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No item INTRODUÇÃO consta uma revisão sucinta da literatura sobre os temas 

trabalhados nesta tese. 

O DESENVOLVIMENTO da tese está apresentado sob a forma de dois artigos, os 

quais se encontram alocados no item ARTIGOS CIENTÍFICOS.  

A metodologia realizada, os resultados obtidos, discussão, conclusão e referências 

bibliográficas que fazem parte desta tese encontram-se nos próprios artigos e representam a 

íntegra deste estudo. 

O item DISCUSSÃO apresenta interpretações e comentários gerais sobre os trabalhos 

científicos aqui incluídos. 

Os itens CONCLUSÕES e PERSPECTIVAS, encontrados no final desta dissertação, 

apresentam interpretações e comentários gerais sobre a investigação desenvolvida. 

As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às citações que 

aparecem no item INTRODUÇÃO e DISCUSSÃO, uma vez que o artigo científico contém as 

suas próprias referências 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESUMO 

 

AVALIAÇÃO DO EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE Ilex paraguariensis e 

CAFEÍNA SOBRE O METABOLISMO E A DOENÇA DE ALZHEIMER EM 

Caenorhabditis elegans 

 

 

AUTORA: Marina Lopes Machado 

ORIENTADOR: Prof. Dr. Félix Alexandre Antunes Soares 

 

 

A Ilex paraguariensis é uma planta amplamente consumida na América do Sul, usada para 

preparar uma bebida semelhante ao chá, conhecida como mate, rica em cafeína e polifenóis, 

com múltiplas atividades biológicas, incluindo propriedades antioxidantes, antiobesidade e 

neuroprotetora. No entanto, estudos sobre as propriedades biológicas de Ilex paraguariensis 

são restritos e seus efeitos sobre o sistema nervoso central não são bem elucidados. A cafeína 

é um agente termogênico que atua através do receptor de adenosina e seu consumo está 

relacionado a um menor risco de neuropatologias associadas à idade. A doença de Alzheimer 

é uma doença neurodegenerativa progressiva caracterizada pela presença de placas amiloides 

no cérebro formada pela deposição de peptídeos β-amiloides insolúveis. Como várias plantas 

que possuem propriedades antioxidantes são conhecidas por serem neuroprotetoras, e também 

a cafeína possui propriedades termogênica e neuroprotetora, e o estresse oxidativo se 

correlaciona com a toxicidade do peptídeo β-amilóide, o presente estudo tem como objetivo 

investigar os efeitos do tratamento crônico com extrato de Ilex paraguariensis in vivo no 

metabolismo lipídico e no modelo de toxicidade induzida por βA, e comparar os efeitos deste 

último com a cafeína usando Caenorhabditis elegans. A modulação do metabolismo da 

gordura dependente de Ilex paraguariensis em C. elegans foi investigada pela primeira vez. 

No geral, Ilex paraguariensis diminuiu o armazenamento de lipídeos e aumentou o gasto de 

energia corporal nos animais. Esses efeitos dependem do sistema purinérgico (ADOR-1) e do 

receptor nuclear hormonal (NHR-49), um regulador chave da oxidação da gordura. Ilex 

paraguariensis também aumentou positivamente a expressão da lipase de triglicerídeos dos 

adipócitos tipo 1 (ATGL-1), para modular o metabolismo da gordura. Após, foram analisados 

os efeitos neuroprotetores de Ilex paraguariensis e cafeína. Ilex paraguariensis e cafeína 

aumentaram a sobrevivência de C. elegans e parecem atuar diretamente como sequestrador de 

espécies reativas de oxigênio, também atrasaram a paralisia induzida pelo peptídeo βA e 

diminuíram a atividade da enzima AChE em C. elegans. Verificou-se que o efeito protetor de 

Ilex paraguariensis contra a paralisia induzida pelo peptídeo βA foi depende do fator de 

choque térmico (HSF-1) e do fator de transcrição da família FOXO (DAF-16), que estão 

envolvidos respectivamente nos processos relacionados ao envelhecimento e na síntese de 

chaperonas – responsável pela homeostase proteica; enquanto o da cafeína dependia apenas 

da DAF-16. Os resultados foram melhores quando C. elegans foi tratado com Ilex 

paraguariensis do que com cafeína. Devido ao grande número de constituintes no extrato de 

Ilex paraguariensis, é difícil identificar o composto responsável pelos efeitos benéficos. 

Interações sinérgicas são importantes em fitomedicamentos, portanto os efeitos do extrato de 

Ilex paraguariensis podem ser menores quando um único composto é isolado e usado em 

baixas concentrações, como no caso da cafeína. 

 

Palavras-chave: Produtos Naturais. Erva mate. Metabolismo de lipídeos. Consumo de 

oxigênio. Doenças Neurodegenerativas. Doença de Alzheimer. Beta amilóide. 



ABSTRACT 

 

AVALIAÇÃO DO EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE Ilex paraguariensis e 

CAFEÍNA SOBRE O METABOLISMO E A DOENÇA DE ALZHEIMER EM 

Caenorhabditis elegans 

 

 

AUTHOR: Marina Lopes Machado 

ADVISOR: Félix Alexandre Antunes Soares 

 

 

Ilex paraguariensis is a plant widely consumed in South America, used to prepare a tea-like 

beverage, called mate, rich in caffeine and polyphenols, with multiple biological activities 

including antioxidant, anti-obesity and neuroprotective proprieties. Nevertheless, studies 

about the Ilex paraguariensis biological properties are restricted, and its effects over the 

central nervous system are not well elucidated. Caffeine is a thermogenic agent that acts 

through the adenosine receptor, and its consumption is associated with a lower risk of age-

associated neuropathologies. Alzheimer's disease is a progressive neurodegenerative disorder 

characterized by the presence of amyloid plaques in the brain formed by the deposition of 

insoluble β-amyloid peptides. Since several plants that have antioxidant proprieties are known 

to be neuroprotective, and also caffeine have thermogenic and neuroprotective proprieties, 

and oxidative stress correlates with Aβ-toxicity, the present study aims to investigate the 

effects of chronic treatment with Ilex paraguariensis extract in vivo on lipid metabolism and 

Aβ-induced toxicity model, and compare the effects of this last one with caffeine using 

Caenorhabditis elegans. Ilex paraguariensis-dependent modulation of fat metabolism in C. 

elegans was first investigated. Overall, Ilex paraguariensis decreased fat storage and 

increased body energy expenditure of worms. These effects depend on the purinergic system 

(ADOR-1) and nuclear hormone receptor (NHR-49), a key regulator gene of fat 

oxidation. Ilex paraguariensis also upregulated the expression of adipocyte triglyceride lipase 

1 (ATGL-1), to modulate fat metabolism. After, the neuroprotective effects of Ilex 

paraguariensis and caffeine were analyzed. Ilex paraguariensis and caffeine increased the C. 

elegans lifespan and appeared to act directly as a reactive oxygen species scavenger, also 

delayed Aβ-induced paralysis and decreased AChE activity in C. elegans. The protective 

effect of Ilex paraguariensis against Aβ-induced paralysis was found to be dependent on heat 

shock factor (HSF-1) and FOXO-family transcription factor (DAF-16), which are respectively 

involved in aging-related processes and chaperone synthesis – responsible for the protein 

homeostasis; while that of caffeine was dependent only on DAF-16. The results were overall 

better when C. elegans was treated with Ilex paraguariensis than with caffeine. Due to a large 

number of constituents in the Ilex paraguariensis extract, it is difficult to identify the precise 

compound responsible for the beneficial effects. Synergistic interactions are important in 

phytomedicines, therefore the effects of Ilex paraguariensis extract can be less when a single 

compound is isolated and used at low concentrations, as in the case of caffeine. 

 

 

Keywords: Natural Products. Yerba Mate. Fat Metabolism. Oxygen Consumption. 

Neurodegenerative Diseases. Alzheimer’s Disease. Amyloid Beta.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

A expectativa de vida tem aumentado consideravelmente nos últimos anos, junto com o 

desenvolvimento econômico e a qualidade de vida (Edwards, 2011). Porém, o aumento da 

expectativa de vida é um fator de risco para o desenvolvimento de doenças 

neurodegenerativas, devido a estas estarem associadas a idade (Albert, 1996). Além disso, 

com a melhora do desenvolvimento econômico, os índices de sobrepeso e obesidade também 

tem aumentado, e estes estão associados com o maior risco de mortalidade (Peeters et al., 

2003).  

As doenças neurodegenerativas são caracterizadas por perda gradual e seletiva de 

neurônios do sistema nervoso central (SNC), formação de emaranhados neurofibrilares e 

degeneração no hipocampo (Ball, 1977; Ramsden et al., 2005), podendo levar ao declínio das 

funções cerebrais, perda de memória, demência e morte. A doença de Alzheimer (DA) é a 

doença neurodegenerativa mais comum relacionada a idade, afeta cerca de 35,6 milhões de 

pessoas (Organization, 2012), e é clinicamente caracterizada pelo declínio gradual da 

memória e comprometimento de outras funções cognitivas como a comunicação, movimento 

e incapacidade de fala (Bondi et al., 2002).  

Além da DA, outra doença de proporções globais e de prevalência crescente é a 

obesidade (Shaw, 2014). No Brasil, o sobrepeso e a obesidade vêm aumentando em todas as 

faixas etárias, em ambos os sexos, e em todos os níveis de renda. Em 2014, mais de 1,9 bilhão 

de adultos da população mundial, estavam acima do peso, destes, mais de 600 milhões eram 

obesos (Shaw, 2014). Em 2019, 33% da população do mundo estava com sobrepeso ou 

obesidade, e estima-se que, se as tendências recentes continuarem, até 57,8% da população 

adulta do mundo estará acima do peso ou obesos até 2030 (Forse et al., 2020) A obesidade é 

uma epidemia mundial de causa multifatorial resultante da interação de fatores genéticos e 

ambientais, que causa impactos na qualidade de vida. Já o sobrepeso é um alerta de que a 

ingestão energética excede as despesas de energia, e o indivíduo está a um passo de se tornar 

obeso. 

A relação entre obesidade e doenças neurodegenerativas progressivas associadas a idade, 

como DA, já foi observada (Whitmer, 2007; Whitmer et al., 2008; Fitzpatrick et al., 2009). 

Evidências crescentes sugerem que a patogênese da DA não se restringe ao compartimento 

neuronal, mas inclui fortes interações com mecanismos imunológicos no cérebro, e os efeitos 

vasculares da obesidade parecem desempenhar um papel significativo no desenvolvimento 

dessas doenças (Heneka et al., 2015). A inflamação periférica observada na obesidade, pode 
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afetar o cérebro em condições específicas, como no envelhecimento, levando à exacerbação 

da inflamação central. A neuroinflamação fornece um mecanismo central para doenças 

associadas ao envelhecimento (Pugazhenthi et al., 2017).  

Tendo em vista a projeção futura para o crescente número de idosos e a frequência da DA 

nesta população, e também o crescente número de pessoas com sobrepeso ou obesidade, o 

estudo de terapias que compartilham mecanismos para prevenir, reduzir ou retardar essas 

doenças, ou os sintomas produzidos por essas doenças são positivos. Nesse contexto, há um 

grande interesse em compostos bioativos não nutritivos derivados de alimentos e bebidas na 

redução do risco de doenças não transmissíveis (Chandrasekara e Shahidi, 2018). As bebidas 

a base de ervas, consumidas como parte de uma dieta balanceada, podem melhorar o status 

antioxidante e melhorar o estado geral de saúde. Várias bebidas à base de ervas são 

consumidas globalmente (Hicks, 2009), e os compostos bioativos naturais presentes nessas 

bebidas proporcionam uma série de efeitos biológicos benéficos, tais como ação antioxidante, 

antibacteriana, antiviral, anti-inflamatória, antialérgica, antitrombótica e vasodilatadora, bem 

como efeitos antimutagenicidade, anticarcinogenicidade e antienvelhecimento (Chandrasekara 

e Shahidi, 2018).  

Dentre estes produtos de origem vegetal, destaca-se a Ilex paraguariensis, também 

conhecida como erva-mate, uma espécie arbórea nativa da América do Sul, amplamente 

consumida no sul do Brasil sob a forma de chimarrão, na região centro-oeste na forma de 

tererê e no restante do país como chás ou infusões (De Andrade et al., 2012). Diversos 

compostos presentes na Ilex paraguariensis possuem uma série de funções biológicas, tais 

como: estimulação do SNC (Ito et al., 1997), atividade antioxidante (Filip et al., 2001), ação 

anti-inflamatória e hipocolesterolêmica (Gnoatto et al., 2005). O extrato também é 

considerado um potente inibidor de radicais livres (Schinella et al., 2005), tanto in vivo 

(Mosimann et al., 2006) quanto in vitro (Gugliucci, 1996). 

As metilxantinas, cafeína e teobromina são importantes compostos bioativos presente em 

Ilex paraguariensis (Reginatto et al., 1999), sendo a cafeína, presente em maior quantidade 

(Bastos, D. H. M. et al., 2007). Sua significância biológica é atribuída ao fato de serem 

alcaloides de purina, uma vez que as bases de purina são os principais componentes de 

nucleoproteínas e desempenham importante papel em organismos vivos (Cunha, 2001; 

Fredholm et al., 2005). 

A cafeína é conhecida por ser a droga mais popular do mundo (Weinberg e Bealer, 2001), 

diversos estudos mostram que o consumo de cafeína está associado com menor risco de 

doenças associadas à neuropatologias, como a DA (Maia e De Mendonca, 2002; Eskelinen e 
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Kivipelto, 2010), doença de Parkinson (DP) (Costa et al., 2010) e demência (Eskelinen e 

Kivipelto, 2010). Além disso, a administração de cafeína está associada com a reversão do 

comprometimento cognitivo e redução dos níveis do peptídeo β-amilóide (A) insolúvel em 

cérebro de camundongos modelo para DA (Arendash et al., 2009). 

Considerando que a obesidade e a DA são problemas de saúde pública, e os estudos 

relacionando a cafeína, um dos principais componentes bioativos de Ilex paraguariensis, 

como neuroprotetor, buscamos investigar os efeitos do extrato de Ilex paraguariensis no 

metabolismo de lipídios de Caernohabditis elegans, e também seu possível efeito frente a 

toxicidade do peptídeo βA. Ainda, comparamos o possível efeito neuroprotetor do extrato de 

Ilex paraguariensis com a cafeína isolada. 



 14 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

 

Investigar os efeitos do extrato de Ilex paraguariensis in vivo sobre o metabolismo 

lipídico bem como sobre a toxicidade induzida pelo peptídeo βA, utilizando o nematódeo 

Caenorhabditis elegans. 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 

- Investigar o efeito do extrato aquoso de Ilex paraguariensis em C. elegans sobre 

comportamentos relacionados a homeostase energética, níveis lipídicos, consumo de oxigênio, 

atividade antioxidante e determinar as possíveis vias envolvidas; 

- Investigar os possíveis efeitos protetores do extrato hidroalcóolico de Ilex 

paraguariensis e de um de seus principais constituintes, a cafeína, em um modelo de 

toxicidade induzida pelo peptídeo βA no nematoide C. elegans. 

- Determinar os mecanismos de IPHE e cafeína envolvidos na proteção frente a 

toxicidade do peptídeo βA. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 DOENÇAS CRÔNICAS NÃO TRANSMISSÍVEIS 

 

A população mundial está envelhecendo. As melhorias nas condições de vida e de saúde 

no século passado, graças aos progressos políticos, econômicos, sociais e na saúde, 

contribuíram para as pessoas vivessem mais e com uma vida mais saudável (Organization, 

1998; Salud e Organization, 2002). No entanto, o envelhecimento populacional também 

resultou em um maior número de pessoas com doenças crônicas não transmissíveis (DCNTs). 

A Organização Pan-Americana de Saúde – OPAS (2005) caracteriza as DCNTs como 

doenças de etiologia incerta, com múltiplos fatores de risco, longos períodos de latência, 

curso prolongado, origem não infecciosa e que não estão associados a deficiências e 

incapacidades funcionais. Entre as mais importantes estão o câncer, diabetes, doenças 

cardiovasculares, hipertensão, obesidade, assim como a DA e outras demências. As DCNTs 

são o resultado de uma combinação de fatores genéticos, fisiológicos, ambientais e 

comportamentais, e são responsáveis pela maior causa de morte no mundo. Cerca de 15 

milhões de pessoas entre 30 e 70 anos morrem a cada ano por complicações das DCNTs 

(Who, 2015), no Brasil, as DCNTs são responsáveis por 72 % das causas de morte (Malta e 

Silva Jr, 2014). Dentro dos países, essas mortes afetam desproporcionalmente os mais pobres. 

As DCNTs podem incluir muitas doenças que abrangem uma ampla categoria de 

condições evitáveis e inevitáveis de saúde, causadas por fatores externos, como a luz solar, a 

nutrição, poluição, estilo de vida; e também fatores intrínsecos como genética e sexo (Malta et 

al., 2006; Wagner e Brath, 2012; Malta e Szwarcwald, 2017). Uma maneira importante de 

prevenir ou controlar as DCNTs, quando possível, é reduzir os fatores de risco associados a 

essas doenças, como dieta, sedentarismo e dependência química (Malta et al., 2006). Quando 

já instaurada a DCNTs, tratamentos medicamentosos se fazem necessários.  

 

2.1.1 Sobrepeso e Obesidade 

 

A obesidade tem se tornado um problema social de grande ascensão entre a população, 

sendo considerada uma epidemia mundial (Friedrich, 2002), e nos últimos anos têm chamado 

atenção de instituições públicas de saúde, uma vez que afeta quase um terço de toda a 

população. No Brasil, mais da metade da população adulta está acima do peso (Rtveladze et 

al., 2013) (Figura 1). De acordo com a OMS, o quadro de sobrepeso e obesidade são 
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definidos quando há um acúmulo anormal ou excessivo de gordura no organismo, ou seja, 

quando a ingestão energética, principalmente armazenada como triglicerídeos, excede as 

despesas de energia (Spiegelman e Flier, 2001).  

 

Figura 1 - Taxas de excesso de peso em adultos nos países analisados pela OCDE em 2010 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Organisation for Economic Co-operation and Development. Disponível 

em: <https://www.oecd.org/health/health-systems/thirdlancetseriesonchronicdiseasesbrazil-

keyfacts.htm>. Acesso em: 3 jan. 2020.  

 

A urbanização e industrialização ocorrida no neste século impulsionou uma transição 

nutricional para uma dieta mais ocidentalizada, caracterizada pela alta ingestão de 

carboidratos e açúcares refinados, carnes, leite e derivados com grande densidade energética, 

e a redução do consumo de frutas, cereais, verduras e legumes, a qual, aliada à diminuição 

progressiva da atividade física, converge para o aumento no número de casos de obesidade em 

todo o mundo (Monteiro et al., 2000; Popkin et al., 2012). Ainda, com a crescente 

industrialização, as facilidades de transporte e o trabalho mecanizado também contribuem 

para o sedentarismo, levando as pessoas a gastarem cada vez menos energia, tornando as 

necessidades calóricas menores (Hruby e Hu, 2015). 

A obesidade é uma doença complexa, influenciada não apenas pela dieta, mas também 

pela genética, gênero, idade e atividade física (Brockmann e Bevova, 2002). A obesidade está 

comumente associada à algumas doenças metabólicas, à hipertensão, ao diabetes tipo II e à 
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resistência insulínica (Pi-Sunyer, 2004). Além disso, outra consequência do aumento do 

tecido adiposo é o acúmulo de espécies reativas de oxigênio (EROs) nos adipócitos, que 

quando em excesso, pode gerar estresse oxidativo sistêmico (Furukawa et al., 2004). 

O tecido adiposo não é somente um reservatório de energia, mas também exerce um 

papel fundamental na integração do metabolismo sistêmico, do sistema endócrino e da 

regulação da homeostasia (Guzik et al., 2006). As células do tecido adiposo, denominadas 

adipócitos, estocam energia na forma de triglicerídeos e podem mobilizar essas reservas para 

ser utilizada durante períodos de privação energética (Large et al., 2004). Além disso, os 

adipócitos produzem uma variedade de moléculas biologicamente ativas, as adipocinas 

(Furukawa et al., 2004), como a adiponectina, a resistina, a leptina, a angiotensina, o inibidor 

da ativação do plasminogênio-1 (PAI-1), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina 

- 6 (IL-6), a proteína de ligação ao retinol 4 (RBP4), entre outros (Ouchi et al., 2011). Elas 

medeiam a regulação de vários órgãos e tecidos, como o músculo esquelético, o sistema 

cardiovascular e o pâncreas (Fang et al., 2014; Romacho et al., 2014). Em condições de 

excesso de tecido adiposo, ocorre uma condição inflamatória crônica de baixo grau (Yudkin 

et al., 1999; Bullo et al., 2003), gerando uma produção desregulada das adipocinas. Uma vez 

que a maioria das adipocinas estimula respostas pró-inflamatórias, elas contribuem assim para 

o desenvolvimento de diversas complicações relacionadas à obesidade (Goldfarb, 2005; 

Ouchi et al., 2011). Algumas destas adipocinas também estão envolvidas na resistência à 

sinalização da insulina (Antuna-Puente et al., 2008). 

A insulina é um hormônio anabólico, secretado pelas células β das ilhotas pancreáticas 

após as refeições, em resposta ao aumento da concentração dos níveis circulantes de glicose e 

aminoácidos, com o objetivo de captar a glicose circulante para vários tecidos periféricos, 

incluindo músculo esquelético, fígado e tecido adiposo. Os efeitos biológicos da insulina 

iniciam-se após a ativação do seu receptor, e incluem a síntese de glicogênio, ácidos graxos e 

proteínas, a ativação da transcrição de genes específicos, modulação do crescimento e 

diferenciação celular (Wilcox, 2005).  

A resistência à insulina é uma condição genética ou adquirida, na qual concentrações 

fisiológicas de insulina provocam uma resposta menor na captação de glicose pelos tecidos 

periféricos. Como consequência, torna-se necessária uma maior produção de insulina pelo 

pâncreas para a manutenção da glicemia, aumentando desta forma os níveis circulantes de 

insulina e, portanto, a resistência à insulina acompanha em muitos casos a hiperinsulinemia 

(Saltiel e Kahn, 2001; Wilcox, 2005). A resistência à insulina é um fator de risco para 

diversas comorbidades, tais como hipertensão arterial sistêmica, diabetes mellitus tipo 2 e 
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dislipidemias. Recentemente, a obesidade tem sido relacionada também a algumas demências 

como a DA (Mittal et al., 2016). 

 

2.1.2 Doenças Neurodegenerativas 

 

O envelhecimento é caracterizado por um declínio gradual e irreversível das funções 

orgânicas, que gera diversas modificações em todo o organismo, levando a uma redução 

progressiva da sua capacidade funcional (Nahas, 2006). Os processos do envelhecimento 

afetam o SNC através de alterações morfológicas, histológicas e nos sistemas de 

neurotransmissores. As doenças neurodegenerativas são patologias crônicas comumente 

relacionadas à idade, caracterizadas pela destruição progressiva e irreversível de certos 

neurônios, o que leva à um déficit progressivo de funções do SNC.  

Doença neurodegenerativa é um termo genérico para uma série de doenças que afetam os 

neurónios do cérebro humano. Estima-se que existam mais de 600 desordens 

neurodegenerativas, com diversas manifestações clínicas e patológicas, geralmente essas 

doenças são de difícil diagnóstico, muitas vezes realizado apenas post-mortem (Przedborski et 

al., 2003; Brown et al., 2005). As doenças neurodegenerativas mais comuns são a DA, a DP, 

a doença de Huntington (DH) e a Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) (Przedborski et al., 

2003). 

As diferentes doenças neurodegenerativas afetam diferentes regiões do cérebro, por 

exemplo, a DA afeta o córtex cerebral, a DH e a DP levam à destruição dos gânglios da base, 

e a ELA afeta o sistema motor (Hung et al., 2010; Pievani et al., 2014; Oddone e Imbriani, 

2015). Dentre os mecanismos celulares e moleculares que estão envolvidos nessas doenças, 

destacam-se a agregação de proteínas malformadas, como α-sinucleína na DP, o peptídeo βA 

na DA, e a huntingtina na DH, além de inflamação e estresse oxidativo que estão presentes 

em todas essas doenças (Ross e Poirier, 2004)  

O aumento da expectativa de vida e consequentemente o progressivo envelhecimento da 

população facilitam o desenvolvimento das doenças neurodegenerativas (Albert, 1996). À 

medida que a população mundial envelhece, o número de indivíduos em risco para demência 

também aumenta. Estima-se que 35,6 milhões de pessoas viviam com demência em 2010, e 

esses números quase dobram a cada 20 anos, podendo chegar a 65,7 milhões de pessoas em 

2030 (Prince et al., 2013), sendo a DA, a doença neurodegenerativa mais comum que causa 

demência. 
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2.1.2.1 Doença de Alzheimer  

 

A DA é uma doença neurodegenerativa progressiva e crônica, sendo a forma mais 

comum de demência em pessoas de idade, e compreende cerca de 60 a 80% dos casos de 

demência nessa população (Alzheimer's, 2015). Os sintomas da DA costumam aparecer após 

os 65 anos de idade, e envolvem deterioração cognitiva e da memória de curto prazo, além de 

uma variedade de sintomas neuropsiquiátricos e alterações comportamentais e motoras que se 

agravam ao longo do tempo. A DA é normalmente associada à mutações nos genes da 

Proteína Precursora do Amilóide (PPA) e das Presenilinas 1 e 2 (Revett et al., 2013). 

As características clínicas e neuropatológicas da DA foram primeiramente descritas na 

Alemanha, pelo psiquiatra alemão Alois Alzheimer (Alzheimer, 1907), que tratou um 

paciente de 51 anos, no hospital de Frankfurt com perda progressiva de memória, delírios e 

alucinações. No exame post-mortem, Alzheimer identificou placas neuríticas e emaranhados 

neurofibrilares no cérebro do paciente, as características neuropatológicas da DA. Mesmo 

após anos de estudo, a etiologia da DA ainda é desconhecida, mas é provável que seja o 

resultado de fatores genéticos e ambientais (Aisen et al., 2011), e que raramente ocorre antes 

dos 50 anos de idade.  

As características neuropatológicas da DA incluem placas amiloides extracelulares 

difusas e neuríticas em campos terminais do neocórtex, constituídas principalmente pelo 

peptídeo A insolúvel derivado da PPA; emaranhados neurofibrilares intraneuronais da 

proteína tau nas estruturas do lobo temporal medial (Lublin e Gandy, 2010), morte neuronal e 

maior formação de radicais livres no cérebro (Benzi e Moretti, 1995; Markesbery, 1997) 

(Querfurth e Laferla, 2010). Em células normais, a tau é uma proteína envolvida na montagem 

e estabilização de microtúbulos das células neuronais, entretanto na DA ocorre uma 

hiperfosforilação dessa proteína que passa a se agregar em filamentos helicoidais 

emparelhados e sua capacidade de estabilização dos microtúbulos é perdida. Isso pode causar 

uma falha no transporte neuronal de organelas e vesículas, que eventualmente leva à morte 

celular (Mandelkow e Mandelkow, 1998; Mi e Johnson, 2006). 

Os peptídeos A são produzidos normalmente pelo metabolismo celular, sendo 

provenientes da clivagem da PPA na via não amiloidogênica pela α-secretase e 

posteriormente pela γ-secretase, gerando peptídeos sem importância patológica, e cujas 

funções ainda não estão bem elucidadas (Revett et al., 2013). A PPA é uma proteína 

transmembrana presente em grande quantidade no SNC, sua função fisiológica parece estar 

relacionada a uma variedade de funções, incluindo adesão celular, regulação das interações 
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célula/célula ou célula/matriz e mediação do crescimento de neuritos (Clippingdale et al., 

2001; Selkoe, 2001). Em indivíduos portadores da DA, a PPA é clivada preferencialmente 

pela β-secretase, e em seguida pela γ-secretase na via amiloidogênica, gerando os peptídeos 

βA tóxicos (Revett et al., 2013) (Figura 2). O acúmulo de βA se dá pelo desequilíbrio entre a 

produção e recaptação do mesmo, levando à agregação dos peptídeos, e este excesso torna-se 

o fator de início da DA (Selkoe, 2001). A importância do peptídeo βA na patologia da DA foi 

destacada pelo fato de que vários compostos que inibem a formação desse peptídeo são 

estudados em testes clínicos como possíveis terapias para a DA (Dasilva et al., 2010). 

 

Figura 2 - A PPA clivada por enzimas secretases. 

Fonte: Adaptado de Paula et al. (2009) 

 

O metabolismo energético cerebral também se encontra alterado nos estágios iniciais do 

comprometimento cognitivo causado pela DA, isso ocorre devido à uma deficiência na 

utilização da glicose pelos tecidos do cérebro. O processo de resistência à insulina celular no 

cérebro de pacientes com DA está cada vez mais evidente, incluindo naqueles sem diabetes 

sistêmica e, por esta razão, alguns autores têm se referido a DA como “diabetes tipo 3” (Steen 

et al., 2005; De La Monte e Wands, 2008). A diabetes mellitus tipo 3 corresponde a uma 

resistência crônica à insulina limitada somente ao cérebro, portanto ela pode se sobrepor ao 

diabetes tipo 1 ou 2. O diabetes tipo 3 representa um dos principais mecanismos patogênicos 

da neurodegeneração da DA (Rivera et al., 2005; Steen et al., 2005). 
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Por ser um transtorno multifatorial e complexo, os detalhes da etiologia da DA ainda não 

são compreendidos em um nível adequado para a descoberta de fármacos efetivos para sua 

cura. Sabendo que a deficiência colinérgica está presente no cérebro de pacientes com DA 

(Hampel et al., 2019), os inibidores da enzima acetilcolinesterase, que clivam a acetilcolina na 

sinapse colinérgica, são a abordagem terapêutica mais consistente (Bullock, 2002). De acordo 

com o protocolo clínico e as diretrizes terapêuticas para a DA do Brasil (Brasil, 2013), o 

tratamento atual é constituído da administração dos fármacos anticolinesterásicos, como 

Donezepil, Galantamina e Rivastigmina, que tem como objetivo apenas a redução da 

velocidade de progressão da doença e a melhora da memória e atenção. Esses fármacos 

causam efeitos colaterais colinérgicos como náusea, vômito, diarreia, dor abdominal 

bradicardia e insônia (Jann, 1998).  

Ainda, a DA favorece o vazamento de elétrons da cadeia respiratória mitocondrial e a 

produção de radicais livres no cérebro (Benzi e Moretti, 1995), combinações de antioxidantes 

naturais são bons candidatos como adjuvantes no tratamentos contra a DA. Eles oferecem 

uma variedade de mecanismos para reduzir os metabólitos do oxigênio nos tecidos, e podem 

alterar vias de sinalização, modular fatores de transcrição, e também desempenham funções-

chave na redução dos danos celulares causados pelas EROs nos tecidos. 

 

2.1.3 Obesidade e Doenças Neurodegenerativas 

 

Diabetes e obesidade estão entre os fatores de risco para a DA, que é a forma mais 

comum de demência. Estudos identificaram vários mecanismos sobrepostos em ambas as 

doenças, incluindo estresse oxidativo, disfunção mitocondrial e inflamação crônica 

(Pugazhenthi et al., 2017). Um estudo que mediu o diâmetro abdominal sagital dos 

participantes observou que indivíduos com o maior diâmetro tinham um risco quase três vezes 

maior de desenvolver demência, quando comparados com aqueles com o menor diâmetro 

(Whitmer et al., 2008). Outro estudo observou que uma relação cintura-quadril maior está 

associada à diminuição do volume do hipocampo (Jagust et al., 2005). Além disso, a ligação 

entre obesidade na meia-idade e o risco futuro de demência tem sido relatada por vários 

estudos (Whitmer et al., 2005; Fitzpatrick et al., 2009; Hassing et al., 2009; Hassing et al., 

2010; Anstey et al., 2011). Já um estudo de projeção de coorte baseado em uma população 

australiana mostrou que a demência na velhice poderia ser reduzida em 10% até 2050 se a 

obesidade na meia-idade diminuísse 20% (Nepal et al., 2014). A inflamação crônica de baixo 
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grau associada à obesidade na meia-idade fornece um vínculo mecanicista ao declínio 

cognitivo progressivo por meio de interligações com a inflamação central.  

A dieta rica em gordura é uma das principais causas de sobrepeso e obesidade. Níveis 

cronicamente elevados de ácidos graxos livres circulantes causam muitos efeitos deletérios, 

incluindo inflamação de baixo grau, que desempenha um papel importante na resistência à 

insulina (Avogaro, 2006; Fain, 2006). Estudos que examinam as vias inflamatórias na 

obesidade descobriram diversos eventos inflamatórios em comum na diabetes e obesidade 

(Lee et al., 2013; Snodgrass et al., 2013). Embora os ácidos graxos esterificados passem pela 

barreira hematoencefálica em capacidade limitada (Purdon et al., 1997), a captação de ácidos 

graxos pelo cérebro e o subsequente acúmulo de ácidos graxos foram observados em 

indivíduos com síndrome metabólica (Karmi et al., 2010). Além disso, embora o cérebro seja 

um órgão protegido das doenças imunológicas, os danos à barreira hematoencefálica 

observados com o envelhecimento, e também por uma dieta rica em gordura, podem favorecer 

a infiltração de mediadores inflamatórios do sistema imune, aumentando a inflamação central 

(Davidson et al., 2012; Freeman e Granholm, 2012; Tucsek et al., 2014; Pugazhenthi et al., 

2017) 

Estudos mostram que uma dieta rica em gordura pode promover a patogênese da DA, 

enquanto uma dieta com ácido docosahexaenóico (DHA), um ácido graxo do tipo omega-3, 

tem efeitos protetores contra a DA (Cole et al., 2010). O mecanismo envolvido parece ser 

através da ativação do sistema imunológico, porque os ácidos graxos saturados induzem uma 

resposta inflamatória através da proteína do receptor toll-like 4 (TLR4) no hipotálamo, que 

leva a geração de citocinas pró-inflamatórias nos astrócitos (Milanski et al., 2009; Gupta et 

al., 2012). A perda de função do TLR4 protege contra a obesidade induzida pela dieta. Além 

disso, a proteína tau foi encontrada em níveis elevados em camundongos diabéticos e também 

portadores da DA, independentemente do status metabólico periférico, indicando uma ligação 

molecular entre essas doenças (Takalo et al., 2014). Ademais, ácidos graxos livres estimulam 

a polimerização da proteína tau e do peptídeo A insolúvel in vitro (Wilson e Binder, 1997). 

Esses estudos sugerem fortemente que os ácidos graxos saturados podem influenciar a 

neuroinflamação, seja diretamente ao atravessar a barreira hematoencefálica, ou indiretamente 

através da infiltração de mediadores inflamatórios do sistema imune. Este poderia ser um dos 

mecanismos pelos quais a obesidade causa disfunção cognitiva. 

A perda de peso e o controle agressivo da glicose não são estratégias intervencionistas 

ideais para os idosos diabéticos ou obesos (Kirkman et al., 2012). Eles precisam ser iniciados 

na meia idade e não na velhice. O conhecimento adquirido em estudos que examinam as vias 
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neurodegenerativas crônicas associadas à obesidade, podem levar ao desenvolvimento de 

agentes terapêuticos que atrasam o declínio cognitivo e melhoram a qualidade de vida desses 

indivíduos.  

 

2.2 O ESTRESSE OXIDATIVO ASSOCIADO ÀS PATOLOGIAS 

 

O metabolismo celular produz fisiologicamente radicais livres, moléculas contendo um 

ou mais elétrons desemparelhados em seus orbitais externos, o que confere um considerável 

grau de reatividade aos radicais livres. As mitocôndrias são a maior fonte endógena de 

radicais livres nos eucariotos (Hekimi et al., 2011), gerando EROs como subprodutos da 

respiração celular. As EROs no organismo também podem ser formadas através de algumas 

atividades enzimáticas (xantina oxidase e ciclooxigenases, por exemplo) e também como 

sistema de defesa em células fagocíticas e de transdução de sinal (Halliwell, 1994; Park et al., 

2004; Finkel, 2011). Dentre as EROs, as principais são o ânion superóxido (O2-), o radical 

hidroxil (OH•), o oxigênio singleto (1O2) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) (Halliwell e 

Gutteridge, 1999). Geralmente, as espécies reativas podem ser neutralizadas por antioxidantes 

enzimáticos (como superóxido dismutase e catalase) e não enzimáticos (como glutationa e 

vitamina C) (Rodriguez-Martinez et al., 2000; Santamaria et al., 2003). A formação de EROs, 

em concentrações fisiológicas, é necessária para a função celular normal, mas em quantidades 

excessivas, pode levar ao estresse oxidativo (Nordberg e Arner, 2001).  

O estresse oxidativo ocorre devido ao desequilíbrio entre a produção de radicais livres e a 

sua neutralização pelos sistemas antioxidantes, ou pela redução da capacidade de reparo dos 

danos gerados em componentes celulares, que podem incluir proteínas, lipídios e DNA 

(Halliwell e Gutteridge, 1999). O estresse oxidativo é gerado em uma série de doenças como 

obesidade, aterosclerose, câncer e desordens neurodegenerativas, levando a uma gama de 

prejuízos aos componentes celulares, como: peroxidação dos lipídeos de membrana, oxidação 

de receptores hormonais e enzimas (Magder, 2006; Leonarduzzi et al., 2010), e oxidações de 

bases do DNA que podem culminar em processos mutagênicos e tumorais (Svilar et al., 

2011). 

Dessa forma, o estresse oxidativo causa danos celulares em uma diversidade de 

anormalidades clínicas, incluindo aquelas relacionadas ao SNC (Hayashi, 2009), ao excesso 

de tecido adiposo (Furukawa et al., 2004), câncer (Afanas'ev, 2014), doenças cardiovasculares 

(Ho et al., 2013), entre outras. O dano oxidativo pode ser sistêmico, ou pode ocorrer apenas 

no local de origem, sendo o cérebro um órgão particularmente suscetível ao dano oxidativo. 
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Isso se deve, entre outras causas, ao seu alto consumo de oxigênio e à sua concentração 

relativamente baixa de antioxidantes e concentração elevada de metais de transição, como o 

ferro, e de ácidos graxos poli-insaturados, propiciando a ocorrência de peroxidação lipídica 

(Reiter, 1995; Halliwell, 2006). Há evidências de que compostos que atuam removendo 

radicais livres ou evitando a sua formação são capazes de prevenir ou retardar o dano 

oxidativo secundário às doenças (Neha et al., 2019). 

 

2.3 COMPOSTOS NATURAIS COM ATIVIDADE ANTIOXIDANTE  

 

Nutracêutico é um termo utilizado para nomear compostos bioativos presentes nos 

alimentos que desempenham papel significativo na modificação e manutenção da função 

fisiológica normal que mantém os seres humanos saudáveis (Das et al., 2012). Os 

nutracêuticos podem ser divididos em produtos à base de plantas, suplementos alimentares e 

alimentos funcionais (Joshi, 2003), esses compostos nutracêuticos têm propriedades 

antioxidantes e outras propriedades que promovem a saúde. A legislação brasileira não prevê 

a categoria nutracêuticos. No Brasil a ANVISA enquadra substâncias e alimentos com 

propriedades nutracêuticas em uma das seguintes categorias: Substâncias bioativas, Alimentos 

funcionais, Suplementos alimentares, os quais entram dentro da legislação brasileira de 

alimentos, e ainda fitoterápicos, que entram dentro da legislação brasileira de medicamentos. 

Os polifenóis são enquadrados como substâncias bioativas (Lima, 2002), e a cafeína também 

(Brasil, 2018). 

Nos últimos anos existe um crescente interesse no mercado nutracêutico em todo o 

mundo, a principal razão para o crescimento desse mercado é o novo estilo de vida adotado 

pelas pessoas, que mudaram os hábitos alimentares básicos. Vários estudos mostram que a 

alta ingestão de compostos bioativos está associada com uma redução no risco de uma 

variedade de doenças crônicas (Joshi, 2003; Van Breda e De Kok, 2018). Uma vez que a 

produção de EROs e outros radicais livres que resultam em estresse oxidativo estão 

envolvidos em diversas doenças crônicas (Willcox et al., 2004), a capacidade antioxidante dos 

nutracêuticos parece ser de relevante importância. Há também estudos indicando a ação 

neuroprotetora de plantas e substâncias que possuem atividade antioxidante, tais como a 

Gingko biloba, a cafeína e algumas vitaminas (Rosler et al., 1998; Eskelinen e Kivipelto, 

2010; Cao et al., 2013; Panahi et al., 2019; Singh et al., 2019). 

Devido a variedade de espécies vegetais e à presença de diferentes compostos com 

atividades biológicas em seus extratos, aumenta o numero de substâncias com atividades 



 

 
25 

nutracêuticas. Dentre os principais compostos com atividades biológicas presentes nos 

extratos, podemos citar as vitaminas, como a vitamina C, vitamina E e carotenoides, que 

possuem atividade antioxidante, e atuam na prevenção de reações oxidativas que levam a 

diversas doenças crônicas (Pham-Huy et al., 2008); polifenóis, que possuem atividades 

antioxidantes, anti-inflamatórias, cardioprotetoras e desempenham um papel na prevenção de 

doenças neurodegenerativas e diabetes mellitus (Scalbert et al., 2005); e as metilxantinas, que 

exercem múltiplas funções fisiológicas, incluindo no sistema nervoso, respiratório e cardíaco, 

além de também possuir propriedades antioxidantes (Carrageta et al., 2018). 

Assim, existe uma diversidade de compostos bioativos não nutritivos derivados de 

alimentos e bebidas que podem funcionar como coadjuvantes em tratamentos para muitas 

patologias. Diversas doenças podem ser tratadas de forma mais eficiente a partir de novos e 

potentes fármacos de origem vegetal (Simões, 2001). 

 

2.3.1 Ilex paraguariensis  

 

Ilex paraguariensis (St. Hill. Aquifoliaceae), é uma espécie arbórea nativa da América 

do Sul, também conhecida como erva-mate, e cresce naturalmente em países como a 

Argentina, Uruguai, Paraguai e Brasil. Suas partes aéreas são usadas para a preparação de 

uma bebida de sabor amargo e peculiar, feita pela infusão ou decocção de suas folhas, 

regionalmente conhecida como chimarrão ou tererê em Português, ou mate em espanhol (De 

Andrade et al., 2012). Além das formas tradicionais de consumo, a erva-mate também é 

consumida na forma de chá-mate, uma bebida que tem se popularizado a cada ano, 

principalmente pelos benefícios à saúde que são veiculados pela mídia (Bastos e Torres, 

2003). 

O extrato de Ilex paraguariensis possui alguns minerais como fósforo, ferro e cálcio 

(Graham, 1984) e vitaminas como E, C, tiamina, niacina, riboflavina, ácido pantotênico e 

betacaroteno (Bixby et al., 2005). Compostos bioativos também estão presentes, como 

flavonoides, taninos, saponinas e metilxantinas (Pang et al., 2008), nesta última classe de 

compostos, estão a cafeína, teobromina e a teofilina (Reginatto et al., 1999), sendo a cafeína 

presente em maior quantidade (Bastos et al., 2007). Dentre as saponinas, podemos citar as 

gliconas, ácido ursólico e ácido oleanólico (Schinella et al., 2000). Dentre os compostos 

fenólicos, encontram-se derivados cafeoilquínicos, como o ácido clorogênico. Também estão 

presentes os flavonóides rutina, quercetina, diglicosídeo de luteolina, taninos e a 

cafeoilglicose (Filip et al., 2001; Bracesco et al., 2003). 



 

 
26 

Sua composição varia conforme a região em que a planta é cultivada, tipo de solo, 

água, fertilizantes, processo industrial e condições de estocagem. Além disso, a viabilidade 

dos componentes presentes em Ilex paraguariensis também depende da solubilidade dos 

compostos envolvidos, de como é preparado (tempo de extração e temperatura) e ingerido 

(Giulian et al., 2007).  

A erva-mate é reconhecida mundialmente por seu valor nutricional e medicinal, e 

atualmente está incluída em importantes farmacopeias como a Martindale e a British Herbal 

Pharmacopeias (Wisher, 2012; Pharmacopoeia, 2016). Em relação à toxicidade, um estudo 

realizado com ratos e coelhos não encontrou efeitos tóxicos para as espécies estudadas (De 

Andrade et al., 2012), por fim, estudos em diversos modelos invertebrados como 

Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster e Saccharomyces cerevisiae também não 

encontraram efeitos tóxicos (Bracesco et al., 2003; Bracesco et al., 2011; Lima et al., 2014; 

Niraula et al., 2018). 

Diferentes efeitos foram descritos para Ilex paraguariensis, como estimulação do SNC  

(Ito et al., 1997), atividade antioxidante (Filip et al., 2001; Berte et al., 2011; Bracesco et al., 

2011; Cuelho et al., 2018), ação anti-inflamatória (Luz et al., 2016), antiobesidade (Arcari et 

al., 2013; Gambero e Ribeiro, 2015; Choi et al., 2017), hipocolesterolêmica (Gnoatto et al., 

2005) e neuroprotetora (Prediger et al., 2008; Branco Cdos et al., 2013; Santos et al., 2015; 

Ludka et al., 2016). Os efeitos antioxidantes e neuroprotetores foram demonstrados tanto in 

vitro quanto in vivo, em diferentes modelos como Drosophila melanogaster, Caenorhabditis 

elegans e mamíferos, além de em seres humanos (Heck e De Mejia, 2007; Bracesco et al., 

2011; Riachi e De Maria, 2017; Gan et al., 2018). Diversos efeitos neuromoduladores 

também foram observados, incluindo efeito antiparkinsoniano em camundongo (Milioli et al., 

2007), efeitos anticonvulsivantes e neuroprotetores em crises induzidas por pentilenotetrazol 

em ratos (Branco Cdos et al., 2013), efeito antidepressivo (Reis Ede et al., 2014; Ludka et al., 

2016) e melhora da memória e aprendizado em ratos (Prediger et al., 2008).  

 

2.3.1.1 Cafeína  

 

Cafeína, a substância mais popular do mundo (Weinberg e Bealer, 2004), é um alcaloide 

do grupo das xantinas, identificado como 1,3,7-trimetilxantina. Esse alcaloide é encontrado 

em grande quantidade nas sementes de café, chocolate e nas folhas verdes, e é a metilxantina 

encontrada em maior concentração em Ilex paraguariensis, cerca de 1% a 2% do peso seco 

(Ito et al., 1997; Heck e De Mejia, 2007). A concentração de cafeína consumida em 1 xícara 
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de chá-mate é de aproximadamente 78 mg (em aproximadamente 150 mL). Comparado ao 

café, o consumo de cafeína é muito semelhante, cerca de 85 mg por xícara. No entanto, a taxa 

habitual de consumo de mate preparada no método tradicional pode apresentar uma ingestão 

de até cerca de 500 mL, resultando em 260 mg ou mais de cafeína (Mazzafera, 1997). 

A cafeína é o psicoestimulante mais consumido do mundo, estima-se que seja consumida 

por mais de 80% da população (Barone e Roberts, 1996; Heckman et al., 2010). A absorção 

da cafeína ocorre rapidamente em humanos, atingindo o pico médio de concentração 

plasmática até 45 minutos após a ingestão (Durlac et al., 2002), com uma meia vida 

plasmática de aproximadamente 3 a 7 horas (Graham, 2001). Após a absorção, a cafeína sofre 

metabolismo de primeira passagem pouco significativo (Devoe et al., 1993), por ser uma 

molécula hidrofóbica, a cafeína tem passagem facilitada por todas as membranas biológicas, 

não havendo restrição de acesso ao SNC pela barreira hematoencefálica (Chou, 1992). 

A significância biológica da cafeína é atribuída ao fato desta ser um alcaloide de purina, 

uma vez que as bases de purina são os principais componentes de nucleoproteínas e 

desempenham importante papel em organismos vivos. A ação farmacológica da cafeína pode 

ser mediada por diversos mecanismos, como antagonismo dos receptores de adenosina A1 e 

A2A no SNC (Nehlig et al., 1992a; Fredholm, B. B. et al., 1999) e inibição de 

fosfodiesterases, liberação de cálcio intracelular e bloqueio dos receptores GABA subtipo 

GABAA (Nehlig et al., 1992b). Entretanto, em doses consumidas normalmente, o 

antagonismo dos receptores A1 e A2A é o principal mecanismo de ação da cafeína 

(Fredholm, Bertil B. et al., 1999), o qual exerce ações inibitórias e excitatórias, 

respectivamente, sobre a transmissão sináptica (Cunha, 2001) 

Além do SNC, o receptor do tipo A1 também é encontrado no tecido adiposo humano 

branco e marrom (Linden, 1991), e está envolvido no controle da obesidade. O receptor tipo 

A1 é uma proteína transmembrana ligada a proteína G e tem como principal alvo a enzima 

adenilato ciclase (Linden, 1991). A ligação da adenosina ao receptor A1 leva a inibição da 

adenilato ciclase e a diminuição dos níveis de AMP cíclico (AMPc) no tecido adiposo, e 

portanto, inibe a lipólise (Challiss et al., 1992). Desse modo, receptores de adenosina são 

alvos farmacológicos para controle da obesidade e diabetes (Gharibi et al., 2012). Um estudo 

realizado com adipócitos de ratos Zucker (fa/fa), uma linhagem de ratos obesos, mostrou que 

quando incubados com 8-fenilteofilina, um antagonista do receptor de adenosina tipo A1, a 

produção de AMPc foi suficiente para aumentar a lipólise nas células obesas (Lanoue e 

Martin, 1994). A cafeína por sua vez, bloqueia os receptores de adenosina tipo A1, e aumenta 

os níveis de AMPc, e, portanto, aumenta a lipólise (Panchal et al., 2012). 
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Outro mecanismo de ação da cafeína envolvendo o metabolismo energético é a 

inibição direta da enzima fosfodiesterase (PDE), que previne a quebra intracelular de AMPc. 

O AMPc disponível ativa a proteína kinase A (PKA) (figura 3), que fosforila substratos 

específicos, como a lipase sensível a hormônio, enzima que ativada, é responsável pelo 

aumento da lipólise (Nehlig et al., 1992b). Estudos demostram que a cafeína aumenta a 

quantidade de energia disponível, sob a forma de ácidos graxos livres circulantes através de 

lipólise de triacilgliceróis (Acheson et al., 1980; Acheson et al., 2004). Estes fatos reforçam a 

importância do receptor de adenosina do tipo A1 no controle da obesidade e, portanto, deve 

ser considerado como um potencial alvo terapêutico para o tratamento da obesidade. 

 

Figura 3 – Ação da Cafeína sob a fosfodiesterase (PDE) 

 

Fonte: Adaptado de <http://flipper.diff.org/apptagsaccount/pathways/364>. Acesso em: 20 

jan. 2020. 

 

Além de seus efeitos no metabolismo energético, estudos com cafeína demostraram 

efeitos neuroprotetores em modelos experimentais de hipóxia e isquemia (De Mendonca et 

al., 2000). O consumo de cafeína está associado a um menor risco para doenças 

neurodegenerativas associadas a idade, como DA (Maia e De Mendonca, 2002; Eskelinen e 

Kivipelto, 2010), DP (Costa et al., 2010) e demência. Além disso, existe uma relação inversa 

entre o consumo de cafeína e o comprometimento da memória associado ao envelhecimento e 

à DA (Eskelinen et al., 2009; Eskelinen e Kivipelto, 2010; Gelber et al., 2011; Chu et al., 

2012; Carman et al., 2014). O efeito benéfico da cafeína sobre a memória também foi 
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observado em roedores idosos (Arendash et al., 2009; Leite et al., 2011; Vila-Luna et al., 

2012). A administração de cafeína tem sido relacionada a reversão do comprometimento 

cognitivo e menores níveis de βA cerebral em camundongos modelo para a DA (Arendash et 

al., 2009).  

Na DA, o receptor de adenosina tipo A1 encontra-se acumulado em estruturas 

neurodegenerativas. Um estudo com linhagem celular SH-SY5Y de neuroblastoma humano 

mostrou que o uso de agonistas para receptor A1 causou um aumento na produção de PPA e 

da fosforilação e translocação da tau (Angulo et al., 2003). Em camundongos, antagonistas 

dos receptores de adenosina, incluindo a cafeina, preveniram o acúmulo do peptídeo βA no 

cérebro (Gahr et al., 2013; Cupino e Zabel, 2014). Portanto, os receptores de adenosina são 

possíveis alvos na terapia da DA. Estudos no modelo C. elegans mostraram que a cafeína 

atrasa o envelhecimento e protege os animais contra doenças associadas a idade (Dostal et al., 

2010; Lublin et al., 2011; Sutphin et al., 2012; Bridi et al., 2015).  

 

2.4 O NEMATÓDEO Caenorhabditis elegans 

 

Caenorhabditis elegans foi introduzido pela primeira vez por Sydney Brenner em 

1963, como um modelo para estudar o desenvolvimento e neurobiologia (Brenner, 1974), 

hoje em dia é um organismo utilizado para análises genéticas, neurotoxicidade, toxicologia e 

para estudos relacionados ao metabolismo e envelhecimento (Leung et al., 2008). C. elegans 

(figura 4) é um nematódeo de vida livre, pequeno (±1 mm) que habita solos úmidos e usa 

bactérias como fonte de alimento.  

 

Figura 4 – Caenorhabditis elegans adulto 

 

Fonte: OpenWetWare. Disponível em: 

<https://openwetware.org/wiki/BISC219/F11:_Worm_Info>. Acesso em: 10 fev. 2020. 

http://openwetware.org/images/c/cc/Adult_Caenorhabditis_elegans.jpg
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Em condições controladas de temperatura (22°C), C. elegans se desenvolve de ovos a adultos 

em cerca de 2,5 dias. Normalmente, após a eclosão do ovo, as larvas passam por quatro 

estágios larvais (L1, L2, L3 e L4) até o estágio adulto jovem e posteriormente adulto que 

produz ovos (Riddle et al., 1997b), como mostra a figura 5. Em situações extremas de 

temperatura ou falta de alimento, o desenvolvimento larval é interrompido no estágio L2 com 

formação da larva dauer, um estágio de diapausa, cujo crescimento é retomado quando se 

encontram novamente em um ambiente favorável (Riddle et al., 1997b).  

 

Figura 5 - Ciclo de vida de C. elegans 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Worm Atlas. Disponível em: 

<https://www.wormatlas.org/hermaphrodite/introduction/IMAGES/introfig6leg.htm>. Acesso 

em: 5 mar. 2020.  

 

O hermafrodita adulto é anatomicamente simples, com 959 células somáticas que 

formam diferentes órgãos e tecidos (Sulston et al., 1983), seu genoma é composto de 

aproximadamente 20 mil genes (Hodgkin, 2005), e suas vias metabólicas e biossintéticas são 

altamente conservados em relação aos mamíferos (Riddle et al., 1997b; Nass e Blakely, 

2003). Cerca de 60-80% dos genes humanos possui um ortólogo no genoma de C. elegans 

(Kaletta e Hengartner, 2006). Também, através de construções transgênicas é possível estudar 
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os mecanismos envolvidos na citotoxicidade de diversas doenças humanas que não existem 

um gene ortólogo em C. elegans. 

C. elegans possui um sistema nervoso simples com 302 neurônios no adulto 

hermafrodita, mas altamente especializado na transmissão de informações (White et al., 

1986), e possui o sistema de neurotransmissores conservado, incluindo o colinérgico, 

dopaminérgico, glutamatérgico, serotoninérgico e gabaérgico (Riddle et al., 1997a; Bargmann 

e Kaplan, 1998). Ainda, mutantes genéticos e vermes knockouts podem ser facilmente gerados 

e estão disponíveis para a pesquisa (Fire et al., 1998; Wicks et al., 2001), como por exemplo o 

gene ador-1(ox489), ortólogo ao receptor de adenosina (Consortium, 1998), onde através da 

estirpe EG6870, que possui perda de função do gene ador-1, possibilita estudos envolvendo o 

sistema purinérgico em C. elegans. Estes elementos, aliado ao fácil cultivo e manutenção, 

tornam C. elegans um atrativo modelo para estudos relacionados ao metabolismo. 

Através do corpo transparente de C. elegans é possível a visualizar o nível celular por 

meio de técnicas não invasivas, o que torna possível a visualização da anatomia, vias de 

sinalização, estruturas celulares e de transcritos marcados com proteínas fluorescentes em 

tempo real. C. elegans é um organismo de fácil manipulação genética, através da construção 

de estirpes transgênicas com deleção ou superexpressão de genes de interesse (Praitis et al., 

2001; Frokjaer-Jensen et al., 2008; Kaymak et al., 2016), ou também através do silenciamento 

de genes via RNA de interferência (RNAi) (Fire et al., 1998). Ainda, milhares de animais 

mutantes já foram produzidos e estão disponíveis para a comunidade cientifica no Centro de 

Genética de Caenorhabditis elegans (https://cgc.umn.edu) e as sequencias gênicas estão 

depositadas no banco de dados online chamado WormBase (https://wormbase.org). Tomadas 

em conjunto, estudos com o nematódeo C. elegans tem valor preditivo e servem para acelerar 

pesquisas e seguir para intervenções terapêuticas. 

 

2.4.1 Caenorhabditis elegans e o metabolismo lipídico 

 

O metabolismo lipídico de C. elegans compreende todo o conjunto de reações químicas 

que permite o animal reproduzir, desenvolver e manter sua estrutura. , O sistema nervoso de 

C. elegans regula o conteúdo lipídico através da modulação da alimentação e da atividade 

metabólica, e os lipídios são as principais moléculas de armazenamento energético. Os 

principais lipídeos encontrados em C. elegans são predominantemente triglicerídeos, e em 

menor quantidade fosfolipídios e esfingolipídios, que são formados a partir de ácidos graxos 

absorvidos diretamente da bactéria (Braeckman et al., 2009). Muitas proteínas envolvidas em 
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sintetizar, armazenar, oxidar e transportar lipídeos são altamente preservados entre C. elegans 

e mamíferos (Jones e Ashrafi, 2009).  

As vias metabólicas do açúcar e da gordura são conservadas em C. elegans (Ashrafi et 

al., 2003). Sob condições aeróbicas, o açúcar é convertido em piruvato na glicólise, e 

pequenas quantidades de ATP são geradas. O piruvato produzido é translocado para as 

mitocôndrias, e convertido em acetil-CoA (Braeckman et al., 2009). Já a oxidação dos ácidos 

graxos para a produção de ATP ocorre nas mitocôndrias e peroxissomos via enzimas da β-

oxidação, e também resulta na formação de acetil-CoA (Zhang et al., 2010). Todo o acetil-

CoA gerado serve como substrato para o ciclo do ácido tricarboxílico, e para a cadeia 

transportadora de elétrons, que alimentam a cadeia respiratória mitocondrial (Ashrafi, 2007).  

A regulação do metabolismo lipídico em C. elegans envolve uma complexa rede de genes 

com funções na percepção de alimento, sinalização neuroendócrina, captação, transporte, 

armazenamento e utilização de gorduras (Ashrafi, 2007). C. elegans não possui tecido de 

armazenamento especializado, portanto, o excesso energético é armazenado em gotículas de 

gordura nas células dos enterócitos, hipoderme e gônada (Ashrafi, 2007). Devido sua 

transparência, essas reservas de gordura podem ser facilmente visualizadas nos animais 

intactos através da utilização de corantes específicos.  

Ortólogos de C. elegans estão disponíveis para a maioria dos genes envolvidos no 

metabolismo lipídico. Como exemplo, podemos citar o gene que codifica o receptor nuclear 

hormonal, o nhr-49, que controla o metabolismo energético no nematódeo através da 

expressão de enzimas da β-oxidação (Van Gilst et al., 2005). NHR-49 mostra homologia 

funcional aos receptores ativados por proliferador de peroxissoma de mamíferos (PPARα) – 

que são um grupo de proteínas receptoras nucleares que funcionam como fatores de 

transcrição que regulam a expressão de diversos genes envolvidos na regulação da 

diferenciação celular, desenvolvimento e metabolismo (carboidratos, lipídios, proteínas) 

(Chawla et al., 2001). Esse receptor é um alvo importante para tratamentos de doenças 

metabólicas, incluindo diabetes e obesidade. Portanto, C. elegans mutantes para o receptor 

NHR-49 possibilitam o estudo do metabolismo energético através da redução da expressão de 

enzimas da β-oxidação. 

 

2.4.2  Caenorhabditis elegans e o envelhecimento  

 

Nos últimos anos, C. elegans tem sido utilizado como um importante modelo para estudo 

de doenças humanas, uma vez que este organismo, apesar de pequeno, compartilha muitas 
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características biológicas com os seres humanos (Markaki e Tavernarakis, 2010; Ghosh et al., 

2017). No decorrer de sua vida de cerca de 3 semanas, C. elegans exibe alterações que são 

associadas ao envelhecimento, como degeneração tecidual, redução do movimento e 

interrupção da reprodução (Mack et al., 2019). O músculo exibe um declínio relacionado à 

idade que se assemelha à sarcopenia humana (Herndon et al., 2002), e a neurodegeneração 

causa perda de habilidades cognitivas e comportamentais no verme envelhecido (Link, 1995; 

Lakso et al., 2003; Dostal e Link, 2010). O estudo desse processo de envelhecimento em C. 

elegans auxilia para a compreensão do envelhecimento humano (Kenyon, 2010). 

Muitas vias de sinalização subjacentes ao prolongamento da longevidade, apoptose e 

comportamentos complexos são conservadas entre vermes e mamíferos (Khan et al., 2019). A 

mais notável é a via de sinalização da insulina / fator de crescimento semelhante à insulina 

(IGF-1) (Figura 6), que conecta os níveis de nutrientes ao metabolismo, crescimento, 

desenvolvimento, longevidade e comportamento (Murphy e Hu, 2013).  

 

Figura 6 – Via de sinalização semelhante à insulina (IIS) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Ayuda-Duran et al. (2019). 
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Em C. elegans, a via IGF-1 é regulada por ligantes peptídicos do tipo insulina, que se 

ligam ao receptor DAF-2 e promovem a ativação de uma cascata de sinalização de 

fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), que culmina na fosforilação e inativação do fator de 

transcrição ortólogo da FoxO, o DAF-16, que permanece no citoplasma (Ogg et al., 1997). A 

inibição desta via por um aumento da atividade do DAF-18, estresse ou atividade reduzida do 

DAF-2, leva à desfosforilação e ativação de DAF-16/FOXO e consequente translocação 

nuclear, onde ocorre a alterações da expressão de vários genes. O DAF-16/FOXO interage 

com outros fatores de transcrição, como HSF-1 e SKN-1. Esses fatores de transcrição, por sua 

vez, também regulam a expressão de muitos genes que promovem a longevidade, tolerância 

ao estresse e homeostase proteica (Hsu et al., 2003; Murphy et al., 2003; Antebi, 2007; Tullet 

et al., 2008; Lapierre e Hansen, 2012).  

Embora o DAF-16 seja a principal produção transcricional da via de sinalização 

semelhante à insulina, outros fatores de transcrição que regulam a expressão do gene daf-16, 

também são regulados pela mesma via. O fator de transcrição SKN-1 de C. elegans, ortólogo 

ao NRF2 em mamíferos, é um componente importante da resposta orgânica ao estresse 

oxidativo. SKN-1 é necessário para a extensão da vida útil de C. elegans em resposta à 

redução da sinalização da via tipo insulina, mas independente de DAF-16/FOXO (Blackwell 

et al., 2015). O SKN-1 também regula genes importantes envolvidos na homeostase e 

metabolismo de proteínas (An et al., 2005; Kahn et al., 2008; Li et al., 2011). 

Ademais, o fator de transcrição de choque térmico HSF-1, que controla a homeostase 

proteica e a expressão gênica em resposta ao estresse (Morley e Morimoto, 2004), prolonga a 

vida útil de C. elegans em colaboração com DAF-16 (Hsu et al., 2003). Isso ocorre porque o 

HSF-1 e o DAF-16 juntos ativam a expressão de genes específicos, incluindo genes que 

codificam pequenas proteínas de choque térmico, as HSPs, que por sua vez promovem a 

longevidade (Hsu et al., 2003). As HSPs são chaperonas moleculares que auxiliam no 

dobramento de proteínas recém-formados e no redobramento ou degradação de proteínas mal 

dobradas ou agregadas (Murshid et al., 2013), portanto essas proteínas auxiliam na 

detoxificação no processo normal de envelhecimento e também em doenças associadas ao 

envelhecimento. Coletivamente, esses fatores de transcrição convergem na via de sinalização 

tipo insulina para modular o envelhecimento e a longevidade em C. elegans. 

 

2.4.3 Caenorhabditis elegans como modelo de toxicidade induzida pelo peptídeo βA 

 

O C. elegans também pode ser utilizado para delinear mecanismos moleculares de 
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neurodegeneração (Dimitriadi e Hart, 2010). Embora seja improvável que os modelos de 

invertebrados possam realmente mimetizar patologias de doenças neurodegenerativas, estirpes 

transgênicas para modelar alguns aspectos das doenças, permitem que os mecanismos 

envolvidos na citotoxicidade dessas doenças possam ser facilmente estudados. Atualmente 

existem modelos para algumas doenças neurodegenerativas humanas em C. elegans, como 

para a DA, DH, DP, ELA e para a Atrofia Muscular Espinhal (Dimitriadi e Hart, 2010).  

Dentre os modelos citados acima existe um bem descrito em C. elegans, proposto por 

Link em 1995, que é através da utilização da estirpe CL2006, a qual contém o transgene 

Punc-54 :: Aβ1–42. Este modelo expressa o peptídeo humano Aβ1–42 sob o controle de um 

promotor constitutivo no músculo, derivado de um gene de miosina expresso no músculo da 

parede do corpo (unc-54) (Link, 1995). A estirpe CL2006 mostra um fenótipo de paralisia, 

progressiva e relacionada a idade, na região posterior do corpo dos animais, além de uma 

maior produção de EROs (Link et al., 2003; Smith e Luo, 2003). Uma vez que esta estirpe 

apresenta o peptídeo βA na parede do músculo, e não nos neurônios como seria o caso da DA, 

é possível estudar a toxicidade induzida pelo peptídeo βA através da avaliação do fenótipo de 

paralisia. Portanto, esse modelo é bastante utilizado na pesquisa, principalmente em estudos 

relacionando o potencial farmacológico de substâncias em retardar o aparecimento desse 

fenótipo (Arya et al., 2009; Regitz e Wenzel, 2014; Boasquivis et al., 2018) e reduzir a 

formação das EROs.  

Muitas vias conservadas entre mamíferos e C. elegans estão envolvidas na patogenia do 

peptídeo βA, entre elas podemos citar a via semelhante à insulina, o fator de transcrição de 

choque térmico HSF-1 e também as HSPs. Cohen e colaboradores (2006) demonstraram que 

C. elegans nocaute para DAF-2, o receptor de insulina/IGF-1, apresentaram reduzida 

toxicidade do peptídeo βA de maneira dependente dos fatores de transcrição DAF-16 e HSF-

1. Também, a expressão do peptídeo βA em C. elegans leva a indução de proteínas HSPs, que 

estão envolvidas na homeostase proteica (Fonte et al., 2008). A indução das HSPs é regulada 

pelos fatores de transcrição HSF-1 e DAF-16 (Morley e Morimoto, 2004; Seo et al., 2013).  

O envolvimento das HSPs na homeostase proteica de C. elegans que expressam peptídeos 

βA é bastante estudado (Fonte et al., 2008; Wu et al., 2010; Boasquivis et al., 2018; 

Zamberlan et al., 2018). Já se sabe que a expressão do peptídeo βA em C. elegans induz a 

expressão de HSPs (Link et al., 2003), além disso, Fonte e colaboradores (2002) 

demonstraram que a proteína de choque térmico HSP-16.2 está co-precipitada com os 

peptídeos βA, e a superexpressão de HSP-16.2 atenua o fenótipo de paralisia em C. elegans 

(Fonte et al., 2008). Portanto, é possível observar que a expressão desses peptídeos tóxicos 
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ativa uma serie de eventos que acarretam na degradação ou remodelamento desses peptídeos, 

suprimindo sua toxicidade e consequente paralisia (Fonte et al., 2008).  

O estresse oxidativo também está associado com a expressão de peptídeos βA em C. 

elegans. Animais que expressam o peptídeo βA possuem maiores níveis de EROs do que 

animais tipo selvagem, e esse aumento é dependente da idade (Smith e Luo, 2003). O dano 

celular resultante do excesso de EROs é uma das principais consequências da toxicidade 

induzida pelo peptídeo βA (Butterfield et al., 1999).  
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3. DESENVOLVIMENTO 

 

O desenvolvimento que faz parte desta tese está apresentado sob a forma de dois artigos 

científicos. Os itens Introdução, Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos Resultados e 

Referências Bibliográficas, encontram-se nos próprios artigos. 

O artigo 1 foi publicado na revista Plos One e encontra-se no formato da mesma. 

O artigo 2 foi publicado na revista Nutritional Neuroscience e encontra-se no formato da 

mesma. 
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4. DISCUSSÃO 

 

Em muitos países, terapias que envolvem o uso de medicamentos à base de plantas são 

popularmente utilizadas como abordagem principal ou complementar a tratamentos 

medicamentosos (Bent e Ko, 2004; Molassiotis et al., 2005; Xue et al., 2007). Os compostos 

bioativos presentes nas plantas auxiliam nos mecanismos de proteção de diversas doenças, e 

seu uso tem sido amplamente explorado pela população, principalmente pelo seu fácil acesso, 

baixo custo, não exigência de prescrição médica e crença na atoxicidade. Além disso, extratos 

vegetais despertam um interesse na indústria farmacêutica, uma vez que representam uma 

alternativa para o desenvolvimento de futuros medicamentos (Harvey, 2005). 

O estresse oxidativo está envolvido na etiologia de diversas doenças, incluindo a 

obesidade, pois o excesso de tecido adiposo provoca o acúmulo de EROs nos adipócitos 

(Furukawa et al., 2004); e também nas doenças degenerativas, entre elas o Alzheimer (Benzi e 

Moretti, 1995). Portanto, fitoterápicos com propriedades antioxidantes podem prevenir, 

retardar ou amenizar os sintomas dessas doenças (Ho et al., 2010; Anderson et al., 2013), e 

são amplamente usados em diversos modelos de estudo. Além disso, visto que as causas 

dessas doenças são multifatoriais, a grande diversidade de constituintes bioativos dos 

fitoterápicos pode torná-los eficazes na intervenção ou prevenção de diversos distúrbios. 

Neste trabalho foram investigados os efeitos do tratamento crônico com o extrato de Ilex 

paraguariensis utilizando um modelo in vivo, o Caenorhabditis elegans. Sabendo que 

existem vários mecanismos em comum entre as patogenias da DA e da obesidade, como o 

estresse oxidativo, disfunção mitocondrial e inflamação (Pugazhenthi et al., 2017), e também 

baseado nas evidências de que Ilex paraguariensis confere atividade antioxidante (Berte et 

al., 2011; Bracesco et al., 2011; Cuelho et al., 2018), anti-obesidade (Arcari et al., 2013; 

Gambero e Ribeiro, 2015; Choi et al., 2017) e efeitos neuroprotetores (Prediger et al., 2008; 

Branco Cdos et al., 2013; Santos et al., 2015; Ludka et al., 2016), buscamos avaliar os efeitos 

de Ilex paraguariensis sobre o metabolismo lipídico de C. elegans, e também investigar os 

possíveis efeitos protetores do extrato e de um de seus principais constituintes, a cafeína, em 

um modelo de toxidade induzida pelo peptídeo βA no nematoide C. elegans. 

No primeiro estudo da tese, investigamos o efeito do extrato aquoso de Ilex 

paraguariensis, obtido comercialmente na cidade de Santa Maria, no Rio Grande do Sul. 

Foram avaliados os comportamentos relacionados a homeostase energética, níveis lipídicos, 

consumo de oxigênio e atividade antioxidante em C. elegans. Através da análise por HPLC do 

extrato aquoso de Ilex paraguarensis, os constituintes majoritários identificados foram os 
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compostos fenólicos ácido caféico e rutina, e a metilxantina cafeína, todos com propriedades 

antioxidantes descritos (Jeszka-Skowron et al., 2015; Goncalves et al., 2018).  

Como os triacilgliceróis são os principais lipídios armazenados no organismo, buscamos 

uma concentração de Ilex paraguariensis que pudesse modular a ATGL-1, uma lipase que 

mobiliza gordura a partir dos triacilgliceróis armazenados em C. elegans (Narbonne e Roy, 

2009), e também avaliamos os estoques lipídicos intestinais e hipodérmicos através do 

corante fluorescente BODIPY conjugado com ácido graxo. O tratamento com 1 mg / mL de 

Ilex paraguariensis aumentou a expressão de ATGL-1 e diminuiu a fluorescência do 

BODIPY. Esses resultados indicam que o extrato pode atuar no metabolismo da gordura de C. 

elegans, aumentando a mobilização de gordura armazenada. Portanto, 1 mg / mL de Ilex 

paraguariensis foi a concentração escolhida para os demais experimentos. 

Os efeitos de Ilex paraguariensis observados no metabolismo da gordura de C. elegans 

não estão relacionados com batimentos faríngeos e o ciclo de defecação, que são 

comportamentos relacionados com a ingestão de alimentos (Lakowski e Hekimi, 1998), nem 

com a locomoção, que está associada ao aumento do gasto energético (Watts et al., 2003; 

Castaneda et al., 2005), ou com a produção de ovos, que indiretamente altera o metabolismo 

da gordura (Kubagawa et al., 2006). Portanto o extrato parece atuar diretamente sobre os 

níveis de lipídeos, e não sobre os comportamentos relacionados a homeostase energética, que 

resultaria em um aumento do gasto energético. 

Sabendo que um dos principais constituintes do extrato de Ilex paraguariensis é a cafeína, 

um agente termogênico envolvido no aumento das taxas metabólicas (Harpaz et al., 2017), 

avaliamos o consumo de oxigênio como uma medida indireta da oxidação dos ácidos graxos. 

Ilex paraguariensis aumentou a taxa do consumo de oxigênio de C. elegans, e esse resultado 

foi dependente do receptor nuclear hormonal NHR-49, que regula a oxidação de gordura em 

C. elegans (Chamoli et al., 2014). O NHR-49 tem como alvo múltiplas enzimas envolvidas na 

β-oxidação (Van Gilst et al., 2005), incluindo a ATGL-1 (Kim et al., 2012). Assim, 

acreditamos que Ilex paraguariensis tem um efeito central na oxidação dos ácidos graxos, que 

resulta na redução dos lipídeos armazenados.  

A ação primária da cafeína ocorre via antagonismo do receptor de adenosina, resultando 

na inibição da fosfodiesterase e aumento da lipólise (Nehlig et al., 1992b). Neste estudo 

também foi observado o envolvimento do sistema purinérgico, uma vez que Ilex 

paraguariensis não alterou a taxa de consumo de oxigênio na cepa nocaute para o receptor de 

adenosina ador-1, indicando que a cafeína é um constituinte essencial para os efeitos do 

extrato de Ilex paraguariensis observados em C. elegans. 
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A atividade antioxidante de Ilex paraguariensis está bem descrita na literatura (Berte et 

al., 2011; Bracesco et al., 2011; Cuelho et al., 2018). Neste estudo o tratamento de animais da 

cepa selvagem com Ilex paraguariensis reduziu a mortalidade induzida por estresse químico 

com juglone, a qual gera toxicidade por aumentar os níveis de EROs (Blum e Fridovich, 

1983), e constatamos que a hsp-16.2, uma chaperonina induzida por estresse (De Jong et al., 

1998), não está envolvido na resposta ao estresse de Ilex paraguariensis. 

Tomados em conjunto, os resultados indicam que o extrato de Ilex paraguariensis pode 

proteger contra o estresse gerado pela juglone e modular o metabolismo da gordura, 

aumentando a expressão de ATGL-1 e a taxa de consumo de oxigênio em C. elegans. As 

possíveis vias incluem a expressão dos genes nhr-49 e ador-1. Os efeitos no metabolismo da 

gordura parecem não ter relação com qualquer procedimento comportamental testado aqui. 

Além disso, a cafeína parece ser um constituinte importante que contribui de maneira 

importante para os efeitos observados neste estudo, corroborando com os efeitos da cafeína na 

oxidação de lipídeos observados em outros estudos (Acheson et al., 1980; Bracco et al., 1995; 

Acheson et al., 2004; Harpaz et al., 2017). 

No segundo estudo da tese, procuramos elucidar a relação entre os efeitos protetores do 

extrato hidroalcóolico de Ilex paraguariensis (IPHE) e da cafeína, em um modelo de toxidade 

induzida pelo peptídeo βA em C. elegans, e determinar os mecanismos envolvidos na 

proteção frente a toxicidade desse peptídeo utilizando a cepa CL2006. Estudos mostram que a 

cafeína, em concentrações entre 1 a 100 mM, atrasam o envelhecimento de C. elegans e o 

protege contra distúrbios associados ao envelhecimento (Dostal et al., 2010; Lublin et al., 

2011; Sutphin et al., 2012; Bridi et al., 2015). Em nosso estudo, buscamos usar baixas 

concentrações de cafeína, porém aproximadamente 9 vezes maiores que a encontrada nas 

concentrações de Ilex paraguariensis analisadas. Com isso pretendemos encontrar uma 

relação com os efeitos de Ilex paraguariensis e o conteúdo aproximado de metilxantinas no 

extrato. 

Os tratamentos com Ilex paraguariensis e cafeína reduziram os níveis intracelulares de 

EROs em animais do tipo selvagem sob condições padrão e de estresse induzido por juglone, 

e também aumentaram a resistência ao estresse gerado por juglone. O potencial de Ilex 

paraguariensis e da cafeína para regular o estado redox de C. elegans foi correlacionado 

positivamente com o aumento da longevidade observado em todos os tratamentos nos animais 

selvagens. Estes resultados corroboram com estudos anteriores que demonstraram os efeitos 

antioxidantes de Ilex paraguariensis in vitro (Bastos, D. H. et al., 2007; Cuelho et al., 2018) e 

in vivo (Lima et al., 2014; Machado et al., 2018), e da cafeína apenas in vitro (Goncalves et 
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al., 2018). Apesar desse estudo in vitro, nosso trabalho é o primeiro a demonstrar as 

propriedades antioxidantes da cafeína em C. elegans. 

O estresse oxidativo está associado à toxicidade induzida pelo peptídeo βA (Markesbery, 

1997). No nosso estudo, Ilex paraguariensis reduziu os níveis de EROs e prolongou a 

longevidade dos animais CL2006. A cafeína também aumentou a longevidade desses animais, 

apesar de não ser capaz de reduzir a produção de EROs da mesma. Níveis mais altos de EROs 

estão presentes em animais que expressam o peptídeo βA em comparação aos animais 

controle (Smith e Luo, 2003), e o dano celular resultante do excesso de EROs é uma das 

principais consequências da toxicidade do peptídeo βA (Butterfield et al., 1999). Também, 

nesse estudo Ilex paraguariensis e cafeína atrasaram o início da paralisia induzida por Aβ1-42 

na cepa CL2006. Para Ilex paraguariensis, estes resultados foram dependentes do fator de 

transcrição DAF-16, envolvido em processos relacionados ao envelhecimento e defesas 

antioxidantes e para Ilex paraguariensis e cafeína, os resultados foram dependentes do fator 

de transcrição HSF-1, envolvido na homeostase proteica.  

Avaliando o mecanismo mais profundamente, observamos que Ilex paraguariensis e 

cafeína reduziram os níveis de RNAm do peptídeo Aβ1-42 em CL2006. A expressão do 

peptídeo βA leva à indução de proteínas chaperonas HSP-16 para promover a homeostase 

proteica, incluindo HSP-16.2 (Fonte et al., 2008). Aqui observamos que a expressão de hsp-

16.2 estava elevada em animais tratados apenas com a maior concentração de Ilex 

paraguariensis. Assim, os efeitos benéficos de Ilex paraguariensis em relação à paralisia 

induzida pelo peptídeo βA podem ser correlacionados com uma redução nos níveis de RNAm 

do peptídeo βA e uma expressão aumentada de hsp-16,2. Também, Ilex paraguariensis e a 

cafeína reduziram a atividade da enzima acetilcolinesterase, envolvida na patogenia da DA 

(Hampel et al., 2019), corroborando seu efeito protetor na patogênese da DA. Tomados em 

conjunto, esses resultados sugerem que Ilex paraguariensis e a cafeína poderiam proteger 

contra a toxicidade induzida pelo peptídeo βA, aumentando as defesas antioxidantes, a 

expressão de chaperoninas, reduzindo a atividade da enzima acetilcolinesterase e a expressão 

do peptídeo βA com o envolvimento das vias HSF-1 para ambos, e da DAF-16 apenas para 

Ilex paraguariensis. 

Embora o conteúdo de cafeína em Ilex paraguariensis  seja menor do que as 

concentrações estudadas neste trabalho, os resultados foram notavelmente melhores quando 

tratados com Ilex paraguariensis do que com cafeína. Ainda que a cafeína seja o mais 

abundante bioativo de Ilex paraguariensis, outros constituintes presentes no extrato parecem 

ter contribuído para os efeitos benéficos observados.  
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Apesar de os extratos de Ilex paraguariensis estudados nos dois trabalhos serem 

diferentes, um aquoso e o outro hidroalcóolico, resultando em diferentes composições, ambos 

possuíam como um dos seus principais constituintes bioativos a metilxantina cafeína. Através 

de ambos os estudos observamos o potencial antioxidante dos extratos, tanto sob condições 

basal ou induzida por estresse oxidativo gerado pela juglone ou pela toxicidade do peptídeo 

βA. Os dados sugerem que os efeitos observados ocorrem através da ativação de fatores de 

transcrição que modulam a expressão de genes relacionados ao metabolismo de lipídeos, 

envelhecimento e defesas antioxidantes de C. elegans.  

Sabendo que o sobrepeso e a obesidade são fatores de risco para a DA, ou seja, uma 

dieta rica em gordura esta positivamente correlacionada com a patogenia da DA (Cole et al., 

2010), e também que essas doenças estão relacionadas com o aumento do estresse oxidativo 

(Furukawa et al., 2004; Benzi e Moretti, 1995), o uso de substancias bioativas com atividade 

antioxidante e termogênica, e com potencial atividade protetora contra atoxicidade gerada 

pelo peptídeo βA podem ser alternativas para a terapêutica dessas doenças. Nesse estudo 

acreditamos que Ilex paraguariensis, mais que a cafeína, tem o potencial de prevenir as 

doenças neurodegenerativas indiretamente por atuar no metabolismo de lipídeos, promovendo 

a oxidação dos lipídeos, e também diretamente, quando a doença já esta instaurada, Ilex 

paraguariensis pode reduzir os efeitos deletérios gerados pela toxicidade do peptídeo βA pela 

sua atividade antioxidante, e também ativar vias importantes envolvidas na proteção frente 

aos danos oxidativos, manutenção da proteostase e ativação sistema de defesa e reparo 

celular, como a DAF-16 e as HSPs, conferindo efeitos benéficos também no envelhecimento. 

Dulloo e colegas já mostraram em estudos in vitro e in vivo que o aumento da atividade 

termogênica induzidas pelo chá verde foi perdido quando a mesma quantidade de cafeína 

isolada presente no extrato foi testada (Dulloo et al., 1999; Dulloo et al., 2000). Outros 

estudos demonstraram que polifenóis isolados (Jagota e Rajadas, 2012; Regitz e Wenzel, 

2014) e flavonóides (Smith e Luo, 2003; Jin et al., 2009) já foram sugeridos para proteger 

contra a toxicidade induzida pelo peptídeo βA em um modelo de toxicidade em C. elegans, e 

também estão envolvido no aumento das defesas antioxidantes. Portanto, acreditamos que os 

efeitos benéficos de ambos os extratos de Ilex paraguariensis são devidos a um efeito 

sinérgico entre todos os constituintes do extrato, incluindo cafeína e outros componentes, que 

coletivamente melhoraram o efeito antioxidante, modulam o metabolismo e também reduzem 

a paralisia.  
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5. CONCLUSÕES  

 

5.1 CONCLUSÃO GERAL 

 

O extrato de Ilex paraguariensis tem sido associado a várias atividades biológicas, 

atribuídas principalmente à sua grande quantidade de compostos bioativos, incluindo as 

metilxantinas cafeína e teobromina e os compostos fenólicos ácido cafeico, ácido clorogênico 

e saponinas. Neste trabalho avaliamos os efeitos de Ilex paraguariensis sobre dois modelos 

distintos - metabolismo de lipídeos e modelo de toxicidade induzida pelo peptídeo βA - 

utilizando o nematódeo C. elegans. Os resultados obtidos nos permitem concluir que os 

extratos de Ilex paraguariensis apresentam atividade antioxidante, uma vez que protegeram 

contra o estresse gerado por juglone, e também reduziram as espécies reativas de oxigênio, 

estes efeitos ocorreram provavelmente pelo aumento das defesas antioxidantes de C. elegans. 

No estudo do metabolismo de lipídeos, foi possível observar que o extrato aquoso de Ilex 

paraguariensis aumentou a taxa metabólica de C. elegans, provavelmente via NHR-49 e 

ADOR-1. Já no estudo com o modelo de toxicidade induzida pelo peptídeo βA na cepa 

CL2006, os resultados sugerem que Ilex paraguariensis e a cafeína protegem contra a 

toxicidade induzida pelo peptídeo βA, aumentando a expressão de chaperoninas, reduzindo a 

atividade da enzima acetilcolinesterase e a expressão do peptídeo βA com o envolvimento das 

vias de sinalização DAF-16 e HSF-1. Tomados em conjunto, os dois trabalhos mostram o 

potencial terapêutico de Ilex paraguariensis para atuar nas patologias de sobrepeso e 

obesidade, como um adjuvante eficaz para o controle e manutenção do metabolismo de 

lipídeos, e dessa forma prevenindo ou retardando o aparecimento de doenças 

neurodegenerativas, como a DA, seja pela redução do risco do aparecimento da doença, ou 

pela ativação de fatores de transcrição que modulam a expressão de genes envolvidos na 

resposta ao estresse e na detoxificação em C. elegans. 

 

5.2 CONCLUSÕES PARCIAIS 

 

- O extrato aquoso de Ilex paraguariensis protegeu C. elegans contra o estressor 

químico juglone e modulou o metabolismo da gordura de C. elegans, aumentando a expressão 

de atgl-1 e a taxa de consumo de oxigênio em C. elegans. As possíveis vias incluem a NHR-

49, via ligada à β-oxidação e ADOR-1, ortólogo do receptor de adenosina humana.  
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- O extrato hidroalcóolico de Ilex paraguariensis e a cafeína, nos animais selvagem, 

aumentaram a longevidade, a sobrevivência após estresse químico com juglone e reduziram a 

produção de EROs sob condição padrão ou de estresse induzida por juglone. Para os animais 

da cepa CL2006, IPHE e cafeína aumentaram a longevidade, atrasaram a paralisia induzida 

pelo peptídeo βA e também diminuíram a atividade da AchE, mas apenas IPHE reduziu a 

produção de EROs. Os efeitos parecem ser dependentes dos fatores de transcrição HSF-1 e 

DAF-16 para IPHE, enquanto apenas do HSF-1 para cafeína, além disso IPHE e cafeína 

diminuíram os níveis de RNAm de βA nos vermes CL2006; no entanto, apenas o IPHE pode 

induzir a expressão da chaperonina hsp-16.2. 
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6. PERSPECTIVAS 

 

A partir dos resultados obtidos nesta tese, as perspectivas para trabalhos futuros são: 

 

- Identificar precisamente o mecanismo de ação de Ilex paraguariensis para diminuir os 

depósitos de lipídeos em C. elegans, e avaliar o comportamento fino de C. elegans que 

possam ser alterados frente a exposição à Ilex paraguariensis; 

- Avaliar os efeitos da cafeína isolada sob os depósitos de lipídeos de C. elegans, e 

também analisar outras plantas popularmente usadas e com grande quantidade de cafeína, 

como por exemplo, Paullinia cupana, o guaraná; 

- Elucidar demais vias que possam estar envolvidas nos efeitos promovidos por IPHE e 

cafeína no modelo de toxicidade induzida pelo peptídeo βA, e também analisar o mecanismo 

de proteção de IPHE e cafeína frente a toxicidade do peptídeo βA com expressão neuronal;  
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