Na presenca de baixos niveis de insulina, as funcdes proliferativas das células-tronco
indiferenciadas sdo suprimidas. O diabetes prejudica a funcdo das células-tronco do musculo
esquelético, dos osteoblastos e do sistema nervoso (Jang, 2011; Bachor e Suburo, 2012). A
reducdo da neurogénese causada pelo diabetes foi detectada principalmente no hipocampo,
estando associada a um declinio nas fungdes cognitivas de aprendizagem e memoria (Stranaham,
2008). Um estudo realizado por Hidaka e colaboradores (2013) avaliou a neurodegeneragéo
causada pelo diabetes no cérebro de ratos adultos, mostrando que o efeito no bulbo olfatorio é
semelhante ao hipocampo.

Vaérios estudos mostram que as metilxantinas presentes na erva-mate, principalmente a
cafeina, produzem uma melhora do processo cognitivo tanto em diferentes modelos animais

quanto em humanos, bem como efeito neuroprotetor (Riedel et al., 1995; Angelucci et al., 1999;
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Prediger et al., 2005; Kumral et al., 2010). Estes estudos tem sugerido o uso da cafeina como
uma possivel abordagem terapéutica para doengas neurodegenerativas como, por exemplo, a
doenca de Alzheimer (Maia e Mendonga, 2002).

Dados encontrados na literatura apontam que o antagonismo dos receptores de adenosina
¢ um mecanismo importante para o efeito benéfico no processo cognitivo. Prediger e
colaboradores (2008) mostraram que o tratamento agudo com extrato de llex paraguariensis pode
melhorar a funcéo cognitiva em ratos. Os resultados obtidos por este estudo destaca o provavel
antagonismo de receptores de adenosina como responsavel pelo efeito benéfico da funcéo
cognitiva. O mecanismo envolvido em relagdo ao efeito benéfico sobre a memoria das
metilxantinas poderia ser devido a um antagonismo competitivo com os receptores de adenosina
(Nehlig et al. 1992). O bloqueio dos receptores de adenosina causado pelo diabetes pode afetar o
metabolismo de glicose, uma vez que este inibe a liberacdo de uma série de neurotransmissores,
como o glutamato. Este neurotransmissor € responsavel pela utilizacdo de 80 a 90% da glicose
captada pelo sistema nervoso (Magistretti et al., 1999).

Qian e colaboradores (2002) avaliou o efeito de diferentes doses de saponinas
provenientes da planta Dipsacus asperoides em células do sistema nervoso danificadas pela
proteina B-amiloide, que aumenta os niveis de radicais livres, causando dano nas células nervosas
a partir da alteracdo da homeostase do célcio intracelular. Seus resultados mostraram que as
saponinas, mesmo em pequenas doses, sdo capazes de aumentar a sobrevivéncia das células,
atuando como neuroprotetores. Rastogi et al. (2011) avaliou o efeito das saponinas presentes na
planta medicinal Bacopa monnieri na neurodegeneracdo causada pelo envelhecimento em ratos.
Seus resultados mostraram que as saponinas podem prevenir doencas neuropatoldgicas, incluindo
0 Alzheimer.

Como podemos observar, existe um efeito importante dos compostos da erva-mate sobre
0 sistema nervoso, assim como a alteracéo pelo diabetes. Assim também foi avaliado o efeito do
tratamento como extrato de erva-mate na oxidagéo de glicose no cortex cerebral e bulbo olfatorio.
No cortex cerebral, foi possivel observar um aumento na oxidacdo de glicose dos animais
diabéticos, ndo havendo diferenca significativa no tratamento. No bulbo também ocorreu um
aumento na liberacdo de CO- nos ratos diabéticos, porém, este foi reduzido a valores proximos

aos animais controle com o tratamento de erva-mate.
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Diversos estudos mostram que a oxidagdo de glicose € menor em individuos diabéticos
(Meyer et al., 1980; Boden, 1983; Golay et al., 1982). Os niveis de carboidratos elevados causam
auto-oxidacdo de glicose, formando espécies reativas de oxigénio tais como anion radical
superdxido, peroxido de hidrogénio, entre outros (Baynes e Thorpe, 1999).

Resende et al. (2012) avaliou a atividade das saponinas presentes na erva-mate na
oxidacdo da glicose no figado e no tecido adiposo, observando uma reducdo significativa na
atividade em ambos os tecidos. Estes resultados condizem com os encontrados neste estudo, uma
vez que foi possivel observar uma reducdo na producdo de CO2 no cortex e, principalmente, no
bulbo dos animais tratados com erva-mate.

Finalmente, avaliou-se a conversdo de glicose em glicogénio, ndo havendo nenhuma
diferenca significativa no cortex cerebral. No bulbo olfatério, foi observada uma diminuicao
significativa nos animais diabéticos tratados com erva-mate em relacdo aos animais controle
também tratados com erva-mate. O diabetes esta associado a uma diminuicdo do efeito da enzima
glicogénio sintase, podendo reduzir a conversdo de glicose em glicogénio (Thorburn, 1990).

O bulbo olfatério apresenta uma grande variedade de neurotransmissores e
neuromoduladores, havendo uma alta atividade glicogenolitica. Também ha uma grande
quantidade de potassio no meio extracelular, que associado a despolarizacdo neuronal, estimula a
glicogendlise. No bulbo olfatério também h& uma grande atividade da enzima glicogénio
fosforilase e uma reserva de glicogénio duas vezes maior quando comparado ao cortex cerebral,
indicando um rapido turnover de glicogénio (Coopersmith e Leon, 1995), essencial para o
suprimento energético de uma estrutura de grande importancia para roedores.

Assim podemos concluir que a erva-mate foi capaz de alterar os niveis de glicemia,
oxidagdo e incorporagédo de glicose em glicogénio no bulbo olfatério e ndo produzindo alteracdes
significativas no cértex cerebral. Também foi observado que o bulbo olfatério parece apresentar
atividade metabolica maior que o cortex, uma vez que os valores encontrados para oxidagédo e
incorporacgdo de glicogénio foram maiores nessa estrutura. Este fato pode ser reforgado quando
observamos o indice morfométrico que foi menor no bulbo olfatério quando comparado com o

cortex.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Quando avaliamos a literatura disponivel encontramos poucos estudos realizados sobre o
efeito da erva-mate no metabolismo do sistema nervoso de animais diabéticos. Este foi um dos
primeiros trabalhos a demonstrar que o extrato aquoso de erva-mate é capaz de interferir
positivamente no metabolismo do cérebro em animais diabéticos.

Provavelmente a erva-mate pode estar tendo um efeito protetor no processo
neurodegeneracdo causada pelo diabetes, pois alguns dos resultados ficaram proximos ao valor
do grupo controle ap6s o animal diabético ter sido tratado com erva mate. Também observamos
que o seu potencial efeito antioxidante pode normalizar a oxidagéo de glicose que esta aumentada
pelo diabetes.

Mais estudos sdo necessarios para estabelecer que outras vias metabdlicas, fatores ou
hormonios podem estar sendo influenciados pelo tratamento com a erva-mate e se esses
resultados podem se repetir em outros modelos animais ou em diferentes preparagdes de extratos
de erva mate. Também é necessaria a realizacdo de avaliagdo em outras regides do sistema

nervoso central, como por exemplo, no hipocampo e no hipotalamo.
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