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RESUMO 

 

A erva-mate é uma planta nativa da América do Sul, amplamente consumida na forma do 

chimarrão. A presença de propriedades antioxidantes já conhecidas na erva mate, torna o 

estudo desta planta algo bastante relevante, podendo contribuir em pesquisas que avaliam o 

efeito de seus compostos na proteção contra estresses oxidativos que podem ocasionar 

doenças neurodegenerativas. Sabe-se que o metal Al, está presente em grande quantidade na 

crosta terrestre, podendo ser encontrado em tratamento de águas e na própria composição da 

erva-mate. Neste contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar se a planta Ilex paraguariensis 

possui papel preventivo ou remediador frente ao estresse induzido por Al, utilizando as 

concentrações encontradas na própria erva-mate nos organismos Caenorhabditis elegans 

(C.elegans) e Danio rerio (Zebrafish). Foram avaliados parâmetros enzimáticos e 

comportamentais em ambos os organismos modelos. Num primeiro momento foi quantificado 

a presença de Al nos riachos da Bacia Hidrográfica da Corsan Erechim/RS, a fim de avaliar se 

o Al ingerido no chimarrão, era devido a água do preparo ou a erva-mate e os resultados 

demonstraram que o conteúdo do Al ingerido é devido a própria erva-mate. Sendo assim 

foram utilizadas concentrações de Al encontradas na própria planta, baseando-se em um 

trabalho anterior do grupo de pesquisa, onde foram definidas três concentrações sendo 5,5; 

8,0 e 10,5 mg/mL de Al. E o extrato de erva-mate utilizado foi preparado a 75°C simulando 

uma infusão de chimarrão. Os ensaios de exposição in vivo ao Al demonstraram que as doses 

utilizadas foram tóxicas causando estresse oxidativo que consequentemente interferiram nas 

atividades enzimáticas e comportamentais. Porem quando os organismos foram submetidos ao 

extrato de erva-mate, demonstrou que o extrato é capaz de melhorar a resistência enzimática 

durante condições de estresse oxidativo, e ainda apresentou uma atividade antioxidante mais 

eficaz após a instalação do dano oxidativo, devido à atividade das enzimas na eliminação das 

moléculas bioativas, tendo um efeito maior de remediação do que proteção. 

 

Palavras-chave: Ilex paraguariensis; Alumínio; remediador; antioxidante. 
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ABSTRACT 

 

Yerba mate is a plant native to South America, widely consumed in the form of chimarrão. 

The presence of antioxidant properties already known in yerba mate, makes the study of this 

plant something very relevant, and may contribute to research that evaluates the effect of its 

compounds in the protection against oxidative stresses that can cause neurodegenerative 

diseases. It is known that the metal Al is present in large quantities in the earth's crust, and can 

be found in water treatment and in the composition of yerba mate. In this context, the 

objective of the work was to evaluate whether the Ilex paraguariensis plant has a preventive or 

remedial role in face of the stress induced by Al, using the concentrations found in the mate 

herb itself in the organisms Caenorhabditis elegans (C.elegans) and Danio rerio (Zebrafish). 

Enzymatic and behavioral parameters were evaluated in both model organisms. At first, the 

presence of Al in the streams of the Hydrographic Basin of Corsan Erechim / RS was 

quantified, in order to assess whether the Al ingested in the chimarrão, was due to the 

preparation water or the yerba mate and the results showed that the content of the Al ingested 

is due to the yerba mate itself. Thus, concentrations of Al found in the plant itself were used, 

based on previous work by the research group, where three concentrations were defined, 5.5; 

8.0 and 10.5 mg / ml of Al. And the yerba mate extract used was prepared at 75 ° C 

simulating an infusion of mate. The in vivo exposure tests to Al showed that the doses used 

were toxic, causing oxidative stress that consequently interfered in enzymatic and behavioral 

activities. However, when the organisms were submitted to the extract of yerba mate, it 

demonstrated that the extract is able to improve the enzymatic resistance during oxidative 

stress conditions, and also presented a more effective antioxidant activity after the installation 

of the oxidative damage, due to the activity of enzymes in the elimination of bioactive 

molecules, having a greater remediation effect than protection. 

 

Keywords: Ilex paraguariensis; Aluminum; remediation; antioxidant. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O alumínio (Al) está presente em grande quantidade na crosta terrestre, sendo 

encontrado em alimentos, cosméticos, tratamento de águas, vegetais e no solo (LEINHART et 

al. 2017; MIGUEL et al, 2010). No entanto, apesar da sua abundância, nenhuma conexão com 

uma função biológica útil foi descoberta (EXLEY & MOLD, 2015). Os efeitos causados pela 

exposição a metais englobam o comprometimento no crescimento, na atividade enzimática e 

comportamento, bem como impactos ecológicos em organismos (JORGE et al., 2013). 

Estudos demostraram que níveis elevados de Al são neurotóxicos, desenvolvendo uma maior 

propensão ao desenvolvimento de diversas patologias como esclerose múltipla, obesidade, 

Parkinson e a Doença de Alzheimer (AD) (TOMLIJENOVIC, L., 2011). 

 A erva-mate, Ilex paraguariensis St. Hil., é uma planta amplamente consumida na 

forma de chimarrão em países da América do Sul, que possui inúmeros efeitos positivos 

contra a geração de estresse oxidativo. Em relação ao desenvolvimento de novas formas de 

consumo, o mercado para essa matéria-prima tem aumentado nos últimos anos, em função de 

consumidores buscarem cada vez mais, produtos que possuam substâncias biologicamente 

ativas, apresentando benefícios à saúde (BURRIS, 2012). 

Entre os inúmeros benefícios que esta planta pode proporcionar à saúde, entre eles 

estão: a ação hipocolesterolêmica e hepatoprotetora (FILIP e FERRARO, 2003; AÇARI, 

2009), a estimulação do sistema nervoso central, a ação diurética (GONZALEZ et al., 1993), 

a inibição da proliferação de células do câncer de colón (MEJÍA et al., 2010), e 

principalmente a atividade antioxidante (ANESINI et al., 2012; JAISWAL et al., 2010). 

Os organismos possuem um complexo antioxidante enzimático e não-enzimático, que 

os protege contra as EROs (SODHI, et al., 2008). Os antioxidantes não-enzimáticos são 

geralmente moléculas pequenas, como ascorbato e glutationa, que são obtidos de forma 

exógena através da dieta. Já os enzimáticos destacam-se o sistema de defesa antioxidante 

primário composto por superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase 

(GPx) (PAMPLONA e COSTANTINI, 2011). 

Ensaios com o auxílio de organismos indicadores são frequentemente realizados para 

fornecer informações sobre potenciais riscos ambientais, bem como, a intoxicação pela 

exposição aos metais presentes em estudos in vivo e in vitro, avaliando efeitos agudos e 

crônicos (SHEN et al., 2009).  

Dentre os organismos modelos, está Caenorhabditis elegans (C. elegans), um 

organismo invertebrado, apresenta fácil cultivo em laboratório e é utilizado para testar os 
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efeitos de diferentes compostos como fármacos, metais, hormônios, e demais toxicantes 

(BRENNER, 1974). Além disso, o verme oferece um sistema alternativo e complementar para 

decifrar os mecanismos bioquímicos de doenças neurodegenerativas, sendo capaz de 

recapitular vários dos processos celulares que estão na base da etiologia da Doença de 

Alzheimer (WU & LUO, 2005). Outro modelo animal bastante utilizado é o organismo 

vertebrado Danio rerio (Zebrasfish), um peixe que possui alta similaridade fisiológica com os 

seres humanos, apresenta respostas comportamentais robustas e tem seu genoma inteiramente 

sequenciado e caracterizado (CACHAT, 2013). O Zebrafish é um modelo inovador e crítico 

para a pesquisa em neurociência, biologia sensorial, fisiologia do estresse e síndromes 

comportamentais (ABREU et al., 2017). Vivem em cardumes e apresentam sociabilidade, 

onde distúrbios nestes comportamentos podem ser facilmente visualizados aumentando sua 

importância em estudos relacionados ao sistema nervoso (MESHALKINA et al., 2017). 

Com isso, este trabalho tem como objetivo avaliar se o extrato da planta Ilex 

paraguariensis possui um papel preventivo ou remediador, frente ao estresse induzido por 

Alumínio em dois organismos modelos sendo um invertebrado (C. elegans) e um vertebrado 

(Danio rerio).  

 

1.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar se o extrato de Ilex paraguariensis, exerce papel neuromodulador frente ao 

estresse induzido por Alumínio. 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Quantificar se o extrato de erva-mate obtido apresenta um alto potencial antioxidade e 

compostos fitoquímicos; 

 Avaliar se a concentração de Al presente na Bacia Hidrográfica da Corsan- 

Erechim/RS (ETA) pode influenciar nas propriedades benéficas do chimarrão; 

 Avaliar o pré e pós tratamento ao extrato de erva-mate  na prevenção e remediação de 

danos biológicos causados pelo excesso de EROs, devido a exposição ao estressor Al; 

 Avaliar o estresse oxidativo em dois modelos biológicos sendo um invertebrado 

(C.elegans) e um vertebrado (Danio rerio), utilizando biomarcadores enzimáticos;  

 Determinar o efeito do Al sobre o sistema nervoso colinérgico e na geração de espécies 

reativas de oxigênio; 
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 Avaliar o efeito sobre os parâmetros comportamentais, batimento faríngeo e defecação, 

de Caenorhabditis elegans (C. elegans) após exposição crônica e ao extrato aquoso de 

erva-mate e a diferentes concentrações de Al; 

 Avaliar o efeito sobre os parâmetros comportamentais, ansiedade, agressividade e 

preferência social, de Danio rerio após exposição crônica e ao extrato aquoso de erva-

mate e a diferentes concentrações de Al. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 ERVA-MATE CARACTERÍSTICAS E PROPRIEDADES 

 

A Ilex paraguariensis St. Hil., conhecida popularmente como erva mate, é uma planta 

pertencente à família Aquifoliaceae, encontrada naturalmente no Brasil, Argentina e Paraguai. 

No Brasil, os estados do Mato Grosso do Sul, Santa Catarina e Rio grande do Sul são os que 

mais consumem a planta na forma de chimarrão, tererê ou chá mate (BONDARIK et al., 

2006). 

O chimarrão é uma bebida tradicional, que para seu consumo utiliza-se um recipiente 

feito da fruta ―porongo‖ (Lagenaria siceraria), que é chamado de "cuia", neste a erva ocupa 

dois terços do espaço interno e o volume livre é completado com água quente formando uma 

infusão parcial (parte da erva permanece seca) (MEINHART et al., 2010). Na América do 

Sul, aproximadamente 30% da população consome mais que 1 litro/dia desta bebida 

(BRACESCO et al. 2011). 

A erva-mate possui diversos benefícios para a saúde, devido as suas propriedades 

fitoquímicas. Estas incluem os compostos fenólicos como, os derivados cafeoil (ácido cafeico, 

ácido clorogenico, 3, 4-dicafeoilquínico, ácido 4, 5-dicafeoilquínico ácido e de ácido 3,5-

dicafeoilquínico), fitosteróis, saponinas (ALKHATIB, 2014), flavonoides, alcalóides (cafeína, 

teobromina), esteróides e/ou triterpenos (VALDUGA et al., 1997; PEIXOTO, et al., 2011), 

muitos estudos apontam também para o acúmulo de cafeína e teobromina (FREITAS et al., 

2011). 

Estes princípios ativos têm sido utilizados para explicar os vários benefícios 

associados com o consumo de erva-mate incluindo a ação vasodilatadora, ação anti-

mutagênicas, efeitos anti-glicação (ALKHATIB, 2014) e a atividade antioxidante, a qual se 

destaca (ARÇARI et al., 2009).Os compostos fenólicos presentes na erva-mate são 

abundantes e presentes também em frutas e legumes. Estes possuem um amplo impacto sobre 
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o sistema biológico, tendo sua propriedade antioxidante, como característica mais 

interessante, sendo descrita como capazes de diminuir o estresse oxidativo (KARAKAYA, 

2004; BASTOS et al., 2006). 

Níveis elevados de estresse oxidativo, são fenômenos apresentados como causa de 

muitas doenças tendo como solução a ação antioxidante para normalização. Em um estudo 

prévio do nosso grupo, Bortoli et al. (2018)  analisou o potencial antioxidante de extratos de 

erva-mate em Caenorhabditis elegans, um modelo experimental de Doença de Alzheimer. 

Outros estudos também foram realizados usando a erva-mate como antioxidante em isquemia 

miocárdia, diabetes, hiperlipidemia entre outros (YUAN et al., 2017; BOAVENTURA et al., 

2013; ARCARI et al., 2011). 

 

2.2 ALUMÍNIO 

 

O Al é abundante no meio ambiente, representando 8,8 % da crosta terrestre 

(BONDY, 2016). Está presente em diferentes áreas, como na construção civil, transportes, 

tintas, explosivos químicos, medicina, cosmética, e na indústria alimentar (embalagens, 

panelas), além de muito usado no tratamento de águas como agente coagulante (NIDHEESH, 

2018). Sendo assim, o ser humano se expõe ao alumínio inevitavelmente, já que essa 

substância se encontra disponível na natureza, principalmente devido a sua mobilização por 

ação antrópica. (ROSALINO, 2011). 

A crescente solubilidade desse elemento leva a alterações na sua especiação química, 

podendo alterar-se da forma particulada e orgânica menos tóxica a formas de monômeros 

inorgânicos mais tóxicos (WENG et al., 2002). Esse metal encontra-se em forma de 

monômeros inorgânicos (maior toxicidade) nas águas superficiais, e apresenta efeito de 

diminuição de diversas espécies de organismos vivos, tendo a capacidade de atravessar as 

membranas biológicas (WARBY et al., 2008). Por isto é considerado tóxico para as 

populações vegetais e animais a nível aquático em águas ácidas. 

Segundo Bondy (2016) a forma mais comum de exposição humana ao Al é através do 

trato gastrointestinal, através do consumo diário na dieta, que promove a absorção de cerca de 

15 mg de Al (ABAL, 2017). A ingestão de produtos farmacêuticos também pode contribuir na 

absorção, já que os antiácidos possuem uma concentração bem elevada de Al, quando 

comparados a outros medicamentos ou qualquer alimento (GREGER, 1993). Os analgésicos 

como a aspirina, anti-ulcerativos, produtos antidiarreicos, medicamentos hemorroidais e 

aglutinantes de fósforos, aproveitados em drogas de tratamento da hiperfosfatemia em 

https://www-sciencedirect-com.ez372.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/caenorhabditis-elegans
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pacientes urêmicos com insuficiência renal também possuem diferentes sais de Al, como o 

Hidróxido de Al (Al(OH)3), Glicinato de Al (C2H6AlNO4), Sulfato de Al (Al2(SO4)3) e o 

Silicato de Al (Al2SiO5) (GREGER, 1993; SONI et al., 2001; TICHY, 2003; MUDGE et al., 

2011). 

Além da ingestão de medicamentos, a água potável também contém o Al, sendo esta 

mais biodisponível, para os organismos. A maioria das Estações de Tratamento de Água 

(ETA) utilizam o sulfato de Al como agente floculante, que quando adicionado à água atrai 

pequenas partículas de matéria inorgânica, bactérias, vírus e outros organismos 

potencialmente perigosos para humanos, ajudando na filtragem (CAESB, 2016). A 

biodisponibilidade do metal na água potável depende do pH, das relações químicas e dos 

equilíbrios entre os diferentes solutos, tais como silicatos, citratos, cálcio e flúor 

(CERVANTES et al., 2017). Se os níveis residuais são elevados, o Al pode precipitar no 

sistema de distribuição e alterações de escoamento podem originar a ressuspensão de 

sedimentos e um aumento nos níveis desse metal na água distribuída (CASTRO, 2015). Outro 

fator que pode contribuir no aumento expressivo da concentração residual do Al em águas 

tratadas são as chuvas ácidas que influenciam as águas superficiais (WANG et al., 2010). 

Com isso, há certa preocupação da relação desse metal com a saúde humana, já que o 

mesmo se encontra em produtos de consumo e disponibilizado na natureza, fazendo com que 

o ser humano seja exposto inevitavelmente. No passado o Al foi tratado como elemento não 

nocivo ao organismo humano, mas a partir da década de 70 alguns autores passaram a 

relacioná-lo a algumas doenças, o que motivou diversos estudos para sua avaliação 

toxicológica (CERVANTES et al., 2017). Alguns destes autores pesquisaram as relações do 

Al com a doença de Alzheimer (DA) (OLIVEIRA et al., 2019). O Al foi relacionado à 

etiologia da doença de Alzheimer e outros tipos de demência com níveis médios de ingestão 

de Al através do fornecimento de água potável, provando ser a forma mais biodisponível para 

ser absorvida pelo intestino e que a maior parte do Al ingerido de outras fontes não é 

absorvido tão rapidamente (MARTYN et al., 1997; FRISARDI et al., 2010). 

Análises in vivo demonstraram que a administração de Al aumenta a produção de β-

amilóide (Aβ), promove sua agregação e inibe sua degradação nos cérebros de organismos 

modelos, consistente com o processo fisiológico da DA (KAWAHARA & KATO- NEGISHI, 

2011; ZHAO et al., 2014). Estudos in vitro também demonstraram o acúmulo de Aβ induzido 

por Al em neurônios cultivados do córtex cerebral de ratos (KAWAHARA et al.,2001; CHEN 

et al., 2010). Outro caso estudado, através de exames pós-mortes, revelou uma carga 

excessiva de Al no cérebro de pacientes após exposição crônica ao metal (WALTON, 2006; 



28 
 

EXLEY & VICKERS, 2014). Em adição, estudos de coorte demonstraram uma relação direta 

entre a exposição ao Al e o desenvolvimento da DA em cerca de 71% dos participantes do 

estudo (WANG et al., 2018). 

Este potencial neurotóxico do Al está relacionado a sua característica de metal 

bioacumulador  que pode alterar a fluidez de membranas biológicas, uma vez que seus sais 

são transferidos para o sistema vascular no sangue, na qual a maior parte do metal é ligada à 

transferrina (HARRIS et al., 2003), podendo entrar no sistema nervoso por meio do transporte 

através da barreira hematoencefálica usando endocitose da transferrina (BONDY, 2016). 

Neste trabalho foram avaliados os níveis de Al presentes nos riachos pertencentes à Bacia 

Hidrográfica da Corsan/ Erechim-RS, e na erva-mate, já que Bortoli (2018) e colaboradores 

demonstraram a presença de Al na erva-mate, para determinar se o consumo de Al se dá pela 

água ou pelo consumo da erva-mate.  

 

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO X SISTEMA ANTIOXIDANTE 

 

Em 1985 Helmut Sies, definiu o termo estresse oxidativo como ―um distúrbio no 

equilíbrio pró-oxidante e antioxidante em favor do primeiro‖ (SIES, 1985), que leva à 

interrupção da sinalização redox e da função fisiológica (FRIJHOFF, et al. 2015). Nas células 

e tecidos, o estresse oxidativo é causado pelo desequilíbrio entre a produção e o acúmulo de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e a capacidade dos sistemas biológicos de desintoxicar 

esses produtos (PIZZINO, et al. 2017). As EROs são normalmente geradas como subprodutos 

do metabolismo do oxigênio, ou por fosfato de nicotinamida-adenina-dinucletídeo (NAPDH) 

e oxidação da xantina oxidase, embora pudessem ser formados por estímulos exógenos, tais 

como luz UV, entre outros (KONIOR, et al. 2014; YISIREYILI, et al. 2017; PIZZINO, et al. 

2017).  

A maior parte do O2 consumido pelos organismos aeróbicos é reduzida com segurança 

à H2O em uma reação de transferência de quatro elétrons catalisada pela citocromo oxidase no 

complexo IV da cadeia respiratória dentro da membrana interna mitocondrial (WILSON, 

2017). Isto é acoplado com a fosforilação oxidativa para produzir energia química na forma 

de trifosfato de adenina (ATP). Assim, a principal função do O2 nos organismos aeróbios é 

servir como um sumidouro para aceitar os elétrons gerados durante o catabolismo oxidativo 

de combustíveis à base de carbono para a produção eficiente de energia (WILSON, 2017). 

No entanto, uma pequena porção de O2 sofre redução parcial da cadeia respiratória, 

mas também durante outras atividades fisiológicas/bioquímicas, como fagocitose, ativação do 
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sistema imune, metabolismo de xenobióticos (GALARIS e PONTOPOULOS, 2008). Isso 

leva à formação de intermediários potencialmente nocivos, as EROs. Os membros desta 

família incluem o ânion superóxido (O2
-
), radicais hidroxila (OH•), peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e peróxidos lipídicos (GALARIS, et al. 2019). O excesso de geração de EROs pode 

resultar em dano celular nas formas de peroxidação lipídica, desdobramento de proteínas e 

danos ao DNA, os quais podem interferir significativamente nas funções celulares 

(SCHIEBER e CHANDEL, 2014). Além disso, altos níveis de EROs induzem a abertura do 

poro de transição de permeabilidade mitocondrial, levando à morte celular via apoptose 

(REYTER, et al. 2007). 

Em muitos tecidos a produção aumentada de EROs é promovida pela exposição a 

diversos fatores exógenos, como o Al que é um agente pro-oxidante (EXLEY, 2004). Para 

resistir a essa produção excessiva e limitar a atividade peroxidativa das EROs, os organismos 

vivos possuem dois sistemas antioxidantes, o enzimático e o não-enzimático (SODHI, et al. 

2008). Os Antioxidantes não enzimáticos, em sua maioria são exógenos, ou seja, necessitam 

ser absorvidos pela alimentação apropriada. Os principais podem ser divididos em: Vitaminas 

Lipossulúveis (vitamina A, vitamina E, beta-caroteno), Vitaminas Hidrossolúveis (vitamina 

C, vitaminas do complexo B), os bioflavonóides (derivados de plantas), entre outros (VALKO 

et al., 2007). Já o sistema enzimático temos a enzima denominada superóxido dismutase, 

juntamente com outras duas – catalase e glutationa peroxidase – são as principais defesas 

antioxidantes que atuam nos organismos superiores (PAMPLONA e COSTANTINI, 2011).. 

A SOD é uma metaloproteína com poder antioxidante enzimático potente. Possui 3 

isoformas: a primeira que contém cobre e zinco, presente no citoplasma, a segunda que 

contém manganês e está presente na mitocôndria e a terceira isoforma presente no meio 

extracelular (BAR-OR 2015). Estas isoformas participam do processo de detoxificação dos 

radicais livres, são específicas na remoção do radical superóxido, catalisando a sua 

dismutação à peróxido de hidrogênio, através da reação que transforma dois ânions de radical 

superóxido (O2
-
) em um peróxido de hidrogênio menos reativo que o anterior, como 

demonstrado na Figura 1 (PARIHAR, et al. 2008). 

Como resultante da atividade da SOD, o peróxido de hidrogênio, sofre a ação da 

catalase (CAT) chamada também de hidroperoxidase que está presente no meio intracelular 

sendo produzida em sua maior parte no fígado, que na presença de ferro livre, catalisa a 

transformação do peróxido de hidrogênio em água e oxigênio (Figura 1) (IWASE 2013). 

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/hydrogen-peroxide
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/lipid-peroxide
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/lipid-peroxidation
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/protein-misfolding
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/programmed-cell-death
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Figura 1.  Atividade das enzimas SOD e CAT. 

(Fonte: http://arquivobioqui.blogspot.com/2015/sintese-e-reciclagem-acetilcolinana.html). 

 

2.4 ACETILCOLINESTERASE 

 

A acetilcolinesterase é uma enzima pertencente à família das colinesterases, 

responsável pela degradação de acetilcolina, um neurotransmissor, que quando presente na 

fenda sináptica promove a propagação do impulso nervoso. Em situação normal, após o 

término do estímulo, a acetilcolina é removida por recaptação ou por degradação enzimática, 

pela enzima acetilcolinesterase (ARAUJO et al., 2016). 

Os principais componentes da via colinérgica são: acetilcolina (ACh), 

acetilcolinesterase (AChE), colina acetiltransferase (ChAT), transportador de colina (CHT), o 

transportador de acetilcolina vesicular (vAChT) e os receptores nicotínicos (nAChR) e 

muscarínicos (mAChR) (PAUL et al., 2015). A AChE está presente no Sistema Nervoso 

Periférico (SNP), onde modula os impulsos nervosos que controlam os batimentos cardíacos, 

a dilatação dos vasos sanguíneos e a contração dos músculos lisos, e no Sistema Nervoso 

Central (SNC) está envolvida no controle motor, na cognição e na memória (PETRONILHO, 

2011). 

O processo detalhado da AChE ocorre da seguinte forma: o neurotransmissor ACh é 

sintetizado pela colina acetiltransferase a partir de colina e acetilcoenzima A (Acetil-CoA) no 

axônio terminal, ficando contida em vesículas sinápticas; quando um impulso nervoso atinge 

o axônio terminal, é liberada a ACh por exocitose para a fenda sináptica, a qual é atraída pelos 

receptores colinérgicos (nicotínico e muscarínico) localizados na membrana pós-sináptica 

(Figura 2), resultando na propagação do impulso nervoso (PETRONILHO, 2011). Após 

efetuar sua função, a ACh é hidrolisada pela enzima AChE em acetato e colina, na fenda 

sináptica (FUJII et al., 2008). A colina, por sua vez, é em sua maioria recaptada por um 

transportador de colina (CHT) para o terminal pré-sináptico, onde atua como precursora na 

síntese de uma nova molécula de ACh (SARTER & PARIKH, 2005). 
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Figura 2. Sinapse Colinérgica 

(Fonte:http://arquivobioqui.blogspot.com/2015/sintese-e-reciclagem- acetilcolina na.html). 

A AChE desempenha um papel fundamental no SNC e está relacionada ao controle do 

comportamento, bem como aprendizado e memória, além de atuar na organização cortical do 

movimento, e controle do fluxo sanguíneo cerebral, portanto, desordens nesta enzima 

remetem a doenças neurológicas (MESULAM et al., 2002; MORETTO et al., 2004). Na DA, 

há uma diminuição de ACh no cérebro devido à morte dos neurônios colinérgicos, 

diminuindo os sinais excitatórios (STAHL, 2000). No entanto, evidências clínicas acumuladas 

até os anos iniciais de 2000, sugerem um efeito sintomático e neuroprotetor "anti-Alzheimer" 

promovido por fármacos inibidores da acetilcolinesterase (MUNOZ-TORRERO, 2008).  

Os inibidores da acetilcolinesterase alteram a função colinérgica central ao inibir as 

enzimas que degradam a acetilcolina, aumentando, assim, a capacidade da acetilcolina de 

estimular os receptores nicotínicos e muscarínicos cerebrais (GROSSBERG, 2003). Em 

pessoas sadias a inibição desta enzima causa acúmulo de acetilcolina nas fendas sinápticas 

causando prejuízos aos organismos como convulsões, déficit cognitivo e perda de memória 

(ZATTA et al., 2002; EVRON et al., 2007). Por isso, a acetilcolinesterase (AChE) é uma 

enzima chave do sistema nervoso colinérgico, atuando na hidrólise do  neurotransmissor ACh 

e assegurando a transmissão normal dos sinais nervosos no organismo, e sua inibição pode 

causar hiperatividade, perda de coordenação, convulsões, paralisia e outros tipos de alterações 

comportamentais (ZHANG et al., 2017). 
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2.5 ORGANISMOS MODELOS  

 

2.5.1 Caenorhabditis elegans 

 

O Caenorhabditis elegans (C. elegans) (Figura 3), é um nematódeo pertencente à 

família Rhabditidae. Foi introduzido como um modelo experimental para estudos por Sydney 

Brenner na década de 1970 (BRENNER, 1974). É considerado um importante modelo 

experimental em áreas de pesquisa como biologia molecular, toxicologia e farmacologia 

(COX et al., 2012). Uma de suas características que lhes tornam importantes para pesquisas é 

a sua sequência completa do genoma, o qual foi estabelecido e demonstrado que 

aproximadamente 60-80% dos genes de doenças humanas e vias de doenças estão presentes 

neste organismo (KATETTA e HENGARTNER 2006). 

 

 

Figura 3. Nematódeo C. elegans 

(Fonte: http://nematologia.com.br/tag/c-elegans/) 

 

Dentre as inúmeras vantagens que o C. elegans possui para ser um organismo modelo 

destacam-se: tamanho muito pequeno, transparência, tempo de geração rápido, curto ciclo de 

vida, capacidade de ser congelado, comportamento simples e mensurável, extensa 

caracterização genômica, genética e embriológica, além de rastreabilidade genética (HOPE, 

1999). Outra característica importante é que o C. elegans é ser transparente, permitindo que 

suas células possam ser acompanhadas individualmente e que os genes repórteres ligados à 

GFP (Green Fluorescent Protein) possam ser observados no organismo in vivo. 

O C. elegans possui ciclo de vida rápido, dividido em várias fases (Figura 4). O seu 

crescimento é dependente de temperatura em torno de 20°C. Em condições normais, o verme 

permanece na fase L1 durante 14~16 horas, procede para L2 durante 8~9 horas, passa para L3 

por~9 horas, posteriormente para a fase L4 por ~12 horas, e, finalmente, torna-se adulto 

https://www-sciencedirect.ez372.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1756464618300847#b0140
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(Figura 4). Ao final de cada estágio do desenvolvimento os nematódeos perdem a cutícula que 

recobre seu corpo, a qual é constituída por uma camada de carboidratos e proteínas que 

cobrem a hipoderme. O ciclo completo leva cerca de 3,5 dias. O tempo médio de vida dos 

vermes adultos é de 18 dias à 20 ºC. Em casos de estresse, como por exemplo, aglomeração 

ou falta de alimento, o desenvolvimento é interrompido, caracterizando a ―larva dauer‖, na 

qual o organismo consegue viver meses neste estado até o que ocorra a eliminação do fator 

estressante, fazendo com que o verme desenvolva diretamente para fase L4 (Figura 4) (LY, 

2014). 

 

Figura 4. Ciclo de Vida do C. elegans 

(Fonte:http://www.sfu.ca/biology/faculty/hutter/hutterlab/research/Celegans.html) 

 

O nematódeo é predominantemente hermafrodita e a sua reprodução por 

autofertilização torna fácil a manutenção de mutações gênicas (BARROS, 2010). Um 

hermafrodita gera entre 200-300 descendentes, já quando um macho cruza com um 

hermafrodita, o número gerado de descendentes aumenta para 1000 (BARROS, 2010). 

Durante sua vida o verme ingere o alimento através da ação propulsiva da faringe, 

onde a velocidade de contração da faringe é modulada pela presença do alimento, pela sua 

qualidade, como também pela experiência prévia do animal (AVERY, 1993; YOU et al., 

2008). No modelo experimental um programa motor cíclico e estereotipado coordena eventos 

que envolvem o intestino, músculos e neurônios, resultando na expulsão do conteúdo 



34 
 

intestinal. Cada ciclo de defecação está associado com flutuações nos níveis de cálcio 

intestinal e ocorre de 45 a 60 segundos (DAL SANTOS et al., 1999). Sendo assim, a 

propulsão da faringe e o movimento do intestino do nematódeo estão consolidados como 

sistemas experimentais para estudar fenômenos biológicos como respostas ao estresse e 

envelhecimento (MCGHEE, 2007). 

Sabe-se também que o sistema neuronal de C. elegans contém 302 neurônios e 56 

células gliais. A conectividade neuronal do nematódeo é simples se comparada a vertebrados, 

pois apresenta em torno de 5.000 sinapses químicas e 2.000 junções neuromusculares. 

Diferenças em seu comportamento podem ser facilmente visualizadas e mapeadas com 

exatidão nas redes neuronais (COX et al., 2012). 

Uma semelhança entre mamíferos e C. elegans é observada quando se estudam as 

rotas do estresse oxidativo, onde os danos celulares causados por radicais livres levam a 

neurotoxicidade causada pelos tóxicos presentes no ambiente, explicando a fisiopatologia de 

várias doenças, como Huntington, Alzheimer e Doença de Parkinson (BROWNE e BEAL, 

2006; YUAN, et al, 2007; MOREIRA et al., 2008). 

Existem diversas cepas de C. elegans disponíveis, dentre elas a N2, que é a cepa 

selvagem mais comum utilizada em pesquisas, porém o estudo da DA se concentra 

principalmente no uso de animais transgênicos, que expressam construções que contém a 

região codificadora do peptídeo β-amilóide humano (DIMITRIADI & HART, 2010). A cepa 

transgênica, GMC 101, dvIs100 [pCL354(unc-54:DA-Aß1-42) + pCL26(mtl2: GFP)], difere 

dos modelos existentes Aß que predominantemente expressam amino Aß3-42 truncados, a 

Aß1-42 é expressa em células do músculo da parede do corpo, onde ela oligomeriza, agregada 

e resulta em grave e penetrante paralisia progressiva (MC COLL, 2012). A cepa, também 

transgênica, CL2122; dvIs15(mtl-2: GFP) é utilizada como controle transgênico (MC COLL, 

2012).  

 

2.5.2  Danio rerio (Zebrafish) 

 

 O Zebrafish (Danio rerio) é um pequeno teleósteo (3-4 cm), conhecido popularmente 

no Brasil como Paulistinha, pertence à família Cyprinidae, sendo uma espécie bastante 

conhecida pelo seu uso ornamental (Figura 5). O pioneiro a estudar esta espécie foi George 

Streisinger que, no final da década de 60, aplicou as técnicas de análise mutacional para 

estudar o desenvolvimento embrionário do Zebrafish (GRUNWALD & EISEN, 2002) 
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Figura 5. Danio rerio 

(Fonte: https://www.unochapeco.edu.br/) 

 

Além da alta conservação do genoma com a espécie humana, que compreende entre 70 

a 80%, essa espécie ainda possui inúmeros sistemas de neurotransmissores (HOWE et al., 

2013). O projeto de sequenciamento do seu genoma foi iniciado em 2001 no Wellcome Trust 

Sanger Institute no Reino Unido e finalizado no ano de 2013, resultando na constatação que 

esse modelo animal apresenta 26.206 genes codificadores de proteínas, mais do que ratos, 

humanos e frangos (HOWE et al., 2013; COLLINS et al., 2014). Pesquisadores consideram 

que esse alto valor é consequência do evento de duplicação do genoma ocorrido nos 

teleósteos há mais de 300 milhões de anos (TAYLOR et al., 2003). 

Além da genética, o Zebrafish apresenta características que favorecem sua produção e 

que auxiliaram no estabelecimento e popularidade de seu uso como ferramenta de pesquisa. 

Dentre os atributos, destacam-se a alta fecundidade com geração de grande número de prole, 

na qual as fêmeas podem apresentar desova semanal, com liberação de 200 a 700 ovos 

(MIZGIREV & REVSKOY, 2010); rápido desenvolvimento e transparência dos embriões e 

larvas, favorecendo os estudos relacionados à embriologia e seus órgãos são formados em 24 

horas após a fertilização (SANTORIELLO e ZON, 2012); robustez; tolerância a várias 

condições ambientais e baixo custo para mantê-lo em ambientes laboratoriais, este quando 

comparado aos organismos modelos tradicionais, como os roedores (ADATTO et al., 2016; 

NASIADKA e CLARK, 2012).  

Este organismo também é sensível a ensaios toxicológicos, que podem demonstrar, 

por exemplo, alteração em seu comportamento quando expostos a determinado toxicante, 
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desde o início da vida até a idade adulta (KALUEFF et al., 2013). As vantagens do Zebrafish 

como organismo modelo possibilitam seu uso em vários campos de pesquisa: neuroquímica, 

comportamento, desenvolvimento, toxicologia e genética são alguns exemplos. Apesar de ser 

um modelo relativamente novo, o aumento de metodologias desenvolvidas ou adaptadas ao 

Zebrafish podem impulsionar ainda mais o seu uso (REOLON et al., 2017).  

Sendo assim, esse organismo modelo consolidado para avaliar os efeitos 

neuroquímicos e comportamentais, e se torna um modelo com boas perspectivas sobre o uso 

de espécies alternativas em relação a estudos farmacológicos e toxicológicos, além de seu uso 

para av=aliar impactos causados por desastres ecológicos (PERKINS et al., 2013). 

 

3. METODOLOGIA 

 

Figura 6: Delineamento experimental geral 

3.1 PREPARAÇÃO DO EXTRATO DE Ilex paraguariensis  

O extrato de folhas foi preparado seguindo o método tradicional para o preparo da 

infusão de I. paraguariensis (Chimarrão). A erva mate foi infusa em meio aquoso usando 7g 

de erva por 100 mL de água milliQ a 75 ° C por 15 min (BORTOLI et al., 2018). A 

preparação foi filtrada através de papel de filtro à temperatura ambiente e transferida para 

tubos falcon protegidos por papel alumínio para evitar a passagem da luz e depois congelada a 

-80 ° C até ser utilizada.  

3.2 COMPOSIÇÃO FITOQUIMICA E ATIVIDADE ANTIOXANTE DE EXTRATO DE 

ERVA-MATE 

 

3.2.1 Fenóis totais 

Para a determinação de fenóis na infusão da erva-mate foi aplicado o método 

colorimétrico com reagente de Folin- Cicateau seguindo metodologia de Ahn et al (2004)  

sendo a leitura realizada em espectrofotômetro a 760 nm. As amostras (0,5 mL) foram 

diluídas para 50 mL, em água destilada, e após, foram filtradas em papel filtro com teor de 

cinzas de 0,00009 g. Esta solução foi então misturada com 2,5 mL de reagente de Folin- 
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Ciocalteu durante 5 minutos. Em seguida adicionou-se 2 mL de solução de carbonato de sódio 

(7,5 %), e, por conseguinte, as amostras foram incubadas durante 5 minutos em banho maria a 

50ºC e após banho de gelo. A absorbância foi medida a 760 nm contra o branco (metanol) e 

comparada com a curva padrão de ácido gálico. 

 

3.2.2 Flavonóides totais 

Para a quantificação de flavonoides totais foi utilizado o método colorimétrico, 

seguindo metodologia de Dowd, adaptado (ARVOUET-GRAND et al., 1994; MEDA, et al. 

2005) que consiste na adição de cloreto de alumínio e nitrito de sódio à amostra, a fim de 

promover a formação do complexo flavonoide-alumínio, sendo a leitura realizada em 

espectrofotômetro à 510 nm. O conteúdo total de flavonoides foi determinado usando uma 

curva padrão. 

 

3.2.3 Cromatografia líquida de alta frequência 

As análises da quantidade de metilxantinas (cafeína) presentes na erva-mate utilizada 

para os ensaios foi realizada por meio de High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

modelo Prominence, marca Shimadzu, equipado com Detector de Arrranjo de Diodos (PDA). 

A cafeína e teobromina foram quantificadas de acordo com metodologia de Lopes et al. 

(2008). Utilizou-se sistema cromatográfico composto de coluna octadecilsilano, mantida à 

40°C, empregando como fase móvel, a mistura de água ultrapura MilliQ e metanol Merck 

(75:25 V/V). As substâncias eluídas foram detectadas no espectro do ultravioleta à 272 nm, 

com uma razão de fluxo de 1mL/min. A identificação da Cafeína foi realizada por 

comparação dos tempos de retenção das amostras com o tempo de retenção das soluções 

padrão.  

A solução padrão foi preparada seguindo metodologia de Lopes et al. (2008), diluindo 

30 mg de cafeína em 100 mL de fase móvel, 5 mL desta solução foi diluída para 50 mL 

utilizando o eluente, obtendo-se assim uma concentração final de 30 µg/mL de cafeína 

respectivamente. As amostras foram preparadas em triplicata e cada uma foi cromatografada 

em quadruplicata. 
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3.2 4 Ensaio antioxidante in vitro 

Para a atividade antioxidante foram utilizados o método de DPPH (Diphenyl-1-

picrylhydrazy) e ABTS (2,2′-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid), conforme 

descritas abaixo. 

O DPPH (método descrito por ROESLER et al., 2007, com modificações): 

As amostras foram diluídas em metanol na concentração de 10 mg/mL, em seguida 

foram homogeneizadas em agitador de tubos (vórtex) por 30 segundos e colocadas em 

ultrassonificação a 10ºC durante 30 min, para posterior diluição em 10; 5; 2,5 e 0,8 µL/mL.  

Adicionou-se a cada concentração de extrato etanólico uma solução de DPPH de 

0,004% exceto nos brancos, onde foi adicionado o solvente. Uma curva de Trolox foi 

preparada variando de 10 µmol/L a 250 µmol/L (resultando em 11 pontos a cada 25 µmol/L). 

Após a adição do DPPH, esperou-se 40 minutos e procedeu-se a leitura no espectrofotômetro 

a 515 nm. 

O decaimento da absorbância das amostras correlacionando ao decaimento da 

absorbância do controle resulta na porcentagem de sequestro de radicais livres. A capacidade 

de sequestrar radical livre é expressa como percentual de inibição de oxidação, calculado 

conforme a fórmula abaixo: 

 

Para ABTS (método descrito por LEE et al., 2003):  

Foi utilizada uma solução de ABTS preparada a partir de uma solução de 7 mM, no 

qual foi adicionado 88 µL de persulfato de potássio e mantido no escuro, à temperatura 

ambiente por 16 horas. Em seguida as amostras foram preparadas em água na concentração 10 

mg/mL, homogeneizadas em agitador de tubos por 30 segundos, seguido de ultrassonificação 

a 10ºC durante 30 min, para posterior diluição em 10; 5; 2,5 e 0,8 µL/mL. Adicionou-se a 

cada concentração de extrato aquoso uma solução de 2,5 mL de ABTS exceto nos brancos, 

onde foi adicionado o solvente. Uma curva de Trolox foi preparada variando de 10 µmol/L a 

250 µmol/L (resultando em 11 pontos a cada 25 µmol/L). Após a adição do DPPH, esperou-se 

6 minutos e procedeu-se a leitura no espectrofotômetro a 734 nm. 

 



39 
 

3.3 COLETA DE ÁGUA DOS RIACHOS DA BACIA HIDROGRÁGICA DA CORSAN- 

ERECHIM/RS 

As amostras de água foram coletadas em 4 riachos pertencentes a Bacia Hidrográfica 

da Corsan- Erechim/RS (Tabela I). Cada riacho foi subdivido em dois pontos sendo: ponto 

inicial (Pi): a nascente; ponto final (Pf): antes do rio desbocar na barragem.  Além disso, 

foram coletadas amostras de água bruta (água de todos os rios misturados no reservatório 

antes do processo de tratamento) e água tratada (pronta para o consumo). As águas foram 

armazenadas em frascos de plástico estéreis, para evitar a interação química do Al com a 

sílica do vidro. 

Tabela I: Coordenadas geográficas de cada riacho com seus pontos de coleta. 

Riacho Ponto inicial (Pi): nascente Ponto final (Pf): antes da barragem 

Água tratada 27º38’21‖S         52º16’04‖O --- 

Água Bruta 27º38’21‖S         52º16’04‖O --- 

Rio Ligeirinho 27º42’10‖S         52º16’35‖O 27º40’42‖S          52º14’28‖O 

Rio Leaozinho 27º39’58‖S         52º16’51‖O 27º40’29‖S          52º14’31‖O 

Rio Cravo 27º43’18‖S         52º18’04‖O 27º44’56‖S          52º22’02‖O 

Rio Campo 27º42’55‖S         52º15’37‖O 27º42’32‖S          52º12’39‖O 

 

3.4 ANÁLISES DE ESPECTROFOTOMETRIA DE EMISSÃO ATOMICA  

As concentrações do metal Al encontradas na água e no extrato de erva-mate, foram 

determinadas por espectrofotometria de emissão atômica com plasma indutivamente acoplado 

(ICP-AES) em um instrumento Shimadzu (modelo AA-7000).  Uma curva padrão foi 

utilizada, preparada a partir de Al-Sigma Aldrich Standard para AAS mais água ultrapura 

MilliQ®. A absorbância utilizada foi de 396 nm, com lâmpada de catodo oco tipo AS-1, com 

comprimento de onda de 309,3 nm. 

3.5 ORGANISMO MODELO Caenorhabditis  elegans 

 

3.5.1 MANUTENÇÃO DO C. elegans 

Foram utilizados neste estudo, diferentes cepas dos nematódeos Caenorhabditis 

elegans: a saber cepas do tipo Selvagem (N2 Bristol), CF 1553, muIs84(([Psod-3::GFP]), 

GA800,wuIs151[(ctl-1+ctl-2+ctl-3;myo-2::GFP]) e CL 2166, [(pAF15)gst-4p::GFP::NLS]. 

Estas cepas foram obtidas a partir do ―Caenorhabditis Genetics Center‖ (USA). Os vermes 

foram mantidos em placas de Petri em meio de crescimento para nematódeos (Nematode 
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Growth Medium-NGM) à 20ºC em incubadora do tipo BOD e alimentados com a bactéria 

Escherichia coli OP50 (E. coli), sendo manuseados em câmara de filtro UV, como descrito 

por Brenner (1974). Posteriormente, os nematódeos foram sincronizados para que todos 

ficassem na mesma fase larval (L1), com sincronização completa (~ 95%), conforme descrito 

por Donkin e Dusenbery (1993), técnica adaptada. 

3.5.2 Tratamentos em C.elegans 

3.5.2.1 Screening (pré-teste) em exposição aguda 

Os testes foram realizados em três grupos diferentes conforme demonstrado na Figuras 

6, 7 e 8.  Considerando que os resultados da presença e concentração de Al obtidos neste 

estudo foram similares aos encontrados em estudo prévio do nosso grupo por Bortoli et al. 

2018, foram definidas as concentrações de 5,5 mg/mL; 8,0 mg/ mL e 10,5 mg/ mL de sulfato 

de alumínio (Al2(SO4)3). Os vermes foram colocados em exposição aguda durante 1h ao Al e 

após 30 min ao extrato de erva-mate e vice-versa (Figuras 6, 7 e 8). 

Para a exposição aguda foram utilizados os vermes em estágio larval L4. A cada 

exposição os nematódeos foram lavados com uma solução de M9, com a finalidade de retirar 

todo o toxicante ou extrato, antes de ocorrer a exposição novamente. Após os vermes foram 

utilizados para o preparo de extrato para determinação da atividade da enzima 

acetilcolinesterase e demais atividades enzimáticas. 
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Figura 7. Delineamento experimental da exposição per se . Vermes expostos agudamente durante 1 

hora ao Al ou extrato de erva-mate 

 

Figura 8. Delineamento experimental da pré-exposição. Vermes expostos agudamente durante 30 min 

a erva-mate ou água e após 1h ao Al. 
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Figura 9. Delineamento experimental da pós-exposição. Vermes expostos agudamente durante 1h ao 

Al e após 30 min à erva-mate ou água. 

 

3.5.2.2 Exposição Crônica 

Após o screening (tópico 3.5.2.1), foi escolhido a pós-exposição como um tratamento 

que evidenciou melhor efeito do extrato de erva-mate, com isso foi realizada a análise crônica 

utilizando o experimento de pós-exposição à erva-mate, para avaliar o potencial remediador. 

Em exposição crônica os vermes foram sincronizados, e mantidos em BOD até o 

estágio larval L1 (14 horas após sincronização), então foram lavados três vezes em tampão 

M9 e expostos as diferentes concentrações de Al durante 1h em agitador tipo Roller. Após 

isso, foram lavados novamente três vezes e colocados para crescer em placas contendo água 

ou Al ou erva-mate, durante 48 h (Figura 9). Os vermes foram mantidos em BOD à 20 °C até 

o estágio Adulto Jovem (estágio no qual o verme já possui vulva, porém ainda não produz 

ovos), então, foram feitas as análises enzimáticas e comportamentais, mesmo estágio utilizado 

na exposição aguda. 
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Figura 10. Delineamento experimental da pós-exposição. Vermes expostos cronicamente durante 1h 

ao Al ou água e após 48 h ao Al, erva-mate ou água. 

 

3.5.3 Análise enzimática aguda e crônica 

Neste estudo para ambas as exposições (aguda e crônica) foram realizadas as mesmas 

análises enzimáticas. 

 

3.5.3.1 Determinações de proteínas totais e atividade da acetilcolinesterase (AChE) 
 

A proteína foi determinada conforme método já estabelecido por Bradford (1976), 

usando o azul de Coomassie como reagente de cor e albumina de bovina sérica como padrão. 

A atividade da acetilcolinesterase (AChE), foi realizada usando um ensaio 

colorimétrico descrito por Cole (2004) com adaptações.  

Após a exposição, os vermes foram lavados três vezes em tampão M9 e transferidos 

para tubos de microcentrífuga. As amostras foram congeladas três vezes em nitrogênio líquido 

e posteriormente foram sonicadas durante 3 min 40s com intervalos de 10 em 10s.  Em 

seguida as amostras foram centrifugadas durante 30 min a 15.000 x g e os sobrenadantes 

foram recolhidos e utilizados para a dosagem de proteína e para medir a atividade da AChE. 

O ensaio foi realizado utilizando-se 28 µL de amostra que foi misturada em 210 µL de 

0,25 mM de 5,5’-ditiobis (ácido 2-nitrobenzóico) (DTNB) e 7 µL de 156 mM de iodeto de 

acetiltiocolina (ASChI) e incubados durante 5 minutos à temperatura ambiente. A taxa de 

absorbância foi medida em 405 nm com leituras de 5 minutos e intervalos de 30s pelo método 

espectrofotométrico. A medição cinética foi registrada e convertida em atividade total da 

colinesterase usando o coeficiente de extinção para o produto colorido DTNB. 
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3.5.3.2 Análises enzimáticas da Superóxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa S-

transferase (GST). 

Para analisar a expressão proteica de todas as enzimas, foram utilizadas três cepas 

diferentes: 

 CF 1553, muIs84(([Psod-3::GFP])  SOD; 

 GA 800, wuIs151[(ctl-1+ctl-2+ctl-3;myo-2::GFP])  CAT; 

 CL 2166, [(pAF15)gst-4p::GFP::NLS]  GST. 

Essas cepas apresentam uma proteína de marcação verde fluorescente GFP (Green 

Fluorescent Protein), que é ativada em situações de estresse, demarcando a atividade 

enzimática.   

Após a exposição dos vermes (conforme descrito no item 3.5.2.1 e 3.5.2.2), estes 

foram fixados em lâminas e paralisados utilizando uma solução de 10 mM de azida sódica. 

Posteriormente foram capturadas fotos utilizando um microscópio de fluorescência em 

ampliação de 10 vezes, sendo pelo menos 6 fotos em triplicata de cada exposição. As imagens 

foram analisadas através do software ImageJ, no qual foi medida a área de fluorescência de 

cada verme. Os valores obtidos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. 

 

3.5.3 Análise comportamental aguda e crônica  

As análises comportamentais foram realizadas em ambas as exposições (aguda e 

crônica), seguindo o protocolo previamente estabelecido pela literatura de Wang et al. (2008), 

ao todo, foram analisados 8 vermes de cada placa. 

3.5.3.1 Batimento faríngeo 

O batimento faríngeo consiste na contração do músculo da faringe e determina a 

frequência da alimentação do verme. O batimento faríngeo foi observado através de 

microscópio (x100) e medido sobre o meio NGM com E. coli. O número de contrações do 

bulbo posterior da faringe de cada verme que foi escolhido aleatoriamente, foi contado pelo 

tempo de 10 segundos, em triplicata, e a média multiplicada por seis, resultando no número de 

contrações/minuto. 

3.5.3.2 Ciclo de defecação 

O comprimento do ciclo de defecação foi avaliado pela contração peristáltica do 

intestino do verme, seguida de expulsão de suas fezes. O intestino é um dos principais órgãos 
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do C. elegans, responsável pela digestão e assimilação dos alimentos. A análise do ciclo de 

defecação foi feita marcando o intervalo de tempo entre uma defecação e outra. São obtidos 

os tempos de três intervalos do ciclo para cada verme, e feita a média entre eles.  

 

3.6 ORGANISMO MODELO Danio rerio 

3.6.1 Nota ética 

Os procedimentos experimentais que utilizaram o organismo modelo Zebrafish têm 

parecer favorável da Comissão de Ética no Uso de Animais do Instituto Federal do Rio 

Grande do Sul (CEUA/IFRS) conforme protocolo nº 2229110319 (ANEXO A). 

 

3.6.2 Procedimento do Danio rerio 

 Neste trabalho foram utilizados aproximadamente 800 peixes adultos (150-180 dias) 

de ambos os sexos (50/50) do tipo selvagem de Zebrafish (Danio rerio). Estes foram 

aclimatados durante sete dias em aquários de 50 L. Os peixes foram mantidos sob fotoperíodo 

natural (14 horas de luz/10 horas escuro). A densidade foi de aproximadamente 2 peixes/L. A 

temperatura da água foi mantida entre 26 e 28ºC; pH próximo à 7,0; oxigênio dissolvido em 

6,5 ± 0,4 mg / L e amônia total de <0,01 mg/L. A alimentação foi controlada, onde os peixes 

receberam ração indicada para a espécie uma vez ao dia às 8h da manhã, nesse mesmo horário 

foram realizadas as exposições. 

 

3.6.3 Tratamento crônico  

 Os peixes foram expostos cronicamente durante 15 dias a 8 tratamentos, conforme 

demonstrado na Figura 10. Esse teste foi realizado em triplicata, totalizando n=72 peixes para 

cada tratamento e um total de n= 576 peixes. A exposição foi realizada a cada 24 horas. 

 Como na exposição crônica do C. elegans, foi realizada a pós-exposição ao extrato de 

erva-mate nos peixes, sendo que estes tratamentos foram expostos durante 4 dias (96 horas) 

ao Al e 11 dias (264 horas) ao extrato de erva-mate. Já os tratamentos que continham somente 

Al ou água (controle) foram expostos os 15 dias consecutivos (Tabela VI). Após esse período 

foram realizados as análises comportamentais e a eutanásia dos peixes para posteriores 

análises enzimáticas. 
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Figura 11. Delineamento experimental de exposição crônica do organismo modelo Zebrafish. 

 

3.6.4 Análise enzimática  

3.6.4.1 Preparo do extrato  

 Os peixes após a análise comportamental foram anestesiados em banho de gelo, em 

seguida, eutanasiados em nitrogênio líquido por 30 segundos. Em seguida, foram dissecados, 

retirando-se o cérebro, o qual foi utilizado para o preparo do extrato. 

 Um pool de quatro cérebros de peixes foi homogeneizado em 1mL de Tampão Tris 

HCl (50 mM e pH 7,4). Após foram centrifugados a 7000 rpm (rotações por minuto) por 10 

min a 4°C, o sobrenadante foi retirado e armazenado a -80°C para posteriores análises. 

 

3.6.4.2 Determinações de proteínas totais e atividade da acetilcolinesterase (AChE) 

A proteína foi determinada conforme método já estabelecido por Bradford (1976), 

usando o azul de Coomassie como reagente de cor e albumina de soro bovinas como padrão, 

para posteriores análises bioquímicas. 

Para as análises de determinação da enzima AChE, foi utilizado o extrato de cérebro 

de peixe (descrito no item 3.6.4.1). A taxa de hidrólise de acetiltiocolina (8 mM, 30 µL) foi 

determinada num volume final de 150 µL de sistema (TFK 11 mM, pH 7,0 e DTNB 0,22 

mM) e105 µL água MilliQ, utilizando método anteriormente descrito por Ellman et al., 

(1961), com adaptações. Antes da adição do substrato, amostras contendo proteína (15 µL) 

foram pré-incubadas durante 5 min à 25°C. Após foram feitas leituras de absorção num 

comprimento de onda de 412 nm durante 5 minutos (com intervalos de 30 segundos). A 

reação que ocorre compreende a reação do substrato sintético acetiltiocolina com o reagente 

DTNB, que é um ácido reduzido a tionitrobenzóico, que permite a formação da coloração 
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amarela. A atividade da acetilcolinesterase foi expressa µmolAcSCh/h/mg de proteína. Todos 

os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

3.6.4.3 Atividade da Catalase (CAT) 

 A atividade da CAT foi analisada conforme descrito por Aebi (1984), com adaptações. 

Em uma cubeta foi adicionado 1000 µ de tampão TFK 50 mM e 10 µL do extrato do cérebro 

do peixe, e zerado o espectrofotômetro. Após foi adicionado 50 µL de peróxido de hidrogênio 

(0,3 M) e feita a leitura em 240 nm durante 2 minutos no intervalo de 30 segundos. A 

atividade da catalase foi determinada com base na velocidade de degradação de H2O2. Os 

valores são dados em unidades internacionais (U) e foram calculados conforme a fórmula 

abaixo:  

Onde:  

 U = μMOL de H2O2 degradado/ min/ mg proteína. 

 Δ abs = variação da absorbância em 1 minuto. 

 40 x 10
-6

= coeficiente de extinção molar do H2O2 em 

240 nm (μMol.cm
-1

).   

 Proteína = proteínas totais utilizadas na cubeta (mg) 

 1000 = fator de diluição da cubeta de leitura. 

3.6.4.4 Análise da peroxidação lipídica (TBARS) 

 A análise de peroxidação lipídica foi realizada conforme descrito por Bertholdi-Vargas 

et al (2009), com adaptações. Foram homogeneizados 500 µL de amostra de cérebro de peixe 

juntamente com 100 µL de TCA 10% (ácido tricloroacético) estes foram centrifugados 13000 

rpm por 10 min a -4°C. Foi retirado o sobrenadante adicionado 600 µL de TBA 0,67% (ácido 

tiobarbitúrico) e colocados em banho a 95°C por 30 min. Após foi realizada a análise de 

absorbância a 532 nm em espectrofotômetro. 

 Os níveis de peroxidação lipídica foram medidos pela determinação de substâncias 

reativas com o ácido tiobarbitúrico (TBARS). Este método baseia-se na determinação 

colorimétrica da presença de malondialdeído (MDA) (532 nm) que é um dos produtos finais 

da peroxidação de lipídios por espécies reativas de oxigênio. Os valores de TBARS foram 

calculados a partir da equação da reta obtida por uma curva de calibração com concentrações 

conhecidas de MDA. Os dados são expressos em nmol de MDA/mg de proteína. 
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3.6.5 Avaliação comportamental  

 Em todos os testes comportamentais, os peixes foram filmados por uma câmera 

Logitech C525 e os vídeos analisados usando ANYmaze® software (Stoelting CO, EUA). 

Para os três testes, utilizaram-se aquários de teste (20x20x25 cm; largura x altura x 

profundidade) contendo 6 litros de água variando a configuração conforme o teste. 

 

3.6.5.1 Comportamento social  

 No teste que avalia o comportamento social, os peixes foram transferidos 

individualmente para o aquário de teste posicionado entre dois aquários com o mesmo 

tamanho, um sem peixes e o outro contendo um grupo de 15 peixes da mesma espécie. Entre 

cada um dos 3 aquários uma barreira opaca foi posicionada para impedir a visualização 

durante o período de 30 s após a transferência do peixe para o aquário teste. Após esse 

período de habituação, as barreiras foram removidas e o comportamento do peixe filmado 

durante 10 s. Para a análise dos vídeos, o aquário de teste foi virtualmente dividido em três 

segmentos (Figura 11). O primeiro segmento era o mais próximo do aquário contendo o 

cardume de indivíduos da mesma espécie, enquanto o terceiro segmento correspondia ao lado 

do aquário vazio. Neste teste avaliou-se o número de entradas, número de cruzamentos e 

tempo de permanência em cada segmento (GIACOMINI et al., 2016; SOFIATTI, 2018). 

 

Figura 12. Protocolo de Comportamento social (SOFIATTI, 2018) 

3.6.5.1 Agressividade  

 Para avaliar o comportamento de agressividade foi utilizado o teste de agressividade 

induzida por espelho (GERLAI, 2000).  Utilizamos um aquário teste de 20x20x25 (largura x 

altura x profundidade), contendo 7 litros de água, e um espelho (45x40 cm), posicionado ao 
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lado do aquário em um ângulo de 22,5º, de modo que o lado direito do aquário estava mais 

próximo do espelho e o lado esquerdo mais afastado, a fim de reproduzir uma imagem 

próxima ou afastada do peixe. 

 A interação do peixe com a sua própria imagem foi filmada durante 60 s após dois 

períodos de aclimatização (30 s e 10 min). Para analisar os vídeos, o aquário foi virtualmente 

dividido em quatro segmentos do mesmo tamanho, sendo o segmento 1 o mais próximo do 

espelho e o 4 o mais distante (Figura 12). Quantificou-se o número de entradas em cada 

segmento e o tempo de permanência em cada um deles (GIACOMINI et al., 2016; 

SOFIATTI, 2018). 

 

Figura 13. Protocolo Agressividade (SOFIATTI, 2018). 

 

3.6.5.1 Teste do tanque novo- Ansiedade 

Este teste avalia aspectos locomotores e o comportamento exploratório e tipo-

ansiedade frente a um novo ambiente (ABREU, 2017). Os peixes foram transferidos 

individualmente para o aquário teste, e em seguida filmados por 6 min. Para análise dos 

vídeos, o aquário foi virtualmente dividido em três segmentos horizontais iguais (superior, 

médio e inferior) (Figura 13). Os parâmetros analisados foram: tempo relativo no topo do 

tanque (s), número de transições ao topo e distância total percorrida (m) (GIACOMINI et 

al.,2016; SOFIATTI, 2018 ).  
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Figura 14. Protocolo Tanque Novo (SOFIATTI, 2018). 

 

3.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Os dados obtidos na concentração de Al nos riachos e das atividades enzimáticas 

foram submetidos à análise de variância de uma via (ANOVA- oneway) com post hoc de 

Dunnett’s. Para o teste da composição fitoquímica da planta Ilex paraguariensis foi utilizada 

análise de variância de uma via com teste pos hoc Tukey. Os testes comportamentais de 

ambos os organismos modelos foram analisados através do teste estatístico de Kruskal-Wallis 

(não paramétrico). 

Para todas as análises estatísticas foi considerado nível mínimo de 95% de 

significância (p<0,05), utilizando o software Graphpad Prism 6.0. 

 

4.0 RESULTADOS 

 

4.1 COMPOSIÇÃO FITOQUÍMICA DA ERVA-MATE 

4.1.1 Análises dos compostos da erva-mate 

 A fim de avaliar o potencial antioxidante da Ilex paraguariensis, foram realizadas 

análises de quantificação dos principais compostos fitoquímicos da planta. O extrato 

preparado a 75°C apresentou 10,63 µg/mL de cafeína, 42,09 µg/mL de fenóis e 33,28 µg/mL 

de flavonoides (Tabela II).  
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Tabela II: Caracterização fitoquímica do extrato de erva-mate. Os dados demonstrados foram 

analisados em triplicata, apresentados como média ± desvio padrão. 

 

Extrato Erva mate 

 

Cafeína (µg/mL) 

Fenóis- equivalentes 

ao ácido gálico 

(µg/mL) 

Flavonóides- 

equivalentes a 

catequina (µg/mL) 

75°C 10,63 42,09 ± 0,068 33,28 ± 0,004 

  

 

4.1.2 Ensaio antioxidante in vitro 

 Para determinar a atividade do potencial antioxidante do extrato de erva mate obtido, 

foi utilizado o método in vitro de captura do radical DPPH (Diphenyl-1-picrylhydrazy). Para a 

comprovação dos dados foi realizado o teste de ABTS (2,2′-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-

6-sulphonic acid), que segundo estudos é mais eficaz na detecção de antioxidantes em 

alimentos (FLOEGEL et al., 2011). 

 Ambos os métodos, demonstraram serem eficazes para a detecção de antioxidantes. 

Apresentando uma relação dose-resposta, onde quanto maior for à concentração de extrato a 

ser utilizado, maior será a % de inibição de radicais (Figura 14). Sendo que para inibição de 

50% do radical é necessário 27,01 mg/L de extrato de erva-mate. 

 

Figura 15. Relação Dose-resposta entre a concentração de extrato de erva-mate com a % de inibição 

de radical DPPH. 

 

4.2 CONCENTRAÇÕES DE ALUMÍNIO NA ERVA-MATE E EM RIACHOS  

Neste estudo, foi realizada a análise das águas coletadas dos riachos que compõe à 

Bacia Hidrográfica da Corsan/ Erechim-RS. Em cada riacho foram demarcados dois pontos de 
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coleta sendo Pi: nascente e Pf: ponto final (antes de desbocar na barragem), onde as 

coordenadas geográficas de cada ponto estão apresentadas na Tabela I, no tópico 3.3. Estas 

análises foram realizadas para averiguar se as concentrações de alumínio encontradas na 

infusão de erva mate em trabalho do grupo, Bortoli et al., 2018, seriam atribuídos à água 

utilizada para o preparo do ―chimarrão‖ ou à própria erva mate. 

A Figura 16 demonstra a concentração de Al encontrado em cada ponto de coleta. 

Quando comparados esses valores com os valores permitidos no ambiente segundo o 

CONAMA RES. nº 357 de 0,2 mg/L, observou-se que as concentrações estão dentro do 

permitido, sendo que estas concentrações foram consideradas mínimas.  

Além disso, as amostras foram coletadas em dois pontos para analisar se há diferença 

do Al durante o curso de água e entre os riachos. Os resultados não demonstraram diferença 

estatística entre os pontos de coleta, mas apresentou diferença (p<0,0001) entre todas as 

amostras em relação à água tratada (figura 15). 

 

Figura 16. Concentração do Al nos diferentes pontos coletados. (*) Representa uma diferença 

significativa entre a amostra Tratada e os demais riachos. Foi utilizado a análise de ANOVA one-way, 

seguido pelo teste pos-hoc de Tukey, sendo considerado significativo p<0,05. Os dados são expressos 

como média ± erro padrão. Ensaio realizado em triplicata. 

 

 



53 
 

4.3 EXPOSIÇÃO AGUDA  C.elegans 

4.3.1 Atividade da Acetilcolinesterase 

Para a atividade da AChE, foram utilizadas as cepas N2 Bristol (selvagem). Os 

nematódeos foram basicamente divididos em três tipos de exposição, sendo estes: per se, 

caracterizado pela exposição durante 1h às concentrações de Al ou erva; pré-exposição (30 

min) e pós-exposição (30 min) ao extrato de erva e o grupo 75°C, caracterizado por exposição 

constante de 1h30min somente a erva-mate. 

Na exposição a per se, houve um aumento significativo na atividade da enzima 

acetilcolinesterase (AChE), nos grupos Al II (124,59%), Al III (133,33%) e no extrato à 75ºC 

(172,67%), quando comparadas ao controle (Figura 16). 

 

 

Figura 17. Atividade da acetilcolinesterase (AChE), no tratamento a per se . Comparação dos 

tratamentos com o controle. Dados analisados pela ANOVA one-way, seguido por test pos-hoc de 

Tukey onde a significância é representada por (*) p<0,05, (**) p<0,01 e (***) p<0,001. Os dados são 

expressos como média ± erro padrão. 

 

Na pré-exposição todos os tratamentos contendo somente Al foram iguais ao controle.  

O grupo Al III+75°C (8,0 mg/mL+ erva-mate) e o grupo somente com erva-mate (75°C) 

foram diferentes de todos os demais, apresentando um aumento expressivo da atividade da 

AChE de 133,24%  (Al III+75°C) e 172,76% (75°C) em relação ao controle (Figura 17). 
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Enquanto a pós-exposição apresentou um aumento significativo na atividade da AChE 

(Figura 12) de todos os grupos expostos ao Al ou erva-mate em relação ao controle, como 

encontrado na exposição per se. Assim, foi possível observar que todas as doses de Al, com 

exceção de 5,5 mg/mL promoveram uma ativação da AChE, e este comportamento foi 

exacerbado sempre que havia a pós-exposição ao extrato de erva-mate conjugado ao Al ou 

administrado individualmente, em relação ao controle. 

 

Figura 18. Atividade da acetilcolinesterase no organismo C.elegans. Onde: A) Pré-exposição ao 

extrato e B) Pós-exposição ao extrato. Letras diferentes representam diferenças estatisticamente 

significativas entre os tratamentos. Dados foram analisados pela ANOVA one-way, seguida por teste 

de comparação múltipla de Dunnett’s com nível de confiança de 95% (p<0,05). Os dados são 

expressos como média ± erro padrão.  

   

4.3.2 Atividade enzimática do sistema antioxidante  

 

4.3.2.1 Superóxido Dismutase (SOD) 

 Na exposição à per se todos os grupos com Al demonstraram uma diminuição 

estatisticamente significativa em relação ao controle, sendo, Al I de 14,21%, Al II 10,74% e 

Al III 9,97%, enquanto o grupo tratado somente com erva-mate (75°C), não apresentou 

diferença em relação ao controle (Figura 18). 

 Na pré-exposição, houve uma diferença significativa entre o grupo Al II quando 

comparado com grupo Al II+75°C (ambos os grupos continham a mesma quantidade de Al 

8,0 mg/mL), apresentando uma diminuição na atividade da enzima SOD de 11,42% (Figura 

13). Resultado similar ocorreu na pós-exposição, na qual atividade da SOD diminuiu 12,53%, 

quando o grupo Al II, foi associado com a erva-mate (Al II+75°C) (Figura 18). 



55 
 

 

 

Figura 19.  Efeito da erva-mate na atividade da SOD no organismo C.elegans, representada pela soma 

de píxels, gerada pela GFP (Green Fluorescent Protein). Onde: A) Análise a per se ; B) Pré-exposição 

ao extrato e C) Pós-exposição ao extrato de erva-mate. (***) Representa diferença significativa 

quando comparada ao controle e letras diferentes representam diferenças estatísticamente 

significativas entre os grupos. Dados foram analisados pela ANOVA one-way, seguida por teste de 

comparação múltipla tukey (grupo per se)  e Dunnett’s (demais grupos),  com nível de confiança de 

95% (p<0,05). Os dados são expressos como média ± erro padrão. Experimentos realizados em 

triplicatas, com n=6 vermes. 

 

4.3.2.2 Catalase (CAT) 

Dentre os três grupos analisados, somente a per se, apresentou uma diferença 

significativa, com  aumento de 111,07% na quantidade de píxels, quando comparado o extrato 

de erva-mate ao controle (Figura 19).  
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Figura 20.  Efeito da erva-mate na atividade da catalase no organismo C.elegans, representada pela 

soma de píxels, gerada pela GFP (Green Fluorescent Protein). Onde: A) Análise a per se ; B) Pré-

exposição ao extrato e C) Pós-exposição ao extrato de erva-mate. (***) Representa diferença 

significativa quando comparada ao controle. Dados foram análisados usando ANOVA one-way, 

seguido de teste de   tukey (grupo per se)  e Dunnett’s (demais grupos),  com nível de significância de 

95% (p<0,05), representados com média ± erro padrão. Experimentos realizados em triplicatas, com 

n=6 vermes. 

 

4.3.2.3 Glutationa S-transferase (GST-4) 

Dentre as exposições a análise a per se apresentou um aumento significativo no grupo 

Al I de 11,36% e uma diminuição no Al lll de 11,68%, quando comparadas ao controle 

(Figura 20).  

A pré-exposição demonstrou aumento significativo de todos os grupos em relação ao 

75°C, com exceção do Al I e Al I+75°C. Já a pós-exposição apresentou uma diminuição 

significativa entre todos os grupos em relação ao 75°C, (Figura 20). Além disso a atividade da 

enzima GST foi alta no grupo que recebeu somente o extrato de erva-mate em relação aos 

demais grupos (Figura 20). 
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Figura 21. Efeito da erva-mate na atividade da GST no organismo C.elegans, representada pela soma 

de píxels, gerada pela GFP (Green Fluorescent Protein). Onde: A) Análise a per se ; B) Pré-exposição 

ao extrato e C) Pós-exposição ao extrato de erva-mate. (***) Representa diferença significativa 

quando comparada ao controle e letras diferentes representam diferenças estatisticamente 

significativas entre os grupos. Dados foram análisados usando ANOVA one-way, seguido de teste de  

tukey (grupo per se)  e Dunnett’s (demais grupos),   com nível de significância de 95% (p<0,05), 

representados com média ± erro padrão. Experimentos realizados em triplicatas, com n=6 vermes. 

 

4.3.3 Análise comportamental em C. elegans 

 

4.3.3.1 Batimento Faríngeo 

Na exposição per se, observou-se um aumento significativo de 15,98%  de batimento 

faríngeo no grupo 75°C (somente erva) em relação ao controle (somente água). 

Na pré-exposição comparando todos grupos entre-si,  os que continham somente Al, 

apresentaram uma diminuição do batimento faríngeo em relação ao 75°C, sendo  para Al I de 

5,74%, Al II 5,95% e Al III 6,80% (Figura 21).  O mesmo ocorre na pós-exposição e ainda 

demonstra que sempre quando expostos a erva-mate, o batimento faríngeo aumenta 

significativamante (Figura 21), sendo 10,77 % (Al I+75°C), 3,87 (Al II+75°C) e 4,30 % (Al 

III+75°C), estes em relação a cada grupo que contem a mesma quantidade de Al. 
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Figura 22. Análise comportamental do tipo bombeamento faríngeo no organismo C.elegans. Onde: A) 

Análise a per se ; B) Pré-exposição ao extrato e C) Pós-exposição ao extrato de erva-mate. (***) 

Representa diferença significativa quando comparada ao controle e letras diferentes representam 

diferenças estatisticamente significativas entre os grupos. Dados expressos com média ± erro padrão., 

com n=6 analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. 

 

4.3.3.2 Ciclo de defecação 

Na exposição  per se  o Al e a erva-mate não alteraram o comportamento dos vermes 

(Figura 22). Já na pré-exposição houve uma diferença    

Na pós-exposição os grupos Al II e Al III quando associados à erva-mate Al II+75°C e 

Al III+75°C, demonstraram uma diminuição de 22,60% e 20,01% no intervalo entre uma 

defecação e outra, sendo estes iguais ao grupo que recebeu somente o extrato de erva-mate 

(75°C) (Figura 22). Este resultado corrobora com a análise de batimento faríngeo, 

demonstrando que os vermes quando tratados apenas com o extrato de erva-mate demonstram 

um batimento faríngeo maior, ou seja, o verme se alimenta mais e como consequência 

diminui o intervalo entre uma defecação e outra, ou seja defeca numa maior frequência. 
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Figura 23. Análise comportamental do ciclo de defecação no organismo C.elegans. Onde: A) Análise 

a per se ; B) Pré-exposição ao extrato e C) Pós-exposição ao extrato de erva-mate. Letras diferentes 

representam diferenças estatisticamente significativas entre os tratamentos. Dados expressos com 

média ± erro padrçao, com n=6 analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. 

 

4.4 EXPOSIÇÕES CRÔNICAS  

 A análise aguda, foi realizada como um screening (pré-teste), para observar se o 

extrato da planta Ilex paraguariensis, possuia um efeito de prevenção ou remediação ao dano 

causado pelo Al. Assim, considerando os resultados obtidos a partir deste screening relativos 

à atividade da acetilcolinesterase (AChE), a pós-exposição apresentou um aumento em todos 

os tratamentos com erva-mate, embora estes não tenham sido significativos, podendo ser 

devido ao curto tempo de exposição. Sendo assim, foi realizado a análise crônica utilizado 

como o base a pós-exposição. Considerando os diferentes tempos de vida dos organismos 

modelos, o nematódeo C. elegans e o peixe teleósteo Zebrafish, foram realizados diferentes 

períodos de exposição crônica, sendo da fase larval L1 para a fase larval L4 para vermes, o 

que corresponde a 48 h de exposição ao Al ou de erva-mate, e para os peixes a exposição 

crônica foi considerada de 15 dias, onde os peixes foram expostos por 4 dias ao Al ou extrato 

de erva-mate à 75ºC e os demais 11 dias foram expostos ao Al ou ao extrato de erva-mate à 
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75º. Este planejamento experimental considerou as características dos organismos modelos 

avaliados e serviu para avaliar o efeito neurotóxico do Al de forma individual através dos 

grupos Al I (5,5 mg/mL), Al II 8,0 mg/mL e Al III (10,5 mg/mL). Ainda, a exposição crônica 

ao Al foi finalizada com um período de pós-exposição ao extrato de erva-mate, que serviu 

para avaliar o potencial efeito neuromodulador da erva-mate. 

  

4.4.1 Análise crônica em C.elegans 

 

4.4.1.2 Atividade da Acetilcolinesterase 

 

Na exposição crônica, a atividade da AChE foi inibida em todos os tratamentos, com 

exceção do Al III, em relação ao grupo controle (Figura 23).  Esta inibição foi de 45,57% (Al 

I), 60,38% (Al I+75°C), 45,77% (Al II), 31,88% (Al II+75°C), 44,58% (Al III+75°C) e 

50,30% (75°C). 

Conforme observado na atividade da AChE, é possível dizer que tanto a erva-mate 

como o Al inibiram atividade da AChE, com exceção do grupo Al III. Esta inibição 

demonstra que a longo prazo a erva-mate possui princípio de remediação que sua própria 

quantidade de Al, não é tóxica para o Sistema Nervoso Colinérgico.  

 

 

Figura 24. Atividade da acetilcolinesterase (AChE), em exposição crônica no organismo C. elegans. 

Comparação dos tratamentos com o controle. Letras diferentes representam diferenças estatísticamente 

significativas entre os tratamentos. Dados foram analisados pela ANOVA one-way, seguida por teste 

de comparação múltipla de Tukey com nível de confiança de 95% (p<0,05). Os dados são expressos 

como média ± erro padrão. 
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4.4.2 Atividade enzimática do sistema antioxidante 

4.4.2.1 Superóxido dismutase (SOD) 

 Na exposição crônica a enzima SOD, apresentou um aumento significativo nos grupos 

Al I (30,18%) e Al II (16,68%), quando comparadas ao controle (Figura 24). Além disso, 

todos os grupos expostos ao Al, quando foram associados à erva-mate, demonstraram uma 

diminuição da atividade da SOD de 35,44% (Al I+75°C), 27,85% (Al II+75°C) e 20,22 (Al 

III+75°C), sendo similares ao grupo 75°C (Figura 24). 

 

Figura 25. Atividade da enzima SOD em exposição crônica do organismo C. elegans. Letras 

diferentes representam diferenças estatísticamente significativas entre os tratamentos. Dados foram 

analisados pela ANOVA one-way, seguida por teste de comparação múltipla de Dunett’s com nível de 

confiança de 95% (p<0,05). Os dados são expressos como média ± erro padrão.  

 

4.4.2.2 Catalase (CAT) 

Na exposição crônica foi possível observar que todos os grupos expostos somente ao 

Al, quando submetidos à erva-mate, apresentaram uma diminuição da atividade da enzima 

CAT, sendo de 16,87% (Al I+75°C), 12,75% (Al II+75°C) e 12,89% (Al III+75°C), 

demonstrando que a erva-mate inibiu a atividade desta enzima (Figura 25).  
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Figura 26. Atividade da enzima CAT em exposição crônica no organismo C. elegans. Letras 

diferentes representam diferenças estatísticamente significativas entre os tratamentos. Dados foram 

analisados pela ANOVA one-way, seguida por teste de comparação múltipla de Dunnet’s com nível de 

confiança de 95% (p<0,05). Os dados são expressos como média ± erro padrão.  

 

4.4.2.3 Glutationa S-transferase (GST) 

Os grupos Al I e Al II, que foram expostos somente ao Al, apresentaram uma 

diminuição em relação ao controle.  Quanto aos grupos que foram expostos a erva-mate todos 

foram 889 iguais entre si (Figura 26).  

 

Figura 27. Atividade da enzima GST em exposição crônica no organismo C.elegans.. Letras 

diferentes representam diferenças estatísticamente significativas entre os tratamentos. Dados foram 

analisados pela ANOVA one-way, seguida por teste de comparação múltipla de Dunnett’s com nível 

de confiança de 95% (p<0,05). Os dados são expressos como média ± erro padrão.  
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4.4.3 Análise comportamental em C. elegans após exposição crônica 

 

4.4.3.1 Batimento Faríngeo 

 

 Na exposição crônica todos os grupos contendo somente Al foram iguais entre si, 

apresentando uma diminuição no grupo Al II (16,83%) e Al III (18,48%) em relação ao 

controle (Figura 27). 

 Além disso, todos os grupos que possuíam somente Al, após adição do extrato de erva-

mate, apresentaram um aumento significativo da frequência do batimento faríngeo de 21,18% 

(Al I+75°C), 30,92% (Al II+75°C) e 32,58% (Al III+75°C),  quando comparados ao grupo 

controle, sendo iguais ao tratamento com extrato de erva-mate puro (Figura 27). Este 

resultado foi similar ao encontrado na exposição aguda, demonstrando que a longo prazo o Al 

é prejudicial, diminuindo drasticamente o batimento faríngeo e a erva-mate, 

consequentemente, aumentou o comportamento. 

 
Figura 28. Gráfico de Análise comportamental do tipo bombeamento faríngeo em exposição crônica. 

Letras diferentes representam diferenças estatisticamente significativas entre os tratamentos. Dados 

expressos com média ± erro padrão, com n=6 analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. 

 

4.4.3.2 Ciclo de defecação 

Na exposição crônica, os vermes que foram expostos somente ao Al, apresentaram 

alteração no intervalo de defecação, sendo este maior em relação ao controle para Al II 

56,63% e Al III 26,67% (Figura 28).   

Todos os grupos contendo somente Al, quando expostos à adição de erva-mate, 

demonstraram um decréscimo no ciclo de defecação sendo  Al I+75°C 17,33%, Al II+75°C 
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40,52% e Al III+75°C 23,32%, quando comparados ao grupo controle, apresentando resultado 

similar ao grupo que recebeu somente o extrato de erva-mate (75°C) (Figura 28). 

Aqui o Al aumentou o comprimento do ciclo de defecação, inibindo esta atividade, 

enquanto a erva-mate, reduziu o comprimento do ciclo de defecação, aumentando a 

frequência deste processo, demonstrando uma ativação do trânsito intestinal do verme. 

 

Figura 29. Gráfico de Análise comportamental do ciclo defecação em exposição crônica. Letras 

diferentes representam diferenças estatisticamente significativas entre os tratamentos. Dados expressos 

com média ± erro padrão, com n=6 analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. 

 

4.5 ANÁLISES CRÔNICAS EM Zebrafish 

 

4.5.1 Atividade da Acetilcolinesterase  
  

A atividade da acetilcolinesterase (AChE), demonstrou um aumento em todos os 

grupos quando comparados ao controle (Figura 29), sendo 87,99% (Al I), 82,15% (Al 

I+75°C), 110,03% (Al II), 96,95% (Al II+75°C), 91,86% (Al III), 82,33% (Al III+75) e o 

mais expressivo de 132,99% (75°C). 

Além disso, pode-se observar que nos grupos expostos ao Al, a concentração de 8,0 

mg/mL (Al II), foi a única a apresentar uma alta atividade da AChE, sendo igual quando 

comparada ao grupo que recebeu somente extrato de erva-mate obtido a 75°C (Figura 29).  
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Figura 30. Atividade da acetilcolinesterase (AChE), do Zebrafish em exposição crônica, . Letras 

diferentes representam diferenças estatísticamente significativas entre os tratamentos. Dados foram 

analisados pela ANOVA one-way, seguida por teste de comparação múltipla de Tukey com nível de 

confiança de 95% (p<0,05). Os dados são expressos como média ± erro padrão.  

 

4.5.2 Atividade da enzima Catalase (CAT) 

 A atividade da CAT, apresentou um aumento em todos os grupos com exceção do Al 

I, em relação ao controle, sendo mais expressivo no grupo Al II+75°C de 86,33% (Figura 30).  

A concentração de 8,0 mg/mL de Al (Al II) foi a única a demonstrar diferença quando 

exposto a erva-mate (Al II+75°C), tendo um aumento de 35,30% da atividade da enzima 

CAT, apresentando o mesmo efeito quando comparada ao grupo 75°C.  

Além disso, a concentração mais alta de 10,5 mg/mL de Al (Al III) com ou sem 

exposição ao extrato de erva-mate apresentou comportamento similar ao tratamento que 

recebeu somente o extrato de erva-mate obtido a 75°C (Figura 30). 
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Figura 31. Atividade da enzima CAT do organismo Zebrafish em exposição crônica. Letras diferentes 

representam diferenças estatísticamente significativas entre os tratamentos. Dados foram analisados 

pela ANOVA one-way, seguida por teste de comparação múltipla de Dunett’s com nível de confiança 

de 95% (p<0,05). Os dados são expressos como média ± erro padrão.  

 

4.5.3 Análises de peroxidação lipídica (TBARS) 

 

 As espécies reativas de oxigênio (EROS), quando em excesso podem causar grandes 

danos teciduais, podendo ocasionar a peroxidação dos lipídios das membranas celulares, 

levando à perda da fluidez e aumento da permeabilidade (NIWA e NIWA, 2011) 

 Nesta análise observou-se que todos os grupos expostos somente Al, aumentaram o 

nível de peroxidação lipídica quando comparadas ao controle, sendo 47,14% (Al I), 42,74% 

(Al II) e 111,96% (Al III) (Figura 31).  

Além disso, todos os grupos expostos ao extrato de erva-mate foram iguais entre si e 

ao grupo erva-mate, onde foi utilizado somente o extrato ao longo da exposição. Ainda, o 

grupo Al III demonstrou uma diminuição da peroxidarão lipídica de 43,56% após adição de 

erva-mate (Al III+75°C). 



67 
 

 
Figura 32. Análise do nível de peroxidação lipídica do organismo modelo Zebrafish em exposição 

crônica. Letras diferentes representam diferenças estatísticamente significativas entre os tratamentos. 

Dados foram analisados pela ANOVA one-way, seguida por teste de comparação múltipla de 

Dunnett’s com nível de confiança de 95% (p<0,05). Os dados são expressos como média ± erro 

padrão.  

 

4.5.4 Análise comportamental crônica do Zebrafish 

4.5.4.1  Comportamento social 

A exposição crônica ao Al ou a erva-mate não alterou o comportamento social (Figura 

32), já que não alterou significativamente o número de entradas no segmento ao lado do 

cardume (A), o tempo de permanência no segmento ao lado do cardume (B) e o tempo de 

permanência no segmento do aquário vazio (C). 
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Figura 33. Comportamento social de peixes expostos cronicamente a diferentes concentrações de Al e 

uma de erva-mate (75°C). Onde: (A) entradas no segmento do cardume, (B) tempo de permanência no 

segmento do cardume e  (C) tempo de permanência no segmento vazio. Dados expressos com média ± 

E.P., com n=9 analisados pelo teste de Kruskal-Wallis.  

 

4.5.4.2  Agressividade 

 A exposição crônica ao Al e erva-mate, não alterou o comportamento de agressividade  

dos peixes nos dois tempos de ambientação (30s e 10 min) (Figuras 33 e 34). 
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Figura 34. Agressividade de peixes expostos cronicamente a diferentes concentrações de Al e uma de 

erva-mate (75°C), submetidos à ambientação de 30s. (A) tempo de permanência no segmento 1, (B) 

entradas no segmento1. Dados expressos em média ± E.P., com n=9, analisados pelo teste de Kruskal-

Wallis. 

 

 

Figura 35. Agressividade de peixes expostos cronicamente a diferentes concentrações de Al e uma de 

erva-mate (75°C), submetidos à ambientação de 10min. (A) tempo de permanência no segmento 1, (B) 

entradas no segmento1. Dados expressos em média ± E.P., com n=9, analisados pelo teste de Kruskal-

Wallis. 

 

4.5.4.3  Teste do tanque novo 

 A exposição crônica ao tratamento Al II+75°C e  75°C, provocaram uma diminuição 

significativa em relação ao controle em todos os parâmentros avaliados no teste do tanque 

novo (Figura 35). Esta diminuição foi de 99,38% (Al II+75°C) e 99,92% (75°C), para o 

parâmetro de tempo na zona de superfície(Figura 35 A); 100% para os dois grupos no 

parâmetro de entradas na zona superior (Figura 35 B) e  98,20% (Al II+75°C) e 99,37% 

(75°C) para o parâmetro de distância percorrida (Figura 35 C).  
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Figura 36. Parâmetros locomotores de peixes expostos cronicamente a diferentes concentrações de Al 

e uma de erva-mate (75°C). (A) tempo de permanência no topo do aquário (s), (B) entradas na zona 

superior e (C) distância percorrida (m). Dados expressos em média ± E.P., com n=9, analisados pelo 

teste de Kruskal-Wallis. 
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5.0 DISCUSSÃO 
 

O presente estudo demonstrou que uma pequena quantidade de extrato de erva-mate 

obtido à 75°C, apresenta uma quantidade significativa de compostos fenólicos de 42,09 

µg/mL, sendo este o principal composto capaz de gerar uma alta atividade antioxidante 

(COLPO, 2012). 

Os compostos antioxidantes são responsáveis em diminuir o estresse oxidativo 

ocasionado pelas EROs (WOJTUNIK-KULESZA et al., 2016). Com base na análise de 

DPPH e ABTS realizada, demonstrou que é necessário 27,01 mg/mL do extrato obtido para 

inibir 50% dos danos causados pelos radicais livres. Salientando uma relação com os 

compostos fenólicos que agem como antioxidantes primários inativando os radicais livres 

(POKORNY et al., 2001). 

Além das propriedades fitoquímicas, a erva-mate apresenta alguns metais em sua 

composição como o Al (GAIAD et al., 2006), que também é encontrado e utilizado no 

tratamento de águas (NIDHEESH, 2018). Desta forma há certa preocupação, já que o 

chimarrão é preparado basicamente por uma infusão de água com a erva-mate. Ainda, sabe-se 

que esta bebida é consumida diariamente por cerca de 70% da população dos estados do Rio 

Grande do Sul, Santa Catarina e Paraná (BRACESCO et al., 2011).  

Com isso, a fim de determinar se a presença de Al no chimarrão era exclusivo da erva-

mate, foi analisada a concentração de Al encontrada nos riachos pertencentes à Bacia 

Hidrográfica da Corsan- Erechim/RS. A análise através de espectrofotometria de emissão 

atômica demonstrou baixos índices do metal na água dos riachos variando entre 18,20 a 21,07 

ng/L. Além disso, a água para o consumo (água tratada) apresentou apenas 4,54 ng/L, 

evidenciando que o tratamento de água é eficiente na remoção de Al. Enquanto a erva-mate 

apresentou concentrações de Al similares ao estudo de Bortoli et al. (2018), sendo 

basicamente entre 5,5 a 10,5 mg/mL, isso evidencia que o Al consumido no chimarrão é 

proveniente da própria erva-mate. Sendo assim, para este trabalho foram utilizadas as 

concentrações de 5,5; 8,0 e 10,5 mg/mL de Al, conforme estudo prévio do grupo de pesquisa 

(Bortoli et al., 2018). 

Alguns pesquisadores têm mostrado que o Al pode causar mudanças na atividade da 

acetilcolinesterase (AChE) (BORTOLI et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019), uma enzima 

chave em sinapses colinérgicas, incluindo junções neuromusculares (ABBAS e WINK, 2010), 

tem como função hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina (ACh) em acetato e colina na 

fenda sináptica (ARAUJO et al., 2016).  
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Aqui, utilizando o organismo modelo C. elegans foi observado um aumento na 

atividade da AChE em exposição aguda, de  1h30min, de todos os grupos quando comparado 

ao controle.  De fato, estudos demonstram que exposições agudas, podem rapidamente causar 

uma ativação das vias colinérgicas centrais que é correlacionada com a liberação transiente da 

ACh (IMPERATO et al., 1991, DAZZI et al., 1995).  Assim, este aumento da atividade da 

AChE induzido pelo Al pode, à longo prazo, ocasionar um efeito neurotóxico para os 

indivíduos (FERREIRA et al, 2008).   

Ainda, os três tratamentos (per se, pré e pós-exposição), demonstraram um aumento 

expressivo na atividade da AChE no grupo que recebeu o extrato de erva-mate obtido à 75°C, 

quando comparado ao controle, sendo este relacionado à presença de metilxantinas que 

apresentam propriedades de estimulação do sistema nervoso central (SNC) (MEINHART et 

al., 2010; AZAM et al., 2003). 

Quanto as análises das enzimas antioxidantes a superóxido dismutase (SOD) durante 

1h 1h de exposição (per se) ao Al, ocorreu a diminuição da atividade da enzima em relação ao 

controle. Resultado semelhante foi encontrado por Fagundez e colaboradores (2014), o qual 

observou a diminuição da atividade da SOD em C.elegans expostos ao metal Ferro (Fe).   

Além disso, na pré e pós exposição, foi observado que a concentração de 8,0 mg/mL, 

quando associado à erva-mate, diminuiu a atividade da SOD. Neste caso a erva-mate foi 

capaz de restaurar o sistema de defesas antioxidantes, inibindo os efeitos prejudiciais 

promovidos pelo Al sobre este sistema. Este resultado foi similar ao encontrado por Peixoto 

(2015), que demonstrou que a exposição em camundongos ao extrato de cagaita (Eugenia 

dysenterica) após a intoxicação por Al, conseguiu restaurar o sistema antioxidante, devido aos 

seus compostos fenólicos. 

A reação da enzima SOD tem como produto final a formação do peróxido de 

hidrogênio (H2O2), que em grandes quantidades é prejudicial à célula. Com isso, o produto 

desta reação é o substrato da enzima CAT, também chamada de hidroperoxidase, que tem 

como função catalisar o H2O2 em água (H2O) e oxigênio (O2). 

A atividade da CAT, está fortemente relacionada ao consumo de substâncias com 

propriedades antioxidantes, tais como flavonoides e taninos (CHENG et al., 2014), 

corroborando com o presente trabalho onde somente o grupo que recebeu o extrato de erva-

mate obtido à 75°C apresentou um aumento expressivo da atividade da CAT, quando 

comparada ao controle. 

Quanto a GST no tratamento per se do organismo C. elegans, demonstrou um 

aumento na concentração 5,5 mg/mL de Al e uma diminuição em 10,5 mg/mL de Al, este 



73 
 

comportamento enzimático é caracterizado por uma resposta bifásica, comum para metais. A 

resposta bifásica é caracterizada por um aumento na reposta a dose baixa (5,5 mg/mL), e uma 

diminuição em resposta a uma dose alta (10,5 mg/mL) (KUMAR, 1999).  De fato, alguns 

trabalhos de exposição in vitro e in vivo ao Al, relatam o efeito bifásico em enzimas 

(BORTOLI et al., 2018; NOREMBERG et al., 2016).  

O Al está relacionado a doenças neurodegenerativas, podendo ocasionar degeneração 

neuronal nas regiões do cérebro que são responsáveis pelas funções cognitivas, prejudicando a 

neurotransmissão, que consequentemente provoca mudanças comportamentais, levando os 

pacientes a demência (LI e LE, 2013). Sendo assim, análises comportamentais ajudam a 

interpretar as atividades enzimáticas, demonstrando melhores resultados para a investigação 

da intoxicação por Al na DA, e do papel do extrato da erva-mate. 

Quanto ao comportamento dos nematódeos o batimento faríngeo e o ciclo de 

defecação dos vermes intoxicados com o Al quando associados à erva-mate, apresentaram um 

aumento do batimento faríngeo e uma diminuição no ciclo de defecação. Esta resposta 

demonstra um efeito sinérgico, demonstrando que os vermes quando submetidos a erva-mate 

alimentaram-se mais tendo um maior batimento faríngeo e por consequência houve mais 

defecação, diminuindo o intervalo entre uma defecação e outra.   

Já a pré exposição vermes tratados com Al apresentaram uma diminuição do 

batimento faríngeo em relação ao controle, ou seja, o verme alimentou-se menos que o grupo 

controle, presumindo que a exposição ao Al provocou inibição deste comportamento. 

Petronilho e colaboradores (2011), demostraram que a consequência do aumento na atividade 

da AChE é a diminuição nos níveis de acetilcolina nas sinapses nervosas, podendo representar 

um déficit cognitivo e motor. Corroborando com o nosso trabalho, onde a diminuição dos 

batimentos faríngeos pode estar relacionada ao aumento na atividade da AChE que foi 

observada em todos os grupos de Al. 

Considerando o que foi encontrado no comportamento, podemos sugerir que o 

aumento da hidrólise da acetilcolina na fenda sináptica, ocasionado pela ativação da AChE, 

reduziu o nível de neurotransmissores no sistema de sinapses neuromusculares, promovendo a 

paralisia do organismo, quando exposto ao Al. Além disso, um estudo realizado por Lima e 

colaboradores (2014), observou um aumento no tempo de vida do nematóide C. elegans, ao 

expor o verme a infusões de erva-mate. Corroborando com as análises comportamentais, já 

que quando submetidos ao extrato da planta, apresentaram uma estimulação nos parâmetros 

comportamentais. 
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 Diversos estudos demonstraram que o efeito a longo prazo de erva-mate é benéfico e 

seus resultados são mais relevavantes do que uma exposição aguda (COLPO et al. 2017; 

ABBAS & WINK, 2010). Com isso foi realizada uma exposição crônica utilizando dois 

organismos evolutivamente distintos, sendo estes C.elegans e Zebrafish.  

 O organismo C. elegans apresentou uma inibição da atividade da AChE em todos os 

tratamentos, com exceção do Al III (10,5 mg/mL). A inibição da AChE é a estratégia 

terapêutica para o tratamento de doenças (TAN et al., 2018). Numa revisão da atividade 

anticolinesterásica de compostos isolados de plantas, 260 compostos demonstram ação de 

inibição da enzima da AChE (BARBOSA FILHO et al. 2006). Entre eles estão os 

flavonoides, os quais receberam destaque nesse trabalho devido a sua grande quantidade 

(33,28 µg/mL) encontrada no extrato de erva-mate, conferindo-a propriedades semelhantes a 

alguns fármacos, com a função anti-colinesterásica, ou seja, inibem a ação da AChE fazendo 

com que o impulso nervoso não termine. 

 Já o organismo Zebrafish, apresentou um aumento da AChE em todos os grupos 

quando comparados ao controle, sendo semelhante ao encontrado por Kaizer et al (2005), 

quando administrado Al na dieta de camundongos. Além disso, no grupo que recebeu 

somente extrato obtido a 75°C, apresentou um expressivo aumento de 132,99%. Sendo este 

semelhante ao encontrado na fase aguda do organismo C.elegans, devido à estimulação do 

sistema nervoso através das metilxantinas que fazem parte composição fitoquímica da erva-

mate (MEINHART et al., 2010, AZAM et al., 2003).  

 A atividade da AChE, está amplamente envolvida no desenvolvimento dos sistemas 

nervoso periférico e central e desempenha um importante papel na regulação do movimento 

muscular (ALTENHOFEN et al., 2017). Com isso, conforme realizado em exposição aguda 

com C. elegans, foram realizados testes comportamentais em ambos os organismo durante a 

exposição crônica. 

Para C. elegans o comportamento na exposição crônica o batimento faríngeo e a 

defecação apresentaram um efeito sinérgico, conforme observado também em exposição 

aguda. Os grupos expostos somente ao Al (Al I, Al II e Al III), apresentaram um baixo 

batimento faríngeo e um alto intervalo de defecação, já os grupos que foram associados a 

erva-mate (Al I+75°C, Al II+75°C e Al III+75°C), apresentaram comportamentos iguais ao 

controle e ao grupo exposto somente ao extrato. Sabe-se que o H2O2 provoca sintomas 

comportamentais graves, como o declínio do bombeamento faríngeo (KUMSTA et al., 2011), 

corroborando com o presente trabalho, onde foi observado que os grupos expostos somente ao 

Al, apresentam alta atividade da CAT, em resposta a uma maior quantidade de H2O2 na 
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célula, podendo este influenciar na diminuição do batimento faríngeo do C. elegans. Segundo 

Akiyama et al (2012) uma exposição prolongada a uma dieta contendo Al pode induzir 

estresse e comprometimento cognitivo, mesmo em pacientes que não estão em estágio 

avançado da DA. Com isso, pode se presumir que o Al a longo prazo provocou maior estresse 

oxidativo ao organismo C. elegans, e consequentemente, isso alterou o seu comportamento. 

Para o Zebrafish os tratamentos com erva-mate e Al não influenciaram 

significativamente nos comportamentos de interação social e agressividade. Com relação ao 

teste de tanque novo, que é utilizado para determinar o comportamento do tipo ansiedade, os 

animais expostos cronicamente nos tratamentos Al II+75°C e 75°C, permaneceram menos 

tempo no segmento superior do aquário teste e mais tempo no segmento inferior, e, além 

disso, o número de entradas no segmento superior foi reduzido, quase nulo quando 

comparados com os outros grupos. Desta forma, a erva-mate apresentou um efeito 

ansiogênico no Zebrafish. 

Conforme demonstrado na análise fitoquímica da planta, esta apresentou acúmulo de 

cafeína. Estudos apontam que a cafeína pode atuar em diversos sistemas, dentre os quais, 

pode-se destacar sua principal ação que ocorre nos receptores adenosinérgicos, devido à 

similaridade estrutural que essa metilxantina apresenta com a adenosina. A adenosina é 

produzida principalmente a partir do metabolismo de adenosina trifosfato (ATP) e exerce 

várias funções SNC, na modulação da liberação de neurotransmissores, como a acetilcolina, 

plasticidade sináptica e neuroproteção em eventos isquêmicos, hipóxia e estresse oxidativo 

(SHETH et al., 2014). Com isso, a cafeína bloqueia os receptores adenosinérgicos, resultando 

alterações no comportamento tipo ansiedade (FERRE, 2010). Esse bloqueio permite que a 

cafeína desencadeie uma ação contrária à adenosina promovendo a liberação de diversos 

neurotransmissores excitatórios como o glutamato (FERRE, 2010).  

 Quanto a análise das enzimas antioxidantes na exposição crônica a SOD tem como 

produto final o H2O2, que é o substrato da CAT, a qual hidroliza em H2O e O2, explicando o 

efeito sinergico observado em C.elegans, onde os grupos contendo somente Al demontraram 

um aumento na atividade das mesmas, quando comparados ao controle. Para o Zebrafish, a 

enzima antioxidante CAT, apresentou um aumento em todos os grupos contendo Al em 

relação ao controle, sendo similar ao observado por Peixoto et al. (2015), onde camundongos 

expostos ao Al, apresentaram um aumento nas atividades das enzimas do sistema 

antioxidante. Ainda Atli e colaboradores (2007), descreve que organismos expostos a metais 

pesados, apresentam um aumento de EROs, como peróxido de hidrogênio, radical superóxido 

e radical hidroxil, o que pode elevar a atividade das enzimas do sistema de defesa 
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antioxidante, como a catalase, superóxido dismutase e glutationa-s-transferase, em resposta a 

este estresse oxidativo.  

 Além disso, todos os grupos com Al quando associados a erva-mate, apresentaram 

uma diminuição na atividade das enzimas SOD e CAT para C.elegans, o que pode ser 

atribuido à ação quelante dos polifenóis, que atuam formando complexos estáveis com os 

metais tóxicos, promovendo a redução de sua toxicidade (KUMAR e GIL, 2014). Já para o 

Zebrafish a concentração de 8,0 mg/mL, foi a única que apresentou um aumento quando 

associado à erva-mate.  

 Ainda em C. elegans, foi avaliada a atividade da GST em exposição crônica, onde 

todos os grupos expostos à erva-mate foram iguais ao controle e ao grupo submetido 

constantemente ao extrato de erva-mate. Corroborando com este estudo, Colpo (2017), 

observou que extratos de erva-mate são capazes de aumentar significativamente a capacidade 

de resistir ao estresse oxidativo induzido por metais, melhorando a homeostase redox 

restaurando a atividade da enzima GST.   

As doenças neurodegenerativas estão normalmente associadas ao estresse oxidativo 

tem como consequência a peroxidação lipídica (MADANI et al., 2010). A membrana lipídica, 

por apresentar em sua estrutura grande quantidade de lipídeos, está susceptível a alterações 

em sua estrutura provocada pela lipoperoxidação, fazendo com que ocorram modificações em 

sua forma de mosaico fluido, prejudicando a flexibilidade, ancoramento de receptores de 

membrana, permeabilidade e atividade biológica celular (SAMPAIO e MORAES, 2010).  

Os resultados de peroxidação lipídica em Zebrafish evidenciaram o aumento 

significativo nos níveis de MDA nos grupos tratados com Al, demonstrando que o Al 

promoveu danos aos lipídeos de membrana neuronais através da potencialização do estresse 

oxidativo.  Sendo semelhante ao encontrado por Sood e colaboradores (2015), demonstraram 

o aumento da produção de espécies reativas com o ácido tiobarbitúrico (TBA) em cérebros de 

48 camundongos tratados com Al. Além disso, neste trabalho observou-se que a peroxidação 

lipídica promovida pelo Al foi atenuada nos grupos expostos a erva-mate, evidenciando que a 

erva-mate pode atuar como um neuromodulador contra ação lesiva promovida pelo alumínio 

no sistema nervoso central. 

Diante do exposto, o presente estudo demonstrou que a presença de Al no chimarrão é 

devido à erva-mate e não à água usada para preparar a infusão, e que as concentrações 

encontradas nesta foram similares ao estudo de Bortoli et al. (2018). Durante exposição aguda 

e crônica as concentrações de alumínio podem causar efeitos neurotóxicos nos dois 

organismos modelos estudados, afetando as análises enzimáticas e comportamentais.  Porém, 
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quando os grupos expostos ao Al foram associados à erva-mate, esta conseguiu restaurar as 

atividades enzimáticas revertendo a toxicidade causada pelo Al, demonstrando que o extrato 

de erva-mate é capaz de melhorar a resistência durante condições de estresse oxidativo in 

vivo. Além disso, a erva-mate apresentou um efeito de reversão maior que uma proteção, 

evidenciando que os compostos fitoquímicos presentes no extrato da planta Ilex 

paraguariensis obtido à 75ºC, temperatura característica para o preparo e consumo do 

chimarrão, apresentam uma atividade antioxidante mais eficaz após a instalação do dano 

oxidativo, provavelmente devido à atividade de eliminação das moléculas bioativas. 

 

6.0 CONCLUSÕES 
 

- Ao consumir o chimarrão, o Al que é ingerido é devido a própria erva-mate e não a água 

utilizada para o preparo; 

- O Al encontrado na erva-mate não faz mal a saúde, já que a planta possui um alto potencial 

antioxidante, sobrepondo o metal; 

- A planta Ilex paraguariensis, possui uma alta atividade antioxidante e esta é devido a sua 

grande quantidade de compostos fenólicos; 

- Tanto na exposição aguda quanto crônica no organismo C. elegans, as concentrações de Al 

utilizadas diminuíram o comportamento. Porém, quando os organismos foram associados a 

erva-mate, a planta apresentou um efeito neuromodulador  protegendo o verme; 

- Quanto ao comportamento do Zebrafish, a erva-mate alterou o comportamento de ansiedade, 

tendo efeito ansiogênico, esse fato pode ser devido a cafeína encontrada na planta; 

- A concentração de 10,5 mg/mL de Al, provocou maior estresse no Zebrafish, resultando na 

peroxidação lipídica. 

- A erva-mate apresentou um efeito neuromodulador tanto na exposição aguda como crônica, 

auxiliando, caracterizando na diminuição do estresse oxidativo de todas as enzimas 

antioxidantes em ambos os organismos. 
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ANEXO B- FOTOS POR FLUORESCÊNCIA DA ENZIMA GST EM C.elegans  
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ANEXO C- FOTOS POR FLUORESCÊNCIA DA ENZIMA SOD EM C.elegans 
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ANEXO C- FOTOS POR FLUORESCÊNCIA DA ENZIMA GST EM C.elegans 
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