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1. Introducéao

1.1. Epidemiologia das Doencas Cardiovasculares

As doencgas cardiacas isquémicas (DCI) sdo a maior causa de morte no
mundo. Dados da Organizacdo Mundial de Saude obtidos no ano de 2015 (OMS,
2015) mostram que o indice de morte associada a essas doencas é de 119 mortes
por 100.000 habitantes, o que é 40% maior que a segunda causa de mortes no mundo:
o derrame ou acidente vascular encefélico (AVE). No continente americano esta
diferenca é ainda maior, ficando em mais de 240% quando comparado ao AVE. No
Brasil os numeros também sdo preocupantes. Siqueira et al. (2017) estimam que as
mortes por doencgas cardiovasculares (DCVs) em 2015 chegaram a aproximadamente
27% de todas as causas de morte e que 0s gastos com internacdes, intervencdes
cirdrgicas e consultas chegaram a mais de cinco bilhdes de reais. Estes dados

apontam para um alto custo promovido pelas DCVs para o sistema publico de saude.

Outra situagdo importante, trata-se da analise da prevaléncia das DCVs. No
mundo, em adultos entre 30 e 49 anos, a DCI é a segunda causa de morte, ficando
atrds da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA ou, popularmente, AIDS) e,
em adultos entre 50 a 59 anos, a DCI é mais prevalente como causa de morte (WHO,
2015), sugerindo que grande parte das mortes por DCI/DCVs ocorrem na populagéao
economicamente produtiva. No Brasil, estima-se que o0 prejuizo associado a
mortalidade da populacdo economicamente ativa por DCVs em 2015 foi de mais de
21 milhdes de reais (Siqueira et al., 2017). Estes dados apontam um problema de
salde publica e investigacBes que busquem entender e desvendar os mecanismos
fisiologicos e bioquimicos associados a DCI, bem como desenvolver formas de
profilaxia e tratamento dos eventos cardiacos maiores (infarto agudo do miocérdio,

por exemplo) sao necessarios para diminuir o impacto das DCVs na sociedade.

13



1.2. Doenca Cardiaca Isquémica

Também conhecida como Doenca Arterial Coronariana, a doenga cardiaca
isquémica é caracterizada por uma interrup¢cdo do fluxo sanguineo (isquemia) em
consequéncia do estreitamento de artérias coronarias por deposicdo de gordura
(ateroma), rompimento de placa ateroesclerotica e formacgédo de trombo que obstrui
parcial ou totalmente uma artéria menor, ou por anormalidade no tébnus da parede
vascular. Com a interrupcdo do suprimento de oxigénio, a mitocondria perde
capacidade de manter a fosforilagdo oxidativa, diminuindo a producédo de adenosina
trifosfato (ATP) e, consequentemente, a contratilidade miocéardica (Opie, 1990). Em
paralelo a isso ocorre uma diminuicdo do pH gerando acidose, aumento da
concentracdo de Ca?* citoplasmatica, levando a um quadro de contratura diastélica e
outras alteracGes a nivel molecular, que podem levar a apoptose ou necrose celular
(Powers et al., 2014). Airreversibilidade e extensao da lesdo promovida pela isquemia
prolongada depende do tamanho da area de risco, duracdo do evento de isquemia,
presenca de circulacdo colateral ou fluxo residual na artéria infartada e temperatura

do miocardio (Ferdinandy et al., 2007).

Numa situacdo de isquemia miocardica temporaria, conforme mostra a figura
1, a répida restauracdo do fluxo sanguineo (reperfusdo) ao tecido isquémico pode
reverter as disfuncdes cardiacas, que se limitam a arritmias cardiacas. Contudo, entre
5 e 20 minutos de isquemia, o miocardio entra em um estado de perturbacao elétrica
causado, dentre outros eventos, pela producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e pela maior concentracdo de Ca2+ citoplasmatico. Apés 20 minutos de
isquemia a injuria se torna irreversivel, causando morte celular por necrose ou

apoptose, caracterizando o infarto do miocardio (Bolli e Marban, 1999).
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Nivel de lesdo do Miocérdio

20+ min - Infarto do Miocéardio

20

5-20 min - Atordoamento do
Miocérdio

Duracéao da Isquemia (min)

1-5 min - Arritmias Cardiacas

Figura 1 - Gréfico ilustrativo dos eventos cardiovasculares durante uma isquemia

prolongada. Adaptado de Powers et al. (2014).

1.3. Balanc¢o Redox: Radicais Livres e Capacidade Antioxidante
1.3.1. Radicais Livres

Radicais livres (RLs) sdo moléculas que contém um ou mais elétrons néo
pareados na Ultima camada eletrénica (Halliwell, 2006). Os RLs s&o responsaveis por
diversos processos fisioldgicos essenciais, dentre eles a ativacao e funcionamento do
sistema imune (Kohchi et al., 2009), modulacédo do metabolismo energético (Radak et
al., 2013), entre outros. Entretanto, a producao exacerbada de RLs pode levar a uma
alta interacdo com proteinas de sinalizacdo, DNA e bicamada lipidica de membrana,
potencializando vias de apoptose, como por exemplo a via das caspases, que levam

a morte celular (Halliwell, 2006; Murphy e Steenbergen, 2008).

Os RLs podem ser classificados quanto a sua molécula de origem, a partir
de reacOes de oxirrededucdo (Halliwell, 2006). As espécies reativas de oxigénio
(EROs) sao as RLs formadas a partir de moléculas de Oz, sendo essas as principais
espécies de RLs produzidas em meio biolégico (Halliwell, 2006). Outra importante
espécie de RLs s&o as de Nitrogénio (ERNs), que também podem exercer efeito
sinalizador e deletério. Na tabela 1 € possivel verificar as principais EROs e ERNSs,

bem como a ocorréncia de producéo e caracteristicas bioquimicas de cada uma.
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Tabela 1 - Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e Nitrogénio (ERNS), suas férmulas e caracteristicas fisioloficas. Adaptado de

Domej et al. (2014) e Oliveira (2010).

Nome Formula Caracteristicas Ocorréncia
Superéxido ‘O Altamente instavel, radical mais potente na indugéo a dano Quase todas as células
P 2 celular, funcéo sinalizadora, plasticidade sinaptica aerobias
N&o é radical livre (ndo tem elétron despareado). Interage Dismutacdo da °O2- pela
Peréxido de Hidrogénio  H20:2 com proteinas e lipideos. Funcao sinalizadora, geracdo de Superoxido Dismutase
outras EROs (SOD)
. o . Altamente instavel, Interage com DNA, proteinas, Formado  atravées da
Radical Hidroxila OH carboidratos e lipideos radidlise da agua
. . . Produto da reacdo com
Radical Alcoxil RO lipideos
. . . Produto da reacdo com
Radical Peroxil ROO lipideos
A . ) Gerada pela
Anion Hipocloreto OCl mieloperoxidase
Gerada por fagocitos,
A | Molécula de oxigénio induzida. Associada a mudancas no inducédo luminosa e reacdes
Oxigénio Singleto O2 -
DNA. catalizadas por
peroxidases.
. . . A partir das reagbes com
Radical Hidroperoxil HO2* Forma protonada da “O2-. Interage com membranas. Hsz)z ¢
Ozobnio Os Toxina ambiental.
Ao o . o , A partir da atividade da
Oxido Nitrico NO Sinalizador celular, vasodilatador Oxido Nitrico Sintase (NOS)
o A partir interacdo entr
Peroxinitrito ONOOr partir da interacdo entre

*NO e ‘O2-
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1.3.2. Sitios de Producéao de Espécies Reativas de Oxigénio

A producdo de EROs pode ocorrer em sitios onde o Oxigénio pode ser
oxidado. Durante o processo de producédo de ATP na mitocéndria o anion superoéxido
(‘O2-) pode ser produzido entre os complexos | e lll (Ribeiro et al, 2005). Nesta area a
ubiquinona, ou Coenzima Q, pode ser reduzida a ubiquinol ao receber dois elétrons.
Contudo, neste processo, somente um elétron € doado por vez, gerando um
intermediario chamado semiquinona, que pode interagir com uma molécula de Oz,
gerando ‘O2- (Carreras et al.,, 1994). Este processo € potencializado quando a
necessidade de producédo de ATP pela mitocéndria aumenta (no caso do exercicio
fisico, por exemplo) (Radak et al., 2013), quando a oferta de Oz diminui por tempo
prolongado (no caso de uma isquemia) ou quando ha uma quantidade oferta de O:
apos longo tempo de isquemia (Powers et al., 2014).

Outro sitio de producédo de EROs é a classe de enzimas NADPH Oxidase.
Estas enzimas produzem duas moléculas de ‘O2- a partir da oxidacdo de uma
molécula de NADPH, doando dois elétrons para duas moléculas de O2. As isoformas
desta classe de enzimas sdo NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 e DUOX2
(Bedard e Krause, 2007). A enzima Xantina Oxidase, que participa da via de
catabolismo das purinas, também produz *O2- na conversao de hipoxantina em xantina
como um intermediério da producédo de perdxido de hidrogénio (H202). Estas enzimas
podem ter sua atividade potencializada, por exemplo, quando a célula sofre um
estresse metabdlico, aumentando a utilizacdo de ATP ou diminuindo a producéo
através da via aerébia (por exemplo durante hipéxia prolongada) (Terada et al., 1992;
Li e Shah, 2003).

1.3.3. Balan¢o Redox: Sistema Antioxidante e Estresse Oxidativo

Para controlar a quantidade intracelular de EROs e manté-los em niveis
fisiolégicos necessarios para a sobrevivéncia celular e processos adaptativos, um
sistema de acdo antioxidante se faz presente. A Superoxido Dismutase (SOD)
promove a conversdo de superoxido (‘Oz’) em peroxido de hidrogénio (H202). A
enzima Xantina Oxidase (XO) também é capaz de gerar H202 pelas reacdes de
oxidacao de hipoxantina em xantina e de xantina em acido urico (Harrison, 2002). As

moléculas de H202 podem ser rapidamente convertidas em H20 e O2 pela enzima
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Catalase; ou podem ser convertidas em H20 pela Glutationa Peroxidase (GPx),
oxidando uma molécula de glutationa reduzida (GSH). A enzima Glutationa Redutase
(GR) é responsavel pela reducdo da glutationa oxidada (GSSG), mantendo esse
sistema de forma ciclica. Esse sistema de enzimas, composto pela SOD, Catalase,
GPx e GR é considerado o sistema de defesa antioxidante enzimatico (Halliwell,
2006).

Além do sistema de defesa antioxidante enzimético, alguns compostos
exogenos que podem ser ingeridos na dieta, como por exemplo o &cido ascérbico
(Vitamina C), polifendis e carotenos sdo conhecidos como compostos varredores, que
possuem a capacidade de doar um elétron para o radical livre sem perder sua
estabilidade molecular. Outros compostos como o acido urico (AU), fruto da acédo da
XO, 0 GSH, a carnosina, entre outros também possuem papel antioxidante (Halliwell,
2006).

O equilibrio redox é, por definicdo, o balanco entre a producdo de EROs e a
capacidade antioxidante total. A manutencéo desse equilibrio é fundamental para a
manutencao da vida celular (Kohen e Nyska, 2002). Quando ha uma diminuicdo da
capacidade antioxidante ou um aumento na producao de EROs, ou os dois acontecem
concomitantemente, ha um desequilibrio oxidativo que pode levar a danos ao DNA,
aos lipideos e as proteinas. As EROs reduzem a capacidade de reparo do DNA
potencializando o acumulo de mutacfes; promovem a peroxidacdo de lipideos de
membrana o0 que pode levar ao rompimento da membrana lipidica, com
extravasamento do conteudo celular; promovem a carbonilacéo de proteinas, levando
a uma mudanca conformacional e perda da funcao fisiologica. Estas alteracdes a nivel
celular podem ativar processos de apoptose ou necrose (Halliwell, 2006). Situacdes
como a pratica (aguda) de exercicios fisicos, a exposi¢cdo a radiacdo UV e o fumo
geram um desequilibrio redox, aumentando a producdo de EROs e diminuindo a
capacidade antioxidante. Porém, o uso de alimentos com propriedades antioxidantes
e o treinamento fisico regular promovem uma melhora do equilibrio redox, gerando

uma protegao contra o aumento exacerbado ocasional de EROs (Davison et al., 2012).
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1.3.4. Estresse Redutor

A producdo de EROs, a nivel fisiolégico, € responsavel por manter a
sinalizacdo para processos celulares importantes, como a producdo de enzimas
antioxidantes (Malaguti et al., 2009), autofagia (Filomeni et al., 2015) e manutencé&o
do metabolismo energético (Apel e Hirt, 2004). Em situacdes onde o0 ambiente celular
se encontra demasiadamente redutor, pode-se observar um fendbmeno chamado
estresse redutor. Perez-Torres et al. (2017) descreve 0 estresse redutor como um
fenbmeno associado a um aumento da concentracdo de agentes redutores
(NADH+H*, GSH, polifendis, entre outros) que desencadeia um processo adaptativo
gue promove a reducdo de expressdo de enzimas antioxidantes, aumentando a
producdo de EROs e potencializando a acdo pro-oxidante de antioxidantes de
caracteristica varredora. A manutencao desse estresse redutor, a longo prazo, pode
levar a adaptacdes negativas como hipertenséo arterial, dano ao DNA e apoptose em
tecido cardiaco (Hodnick et al., 1986), disfuncdo mitocondrial e morte de células
endoteliais (Posadino et al., 2013; Posadino et al., 2015). O aumento da capacidade
redutora da célula pode ser desencadeada tanto por processos adaptativos gerados
por estresse (por exemplo exercicio fisico) (Margaritelis et al., 2014) ou por

suplementacado de antioxidantes (Hodnick et al., 1986).
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1.4. Infarto Agudo do Miocardio: Mecanismos Moleculares
1.4.1. Alteracfes Metabodlicas

O infarto agudo do miocérdio (IAM) ocorre quando uma regido definida do miocérdio,
ou todo ele, entra em isquemia prolongada, gerando sofrimento da area isquémica e,
consequentemente, morte celular. A privacdo de oxigénio leva a uma mudanca no
padrdo do metabolismo energético, aumentando a acéo da via glicolitica (Vogt et al.,
2002) e diminuindo a oxidacao de acidos graxos (Solaini e Harris, 2005). O aumento
da hidrolise de ATP aumenta a concentracdo de fosfato inorganico (Pi), que, em
conjunto com o aumento da producdo de lactato, aumenta a atividade da enzima
Glicealdeido Fosfato Desidrigenase (GAPDH) (Mochizuki e Neely, 1979). A
concentracdo de adenosina monofosfato (AMP) também aumenta, o que potencializa
a atividade da enzima Fosfofrutoquinase (PFK), resultando em um aumento da
producdo de ATP pela via glicolitica. No entanto, este aumento na producéo de ATP,
na auséncia de O2, gera acumulo de NADH+H* e, consequentemente, diminui¢do
significativa do pH causando inibicdo da enzima GAPDH, interrompendo a producéo
de ATP pelo metabolismo glicolitico.

A carga energética do cardiomiécito, quando em isquemia, sofre reducdes
drasticas, desde a quantidade de creatina fosfato (CP), que cai para aproximadamente
4% dos valores pré-isquemia até a concentracdo de ATP, que diminui na ordem de
60% apds 30 minutos de reperfusao (Ambrosio et al., 1993). A diminui¢cdo na producdo
de ATP, levando a niveis criticos (menor que 100 pmol/L) a leva a uma reducéo da
atividade das bombas de Na*/K* ATPase sarcolemal e Ca?* ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA), o que leva a um aumento da [Na*] e [Ca?*] citoplasmatico
(Solaini e Harris, 2005; Garcia-Dorado et al., 2012). Além disso, a alta quantidade de
H+ leva a uma reducdo da atividade dos trocadores Na*/H* (Vaughan-Jones e Wu,
1990) que leva a um aumento da concentragéo de Na+ e ao consequente aumento da
atividade reversa do trocador Na*/Ca?*, aumentando ainda mais a [Ca?']
citoplasmatico. O aumento da [Ca?*] citoplasmatico na fase inicial da isquemia leva a
um aumento da [Ca?*] mitocondrial, em resposta a sua alta capacidade de armazenar
Ca?* (Ruiz-Meana et al., 2006). Contudo esse aumento associado a diminuicdo da
oxidac&do mitocondrial e consequente diminuicdo do seu potencial de membrana leva

a uma diminuicédo da atividade do canal de Ca?* mitocondrial, o que culmina em uma
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atividade reversa da ATP sintase, o que promove a hidrolise de ATP por essa enzima,
ao invés da sintese. Este Ultimo evento leva a uma diminuicdo de 35-50% da
concentracdo de ATP, sendo o principal causador da reducdo de oferta energética
durante a isquemia (Jennings et al., 1991). Em ultima instancia o aumento da [Ca?*]
leva a ativacdo da protease Calpaina, que leva a processos de apoptose e morte
celular (Powers et al., 2014) (Fig. 2).

Injaria por
Isquemia/Reperfusao

~ ~

ROS -
Ca++ Ca’++ [ T T
: Calpaina
Calpaina Caspase-3
ATP |

Bloqueio
e

LESAO MITOCONDRIAL E MORTE CELULAR POR
APOPTOSE E NECROSE

Figura 2 - Esquema ilustrativo dos mecanismos que levam a lesdo por
isquemial/reperfusdo no miocardio. Adaptado de Powers et al. (2013).

1.4.2. Alteragcbes Metabdlicas e Producao de Espécies Reativas de Oxigénio e

Nitrogénio

Durante o processo de producdo de ATP pela mitocéndria, cerca de 5% de
todo o oxigénio utilizado recebe um elétron na sua ultima camada, resultando na
producao de anion superoxido (<O2-) (Becker, 2004). Na isquemia a produgao de *O2-
se torna critica em fung&o do aumento do fluxo de elétrons da matriz mitocondrial por
conta do acumulo de succinato, causado pela atividade reversa do complexo I
(Chouchani et al., 2014). O <O2- é altamente reativo com outras moléculas, sendo

rapidamente convertido em radicais hidroxila (HO¢) quando interage com o H+ e em
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peroxinitrito (ONOQ-) quando interage com outro radical livre, o éxido nitrico (NOe). O
aumento da producao de radicais livres na mitocéndria € o principal responsavel pela
promocéao do desequilibrio redox na isquemia (Zweier e Talukder, 2006). Além disso,
nesse processo, a mitocondria sofre com a diminuicdo da sua capacidade
antioxidante, pela diminuicdo da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD),
responsavel pela dismutacdo do *O2- em H202 e da catalase, responsavel pela

conversao de H202 em H20 e Oo.

No citosol também h& o aumento da producdo de EROs e NROs. Durante a
isquemia a atividade das NADPH Oxidases (NOXs — principalmente a NOX2, mais
presente no tecido cardiaco) € aumentada em resposta a hipdxia (Bedard e Krause,
2007). O +O2- produzido pelas NOXs reage com o NO- oriundo da maior ativagéo da
Oxido Nitrico Sintase Induzida (iNOS), resultando na produgéo de ONOO- (Jiao et al.,
2009).

Todas essas cascatas de eventos se agravam na reperfusdo, quando a
regido atingida pela isquemia volta a receber oxigénio e nutrientes. O burst
(sobrecarga) de O2 potencializa a producéo de EROs e NROs por conta do aumento
do potencial de membrana mitocondrial, que leva a um transporte reverso de elétrons
do complexo Ill para o complexo | (Chouchani et al., 2014), além de aumentar ainda
mais a concentracdo de Ca?* citosélica pelas vias descritas acima, aumentando o
potencial de morte celular via apoptose e alteracdes de permeabilidade e ou lesdo da
membrana celular em resposta ao estresse oxidativo (Zweier e Talukder, 2006).

1.5. Cardioprotecédo: Definicdo e Principais Estratégias

A capacidade do musculo cardiaco de reestabelecer os parametros de
contratilidade, sobrevivendo a agresséo causada pela injuria de isquemia/reperfusao
(I/R) pode ser chamada de cardioprotecdo (Kubler e Haass, 1996). As principais
variaveis associadas a cardioprotecdo sdo a éarea de infarto (Al) e a presséo
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE). A Al pode ser considerada como a
area do miocardio néao viavel e a PVDE é a subtrac&o entre a presséo arterial sistolica

e a pressao arterial diastdlica.
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Varios estudos tém investigado os mecanismos envolvidos no processo de
I/lR, na busca de estratégias que possam levar a cardioprotecdo, e,
consequentemente, a sobrevivéncia de um individuo vitima de um IAM. A melhora da
capacidade antioxidante, do metabolismo energético e da modula¢do autonémica séo
alguns exemplos de adaptacdes que podem levar a cardioprotecdo (Omar et al., 2012;
Powers et al.,, 2014; Rodrigues et al., 2014). Sluijter et al. (2014) citam novas
estratégias terapéuticas para a cardioprotecdo como interveng¢des no sistema imune,
em fatores de crescimento, em epigenética e outras vias através do uso de farmacos.
Porém, intervencdes ndo medicamentosas podem ser aplicadas facilmente e podem
proporcionar adaptacdes sistémicas e in loco eficazes. Varios trabalhos sugerem o
treinamento fisico (aerdbio e contra-resisténcia) e/ou intervenc¢des na dieta (uso de
complexos antioxidantes, vitaminas e produtos naturais, como o Panax ginseng e a
soja) como estratégias para a cardioprotecédo (Rodrigues et al., 2014; Hamilton et al.,
2003, Karmazyn et al., 2011; Hamilton, 2007).

1.5.1. Vias de Sinalizacdo Relacionados a Cardioprotecao

As estratégias utilizadas para promocao de cardioprotecao modulam diversas
vias de sinalizacdo. De fato, existem inUmeros trabalhos que sugerem a participacéo
de vias de sinalizacdo relacionadas a modulacdo do metabolismo energético, de
sintese de proteinas, de regulacao da expressao génica de proteinas relacionadas a
capacidade antioxidante e de regulacdo da resposta imune a respostas
cardioprotetoras.

Uma das principais vias relacionadas a cardioprotecéo é a de ativacéo de vias
associadas a uma maior expressdao de mRNA de enzimas antioxidantes. Um dessas
vias trata-se do Ativador do Fator 2 Relacionado a NF-E2 (Nrf2). A Nrf2 é um dos
principais fatores de transcricdo associados a expressao de mRNA relacionados as
enzimas antioxidantes. Com isso, h4 uma diminui¢do das vias promotoras de lesédo
mitocondrial e apoptose relacionado a injdria por I/R (Huang et al., 2014; Stein et al.,
2012). Zhang et al. (2010) observou que o tratamento com concentragdes sub-letais
de 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE), um dos principais compostos relacionados a
peroxidacao lipidica, promoveu cardioprotecdo aumentando a performance da PDVE
apos injuria por I/R, e verificou que este efeito esta associado a uma maior ativagdo

de Nrf2 no coracao, sugerindo que o pré-condicionamento através do aumento de um
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ambiente pré-oxidativo promove cardioprotecdo e que este mecanismo levaria a uma
maior ativacdo da Nrf2. Zeng et al. (2015) mostraram que a administracao oral de 50
mg/kg de curcumina € capaz de promover cardioprotecdo em camundongos
submetidos a dieta hiperlipidica pela ativacdo da Nrf2 e inibicdo do Fator Nuclear
kappa-B (NF-kB), um fator de transcricdo relacionado a resposta imune. Esse
fendbmeno também foi observado no mesmo trabalho em experimentos in vitro, com

células cardiacas H9C2 tratadas com palmitato.

Outra via de sinalizacéo relacionada a cardioprotecdo é a promovida pela
acao da insulina. Ji et al. (2010) verificaram a influéncia da perfusao intravenosa de
insulina (4 ml/kg/h por 3 horas, comecando 5 minutos antes da reperfusdo) em um
protocolo de I/R in vivo (30 minutos de isquemia seguidos de 3 horas de reperfusao),
atraves de oclusdo da artéria coronaria e verificou uma reducéo significativa na area
de infarto e na ativacdo da apoptose, mensurada pela atividade da caspase-3.
Segundo os autores esta adaptacdo esta relacionada a uma menor ativacéo da Oxido
Nitrico Sintase Induzida (iNOS), inibindo a formacéo de ONOO'. Além disso os autores
verificaram um aumento na fosforilagdo da forma endotelial da NOS (eNOS), que
estaria relacionada a uma maior fosforilacdo da Akt. Esta ativacdo, que é
desencadeada pela acéo da insulina além de estimular as vias de sintese de proteinas
e, com isso, estar diretamente relacionada a cardioprotecédo, também é responsavel
pela diminuicdo da abertura dos poros de transicdo de permeabilidade mitocondrial
(mPTP), pela inibicAo das vias de apoptose, pela inibicdo da autofagia (Matsui e
Rosenzweig, 2005) e pela ativacdo do Nrf2 (Tan et al., 2011). Estas respostas também
podem ser moduladas independentemente da acdo da Akt, sendo entdo vias de

sinalizacdo que podem ser estudadas de maneira independente.
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1.6. Exercicio Fisico

A prética regular de exercicios fisicos é, uma das principais formas de
manutencdo da saude e qualidade de vida, bem como & recomendada como
tratamento ndo medicamentoso para doencas como hipertenséo arterial, diabetes,
cancer, dentre outras (Oms, 2010). Esta pratica leva a adaptacdes positivas no
metabolismo energético tanto a nivel sistémico quanto a nivel tecidual, na funcéo do
sistema musculoesquelético e cardiovascular, dentre outras (Garber et al., 2011;
Warburton e Bredin, 2017).

A pratica do exercicio fisico visa trabalhar as diferentes valéncias fisicas
(forca, flexibilidade, agilidade, resisténcia aerdbia, coordenacdo motora, velocidade,
mobilidade e equilibrio), e as modalidades de exercicios fisicos sdo escolhidas para
treinar valéncias especificas. S&o elas o treinamento de forga, o treinamento aerdbio,

o treinamento anaerdbio e o treinamento de flexibilidade (Garber et al., 2011).

O treinamento aerdbio consiste em atividades prolongadas, realizadas em
uma intensidade média de até 65% VO2 Maximo, onde, metabolicamente, se tem a
predominancia do metabolismo aerébio. O treinamento anaerdbio consiste em
atividades que podem variar entre estimulos de poténcia, forca ou ciclicos realizados
em alta intensidade, onde a predominancia metabdlica € das vias ATP-CP e
Glicolitica. O treinamento de flexibilidade visa aumentar ou preservar a amplitude de
movimento de determinada articulagdo e se utiliza de movimentos passivos, ativos

balisticos ou com facilitacdo neuroproprioceptiva.

As ultimas recomendacdes do Colégio Americano de Ciéncias do Esporte
(Garber et al.,, 2011) sugerem, para pessoas sedentarias, a pratica de atividades
aerdbias em intensidade leve a moderada (30-60% VO2 Reserva), com frequéncia
semanal minima de 150 minutos/semana para melhorar o condicionamento
cardiorrespiratério. Além disso sdo recomendados o minimo de 2 séries de 8-12
repeticdes com intensidade de 40-70% de 1 repeticdo maxima e no minimo 2-3 vezes
por semana para cada grupamento muscular. Ja para promover melhoras na
flexibilidade, é sugerido o trabalho estatico em um tempo 10-30 segundos em uma

amplitude que leve a um leve desconforto musculoarticular.
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1.6.1. Exercicio Fisico e Cardioprotecéao

O exercicio fisico, na medida em que é praticado de maneira regular,
proporciona a melhora de todas as valéncias fisicas (for¢a, condicionamento aerdbio,
equilibrio, agilidade, flexibilidade), além de beneficios para a saude mental (Garber et
al., 2011), e, portanto, € essencial para a manutencdo de uma vida saudavel em
humanos. Evidéncias experimentais sugerem que o exercicio fisico é capaz de ativar
diversos mecanismos que induzem a esse beneficio. Rodrigues et al. (2014)
mostraram, em modelo animal de infarto cicatrizado, que o treinamento aerébio de
intensidade leve a moderada (50-70% da velocidade maxima) em esteira por oito
semanas antes da inducéo cirdrgica ao infarto foi capaz de promover cardioprotecéo
pela melhora das fun¢des autonémicas e melhora da capacidade cardiorrespiratéria.
Além disso, a mortalidade pés-infarto foi reduzida a zero no grupo que foi submetido
ao treinamento, enquanto o grupo sedentario teve 25% de mortalidade. Seguindo
nesta linha, Sloan et al. (2009) compararam, em um estudo clinico randomizado, o
efeito do treinamento de forca (3 séries de 10 repeticbes para cada grupamento
muscular, aumentando 5 libras a cada 2 semanas, 3-4 vezes por semana) e do
treinamento aerdbio (70% Frequéncia Cardiaca Maxima, 20-60 min, 3-4 vezes por
semana) por 12 semanas no condicionamento aerobio e na modula¢do autonémica e
sugeriram que somente o treinamento aerdbio foi capaz de melhorar as duas
variaveis, que estdo intimamente associadas a cardioprotecdo. Hamilton et al. (2003)
verificaram a capacidade cardioprotetora do exercicio aerébio em curto periodo de
tempo em modelo animal de injuria por I/R in vivo e sugeriram que a pratica de
exercicio fisico aerébio de intensidade moderada (60-70% VO2 Maximo) em esteira
por cinco dias foi capaz de proporcionar cardioprotecado pelo aumento da expressao
de HSP72, uma proteina que responde a hipoxia e que neste contexto inibe a
sinalizacao que leva a morte celular independente da via das caspases (Kesaraju et
al., 2014). Soufi et al. (2011) sugeriram que doze semanas de treinamento de forca
sdo capazes de levar a cardioprotecdo pela diminuicdo da area de infarto e do
aumento da performance cardiaca. Powers et al. (2014) enumeram outras adaptacoes
que o exercicio fisico pode gerar para induzir a cardioprotecdo, como mudanga do
fluxo glicolitico durante a isquemia/reperfusdo, alteracées na sinalizacdo promovida
por NO°, melhora na performance dos canais de potassio sensiveis a ATP,

responsavel pelo ajuste da excitabilidade da membrana da célula cardiaca, e melhora
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na capacidade antioxidante. Este ultimo € considerado um dos principais indutores de

lesé@o por injuria de isquemia/reperfusdo e um dos mais estudados atualmente.
1.7. Antioxidantes e Cardioprotecéo

O uso de antioxidantes é uma das estratégias usadas na promoc¢do de
cardioprotecao, no sentido de diminuir os efeitos deletérios do aumento da producéao
de EROs durante a isquemia e, principalmente, durante a fase inicial da reperfuséo
(Hamilton, 2007). Embora alguns dos efeitos associados a acdo dos antioxidantes
possam ser associados a sua acao pro-oxidante (Linnane e Eastwood, 2006), a
literatura € bem clara no que diz respeito a acdo dos antioxidantes enquanto
promotores de cardioprotecdo. Qin et al. (2006) mostraram que, mesmo comecgando
o tratamento com vitaminas C e E uma semana depois do procedimento de infarto
cicatrizado em coelhos, h4 diminuicdo do estresse oxidativo com consequente
reducdo da sinalizacdo para apoptose (reducdo da Bax, aumento da Bcl-2 e
diminuicéo da clivagem da caspase-9) e manutenc¢éo da regulacdo da bomba de Ca?*-
ATPase do reticulo sarcoplasmatico, proteina importante para a manutencdo do

transiente de Ca?* na célula, contribuindo para a manutencdo da funcéo cardiaca.

A literatura também mostra o efeito de antioxidantes advindos de ervas e
plantas na cardioprotecao. Um exemplo disso € o trabalho desenvolvido por Li et al.
(2017), onde cardiomiécitos foram tratados com ginsenosida Rgl, um importante
composto bioativo do Panax ginseng antes de submeté-los ao protocolo de hipdxia-
reoxigenacao. O estudo sugeriu uma diminuicdo dose-dependente dos biomarcadores
de apoptose, com diminuicdo da producdo de EROs, manutencéo da atividade das
enzimas antioxidante SOD, GPx e da concentracdo de GSH. Estes efeitos estariam
associados a um aumento da ativagdo da proteina Nrf-2, j& anteriormente explicada
como uma via promotora do aumento da expressao de RNAm associados a enzimas
antioxidantes como HO-1 e GPx. O estudo clinico conduzido por Xing et al. (2015)
verificou a acao cardioprotetora da Anisodamina, um composto derivado da raiz da
Scopolia tangutica, usada na medicina chinesa para tratamento de desordens
circulatérias em humanos, ap6s infarto do miocardio. O estudo sugere que a
Anisodamina é capaz de diminuir a rea de infarto no miocéardio pela inibicdo dos
mecanismos apoptoéticos. Magyar et al (2012) sugeriram que 10 mg de resveratrol,
principal composto bioativo da uva em um tratamento de 3 meses de duracgéo, foi
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capaz de diminuir os niveis sanguineos de LDL, prevenir a sua oxidacdo e melhorar a
funcao ventricular esquerda de pacientes com Doenca Arterial Coronariana. Portanto,
fica claro que compostos derivados de ervas e plantas podem apresentar um papel
importante na cardioprotecao.

1.7.1. Erva Mate

A erva mate (llex paraguariensis, St. Hill) € um vegetal muito utilizado para a
elaboracdo de cha e de bebidas diversas. E encontrado na América do Sul, tendo
prevaléncia na regido sul do Brasil, Argentina e Uruguai (Bracesco et al., 2011). A erva
mate (MATE) é conhecida por possuir acdo antioxidante, sendo rica em polifendis
(Schinella et al., 2000). Filip et al. (2001) verificou que o MATE é a erva com maior
concentracdo de flavonoides entre todas as espécies da familia llex, superando o
vinho tinto. Outro estudo comparando o MATE com o vinho e outras bebidas
consideradas antioxidantes foi realizado por Actis-Goretta et al. (2002), mostrando
gue o MATE, assim como as outras bebidas testadas, tem efeito antioxidante dose-

dependente.

O MATE também possui compostos bioativos que podem levar a efeitos
adaptégenos, e alguns ja foram relatados em diversos trabalhos. Dentre eles podemos
citar o efeito modulador da oxidacao de glicose e do metabolismo lipidico (Silva et al.,
2011; Resende et al., 2012), anti-inflamatério (Schinella et al., 2014) e modulador de

adipogénese (Gosmann et al., 2012).
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Figura 3 - Figura ilustrativa dos principais compostos do MATE. Adaptado de
Bracesco et al. (2011).

Os efeitos adaptogenos do MATE, em sua maioria, estdo relacionados a sua
capacidade antioxidante devido a presenca de polifendis e flavonoides bem como
seus efeitos sobre 0 metabolismo energético, que pode receber influéncia tanto dos
compostos citados anteriormente quanto das metilxantinas e das saponinas, também
presentes na planta (Fig. 3). Gugliucci e Stahl (1995) estudaram pela primeira vez o
efeito antioxidante do MATE, mostrando uma diminui¢éo da oxidacéo de LDL por H20:2
in vitro. O mesmo efeito foi confirmado em estudo in vivo do mesmo grupo, porém a
dose de MATE administrada oralmente ndo foi divulgada (Gugliucci, 1996). Bracesco
et al. (2003) verificou que o MATE foi capaz de reduzir o dano em DNA provocado por
H202 em Saccharomyces cerevisiae, além de ter visto a mesma protecdo contra
oxidacdo de moléculas de LDL, utilizando doses de 50 g/L e 200 g/L de MATE,
respectivamente, preparado por infusdo. O efeito protetor contra nitracédo proteica foi
mostrado por Bixby et al. (2005), onde o MATE, na dose de 50 g/L feito por infuséo,
foi capaz de inibir a nitracdo provocada por ONOO® em cultura de células de
macrofagos RAW 264.7 e em células mamarias 31EG4. Filip et al. (2007)
demonstraram que o MATE, em concentracdes a partir de 10 pg/mL, aumenta a
atividade e secrecdo da enzima peroxidase salivar, grande responsavel pela protecéo
bucal, em ratos Wistar machos. Lanzetti et al. (2008) mostraram que o tratamento oral
e retroperitoneal com MATE na dose de 150 mg/kg foi capaz de diminuir a peroxidacao
lipidica, a migracdo de macréfagos e neutréfilos e a expressdo de TNF-a em pulmdes
de camundongos fumantes. Milioli et al. (2007) demonstraram que o tratamento
retroperitoneal com doses de 250 e 500 mg/kg de MATE foi capaz de diminuir os
sintomas do mal de Parkinson em camundongos, e relacionaram com o efeito
depressor da produgdo de NO, seguido de uma atividade ndo-dopaminérgica, pelo
aumento da atividade da apomorfina. O efeito do MATE na expressao de enzimas
antioxidantes foi caracterizado por Matsumoto et al. (2009). Estes autores mostraram
que o consumo de 5 g de MATE aumentou a capacidade antioxidante total e a
expressdo génica das enzimas Catalase, Superdxido Dismutase e Glutationa
Peroxidase, além de diminuir a peroxidacgéo lipidica apos sete dias de tratamento em
leucdcitos de mulheres saudaveis. Recentemente, Schinella et al. (2014) demonstrou
que o MATE, na dose de 250 mg/kg, promoveu efeito anti-inflamatorio sistémico e
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topico, pela reducao da inflamacéo induzida em orelhas e patas de camundongos. O
mecanismo proposto neste estudo foi a reducéo da atividade da Oxido Nitrico Sintase
Induzida (INOS) e da Ciclooxigenase-2, mecanismos que sao promotores de lesao
tecidual em situacao de desequilibrio redox (Kohen e Nyska, 2002).

1.7.1.1. Erva Mate e Cardioprotecéo

O efeito cardioprotetor do MATE foi primeiramente relatado por Schinella, et
al. (2005), que perfundiram coragdes isolados de ratos Wistar com solugao contendo
ou ndo MATE. O grupo de coragbes perfundidos com solugédo contendo MATE (30
png/mL) obteve melhor performance cardiaca e menor area de infarto que o grupo
controle, sugerindo a inducéo de efeito cardioprotetor. Para determinar um possivel
mecanismo cardioprotetor os autores submeteram o0s coragfes a perfusdo com
solucéo contendo MATE e MATE + L-NAME, um inibidor da Oxido Nitrico Sintase
(NOS). Os coracbes perfundidos com L-NAME + MATE tiveram a performance
cardiaca diminuida e a area de infarto aumentada em comparacdo aos coracfes
perfundidos somente com MATE. Os autores sugeriram que O mecanismo
responsavel pela cardioprotecao induzida pelo MATE est& associado ao aumento da
atividade da NOS.

O mesmo grupo (Gonzalez Arbelaez et al., 2016) avaliou, no modelo do
trabalho anterior, os mecanismos moleculares modulados pelo tratamento local com
MATE. O tratamento levou a uma preservagao parcial da quantidade de GSH,
associada a uma menor peroxidacao lipidica. Os autores também acharam um
aumento da fosforilacdo de Akt e eNOS, duas vias associadas com a producgéo de
NO, além de uma diminui¢cdo da abertura dos poros de transicdo de permeabilidade
mitocondrial (mPTP), sugerindo que o tratamento local com MATE promoveu
cardioprotecao pela regulacdo positiva da eNOS, que aumentaria a producdo de NO
que, consequentemente, promoveria 0 aumento da fosforilagcdo da Akt e também

modularia negativamente a abertura dos mPTP.

Nesse contexto, em um trabalho recente, nosso grupo demostrou que ratos
pré-tratados com MATE por 7 dias apresentam maior resisténcia miocérdica contra
injurias de isquemia e reperfusdo (Cahué et al., 2017). Em paralelo, avaliamos

também se o consumo do MATE poderia potencializar o efeito cardioprotetor da
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atividade fisica. Nossos resultados mostraram que, isoladamente, treinamento
aerobio leve (exercicio de natacédo) e consumo de MATE (1 g/kg), por 7 dias, induzem
cardioprotecdo contra injurias de isquemia e reperfusdo miocardica, como pode ser
observado na figura 4. Os grupos treinado (E) e tratado com MATE (M) apresentaram
maior recuperacao pos-isquémica da pressao desenvolvida do ventriculo esquerdo e
menor area de infarto. Contudo, a associacao do treinamento aerébio com a consumo
de MATE (E+M) reverteu os efeitos benéficos observados nos tratamentos realizados
separadamente.

Uma possivel explicacdo para a melhora dessas variaveis cardiacas nos
coracOes dos ratos dos grupos M e E seria a reducao do estresse oxidativo. Contudo,
na avaliacdo do estado redox cardiaco, foi observada alteracdo significativa na
peroxidacao lipidica e na carbonilacdo de proteinas no grupo M em relacao a todos
0S outros grupos experimentais. Este resultado poderia sugerir que 0 consumo de
MATE aumenta o estresse oxidativo em coracbes de animais sedentarios e o
treinamento aerdbio se contrapdem a este efeito do MATE. Entretanto, a razdo
GSH/GSSG, utilizada como padréo de equilibrio redox, teve aumento significativo no
grupo M, sugerindo que o consumo de MATE por sete dias promoveu uma melhora
do equilibrio redox do musculo cardiaco. Nao foi observada alteracfes significativas
na atividade da catalase, enquanto a atividade da SOD foi aumentada no grupo E. O
consumo do MATE inibiu o aumento da atividade da SOD induzida pelo exercicio,
sugerindo que a inibicdo da cardioprotecdo promovida pelo exercicio aerébio pode

estar associada a inibicdo da atividade da SOD.
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2. Problema do Estudo

O tratamento do IAM uitiliza terapias de reperfusdo e revascularizacdo, tais como
fibrindlise, cateterismo coronariano percutaneo e cirurgias de revascularizagdo, com
a funcéo de salvar cardiomidcitos da &rea de risco isquémico que apresentam danos
reversiveis e reduzir a extensdo da necrose. Essas intervencbes reduzem a
mortalidade por IAM (Ferdinandy et al., 2007), entretanto, de forma paradoxal,
também causam danos e morte celular, contribuindo para a extensdo da area de
infarto. Assim, o aumento da capacidade do miocardio responder as injarias de
isquemia e reperfusdo pelo aumento da capacidade antioxidante € de fundamental

importancia para a sobrevivéncia apos um IAM (Powers et al., 2014).

A literatura mostra que a atividade fisica é capaz de melhorar a capacidade
antioxidante tanto de humanos quanto de animais treinados (Powers et al., 2014). Em
paralelo a atividade fisica, a suplementacao dietética, como por exemplo a ingestao
de vitamina C, também vem sendo associada a protecdo antioxidante (Rodrigo et al.,
2013). Devido a suas propriedades antioxidantes ja descritas na literatura o MATE
poderia funcionar como um importante coadjuvante no processo de cardioprotecao.
Schinella et al. (2005) demostraram o efeito do MATE na reducéo da area de leséo
cardiaca apo0s infarto, contudo estes autores avaliaram o uso do MATE através de
perfusdo de coracdes isolados. Tendo em vista que a administracdo oral poderia
alterar a estrutura e a biodisponibilidade das moléculas que compdem esta bebida,
seria de extrema importancia avaliar se os efeitos cardioprotetores sugeridos por

Schinella et al. (2005) poderiam ser observados também ap6s o consumo do mate.

Os nossos dados anteriores sugerem que 0 aumento do dano redox promovido pelo
consumo de MATE esta, em nosso modelo, diretamente associado a cardioprotecao
e pode ser mediada por vias de sinalizacdo ora relatadas a expressdo de RNAm de
enzimas antioxidantes. A partir deste cenario, a investigagdo dos mecanismos
moleculares torna-se fundamental para compreender o papel do MATE nos
mecanismos de cardioprotecéo induzida pelo seu consumo e elucidar os mecanismos
da inibicdo da cardioprote¢cdo quando ha a associacdo da ingesta de MATE com

exercicio aerébio.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho é investigar o potencial terapéutico do consumo
de MATE, com ou sem associagdo com exercicio aerdbio, em modelo experimental

de infarto do miocérdio.
3.2. Objetivos Especificos
Sao objetivos especificos deste trabalho:

e Selecionar, através de andlises dos dados anteriores baseadas em ferramentas
de Data Science, 0s possiveis mecanismos associados a cardioprotecao
induzida pelo consumo de MATE e a inibicdo da cardioprotecdo gerada pela
interacdo entre consumo de MATE e pratica de exercicio aerébio de baixa
intensidade.

e Avaliar o papel do MATE nos mecanismos de cardioprotecao induzida pela sua
ingesta;

e Investigar os mecanismos da inibicdo da cardioprotecdo quando ha a
associacao da ingesta de MATE com exercicio aerobio;
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Studies on strategies to generate cardioprotection have been on the rise. Previous work by our group with an ex
vivo model of ischemia,/reperfusion has shown that both short-term consumption of yerba mate (YM) and ex-
ercise can each preserve cardiac function independently. Surprising, the two strategies together do not, with
apparent loss of their respective cardioprotection activity. To improve our understanding of mechanisms in-
volved without reperforming the experiments, we have conducted a retrospective data science-analysis that have
produced new nsights. The analysis shows that YM generated reductive stress (RS). RS increased redox damage

in heart that appears to have led to a protective conditioning. In combination with exercise, the effects of YM
inhibited the intermittent ROS generation promoted by exercise, which diminished the adaptive response in
heart These results suggest that an understanding of molecular mechanisms involved with YM-promoted RS in
cardiac tissue could lead to improved strategies to induce cardioprotection,

1. Introduction

Cardioprotective strategies are an important approach to prevent
morbidity and death from myocardial infarctions (heart attacks). This is
reflected in the increased mumber of studies on methods to provide
protection against ischemia/reperfusion injuries in the heart. A recent
search of PubMed, performed 09/05/2018, with “cardioprotection” as
the keyword returned 3801 articles since 01,/01,/2010. This represents a
49% increase over the previous, equivalent period (2536 articles from
2000 to 2009).

Our recent work described the cardioprotective effect of short-term
consumption of llex paraguoriensis (St. Hill) (Cahue et al., 2017). The
results showed that the daily ingestion of I paraguariensis (1 g/kg) for
seven days could promote a protection of cardiac function against a
global ischemia/reperfusion (I/R) injury. The measured increases in
protein carbonyls and lipid peroxidation in the cardiac tissue of animals
provided [ paraguariensis suggested a possible oxidative pre-
conditioning mechanism. However, the combination of I. paraguariensis
consumption with low-intensity aerobic exercise, which is cardiopro-
tective, attenuated the benefits of each. This counteractive effect was
proposed to be related to the antioxidant effect of I paraguariensis at-
tenuating the oxidative burst associated with exercise, which inhibited
the normally observed increase in superoxide dismutase (SOD) activity
that is promoted by exercise.

“Corresponding author,
E-mail address: vpsalermno@yahoo.com.br (V.P. Salerno).

https://dolorg/10.1016/).j.2018.12.008
Received 9 November 2018; Accepted 5 December 2018
1756-4646/ @ 2018 Elsevier Ltd. All rights reserved.

A slight, but significant increase in the GSH/GSSG ratio in cardiac
tissue of rats that consumed L paraguariensis suggested that a pro-oxi-
dative preconditioning could be promoted by its short-term consump-
tion. Here, we have reanalyzed the original data set (Cahue et al., 2017)
using data science (DS) methods, which some authors describe as the
science that leams from data (Donoho, 2017). The results help clarify
possible mechanisms underlying I. paraguariensis and exercise induced
cardioprotection and the inhibition caused by the interaction between
the herb and exercise.

2. Interpreting graphical analysis

Graphics were generated through an online tool, RAWGraphs
(http://app.rawgraphs.io/), that can utilize raw data. The data from
our previous work (Cahue et al,, 2017) was extracted, organized and
saved in an .csv file to be compatible with RAWGraphs. To preserve the
balance in the analyses, which can be influenced by the number of
samples per group, a sample size of five was used per group for all. The
variables used in all graphical analyses were TBARS (lipid peroxida-
tion), PC (protein carbonyls), 30D (Superoxide Dismutase activity) and
GSH/GSSG ratio based on their significance to the results of our pre-
vious work.

Three types of graphic representations were built to analyze the
data graphically. Pamallel Coordinates plots provided an equalized
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Fig. 1. Parallel Coordinates composed by TBARS, PC, GSH/GSSG Ratio and SOD activity. Black lines — Mate group. Red lines — Exercise Group. Light Blue lines —
Exercise + Mate group. Light Grey lines — Control group. For each group n = 5.

Fig. 2. Alluvial Diagram showing the impact of PC (A), TBARS (B), GSH/GSSG Ratio (C) and SOD activity (D) in each group. The order of group, from top to bottom,
reflects the impact of individual values in the respective group. For all graphics, n = 5 for each group.

scaled, multivariable graphic to allow the visualization of patterns in
the data. Alluvial Diagrams shows the contribution level of a variable
within each group, attributing a “weight” based on a main variable.
This graphic displays lines that are ordered from higher (thicker) to
lower (thinner) values converging on an impact of values in each group.
Finally, a Convex Hull shows, in a dispersion graphic, a polygon-based
grouped analysis that helps to understand the behavior of each group
when correlating two variables. All three graphics, together, can show
patterns that can be used to predict which variables are related with the
correspondent outcome (in our case, cardioprotection).

Fig. 1 shows a Parallel Coordinates graphic using redox damage
biomarkers, lipid peroxidation (TBARS) and protein carbonylation

106

level, a redox balance biomarker, reduced/oxidized glutathione ratio
(GSH/GSSG), and superoxide dismutase (SOD) activity. We focused our
analysis on the mate consumption only group (M; black line) and the
exercise training only group (E; red line). An examination of the char-
acteristics of the data lines shows that the samples of the M group
displayed higher values of PC, TBARS and GSH/GSSG ratio without a
pattern in SOD activity. In samples from the E group, values of SOD
activity were higher than those observed in M group, with lower values
for PC and TBARS. These observations suggest that L. paraguariensis-
induced cardioprotection, in our model, must be related with higher
redox damage and a slightly higher redox balance.

Panel 2 shows how much impact these variables exerted in each
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Fig. 3. Convex Hull graphics, correlating PC and TBARS with GSH/GSSG Ratio (3A and 3B), and with SOD activity (3C and 3D). For all graphics, n = 5 for each

group.

group. Both redox damage biomarkers (PC in Fig. 2A and TBARS in
Fig. 2B) and GSH/GSSG ratio (Fig. 2C) had a higher impact in the M
group. TBARS had a moderate impact in the E and E + M group, while
PC showed a lower impact inE and E + M. In contrast, 30D activity can
be observed as a main effect of exercise intervention (Fig. 2D).

In Fig. 3A and B, there can be observed within the M group a pattern
with the samples being positioned in the up-right comer representing
higher levels of PC (3A), TBARS (3B) and GSH/GSSG ratio, which is
consistent with the behavior observed previously (Figs. 1 and 2A and
B). Toverify the impact of SOD activity in PC and TBARS, we correlated
these variables and E group samples showed higher values of SOD ac-
tivity, accompanied with lower values of PC (Fig. 3C) and TBARS (3D).
Group E + M showed lower and intermediate values of SOD activity
with lower levels of PC and TBARS, suggesting the antioxidant and
inhibitory effect of [ paroguariensis consumption on the adaptations
from exercise training.

3. A new approach for Ilex paraguariensis-mediated
cardioprotection

In our previous work, the mechanism we proposed for the cardio-
protection qualities of I paraguariensis consumption was through the
pro-oxidative effects expected at the concentration provided (Miranda
et al., 2008), which could induce a preconditioning adaptation. Another
possible explanation to explain the effects observed in our study is re-
ductive stress (RS). The phenomenon of RS was initially associated with

the effects from the large amount of antioxidant, either endogenous or
exogenous, which modulated signaling pathways that diminished the
antioxidant capacity or mitochondrial function (Passi, Picardo, &
Mazzaro-Porro, 1987). Recently, RS has been described to coincide with
an increase in the reductive capacity due to a huge increase in ratios of
GSH to GSSG, NADH H™ to NAD or NADPH™ to NADP ratios (Perez-
Torres, Guamer-Lans, & Rubio-Ruiz, 2017). It also can occur when an
antioxidant compound interacts with other molecules that generates
free radicals or improves the production of superoxide.

A prolonged exposure to RS can induce hypertension, DNA damage,
apoptosis (Hodnick, Kung, Roettger, Bohmont, & Pardini, 1986), mi-
tochondrial dysfunction and endothelial cell death (Posadino et al.,
2013 Posadino et al, 2015). I pargguariensis contains high con-
centration of phenolic compounds (Bracesco, Sanchez, Contreras,
Menini, & Gugliucei, 2011) that can induce to ROS production when
they interact with transition metal ions (ie. copper and iron) or when
they are converted into phenoxyl radicals in a high reductive en-
vironment (Passi et al., 1987; Decker, 1997). This effect can be related
with others already explained in literature. Du, Xiao, Yao, Hao, and
Zhao (2017) showed an increase in peroxide production following an
increase in NOX4 and p22™* protein expression in rat mesenteric
venules after a single injection of 7 mg/kg chlorogenic acid, a phenolic
acid and a major constituent of I. paraguariensis (Bracesco et al., 2011).
This dose corresponds to a 5-fold increase in the dose indicated by
Chinese herbal medicine injection protocols. Murakami et al. (2013)
quantified the concentration of phenolic acid in 30 mg/mL of dried
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leaves of I paraguariensis and showed a concentration of about
1.99mg/mL of chlomgenic acid. de Oliveira, Sampaio, Pinto,
Catharino, and Bastos (2017) showed an increase of dyhy-
drophenylproprionic acid and hippuric acid (phenolic acids derived
from chlorogenic acid metabolism) concentration in liver and plasma
8h after a single treatment with 2 g/kg of I paraguariensis. In our ex-
perimental model we used a dose of 1 g/kg of a commercially pre-
paredlyophilized extract of I poraguariensis (Matte Ledo, Curitiba,
Brasil). Each animal consumed about 200-300mg/mL of this extract
which represent a phenolic acid concentration between 13-20 mg/mL,
which correspond to 9-14-fold the dose indicated in Chinese herbal
medicine injection protocols. Thus, it is expected that this higher con-
centration of yerba mate, for 7 days, could potentiate the reductive
environment, inducing to the reductive stress.

The potential of short-term [. paraguariensis consumption to induce
RS can explain the observed inhibition of cardioprotection when com-
bined with low-intensity aerobic exercise. Several studies have shown
similar inhibitory effects from the combination of exercise training and
antioxidants supplementation. Gomez-Cabrera et al. (2008) found a
negative interaction of vitamin C (500mg/kg bw/day) and exercise
training (5days per week, 25-25 min per day) for 3 weeks in running
capacity and Cytochrome C expression. A combination of 12-week en-
durance training with vitamins C and E supplementation in humans
increased plasma protein carbonyls (Yfant, Fischer, Nielsen,
Akerstrom, Nielsen, Veskoukis, & Pedersen, 2012), which represents a
negative effect from their interactions. Our data showed an inhibition
of SOD activity in the exercise training group that also consumed L
paraguariensis, which resulted in an inhibition of recovery during the
reperfusion period. Therefore, our results converge with previous ob-
servations in the literature that were exposed by the data science ap-
proach. It suggests that there is a negative interaction between anti-
oxidant supplementation and exercise training that impacts myocardial
tssue. Further studies are warranted to better understand this phe-
NOMEenon.

4. Conclusion and a new perspective

The retrospective analysis of data by a data science approach sug-
gests that I paraguariensis-mediated cardioprotection can be explained
by a reductive stress. This condition can be responsible for the increased
levels of lipid peroxidation and protein carbonyls as well as the in-
hibition of exercise-mediated cardioprotection. This effect can be
mainly attributed to the high concentration of polyphenols contained in
yerba mate consumed during the experimental period. Our group
continues to concentrate our efforts to understand the molecular me-
chanisms underlying these effects with a focus on the interaction be-
tween the redox damage and the regulation of mRNA expression of
genes related to antdoxidants and the activity of antioxidant enzymes to
clarify how L parogueriensis promotes cardioprotection and inhibits
exercise-related protection against I-R injury.
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5. Materiais e Métodos
5.1. Animais

Foram utilizados 20 ratos Wistar machos, saudaveis, com dois meses de
idade, pesando 250 + 50 gramas, mantidos em ambiente com temperatura controlada
(21 + 1 °C) com ciclo claro/escuro de 12 horas invertido. A racdo e a agua foram
mantidas ad libitum durante todo o periodo de experimentacdo. Todos o0s
procedimentos estio de acordo com o Comité de Etica de Trabalho com Animais do
Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ), sob o numero EEFD004.

5.2. Protocolo Experimental

Os animais foram distribuidos em quatro grupos: sedentario controle (C),
sedentario + suplementacdo com MATE (M), treinamento controle (E) e treinamento
+ suplementacdo com MATE (E+M) (n=5 para cada grupo). Os animais dos grupos C
e E foram tratados oralmente via gavagem com veiculo (dgua, 1 mL), enquanto os
animais dos grupos M e E+M receberam a dose de 1 g/kg do peso corporal de MATE,
diluidos em 1 mL de agua. O MATE foi preparado por diluicdo simples, utilizando o p6
solvel liofilizado MATE LEAO (Le&o, Curitiba, Brasil). A dose de 1g/kg de MATE é o
equivalente a 1,5L de MATE (Miranda et al, 2008). A forma de treinamento escolhida

para este experimento foi a natacao.

Inicio Sacrificio
I 3 dias I 7 dias I
I N | Periodo Experimental I
Adapt ~
.ap agae C e M: Mantiveram Adaptagao
1 min natagao i 5
E e E+M: 30 min natagado, 5% peso corporal
Sem sobrecarga
de sobrecarga
Ce E: Aproximadamente 1 mL agua
M e E+M: 1g/kg Mate P6 Soluvelem 1 mL agua

Figura 4 - Demonstrativo grafico da linha experimental.

Como mostrado na Figura 4, antes do treinamento todos os animais foram

adaptados ao exercicio de natacdo durante 3 dias consecutivos, 1 min por dia. Os
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animais dos grupos C e M foram submetidos ao protocolo de adaptacéo ao longo do
periodo de treinamento, enquanto os animais dos grupos EC e EM foram submetidos
a um treinamento aerébio de intensidade baixa/moderada, com 5% do peso corporal
acoplado a parte proximal da cauda, por 30 minutos. A intervencédo teve duracao de
sete dias. Apdés 24 horas do ultimo dia da linha experimental os animais foram

submetidos a eutanasia por decapitacao.
5.3. Homogenizagao do Tecido Cardiaco

Para a coleta e armazenamento do tecido cardiaco foi utilizado o protocolo
descrito por Chaves et al. (2006), com modificacdes. Logo apds o sacrificio o coracao
foi retirado e lavado com solucdo salina 0,9%. Apds a lavagem os atrios foram
desprezados e os ventriculos aliguotados em tubos eppendorf e congelados
instantaneamente em nitrogénio liquido. Apds o congelamento as amostras foram

armazenadas em freezer a -80°C até o momento das analises.

O método descrito por Dahlman e Guttredge (2011) foi utilizado para a
preparacao do tecido cardiaco para as analises de proteinas pelo método de Western
Blotting. Foi homogeneizado, em gelo, 20mg de tecido em 180uL de tamp&o de baixo
sal (10 mM HEPES pH 7,6, 10mM KCI, 1,5mM MgCl, 0,1mM EDTA, 0,1mM EGTA,
1mM DTT, 0,5mM PMSF, 50uL Cocktail de Inibidores de Protease (Roche, EUA) e
0,5mg/mL benzamidina). O homogenato foi incubado em gelo por 5 minutos e entéao
submetido a incubacdes seriadas, por 3 vezes, em freezer -80 °C por 5 minutos e em
banho maria a 37 °C por 1 minuto. Apos cada ciclo de incubacdo as amostras foram
vortexadas em velocidade média por 5 segundos. Apos este ciclo de incubacdo as
amostras foram centrifugadas (3000 rpm, 3 minutos, 4 °C) e o sobrenadante, com o
conteudo citoplasmaético, foi retirado e armazenado em freezer -80 °C para as analises
posteriores. O pellet, com o conteudo nuclear, foi ressuspenso em tampéo de alto sal
(20mM HEPES pH 7,6, 420mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 25% glicerol, 1mM
DTT, 5uL Cocktail de inibidores de proteases (Roche, EUA)) na razdo de 1 mg de
tecido originalmente homogeneizado para 4uL de tamp&o e uma nova incubacao de
30 minutos foi realizada, com leve agitacdo a cada 10 minutos. ApOs esta etapa as
amostras foram centrifugadas (13000 rpm, 5 minutos, 4 °C). O sobrenadante com o
conteudo nuclear foi transferido para tubos previamente resfriados e armazenados em

freezer -80 °C para analises posteriores.
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5.4. Western Blotting

O homogenato de tecido cardiaco foi diluido em tamp&o de solubilizacdo
Laemmli (BioRad, EUA) para uma concentracgédo final de 10 pug de proteina, o qual foi
aplicado em gel gradiente de poliacrilamida (10 a 12%, p/v). A eletroforese foi
realizada a 4 °C por 60 minutos, em uma voltagem fixa de 100V e amperagem minima
de 20mA em solucao de corrida SDS-PAGE (190mM Glicina, 25mM Tris, 0,1% SDS).
Todos os géis continham uma linha onde foi aplicado o padrdo de peso molecular
Precision Plus Protein Standards (BioRad, EUA). Apés a eletroforese os géis foram
direcionados para coloracdo em solucdo de azul de Coomassie (1,259 azul de
Coomassie, 225mL metanol, 50mL &cido acético e 225 mL H20 ultrapura) ou para
transferéncia, utilizando membranas de PVDF, previamente hidratadas em solugao de
transferéncia (80% de solucéo contendo 25mM Tris-Base e 190mM Glicina para 20%
etanol). A transferéncia foi realizada a 4 4 °C, em voltagem minima de 100V e

amperagem fixa de 200mA por 2 horas.

Apos a transferéncia, as membranas foram coradas em solucdo Ponceau
(ATX Ponceau S red staining solution, Fluka Analytical, EUA), diluida em agua
ultrapura conforme recomendacdo do fabricante, para a confirmacdo das
transferéncias, descoloradas por solugdo TBS (20 mM Tris pH 7,5, 150mM NacCl) e
submetidas ao bloqueio com solucao contendo 3% de albumina sérica bovina (BSA)
diluidos em TBS. As membranas permaneceram em solucédo de bloqueio por, pelo
menos, 12 horas. ApGs esta etapa as membranas foram lavadas por 3 vezes com
solugdo TBS-T (20 mM Tris pH 7,5, 150mM NacCl, 0,1% Tween 20) e encubadas por
24 horas em anticorpo primario das proteinas de interesse (Nrf2 - sc-722 — Santa Cruz
Biotechnologies, EUA; Keapl - sc-15246 — Santa Cruz Biotechnologies, EUA), na
diluicdo de 1:2000 em solugéo TBS contendo 3% BSA. Apos mais 3 lavagens com
TBS-T, as membranas foram encubadas por 2 horas com anticorpos secundarios anti-
rabbit (cat # 925-68071; LI-COR, EUA), anti-goat (cat # 925-32219; LI-COR, EUA) e
anti-mouse (cat # 925-32210; LI-COR, EUA) diluidas na proporc¢ao 1:10000 (v/v). As
membranas, finalmente, foram lavadas novamente por 3 vezes com solucdo TBS-T e
uma vez com solucdo TBS para, entdo, serem escaneadas pelo scanner de
infravermelho Odssey (LI-COR, EUA). As proteinas foram quantificadas através do
software ImageJ (Nacional Institute of Health, EUA, verséo 1.48), tendo como controle

de carregamento citoplasmatico a proteina GAPDH (sc-47724 - Santa Cruz
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Biotechnologies, EUA) e como controle de carregamento nuclear a banda mais densa

verificada na coloracéo por solucdo de Ponceau (~37-45 KDa).

5.5. Quantificacdo da Expressdo de RNAm

Para verificar se 0 exercicio associado ou ndo ao consumo de MATE modula
a expressao de RNAm relacionados a cardioprotecdo foi utilizado o método
quantitativo (QRT-PCR).

5.5.1. Extracdo de RNA e Transcri¢cdo Reversa

Para extracdo do RNA, foi utilizado 30mg de tecido cardiaco que foi
homogeneizado em tampao de lise com kit comercial (ReliaPrep RNA Tissue Miniprep

System, Promega, EUA), seguindo as instrucdes determinadas pelo fabricante.

A transcricdo reversa do RNA (0.5 pug) em cDNA foi feita através do kit de
transcricdo reversa de alta capacidade (Applied Biosystems, Thermo Fisher, EUA)
seguindo as especificacbes do fabricante. O cDNA obtido foi utilizado para
amplificagéo dos genes dos RNAm de interesse.

5.5.2. Desenho dos Primers

Os primers foram obtidos através de ferramenta online disponivel no sitio
eletrbnico da empresa IDT - Integrated DNA Technologies
(https://lwww.idtdna.com/scitools/Applications/RealTimePCR). Primeiramemente foi
verificado o coédigo do gene de interesse no banco de dados do NCBI
(https://Iwww.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore). Apds esta etapa os codigos foram inseridos
na ferramenta citada anteriormente para se obter o desenho, senso e reverso, de cada
gene de interesse. Para confirmar se o desenho estava de acordo com gene de
interesse foi utilizada a ferramenta online Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), inserindo os desenhos, senso e

reverso.
5.5.3. Teste de Eficiéncia dos Primers

Para avaliar a eficiéncia dos primers desenhados para os alvos de interesse,
uma curva de diluicdo seriada (1:5) da amostra foi realizada, com o gradiente de

concentracdo variando de 25 ng/puL a 0,2 ng/puL. As diferentes concentracfes de
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amostra foram amplificadas por gRT-PCR em um mix contendo 7,5 pL Go Taq® PCR
Master Mix (Promega, EUA), 0,6 pL da mistura de primers senso e reverso a 10 uM e

0,9 pL de amostra diluida em &gua livre de RNAses.

A ciclagem de temperaturas foi: uma etapa inicial de 50°C por 2 minutos e
95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto para todos os primers, no equipamento Applied Biosystems® ViiaTM 7 Real-
Time PCR System. A andlise da curva padrdo foi usada no calculo da eficiéncia:
E=10(-1/slope)-1. Primers com eficiéncias de amplificacdo entre 90 e 100% foram

consideradas ideais para 0 ensaio com as amostras controle e experimentais.
5.5.4. Ensaio de gRT-PCR

Para realizar a analise da expresséo relativa o cDNA das amostras foi diluido
a 5 ng/uL e 1 pL foi utilizado na reacédo de amplificacao juntamente com 7,5 pL de Go
Tag® PCR Master Mix, 0,6 pL da mistura de primers senso e reverso na concentracéo
de 10 uM e 4,9 uL de agua. As amostras foram amplificadas em duplicata nas
temperaturas validadas no experimento de eficiéncia. Para o céalculo da expresséo
relativa o controle endégeno utilizado foi o gene Gapdh e o método de analise utilizado

foi 0 2-24Ct A lista com as sequéncias dos primers pode ser vista na tabela 2.

Tabela 2 - Desenho, senso e reverso, dos primers utilizados neste estudo.

Gene Senso Reverso

Nfe2l2 GCTATTTTCCATTCCCGAGTTAC ATTGCTGTCCATCTCTGTCAG
Keapl AATGCTATGACCCAGACACTG CAGGTAGTCCAAGTGCTTCAG
Hmoxl CTTTCAGAAGGGTCAGGTGTC TGCTTGTTTCGCTCTATCTCC
Catalase CAAGCTGGTTAATGCGAATGG  TTGAAAAGATCTCGGAGGCC
Sodl TGTGTCCATTGAAGATCGTGTG CTTCCAGCATTTCCAGTCTTTG
Sod2 GGACAAACCTGAGCCCTAAG CAAAAGACCCAAAGTCACGC
Gpx1 AATCAGTTCGGACATCAGGAG GAAGGTAAAGAGCGGGTGAG
Gpx3 CAGCTACTGAGGTCTGACAG ACTAGGCAGGATCTCCGAG
Nox2 CCATTCACACCATTGCACATC CGAGTCACAGCCACATACAG
Gapdh CCATCAACGACCCCTTCATT GACCAGCTTCCCATTCTCAG
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5.6. Atividade da Glutationa Peroxidase

A atividade da enzima Glutationa Peroxidase foi verificada através de uma
adaptacao do protocolo descrito por Flohé e Gunzler (1984). Foram pipetadas em uma
cubeta de quartzo de 1 mL 833 pL de tampé&o KPE (0,1M tampé&o fosfato + 1mM EDTA,
pH 7,0), 10 uL de amostra, 50 pL de solucdo de Glutationa Redutase contendo 0,24
U diluido em tampao fosfato pH 7,0, 50 puL de 10 mM GSH e 15 pL 1,5mM NADPH. A
reacao foi iniciada apos a incluséo de 2 pL de 12 mM t-butil hidroperéxido e a leitura
foi executada por 2 minutos em um comprimento de onda de 340 nm com a cubeta
encubada a 37°C. Para quantificar o resultado foram utilizados os slopes de

decaimento da absorbancia usando o coeficiente de extincdo molar do NADPH.
5.7. Dosagem de Proteina

A dosagem de proteinas foi realizada como descrito por Bradford (1976).
5.8. Analise Estatistica

Para a realizacdo da andlise estatistica foi utilizado o teste de Analise de
Variancia (ANOVA) em duas vias. Quando conveniente, foi utilizado o pos-teste linear
em dois estagios de Benjamini, Krieger e Yekutieli, com taxa de falsa descoberta para
comparacdes com o grupo controle (C). A taxa de falsa descoberta determinada foi
de Q=0,05 e a comparacéao foi considerada estatisticamente significativa quando p <
0,05.

44



6. Resultados
6.1. O Consumo de MATE e o Exercicio Aerdbio de Baixa Intensidade em Curto

Periodo Modula a Interagédo Nrf2-Keapl

Como foi verificado anteriormente (Cahué et al, 2017), o consumo de MATE
por sete dias, na dose de 1g/kg peso corporal aumentou o dano redox no tecido
cardiaco. Como foi discutido no artigo 1, este aumento pode ser causado por um
aumento do ambiente redutor, pela alta capacidade antioxidante dos &cidos fenélicos
(principalmente os acidos clorogénicos). Uma hipétese levantada € que este dano
redox poderia estar associado a um aumento da ativacao da proteina Nrf2. O exercicio
fisico, ja € descrito como um promotor de ativacdo da Nrf2 pelo aumento da producéo

de EROs de forma intermitente.

Para verificar se estas intervencdes estao associadas ao aumento da ativacao
desta proteina realizamos a dosagem em fracdes citoplasmatica e nuclear, além da
dosagem citoplasmaética da proteina Keapl, responsavel pelo direcionamento da Nrf2
para a poliumbiquitinagdo. Como mostra a figura 5, todas as interven¢des diminuiram
significativamente a quantidade da fracao citoplasméatica de Nrf2 em relacdo ao grupo
controle (A), sem altera¢cdes na fracao nuclear (B) ou na quantidade citoplasmatica de
Keapl (C).
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Figura 5 - Quantificacdo das proteinas Nrf2 e Keapl por Western Blotting. (A)
Quantificacdo de Nrf2 na fracéo citoplasmatica. (B), Quantificacdo de Nrf2 em fracao
nuclear. (C) Quantificacdo de Keapl em fracdo citoplasmatica. A comparacao foi
realizada por Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias, com pos teste linear em
dois estagios de Benjamini, Krieger e Yekutieli, com taxa de falsa descoberta Q=0,05.
n=5 para cada grupo.

6.2. O Consumo de MATE Aumenta a Expresséo de Nfe2l2 e Keap1l

A ativacdo da Nrf2 modula positivamente a expressdo do seu gene
correspondente (Nfe2l2) e também do gene associado a sua proteina inibidora, Keapl
(Sharath Babu et al., 2017). Para verificar se a diminuicdo da fragcdo citoplasmatica de
Nrf2 avaliada nos grupos experimentais estaria associada a regulacao de seu gene
correspondente, avaliamos a expressdo de RNAmM de Nfe2l2 e Keapl. Houve um
aumento estatisticamente significativo na expressao génica de Nfe2I2 (figura 6A) com
uma tendéncia a aumento do gene Keapl (figura 6B, p=0,0893 vs. C), sugerindo que,

apesar de as intervencdes diminuirem a quantidade citoplasmatica de Nfr2 (o que
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pode sugerir sua translocacéo para o nucleo), somente o consumo de MATE foi capaz

de modular a expressao génica dos seus genes
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Figura 6 - Quantificagdo de RNAm dos genes Nfe2l2 (Nrf2) e Keapl dos grupos
experimentais. (A) Expressdo de RNAmM do gene Nfe2l2 (Nrf2). (B) Expressédo de
RNAm do gene Keapl. A comparacao foi realizada por Andlise de Variancia (ANOVA)
de duas vias, com pés teste linear em dois estagios de Benjamini, Krieger e Yekutieli,
com taxa de falsa descoberta Q=0,05. n=5 para cada grupo.
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6.3. O Consumo de MATE Aumenta a Expressdo de Genes Associados a
Ativacado da Nrf2

O aumento da expressdo do gene Nfe2l2 esta associado ao aumento de
expressdo de enzimas antioxidantes de segunda fase, como HO-1, GPx, dentre
outras. Para avaliar esta relagcdo no modelo utilizados neste trabalho, a expresséao de
RNAmM de genes associado a enzimas antioxidantes, que podem estar relacionados a
ativacao de Nrf2, foram avaliadas.

Os RNAmM dos genes Sodl (Fig. 7A), Gpx1 (Fig. 7E) e Gpx3 (Fig. 7F), os quais
estdo associados a ativacdo da Nrf2, sofreram um aumento estatisticamente
significativo no grupo M quando comparados ao grupo controle. Este dado sugere que
h& aumento na ativacdo da Nfr2, corroborando com o aumento da expressao de
RNAmM do gene Nfe2l2 (Fig. 6). O aumento na expressédo dos genes associados a
sintese de enzimas antioxidantes, pode ser responsavel pela cardioprotecéo
observada no estudo anterior (Cahué et al, 2017). Houve uma tendéncia (p=0,053) a
reducédo da expresséao do gene Gpx3 no grupo E+M quando comparado com o grupo
controle, sugerindo que esta pode ser uma resposta associada a inibicdo da
cardioprotecao verificada quando as intervencdes (consumo de MATE e exercicio

aerobio de baixa intensidade) sdo associadas. Nao foram observadas diferencas
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estatisticamente significativas quando analisados os genes Sod2 (Fig. 7B), Hmox1
(Fig. 7D) e Catalase (Fig. 7C).
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Figura 7 - Expressdo de RNAm associadas a enzimas antioxidantes. (A) Sodl, (B)
Sod2, (C) Catalase, (D) Hmox1, (E) Gpx1 e (F) Gpx3. A comparacdao foi realizada por
Andlise de Variancia (ANOVA) de duas vias, com pos teste linear em dois estagios de
Benjamini, Krieger e Yekutieli, com taxa de falsa descoberta Q=0,05. n=5 para cada

grupo.
6.4. O Exercicio Fisico Reduz a Expressao de Nox2
Em situacdes onde ha o aumento de estresse oxidativo ou redutor, uma das

causas associadas ao aumento da expressdao de RNAmM de Nfe2l2 é o aumento da
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expressdo de RNAmM de Nox2 e Nox4. Para verificar se os tratamentos estariam
associados a regulacdo deste gene, avaliamos a expressdao de RNAmM de Nox2 e,
como pode ser visto na figura 8, o grupo E teve reducéo significativa da expressao de
Nox2 comparado ao grupo controle.
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Figura 8 - Expressdo de RNAm de Nox2. A comparacdo foi realizada por Analise de
Variancia (ANOVA) de duas vias, com pos teste linear em dois estagios de Benjamini,
Krieger e Yekutieli, com taxa de falsa descoberta Q=0,05. n=5 para cada grupo.

6.5. A Atividade da Glutationa Peroxidase é Reduzida Pelos Tratamentos

Experimentais

Ao encontrar um aumento significativo da expressdo de RNAm de Gpx1 e
Gpx3, a avaliacdo da atividade da Glutationa Peroxidase (GPx) se fez necessaria para
verificar uma possivel associacao entre atividade enzimatica e expressao génica. No
entanto, como pode ser visto na figura 9, todos o0s tratamentos experimentais

reduziram significativamente a atividade da GPx em relacdo ao grupo controle.
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Figura 9 - Atividade da enzima Glutationa Peroxidase. A comparacéo foi realizada por
Andlise de Variancia (ANOVA) de duas vias, com pos teste linear em dois estagios de
Benjamini, Krieger e Yekutieli, com taxa de falsa descoberta Q=0,05. n=5 para cada

grupo.

7. Discussao

Nosso trabalho anterior (Cahué et al., 2017) foi o primeiro a sugerir que o consumo de
MATE, na dose de 1g, por curto periodo de tempo (7 dias), é capaz de promover
cardioprotecdo e que a associacao desta erva com a pratica de exercicios aerébios
de baixa intensidade pelo mesmo periodo atenua a cardioprotecdo induzida pelo
exercicio fisico. Um dos objetivos do presente trabalho € o de elencar um mecanismo
molecular associado aos efeitos observados. Discutiremos estes efeitos

separadamente.
7.1. Mate, Cardioprotecéao e Estresse Redutor

Depois de uma revisita aos dados obtidos no primeiro experimento pudemos
observar um comportamento associando maiores niveis de dano redox (peroxidacéo
lipidica e carbonilagdo de proteinas) com valores levemente maiores da razéo
GSH/GSSH e menores valores associados a atividade da superéxido dismutase
(SOD) no grupo tratado com MATE (Artigo 1). Uma situagéo, pouco explorada na
literatura, que poderia explicar pelo menos em parte este conjunto de associacoes &
o chamado estresse redutor que pode estar associado a alta quantidade de

antioxidantes no meio celular.
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O MATE contém alta concentracéo de acido clorogénico, um acido fendlico
gue possui alta capacidade antioxidante (Bracesco et al., 2011). Estes compostos
podem, quando em alta concentracdo em um meio biolégico, interagir com metais de
transicdo como cobre e ferro e serem entdo convertidos a radical fenoxil (Passi et al.,
1987; Decker, 1997). Este fendbmeno pode explicar alguns achados na literatura. Du
et al. (2017) verificaram um aumento na producéo de peroxido de hidrogénio (H202)
com um aumento na expressdo proteica de NOX4 e p22°Phox em artéria mesentérica
de ratos apGs uma Unica injecdo com 7 mg/mL de &cido clorogénico, o que equivale a
cinco vezes o recomendado pelo Protocolo de Injecdo de Remédios a Base de Ervas
Chinesas. Murakami et al. (2013) acharam uma concentracéo de 1,99 mg/mL de acido
clorogénico em um preparado de folhas secas de MATE na concentragédo de
30mg/mL. De Oliveira et al. (2017) mostraram, em ratos, um aumento da concentracao
hepatica e sérica dos acidos hipurico e dihidrofenilproprionico, metabdlitos finais do
acido clorogénico, 8 horas apés a ingestdo de 2g/kg peso corporal de MATE. Em
nosso primeiro experimento utilizamos a dose de 1g/kg peso corporal, o que é
equivalente a 1,5L de uma solucdo caseira (Miranda et al.,, 2008) e que, se
correlacionado com os estudos citados anteriormente, pode ser associado a uma alta

dose.

Sabendo que o dano redox promovido pelo MATE pode estar associado a
ativacdo da proteina Nrf2, verificamos, em fracdes citosoélica e nuclear, a quantidade
desta proteina e, de fato, houve uma diminuicdo significativa da Nrf2 em fracdo
citosdlica no grupo M em relagcéo ao grupo controle, sem modificacdo significativa na
fracdo nuclear. Quanto a proteina Keapl, ndo houve alteracbes associadas aos
tratamentos quanto ao conteudo citoplasmatico. Esta manutencdo do conteudo
nuclear de Nrf2 ndo necessariamente esta associada com sua ativagdo, ja que
trabalhos anteriores observaram que Keapl pode regular a quantidade de Nrf2
nuclear e, para que esta proteina tenha sua quantificagdo nuclear aumentada também
deve-se haver sintese protéica de novo (Itoh et al., 2003). Além disso, a Nrf2, em
ambiente nuclear, ainda esta suscetivel a degradacéo, contudo a velocidade desta
degradagédo pode ser menor quando comparada a velocidade da degradacao do
complexo Nrf2-Keapl por poli-ubiquitinagdo. Com isso verificamos a expresséao de
RNAmM de Nfe2l2 e Keapl, os genes associados a sintese de Nrf2 e Keapl, e houve

um aumento estatisticamente significativo da expressdo de Nfe2l2, com uma
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tendéncia a aumento da expressao de Keapl. Diversos trabalhos associam o aumento
da expresséao de Nfe2l2 (Nrf2) com cardioprotecdo em experimentos de injdria por IR
(Cominacini et al., 2015; Handy e Loscalzo, 2017; Nishida et al., 2017), com isso
podemos sugerir que o consumo de MATE, em nosso modelo experimental, induz a

cardioprotecao pela ativacao da Nrf2.

Alguns trabalhos sugerem que o aumento da ativacdo da Nrf2 no miocérdio
por estresse redutor estaria associado ao aumento da expresséo das isoformas da
NADPH Oxidase (NOXs) Nox2 e Nox4. A hiper-expressao de Nox4 em cardiomiocitos
de camundongos leva ao aumento da ativacdo da Nrf2 e aumento da expressao de
seus genes alvo e a geracdo de EROs pelas NOXs leva a ativacdo da ERK-1, que
potencializa a ativacao da Nrf2 (Brewer et al., 2013). Neste trabalho a expresséo da
Nox2 nao sofreu alteracao estatisticamente significativa (p=0,19) no grupo M, contudo
vale ressaltar o comportamento de aumento da expressao deste gene, que pode ter

relacdo com a ativacdo da Nrf2 vista também neste trabalho.

O aumento da expressao de Nfe2l2 (Nrf2) leva a um aumento da expresséo
de RNAm associado a enzimas antioxidantes de segunda fase, como Hmox (HO-1),
Sodl, Gpx e Gcl. Ao avaliarmos a expressdao de RNAm de alguns destes genes, 0
grupo M demonstrou um aumento na expressao dos genes Sodl, Gpx1l e Gpx3, sem
mudancas na expressao génica de Hmox e Catalase. Em nosso primeiro trabalho foi
observado um pequeno aumento no balango redox, pela razdo GSH/GSSG, no grupo
M em comparacdo ao grupo E. O genes Gpxl e Gpx3, associados as isoformas
intracelular e extracelular da enzima Glutationa Peroxidase, respondem positivamente
ao aumento da producdo de H20:2 (Forgione et al., 2002) e estariam, em particular a
Gpx1, associados a cardioprotecao contra insultos por I/R (Maulik et al., 1999). Apesar
de haver diminuicdo da atividade da GPx em nosso desenho experimental, o aumento
da expressédo de RNAmM de Gpx1 e Gpx3 pode sugerir uma adaptacao ao estresse
redutor. Babu et al. (2006) nao viram alteracao na atividade da GPx em coracédo de
animais saudaveis tratados com cha-verde por 6 semanas. Rajasekaran et al. (2007)
mostraram que uma mutagao na aB-Crystalina em humanos leva ao estresse redutor
e uma das situac6es associadas € o aumento da expressado de Gpx3. Yeh et al. (2009)
encontrou, apos 14 dias de tratamento com acidos fendlicos em ratos Sprague-

Dawley, aumento na expressdo de Nrf2, com consequente aumento na quantidade
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proteica de GPx, CuzZnSOD (SOD1) e Catalase no tecido cardiaco. Os autores
também observaram um aumento no balanco redox destes animais, sugerindo que o
tratamento com &cidos fendlicos pode ativar esta via, potencializando o ambiente
redutor celular em tecido cardiaco, o que resultaria em cardioprotecdo apods insulto

por I/R.

7.2. A Atividade da Superoxido Dismutase (SOD) e a Diminuicdo da Expresséo
de Nox2 Explicam a Cardioprotecédo Induzida pelo Exercicio e o Uso de
MATE Associado ao Exercicio Inibe as Adaptacfes Associadas as

Intervencdes

A cardioprotecdo promovida pela prética regular de exercicios fisicos é bem
descrita na literatura (Hamilton et al., 2003; Soufi et al., 2011; Powers et al., 2014).
Hamilton et al. (2003) sugeriram que 5 dias de exercicios aerobios de baixa
intensidade promove cardioprotecdo pelo aumento da atividade da SOD, sem
aumento de atividade da Catalase ou da GPx, em tecido cardiaco. O mesmo achado
foi visto em nosso trabalho, que observou a cardioprotecéo ap6s injaria por I/R depois
de 7 dias de exercicios aerébios em intensidade semelhante a utilizada por Hamilton
em 2003. A associacdo do uso de antioxidantes com a pratica regular de atividades
fisicas pode gerar inibicdo dos efeitos associados ao exercicio fisico. Gomez-Cabrera
et al. (2008) sugeriram um efeito negativo da associacao da Vitamina C (500 mg/kg
peso corporal/dia) com o exercicio aerdbio (5 dias/semana, 25-25 minutos/dia) for 3
semanas na capacidade aerobia e na expressdo de citocromo C. Nosso trabalho
anterior verificou uma tendéncia a diminuicao (p=0,053 na comparag¢éo do grupo E+M
com o grupo controle) da atividade da SOD, o que poderia estar associado a soma
das intervencdes. Neste trabalho investigamos a atividade da GPx e observamos uma
reducdo em todos 0s grupos experimentais quando comparado com o grupo controle.
A literatura € inconclusiva a respeito da resposta desta enzima apés o periodo de
treinamento. Gul et al. (2006) analisaram a resposta das enzimas antioxidantes em
coracOes de ratos machos Sprague-Dawley submetidos a treinamento aerébio (até
2,1 km/h, 90 minutos por dia, 5 vezes por semana, por 8 semanas) ou a exercicio
aerdbio exaustivo (até 2,1 km/h até a exaustédo) e ambas as condi¢des levaram a uma
diminuicdo da atividade da GPx. Powers et al. (1998) nao verificaram nenhuma

alteracdo na atividade da GPx ap0s 10 semanas de atividade aerobia (30-90 minutos
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em esteira, 25-30 m/min, 0-18% inclinacdo, 4 vezes por semana) em ratos fémeas
Sprague-Dawley. Outro estudo, do mesmo grupo (Lennon et al., 2004), né&o
encontraram qualquer alteragdo na atividade enzimética de GPx em coracdes de ratos
Sprague-Dawley machos apés 5 dias de exercicios aerébios, independente da
intensidade (55% ou 75% VO2 maximo). Corroborando esses resultados, um trabalho
mais antigo mostrou aumento na atividade desta enzima em coracéo de ratos Fisher-
366 apos 10 semanas de treinamento aerdbio (15-30 minutos, periodizado,
aumentando velocidade entre 8,2 e 30,3 m/min, 6° de inclinagdo). Estes dados
sugerem que o resultado pode estar associado a espécie utilizada no experimento, ao
sexo do animal, ao modelo de exercicio aerobio escolhido ou a intensidade escolhida

para o desenho experimental de cada estudo.

Para verificar se esta resposta também estaria associada a ativagdo da Nrf2
comparamos a quantificacdo proteica desta proteina em fracdes citoplasmatica e
nuclear de tecido cardiaco e, assim como visto com o grupo M, também houve
diminuicdo da Nrf2 em fracéo citosélica nos grupos E e E+M quando comparada com
0 grupo controle. Contudo, quando analisadas as expressdoes de RNAmM dos genes
associados a essas proteinas, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos E e
E+M e o grupo controle. Este padrao se manteve quando comparamos as expressdes
de RNAm dos genes Hmox, Catalase, Sod1, Sod2 e Gpx1, contudo, quando analisada
a expressado do gene Gpx3, verificou-se uma tendéncia (p=0,053) a queda quando
comparados os grupos E+M e C. Com relacdo a manutencéo da expressao de Nfe2l2
Nnos grupos que realizaram exercicio aerdbio, trabalhos sugerem que o aumento da
expressao deste gene seria em resposta a cada sessdo de exercicio, e que este
aumento poderia ser visto até 2 horas apos a sessao (Malaguti et al., 2009; Gounder
et al., 2012; Merry e Ristow, 2016), o que também explicaria, a0 menos em parte, a

manutencao da expressdo dos genes modulados pela expressao de Nfe2l2.

A aparente diminuicdo da expressao de Gpx3 e da atividade enzimatica de
GPx no grupo E+M pode estar associado a acéo antioxidante do MATE, haja visto que
0 consumo do preparado da erva era induzido 30 minutos antes, tempo suficiente para
gue haja biodisponibilidade de grande parte dos acidos fendlicos compostos na erva
(De Oliveira et al., 2017). Este aumento da disponibilidade de antioxidantes momentos

antes da pratica de atividade aerObia de baixa intensidade poderia tamponar a

54



producdo de EROs, que € aumentada durante a atividade, e considerada de extrema
importancia para adaptacdo do sistema antioxidante. Esta inibicAo poderia ser
mantida por um longo periodo de tempo, visto que a concentracdo de compostos
bioativos do mate se mantem por até 8 horas, como mostrado por de De Oliveira et
al. (2017).

Outra resposta associada a pratica de exercicios aerobios é a diminuicdo da
expressao e atividade das NOXs, principalmente a isoforma Nox2. Este fendmeno é
comumente associado a diminuicdo da producao de EROs, principalmente durante os
primeiros minutos de reperfusdo pela facilitacdo da entrada de neutrofilos, dada a alta
producao de anion superoxido pelas mitocéndrias (Zhou et al., 2015). Lee et al. (2015)
verificou uma diminuigédo da atividade da NOX2, somada a diminuicdo da quantidade
das proteinas reguladoras p47°"* e gp91Phox apds 12 semanas de treinamento aerdbio
(45 minutos por dia, 5 dias por semana) em ratos idosos. Neste trabalho o grupo que
realizou exercicios aerobios por 7 dias teve uma diminuicao significativa da expressao
do gene Nox2 comparado ao grupo controle, corroborando com os achados da
literatura. Quando o exercicio fisico foi associado ao consumo de MATE a significancia
estatistica deixou de existir, contudo o comportamento da variavel foi o mesmo. Este
achado, que sugere uma diminuicdo da producédo de EROs, somado ao aumento da
atividade da SOD, parecem ser fendmenos associados ao efeito cardioprotetor visto

pelo nosso trabalho anterior (Cahué et al., 2017)

Em resumo, nossos dados sugerem que a cardioprotecdo induzida pelo
consumo de MATE se d4, pelo menos em parte, pela ativacdo da proteina Nrf2, que
potencializa o aumento da expressado de genes associados a enzimas antioxidantes.
Os nossos achados sugerem gque o aumento do ambiente redutor promovido pela alta
dose de consumo de MATE leva a um aumento do dano redox, que aumentaria
ativacdo da Nrf2 e que, em ultima instancia, aumenta a expressdo de RNAm dos
genes Gpx1 e Gpx3. Nossos dados ainda apontam para uma tendéncia a inibicdo da
expressao de Gpx3 quando as intervencgdes sao conjugadas, o que, somada a inibicéo
da atividade da SOD, levaria a uma inibicdo da cardioprotecdo nesta situacéo

experimental.
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8. Conclusodes

O presente estudo sugere, a partir dos dados apresentados, que a
cardioprotecdo promovida pelo consumo de MATE esta associada ao aumento do
estresse redutor causado pela alta quantidade de acidos fendlicos, que promovem
dano redox aumentando a ativacdo da proteina Nrf2, que, por fim, aumenta a
expressdo de RNAmM dos genes Sodl, Gpxl e Gpx3, associados a enzimas
antioxidantes ja descritas como potencializadoras de cardioprotecao.

O exercicio fisico aerdbio de baixa intensidade realizado por 7 dias levou a
uma diminuicdo da expressdo de RNAmM do gene Nox2, que, associado ao aumento
da atividade da SOD vista anteriormente, pode explicar, pelo menos em parte, a
cardioprotecao induzida pelo exercicio. A associacdo do consumo de MATE com a
pratica de exercicio aerdbio de baixa intensidade inibe a expressédo génica de Gpx3
gue, somada a inibicdo da atividade da SOD vista em nosso primeiro trabalho, atenua

o efeito cardioprotetor associado a esta pratica.

Novos estudos estdo sendo desenvolvidos afim de verificar a influéncia destas
intervencdes em outras vias de sinalizacdo, bem como a associacdo do exercicio
aerobio com doses mais baixas de MATE, com a intencdo de investigar a relacéo
dose-dependente do consumo de mate com a cardioprotecdo promovida pelas duas

intervencgoes.
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ANEXO 1 — GRAFICOS DO ARTIGO 1 EM ALTA RESOLUCAO
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