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RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) é a forma mais comum de deméncia e se manifesta
através de sinais como perda da memoria, desorientagcdo espacial, perda
progressiva da fungédo cognitiva e decréscimo intelectual. A senescéncia e a
senilidade sdo os principais fatores de risco para o desenvolvimento e
progressédo da DA. Além disso, estudos epidemioldgicos tém demonstrado que
a hipertensdo é um fator de risco para deméncias, existindo fortes evidéncias
clinicas de que o uso de medicamentos anti-hipertensivos por idosos pode estar
associado a uma menor incidéncia de deméncias e a um retardo no declinio
cognitivo e redugao da neuroinflamagao. Nos ultimos anos, nosso grupo tem
demonstrado o potencial efeito anti-hipertensivo de diversas plantas do cerrado
brasileiro, dentre as quais tém se destacado a Hancornia speciosa,
popularmente conhecida como mangabeira. Neste intuito, camundongos
C57BI/6 machos, com idade entre 10 e 12 semanas, foram tratados por 7 dias,
per 0s, com o extrato acetona:agua (70:30) de folhas de H. speciosa, nas doses
de 10, 30 e 100 mg/kg, sendo entdo submetidos a Tarefa de Reconhecimento
de Objetos (TRO). Nossos resultados demonstraram que os extratos n&o
induziram alteragbes cognitivas nos animais avaliados. Em sequéncia, realizou-
se a cirurgia estereotaxica para injecao intra-hipocampal de AB+.42 ou PBS e os
animais foram tratados com o mesmo extrato, nas mesmas doses, por 7 dias.
Nossos resultados demonstraram que o extrato acetona:agua (70:30) de folhas
de H. speciosa, administrado per os, nas doses de 30 e 100 mg/kg foi capaz de
reverter o dano cognitivo induzido por AB1.42. Esse extrato foi submetido ao
estudo fitoquimico e analises preliminares indicaram a presenga de metabdlitos
secundarios pertencentes a diversas classes, principalmente polifendis, como a
rutina e as proantocianidinas. A quantificacdo de proantocianidinas por
espectrometria UV/VIS revelou um teor de aproximadamente 4,5 % m/m dessas
substancias no extrato produzido. Esse extrato foi entdo fracionado por
cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 e as fragdes obtidas foram
reunidas por CCD em 3 grupos fragdes enriquecidas em proantocianidinas. A
fracao TS2C3 apresentou menor complexidade quimica e massa suficiente para
que se prosseguissem os estudos e a caracterizagao de seus constituintes. Os
picos majoritarios foram identificados por UPLC-ESI-MS-MS como sendo
hexosideos de proantocianidinas diméricas (picos 1 (Tr = 2,84 min); 2 (Tr = 3,01
min); 3 (Tr = 3,21 min); 4 (Tr = 3,30 min)), com massa molar de 740 g/mol, e
triméricas (picos 6 (Tr = 3,53 min) e 7 (Tr = 3,64 min)), com massa molar de 1028
g/mol. Estudos adicionais serdo realizados para definir a identidade quimica das
substancias majoritarias desta fragdo e para avaliar seu potencial neuroprotetor
em modelo de DA. Também serdo avaliadas as alteragdes histopatologicas pos-
tratamento com o extrato e com a fragdo. Nossos resultados demonstraram que
o extrato acetona:agua (70:30) de H. speciosa foi capaz de reverter o dano
cognitivo causado por AB1-42.

Palavras-chave: doenga de Alzheimer, Hancornia speciosa, proantocianidinas,
testes comportamentais.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the most common form of dementia and manifests
itself through signs such as memory loss, spatial disorientation, progressive loss
of cognitive function and intellectual impairment. Senescence and senility are the
main risk factors for the development and progression of AD. In addition,
epidemiological studies have shown that hypertension is a risk factor for
dementias, and strong clinical evidence that the use of antihypertensive drugs by
the elderly may be associated with a lower incidence of dementias and a delay in
cognitive decline and reduced neuroinflammation. In recent years, our group has
demonstrated the potential antihypertensive effect of several plants in the
Brazilian Savana like bioma (Cerrado), among which, Hancornia speciosa,
popularly known as “mangabeira”, has stood out. For this purpose, male C57 BI/6
mice, aged between 10 and 12 weeks, were treated for 7 days with acetone:water
extract (70:30) from H. speciosa leaves, in doses of 10, 30 and 100 mg/kg, then
being submitted to the Object Recognition Task (ORT). Our results showed that
the extracts did not induce cognitive changes in animals tested in ORT. In
sequence, different animals were submitted to stereotactic surgery for intra-
hippocampal injection of AB+1.42 or PBS and were treated with the same extract
and doses, for 7 days. Our results showed that the extract, administered per os,
at doses of 30 and 100 mg/kg was able to reverse the cognitive damage induced
by AB1-42. Then, the aforementioned extract was submitted to the phytochemical
study. Preliminary analyzes showed the presence of several secondary
metabolites, mainly polyphenolics, such as rutin and proanthocyanidins. The
quantification of proanthocyanidins by UV/VIS spectrometry demonstrated a
content of ca. 4,5% w/w of these metabolites. The extract was then fractionated
by Sephadex LH-20 chromatography column and the fractions obtained were
combined by TLC into 3 groups of fractions enriched in proanthocyanidins. The
TS2C3 fraction showed less chemical complexity and sufficient amount for further
studies and the characterization of its constituents. Major peaks were identified
by UPLC-ESI-MS-MS as being dimeric proanthocyanidin hexosides (peaks 1 (Tr
= 2.84 min); 2 (Tr = 3.01 min); 3 (Tr = 3.21 min) ; 4 (Tr = 3.30 min)), with molar
weight of 740 g/mol, as well as trimeric derivatives (peaks 6 (Tr = 3.53 min) and
7 (Tr = 3.64 min)), with molar weight of 1028 g/mol. Further studies will still be
carried out to define the chemical identity of the major constituents of this fraction
as well as its neuroprotective potential in an AD model. The histopathological
findings after treatment with the extract and the fraction will be also evaluated.
Our results shows that the acetone:water extract (70:30) from H. speciosa revert
the cognitive deficit induced by AB1.42.

Keywords: Alzheimer's diseases, Hancornia speciosa, proanthocyanidins,
behavioral tests.
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1. INTRODUGAO

A doencga de Alzheimer (DA) € um processo neurodegenerativo progressivo,
irreversivel com a terapéutica atualmente disponivel, relacionado principalmente
a senescéncia e a senilidade (SERENIKI e VITAL, 2008).

Segundo dados do Alzheimer’s Disease International (2016), mais de 47
milhdes de pessoas vivem na atualidade com algum tipo de deméncia em todo
o mundo, podendo chegar a 75 milhdes em 2030 (OMS, 2013). Deméncias,
como a DA, estido entre os principais fatores que contribuem para incapacidade,
dependéncia e mortalidade em idosos. Além dos aspectos sociais e dos
impactos gerados na vida do paciente, de seus familiares e das pessoas no seu
circulo social, a DA implica em custos elevados no cuidado dos pacientes,
estimados em cerca de 612 bilhdes de ddlares anuais, em todo o mundo. Estes
custos referem-se aos gastos com medicamentos, cuidadores e médicos, bem
como aqueles decorrentes do afastamento dos portadores de DA do mercado de
trabalho (APRAHAMIAN et al., 2011; RONDON & VIZCAYA, 2014;).

Estudos epidemiolégicos demonstraram que a hipertensdo € um fator de
risco para deméncias, como a DA, existindo fortes evidéncias de seus efeitos
deletérios a fungdo cognitiva. Além disso, evidéncias clinicas indicam que o uso
de medicamentos anti-hipertensivos por idosos pode estar associado a uma
menor incidéncia de deméncias. Diversas classes de anti-hipertensivos
apresentam efeitos benéficos na prevencado da DA em estagios iniciais. Acredita-
se que o uso de inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) seja
benéfico para retardar o declinio cognitivo na DA (ZHUANG et al., 2016; RYGIEL,
2016; TORIKA et al., 2016; TAN et al., 2017; MARFANY et al., 2018).

As evidéncias clinicas e epidemiolégicas existentes indicam a importancia de
se avaliar o efeito de substancias com atividade anti-hipertensiva em modelos
de DA. Uma fonte promissora de substancias anti-hipertensivas sao produtos
naturais de plantas, incluindo inibidores da ECA, alguns dos quais também
apresentam efeitos anti-inflamatérios. Dentre as plantas da flora brasileira
destaca-se a Hancornia speciosa, denominada popularmente de mangaba, para
a qual nosso grupo de pesquisa demonstrou potencial atividade anti-hipertensiva
em modelos in vitro, ex vivo e in vivo (SERRA et al., 2005; ENDRINGER, 2007;
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FERREIRA et al., 2007a; FERREIRA et al., 2007b; SILVA et al., 2011; SILVA et
al., 2016).

Nao existem estudos sobre os efeitos de extratos de H. speciosa, em
modelos de Alzheimer. Assim, tendo em vista evidéncias clinicas e
epidemioldgicas que sugerem efeitos benéficos de farmacos anti-hipertensivos
na redugao do progresso de deméncias como a DA, propde-se investigar o efeito
de extratos vegetais supracitados e de seus constituintes em modelos

experimentais de DA.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito neuroprotetor do extrato de Hancornia speciosa Gomes em

modelo murino de doenga de Alzheimer (DA) e realizar seu estudo fitoquimico.

2.2 Objetivos especificos

Produzir o extrato acetona:agua (70:30) de folhas de H. speciosa

Avaliar se o tratamento com o extrato produzido acima induz alteragdes
comportamentais em camundongos C57BL/6.

Avaliar o efeito do extrato supracitado sobre alteracbes induzidas por
peptideo (-amiloide e sobre a progressao das alteragdes patoldgicas em
modelo murino de Doencga de Alzheimer.

Quantificar o teor de proantocianidinas no extrato acetona agua (70:30) de
folhas de H. speciosa.

Realizar o fracionamento do extrato visando obter fragdes enriquecidas em
proantocianidinas.

Realizar a caracterizacdo quimica das fragdes ricas em proantocianidinas
por UPLC-ESI-MS.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 DOENCA DE ALZHEIMER

A doenca de Alzheimer (DA) foi primeiramente descrita pelo Doutor Alois
Alzheimer, em 1906, ao relatar o comportamento peculiar de uma paciente que
apresentava perda acentuada da memoria, dificuldade de aprendizado e outras
alteragdes psicoldgicas, como delirios e a caracteristica de esconder objetos.
Durante a autdpsia da paciente, o médico observou uma redugdo do volume
cerebral e a presenga de depdsitos anormais extracelulares (ALZHEIMER, 1907;
BELLOZI, 2014).

A DA é uma doencga neurodegenerativa associada a um comprometimento
gradual da fungdo cognitiva, incluindo as habilidades de linguagem, praxis e
perda de memoria, com a perda do reconhecimento facial e da lembranca de
nomes, perda da capacidade de julgamento e da estabilidade emocional, além
de alteragdes de personalidade. Até o presente momento, ndo ha diagnostico
inequivoco para a DA, sendo este principalmente clinico, e sua etiologia é
desconhecida ou multifatorial. Diversos estudos associam a DA ao
envelhecimento, tendo em vista que ela acomete majoritariamente individuos
com idade superior a 65 anos, e sua prevaléncia dobra a cada 5 anos, em um
efeito de acréscimo exponencial tempo-dependente. Isto sugere que a maioria
dos idosos é altamente propensa a desenvolver algum tipo de deméncia (XU et
al., 2015; DUBOISA et al., 2016; O'BRYANT et al., 2017).

O inicio da DA é condizente com o surgimento de agregados de proteina [3-
amiloide extracelulares, também chamados de placas senis, e de emaranhados
neurofibrilares (NFT) intraneuroniais de proteina tau hiperfosforilada, além de
morte progressiva de neurbnios, principalmente de neurdnios colinérgicos,
acompanhado de neuroinflamagdo com evidente microgliose e astrocitose,
assim como destruicdo dos mecanismos de comunicagao neuronal e evidente
atrofia hipocampal e encefalica (COLOVIC et al, 2013; O'NEILL, 2013;
HORVATH et al., 2015; TARASOFF-CONWAY et al., 2015; 2017; IHARA et al.,
2018).

Duas principais hipéteses tentam explicar a etiologia da DA relacionando-a

as proteinas (B-amiloide (AB) e tau. De acordo com a proposta da cascata
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amiloidal, a neurodegeneracao pode ser iniciada pela clivagem proteolitica da
proteina precursora de amiloide (APP), resultando na produgdo, agregagao e
deposicdao do peptideo AB e de placas difusas e neuriticas. A clivagem né&o
amiloidogénica da APP é realizada pelas a- e y-secretases, enquanto os
peptideos B-amiloides que formam as placas senis sao resultantes da hidrélise
da APP por [3- e y-secretases, formando polipeptideos. Estes s&o constituidos
por 40 a 42 aminoacidos, os quais sao toxicos, sendo o AB1.42 0 que apresenta
maior capacidade de formar emaranhados e efeito neurotéxico. E importante
ressaltar que ambos os processos ocorrem em condicdes homeostaticas. No
entanto, por algum motivo, em paciente com DA ha um aumento expressivo da
clivagem de APP por B-secretase. Os agregados fibrilares de A depositam-se
majoritariamente no espaco extracelular no entorno de neurdnios e de células da
glia (figura 3.1). Membranas lipidicas podem servir como sitios de nuclearizagdo
que aceleram a deposicdo destes agregados. Estes polipeptideos tém a
capacidade de aderir aos receptores AMPA e a canais idnicos para calcio, como
os N-metil-D-aspartato (NMDA), aumentando o influxo deste ion, podendo levar
a desestabilizacdo e desgaste de membranas. Devido sua toxicidade, esses
polipeptideos iniciam um processo inflamatorio, com ativacéo de células da glia,
lesando as células, as quais morrem na sequéncia. Este processo de morte
celular é exacerbado pelo aumento intra- e extracelular de radicais de oxigénio
e nitrogénio, promovendo neurodegeneragao importante. Além disso, os radicais
livres possuem acao sobre o DNA, podendo causar modificacbes que
contribuem para o avancgo e aparecimento da doenga e seus sinais e sintomas
(ROBINSON et al., 2013; GUNN et al., 2016).

Figura 3.1: Representacdo esquematica do processamento da APP durante a
cascata amiloidogénica. APP gera produtos n&o amiloidogénicos quando clivada
por a-secretase. A clivagem sequencial por (3-secretase (BACE-1) e y-secretase
leva predominantemente a formagao de fragmentos de peptideo AB1-40, porém
também ha a formagéo de peptideos AB1.42 (5-10%). Pode ocorrer um equilibrio
entre oligbmeros e fibrilas, no qual as fibrilas geram oligdmeros, levando a efeitos

deletérios. O processo de formacao do peptideo amiloide ocorre no complexo
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lipidico, regidao da bicamada lipidica que contém marcadores distintos, rica em

colesterol, esfingolipideos e glicolipideos (adaptado de Reiss et al., 2018).
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Um mecanismo de toxicidade da AB comumente reconhecido € que seus
peptideos sao capazes de causar ruptura da homeostase idnica ao levar a um
aumento do influxo de ions Ca?", com consequente aumento de sua
concentracgdo intracitoplasmatica. Como neurdnios saudaveis necessitam de um
grande gradiente de concentragdo ibGnica entre os espagos extra e
intracitoplasmaticos, a perda desta diferenca de concentragao leva a deplecao
dos estoques de transmissores vesiculares. A hipétese que tenta explicar como
este mecanismo ocorre relata que o influxo de Ca?* pode resultar da formagao
de uma estrutura oca na membrana composta por pequenos oligbmeros
anulares de A, com interior hidrofilico e exterior hidrofébico. Estas estruturas
fixam-se junto a membrana, originando um “v&o” na bicamada, que resulta na
criagdo de um poro que funciona como canal de Ca?*. Ja foi demonstrado,
através de imagens geradas por microscopia de forga atdmica de alta resolugéao,
o aparecimento de estruturas morfologicamente semelhantes a poros formadas
por peptideos AP incorporados a bicamada lipidica. Este achado foi

posteriormente suportado por observacdes de atividade semelhante a de poros,



24

principalmente com influxo de Ca?*, em neurdnios. A quebra da homeostase do
calcio pode facilmente levar a disfungao mitocondrial, induzindo uma cascata de
ROS e levando a apoptose neuronal (figura 3.2) (PARODI et al., 2010; JANG et
al., 2010; FERNANDEZ-MORALES et al., 2012; LAZZARI et al., 2015; REISS et
al., 2018).

Figura 3.2: Esquema representando a falha neuronal mediada por oligbmeros
AB. Oligbmeros A, por meio de processos como a peroxidacéo lipidica, ativa o
receptor NMDA e a formagao de poros na membrana. Ambos os processos
levam ao aumento do influxo de calcio do meio extracelular para o espaco
intracelular do neurénio. O aumento da concentragédo de Ca?* intraneuronal leva
a deplecdo dos estoques de neurotransmissores vesiculares, eventualmente

causando disfung¢ao neuronal (adaptado de Reiss et al., 2018).
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Outra teoria que busca explicar como se instala esse processo
neurodegenerativo é a teoria da formagéo dos emaranhados neurofibrilares de
proteina tau (NFT). A tau é uma proteina axonal que se liga a microtubulos,

promovendo a unido e estabilizagdo destes, afetando sua dinamica.
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Desempenha um importante papel no crescimento dos processos neuronais e
no desenvolvimento da polaridade neuronal. Em adultos, existem seis isoformas
da proteina tau, sendo que esta proteina possui mais de 30 sitios de fosforilac&o.
A fosforilagcdo da proteina tau é determinada principalmente por um balango
entre a ativacado de varias proteinas quinases e fosfatases; a quebra desse
equilibrio resulta na fosforilagdo anormal da tau, que é observado na DA. Cada
sitio tau é fosforilado por uma ou mais proteina quinase. A hiperfosforilagao desta
proteina, observada na DA, leva a desestabilizacido e ruptura dos microtubulos
devido ao decréscimo da afinidade de ligagc&o da tau, prejudicando o transporte
axonal e comprometendo a funcédo neuronal e sinaptica. A hiperfosforilacdo da
proteina tau ndo apenas resulta na perda de sua fungéo biolégica, como também
promove sua polimerizacdo e acumulo na forma de filamentos helicoidais
pareados, formando estrutura filamentosas descritas como filamentos
neurofibrilares (NFT) intracitoplasmaticos, que s&o toxicos e causam
neurodegeneracdo (MOKHTAR et al., 2013; LIU et al., 2015).

As alteracdes fisiopatoldégicas mais graves da DA acontecem no
hipocampo e nas regides corticais e subcorticais, incluindo amigdala e nucleo
basal de Meynertt A DA ocasiona a deplegdo de neurotrofinas,
neurotransmissores e aumento da concentracdo de ions calcio
intracitoplasmaticos, além de comprometimento no ciclo celular normal. O
principal sistema neurotransmissor acometido € o sistema colinérgico, gerando
consequéncias evidentes, uma vez que a acetilcolina possui importante papel no
aprendizado, atengao e plasticidade sinaptica (QUERFUTH E LAFERLA, 2010).

Uma importante caracteristica da doenca de Alzheimer €& a
neuroinflamacao. Este processo pode ser desencadeado por diferentes eventos
que ocorrem em doengas neurodegenerativas, ocorrendo ao mesmo tempo em
que aparecem modificagdes na estrutura encefalica e na plasticidade sinaptica,
levando a consequente neurodegeneragdo. A presenca de uma resposta
neuroinflamatoria € considerada indicativa de uma sequéncia n&o especifica de
morte neuronal em doengas neurodegenerativas. No entanto, evidéncias
emergentes sugerem que a inflamag&o ndo apenas € um contribuinte crucial nos

mecanismos de morte neuronal, mas também um fator chave no controle da



26

interagcdo entre o sistema imune e o sistema nervoso central (SNC) (RUIVO et
al., 2013)

Na DA, a resposta imune-inflamatéria pode facilitar e exacerbar tanto a
patologia amiloide quanto a dos NFTs. A resposta inflamatéria no SNC é
mediada, inicialmente, por células da glia, principalmente microglias, que s&o
células do sistema imune inato residentes do SNC. Essas células migram para
as regides acometidas por algum processo lesivo, onde podem proliferar, refinar
conexdes sinapticas, liberar fatores pro-inflamatérios, exercer atividade
fagocitica, liberar quimiocinas ou atuar na producdo de fatores neurotréficos,
como fatores de crescimento, que objetivam aumentar a sobrevida neuronal.
Dependendo do estagio da DA, este efeito pode ser benéfico ou prejudicial.
Embora essas células tenham a capacidade de depurar a -amiloide em estagios
iniciais, no decorrer da doenca elas reduzem a expressao de receptores que se
ligam a B-amiloide, mas continuam produzindo citocinas pro-inflamatorias como
a interleucina (IL)-1, fator de necrose tumoral-a (TNF-a), e interferon-y (IFN-y),
as quais sao neurotoxicas e estimulam a formacéo de B-amiloide. (DESPLASTS,
2019).

Recentemente, analises de RNA de células-unicas de células imunes do
SNC em varias doengas neurodegenerativas revelaram micréglias associadas a
patologias (MAP), um subtipo de microglia que demonstra uma assinatura
transcripcional e funcional unica. MAP s&o associadas com risco genético a DA,
incluindo a ativagao de receptores expressos em células mieloides do tipo 2.
Microglias podem induzir respostas inflamatorias contra moléculas associadas a
neurodegeneragao (NAMPs), semelhantemente ao que ocorre com a resposta
de macrdéfagos contra padrbes moleculares associados a patdogenos (PAMPs) e
dano associado a estresse (DAMPs) (MICHELL-ROBINSON et al., 2015).

Nas ultimas décadas, a piramide etaria tem sofrido uma forte inversao no
Brasil, com o aumento do numero de pessoas vivendo com 60 anos ou mais.
Segundo dados do IBGE (BRASIL, 2011), cerca de 7,6% da populagao brasileira
apresenta idade superior a 60 anos. Estima-se que esse percentual se eleve a
mais de 11% em 2030. Estimativas obtidas por meta-analises apontam que, a

cada mil habitantes, a incidéncia de perda cognitiva em algum grau € de 22,5 em
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individuos com idade entre 75 e 79 anos, de 40,9 em individuos com idade entre
80 e 84 anos, e superior a 60 em individuos com mais de 85 anos (GILLIS et al.,
2019).

A deméncia, principalmente a doenga de Alzheimer, juntamente com
doencas cardiovasculares, depressao e artrites, sdo a principal causa de
incapacidade em idosos. Em paises desenvolvidos, a deméncia acomete de 5 a
8% da populagdo com idade em torno dos 65 anos, chegando a atingir 50% dos
idosos com mais de 80 anos. No Brasil, estima-se que a DA atinja cerca de 0,7%
dos idosos com idade proxima a 65 anos e 38,6% dos idosos com mais de 90
anos (APRAHAMIAN et al., 2011; OMS, 2013).

Com o crescimento da populagao de idosos no Brasil e no mundo tende
a aumentar o numero de pessoas vivendo com deméncia. Segundo dados da
World Alzheimer Report (2015), mais de 46 milhdes de pessoas vivem
atualmente com algum tipo de deméncia em todo o mundo, podendo chegar a
75 milhées em 2030.

Além dos aspectos sociais e dos impactos gerados na vida do paciente,
de seus familiares e das pessoas no seu convivio social, a DA produz custos
elevados no cuidado dos pacientes, conforme demonstrado por Rondon e
Vizcaya (2014), estimados em cerca de 612 bilhdes de dolares em todo o mundo
por ano. Estes custos referem-se aos gastos com medicamentos, cuidadores e

gastos médicos, bem como pela perda de mao de obra de portadores de DA.

3.2 Hipertensao como um fator de risco para DA

Além dos fatores relacionados a DA ja apresentados, estudos
epidemioldgicos indicam que a hipertensdo € um fator de risco para o
desencadeamento da DA (MARFANY et al., 2018).

Um estudo de coorte longitudinal, iniciado em 1961, visava investigar o
envelhecimento de um grupo de voluntarios, os quais eram submetidos a
exames fisicos e laboratoriais a cada trés ou seis anos. Como um critério de
elegibilidade para o estudo, foi determinado que os participantes ndo poderiam

ter hipertensdo prévia. Entre os anos de 1992 e 2005 foram realizados,
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adicionalmente, testes cognitivos dos participantes do estudo. A analise dos
resultados do teste cognitivo, comparado com os testes anteriores, e
considerando a idade de inicio da hipertensdo em alguns pacientes que a
desenvolveram, permitiu formular a hipétese de que presséo sanguinea elevada,
por longo periodo de tempo, poderia estar relacionada ao desenvolvimento de
deméncia (POWER et al., 2013).

A associacido entre hipertensao e o desenvolvimento de DA também é
sustentada por pesquisas de biomarcadores diretamente associados a DA.
Comparado aos encéfalos de pessoas normotensas, 0os cérebros de pessoas
com historico de hipertensdo apresentaram maior nivel de placas senis e NFT.
Similarmente, hipertensao foi identificada como um fator de risco para depdsitos
corticais de B-amiloide fibrilar (PETROVITCH et al., 2000; TOLEDO et al., 2012;
RODRIGUE et al., 2013).

Hipertens&o crbénica pode alterar a movimentagao da -amiloide intra- e
extra-cerebral através da barreira hematoencefalica, ou por meio da matriz
extracelular perivascular. Isto pode contribuir para o desenvolvimento de
angiopatia amiloide em vasos sanguineos do cérebro, o que € uma ocorréncia
comum na DA (JOCHEMSEN et al., 2015).

Concomitantemente a estes estudos, evidéncias clinicas sugerem que 0 uso
de anti-hipertensivos esta relacionado a menor incidéncia de deméncia em
idosos. Em estudo de coorte prospectiva, realizado com 1208 participantes com
idade igual ou superior a 75 anos, sem deméncias pré-diagnosticadas, foram
realizados exames clinicos e laboratoriais apds trés e seis anos para a detecg¢ao
de deméncia. Durante o periodo do estudo, 125 participantes foram
diagnosticados com algum tipo de deméncia. A maior parte dos individuos que
desenvolveu a doenga apresentava algum tipo de doenga vascular, sendo que a
incidéncia foi menor entre aqueles que faziam o uso de terapia anti-hipertensiva
(TAN et al., 2017).

Um estudo de coorte realizado na Franga relatou que o uso de inibidores da
ECA em idosos com DA esta associado a um baixo nivel de declinio cognitivo.
Em outro estudo, inibidores da ECA que atravessam a barreira hematoencefalica
e possuem atividade no sistema nervoso central foram associados a reduc¢ao de
65% da taxa de declinio cognitivo por ano de tratamento, desta forma, sendo

observada uma redugdo no avanco da doengca. Também se observou uma



29

associagao entre melhora na neuroinflamagéo e ativagao microglial com o uso
de inibidores da ECA (SINK et al., 2009; SOTO et al., 2013; TORIKA et al., 2016).

3.3 Modelos animais para o estudo da Doenca de Alzheimer

Umas das principais dificuldades em se estudar doengas
neurodegenerativas é conseguir estabelecer um modelo confiavel e reprodutivel.
No estudo da DA existem alguns modelos animais ja bem estabelecidos e que
ja permitiram obter alguns avangos sobre a doencga, seu desenvolvimento, e
tratamento (KINOSHITA, 2012; BELLOZI, 2014).

Os modelos utilizados no estudo da DA geralmente mimetizam os
sintomas da doencga por reproduzir as lesbes da doenga, porém geralmente n&o
mimetizam outros mecanismos patogénicos. Alguns modelos envolvem formas
para gerar deplegdo colinérgica nos animais testes, considerando-se que a
reducdo de acetilcolina (ACh) esta relacionada com a perda de determinadas
capacidades cognitivas e da memoria, como visto em modelos de animais
tratados com atropina. Um modelo bastante utilizado, que mimetiza os danos
gerados pelo acumulo de placas senis, envolve a inje¢cao de peptideo -amiloide
1-40, 1-42 ou 25-35 no hipocampo, podendo ser administrado em apenas um
dos hemisférios, ou nos ventriculos (CHEN et al., 2010; PASSOS et al., 2010).

Além dos modelos induzidos por danos, existem os modelos espontaneos
de deméncia, no qual se utiliza animais com predisposicdo a senescéncia
acelerada (SAMP) das linhagens SAMP 8 e SAMP 10. Existem também os
modelos genéticos de Alzheimer desenvolvidos com a criagdo de camundongos
transgénicos capazes de superexpressar proteinas, como a APP, ou expressar
proteinas mutantes envolvidas na patogenia da DA. Entre estes modelos
genéticos estdo os modelos que envolvem a expressao de presenilina mutante,
os quais induzem a deposigao de placas senis e, consequentemente, perda de
memoéria, morte neuronal e neuroinflamacdo. Outros modelos envolvem a
expresséo de proteina tau que leva a formagao de NFT (tauP301.) (CHEN et al.,
2010; PASSOS et al., 2010; BELLOZI, 2014).
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3.4 Tratamento farmacolégico da doenga de Alzheimer

Os farmacos atualmente disponiveis para tratar doencgas
neurodegenerativas, incluindo DA, apresentam limitagbes, n&do conseguindo
reverter ou impedir o avango da doenca. Porém, tais farmacos séo eficazes em
contribuir de forma bastante significativa para uma melhor qualidade de vida do
paciente (BELLOZI, 2014).

A DA era inicialmente conhecida como “sindrome da deficiéncia
colinérgica” e, dessa forma, a principal abordagem da terapia farmacolégica
envolvia o uso de farmacos para aumentar a fungéo colinérgica no encéfalo,
buscando-se obter efeitos benéficos com o uso tanto de agonistas muscarinicos
quanto nicotinicos. Segundo Hake (2012), inicialmente testou-se o uso de cloreto
de colina e fosfato de colina, que séao precursores da sintese de ACh. Estudos
randomizados ndo demonstraram eficacia no uso desses farmacos. Ainda no
campo dos agonistas colinérgicos, a administragao intracerebroventricular de
farmacos como o betanecol demonstrou eficacia na melhora dos sintomas da
DA. Porém, este procedimento é de alto risco, ja que envolve o implante cirurgico
de um reservatério conectado ao espago subaracnoideo. O uso de agonistas
colinérgicos foi desaconselhado devido a incidéncia de rea¢des adversas por
ativacéo de vias colinérgicas periféricas, tendo em vista que estes agonistas s&o
pouco seletivos (HAKE, 2012).

Dentre as estratégias mais bem adaptadas ao uso clinico, pode-se citar o
uso de inibidores da acetilcolinesterase (AChE). Exemplificando, foi
demonstrado melhora transitéria leve da memoria apos tratamento de pacientes
com a fisostigmina, embora esta tenha uso limitado devido sua curta meia-vida
e a alta probabilidade de produzir reagdes adversas, ainda que em doses
terapéuticas (HAKE, 2012).

Atualmente os inibidores da AChE aprovados pela Anvisa (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), pelo FDA (U.S. Food and Drugs Administration)
e pela EMA (European Medicines Agency), sao: donepezila (a), rivastigmina (b)
e galantamina (c). A tacrina foi inicialmente utilizada, porém foi abandonada
devido a alta incidéncia de reag¢des adversas, principalmente a hepatotoxicidade
(COLOVIC et al., 2013).
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O donepezil inibe seletivamente a AChE no sistema nervoso central
(SNC), tendo leve efeito sobre esta enzima em outros sitios do organismo.
Possui tempo de meia-vida elevado (59,7 + 16,1 horas), o que permite uso em
dose unica diaria. A rivastigmina e a galantamina devem ser administradas duas
vezes ao dia. Os trés farmacos produzem modesta melhora nos indices
cognitivos e estao indicados no tratamento de DA leve a moderada. Os seus
efeitos adversos sdo menos graves que os da tacrina e envolvem nauseas,
diarreia, vomitos e insénia. A rivastigmina inibe também a butirilcolinesterase
(BuChE) e a galantamina também possui atividade agonista nicotinica. Nao ha
relevancia clinica reconhecida quanto a estas diferengas (COLOVIC et al., 2013;
BRASIL, 2013).

A memantina, um antagonista dos receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA, é utilizada em pacientes com DA mais grave, com resultados satisfatérios
(SINFORIANI et al., 2012). O uso de antioxidantes, anti-inflamatérios e
horménios € controverso e n&o apresenta eficacia comprovada. Atualmente
também foram desenvolvidos agentes antiagregantes de placas senis e
modificadores do processamento da APP (ainda sem dados sobre seu uso na
pratica clinica) (MENDIOLA-PRECOMA, 2016).

Segundo o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) do

Ministério da Saude do Brasil, estdo indicados para o tratamento da DA o uso de
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donepezil (comprimido de 5 ou 10 mg por dia; via oral), galantamina (capsulas
de liberagdo prolongada de 8, 16 ou 24 mg administrado uma vez ao dia, pela
manha e preferencialmente com alimento) ou rivastigmina (1,5; 3; 4,5 ou 6 mg;
solucdo oral de 2 mg/mL, iniciando com 3 mg por dia). Sobre o tratamento
farmacolégico, o PCDT aconselha a suspendé-lo caso o paciente apresente
perda cognitiva que torne o tratamento mais agressivo ao organismo do que
benéfico na mitigacdo do avango da doenga. Como critério para determinar o
momento de suspensdo do tratamento, por ndo se observar melhora
consideravel, deve-se considerar resultado com “score” no Mini Exame do
Estado Mental (MEEM) inferior a 12 para pacientes que possuirem quatro ou
mais anos de estudo formal (anos iniciais do ensino fundamental) e inferior a 8
para os que possuem menos de quatros anos de estudo formal. O tratamento
também deve ser interrompido se ndo houver estabilizagdo do quadro de perda
cognitiva apos trés a quatro meses de tratamento (MINISTERIO DA SAUDE,
2013).

3.5 Perspectivas de desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento
da DA

Em uma revisdo sistematica de Cazarim et al. (2016), os autores
descrevem substancias que poderiam atuar em diferentes alvos terapéuticos da
DA, com potencial em melhorar alguns sintomas da doenga. Entre os novos
possiveis farmacos que atuam como inibidores da AChE, alguns alcaloides como
a huperzina, extraida do Lycopodium clavatum, um inibidor competitivo da AChE,
melhorou a memodria de curto prazo em estudos clinicos. Imunomoduladores
vém sendo testados por meio de vacinas de anticorpos monoclonais e
demonstraram efetividade na imunizag&o ativa contra a deposi¢ao de oligbmeros
AB (Cazarim et al, 2016).

Testes com anti-inflamatérios demonstraram que principalmente os
inibidores seletivos de ciclo-oxigenase isoforma 2 (COX-2), sao efetivos em
reduzir os niveis de AB depositada em cérebros de animais, mas sem evidéncia
de impedir o declinio cognitivo em humanos. Além disso, anti-inflamatdrios
podem ser considerados por apresentarem também a atividade moduladora de
y-secretase (CAZARIM et al., 2016).
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Farmacos inibidores ou moduladores de B e y-secretase vém sendo
estudados na tentativa de desenvolver substancias que ajudem a reduzir a
formacdo de placas amiloides e reduzam o declinio cognitivo (BOLOGNESI,
2011).

Diversos compostos vém sendo investigados com a intengao de reduzir o
avanco da doenca e melhorar a cognigado dos pacientes. Porém, como visto, a
DA é uma doenga complexa na qual ha envolvimento de diversos processos na
sua patogenia. A exemplo do que acontece no tratamento de algumas doencgas
infectocontagiosas, quando o tratamento de uma doenga necessita de uma
abordagem mais complexa para garantir a efetividade do tratamento, uma
alternativa terapéutica € a associacdo de medicamentos que atuem em
diferentes sitios associados a fisiopatogenia da doencga. Estes chamados
‘coquetéis” envolvem a combinagédo de mais de um farmaco seja em dose fixa,
quando os varios farmacos estdo presentes na formulacdo de um unico
medicamento, ou podem envolver a combinacdo de farmacos em formulacdes
diferentes, podendo ser ou ndo na mesma forma farmacéutica. Na DA, assim
como em outras doengas neurodegenerativas, as atividades de pesquisa tém
como foco farmacos de acdo multipla, que atuem nos diferentes processos
envolvidos na fisiopatogénese da doenga (BOLOGNESI, 2011; DIAS E VIEGAS
JUNIOR, 2014 CAZARIM et al, 2016).

Além da estratégia de combinagdo de farmacos em uma mesma
formulagcdo, ou em formulacdes diferentes, porém administrados como um
coquetel, pesquisas recentes tém se utilizado de técnicas de hibridacdo na busca
de farmacos direcionados a varios alvos da DA (DIAS E VIEGAS JUNIOR, 2014).

Nos ultimos anos, diversos novos farmacos que sao produtos naturais, ou
derivados destes, tém sido aprovados (NEWMAN et al., 2016). Em sua maioria
sdo metabdlitos secundarios de plantas, cujos exemplos sdo taxol, de Taxus
brevifolia, vimblastina, de Catharanthus roseus, doxorubicina, de Streptomyces
peucetius, dentre outros (SKIRYCZ et al.,, 2016; SCOSSA et al., 2018). O
primeiro passo na descoberta de produtos naturais bioativos envolve a extragéo
dos metabdlitos secundarios da droga vegetal através de varias técnicas de
extrativas, como extragdo por fluido supercritico (YOSHIOKA et al., 2018;
MORALES et al., 2018), percolagdo, extragdo assistida por micro-ondas e
ultrassonica (GIL-CHAVES et al., 2013), métodos de destilagdo molecular (GAN
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et al., 2016) e extracdo por membrana (WILLIAMS et al., 2012). Além disso, o
fracionamento guiado por bioensaio, usando métodos cromatograficos, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), € aplicado para o isolamento e
purificagdo de metabolitos ativos de seus extratos brutos (SALAM et al., 2019).
Outras técnicas, como espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN),
espectrometria de massas (MS) e a espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-
VIS) permite a caracterizagdo detalhada e, finalmente, a elucidagao estrutural
desses compostos (THOMFORD et al., 2018). Entéo, investiga-se a atividade
farmacoldgica, em modelos in vitro, in vivo e voluntarios humanos. No entanto,
alguns problemas como, por exemplo, degradagao ou modificagdo quimica dos
compostos bioativos, podem ocorrer durante esse processo de isolamento e
purificagdo dos compostos. Além disso, informagdes bioldgicas importantes que
estavam presentes no extrato original podem ser perdidas durante o
fracionamento (ROBINETTE et al., 2012). Além disso, em muitos casos observa-
se melhores efeitos terapéuticos ao usar os extratos brutos, como praticado na
medicina tradicional, em vez de uma molécula isolada. Esse efeito pode ser
atribuido a sinergia entre componentes bioativos e, possivelmente, aqueles que
nao apresentariam atividade quando isolados (por exemplo, estudos mostraram
os efeitos sinérgicos de diferentes extratos vegetais e doxorrubicina no
tratamento de tumores) (SHARMA et al., 2004). Tendo em vista a complexidade
de mecanismos patoldgicos envolvidos em doengas neurodegenerativas, o
emprego de extratos brutos ou fragées enriquecidas em determinados
compostos, na forma de fitoterapicos, é bastante promissor na terapia
farmacoldgica de doengas como a DA.

3.7 Hancornia speciosa Gomes

Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae), popularmente conhecida
como mangaba, mangava ou mangabeira, € uma arvore frutifera de clima tropical
nativa no Brasil, ocorrendo principalmente nas regides centro-oeste, norte,
nordeste e sudeste. Tem nos frutos o seu principal atrativo, sendo consumidos
in natura, em virtude de suas caracteristicas organolépticas e do elevado valor
nutritivo. Os frutos também sado utilizados na produgdo de doces, xaropes,

compotas, vinhos, vinagre e, principalmente, sucos e sorvetes, com grande
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aceitacdo comercial e utilizagdo agroindustrial (LEDERMAN et al., 2000; VIEIRA
NETO, 2001).

Diversas usos ethomédicos estao registrados na literatura para diferentes
partes da planta. A casca possui propriedades adstringentes e é indicada para
tratar afecgdes hepaticas. O latex é utilizado no tratamento de doencas fungicas,
tuberculose, ulceras, herpes, dermatoses e verrugas. O cha das folhas é
indicado para o tratamento de cdélicas menstruais e o decocto da raiz utilizado
para tratar luxagdes, hipertensdo e como hipoglicemiante. Em um estudo
etnobotanico de plantas medicinais do cerrado, decoctos da casca foram
relatados para o tratamento de diabetes e obesidade, e o unguento das cascas
para tratar dermatoses (RODRIGUES & CARVALHO, 2001; NOGUEIRA et al.,
2004; SANTOS et al., 2007).

Moraes e colaboradores (2008) relataram atividade gastroprotetora e
atividade anti-Helicobacter pylori in vitro para extratos etanodlicos de cascas da
espécie. Rufino e colaboradores (2009) comprovaram a atividade antioxidante
frente ao DPPH para os frutos da espécie. A atividade anti-inflamatoria foi
demonstrada em camundongos, associada a inibicdo da producédo de oxido
nitrico (NO), prostaglandina E2 (PGE:z) e citocinas (MARINHO et al., 2011),
sendo também relatada em modelo de edema de pata induzido por carragenina,
e atividade hipoglicemiante em ratos com diabetes induzido por aloxana, para o
extrato etandlico de folhas da espécie (KLEIN et al., 1996; LIMA & MARTINS,
1996). A literatura também descreve a atividade antifungica de H. speciosa em
ensaios de difusdo em agar (COSTA et al., 2008). O latex da espécie foi
apontado como ativo contra Candida albicans (SILVA et al., 2010).

Figura 3.3: Fruto, flores e folhas de H. speciosa (JARDIM BOTANICO DO RIO
DE JANEIRO in Flora Brasil 2020 em construgao)
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Nosso grupo de pesquisa vem investigando o potencial farmacoldgico das
folhas de H. speciosa ha cerca de 15 anos. Assim, o efeito anti-hipertensivo do
extrato etandlico de folhas da espécie e de uma fracdo derivada deste foi
caracterizado como resultante de inibigdo da ECA e do efeito vasodilatador,
decorrente do aumento nos niveis de Oxido nitrico plasmatico. Os principais
constituintes bioativos identificados foram rutina (1), bornesitol (2), acido quinico
(3) e acido clorogénico (4). Também ja foi relatada atividade antioxidante e anti-
inflamatoria de extratos de H. speciosa (SERRA et al., 2005; ENDRINGER, 2007;
FERREIRA et al., 2007a; FERREIRA et al., 2007b; SILVA et al., 2011; SILVA et
al., 2016; TORRES-REGO et al., 2016; SANTOS et al., 2016).

Serra e colaboradores (2005) relataram a atividade inibitéria da ECA in
vitro para o extrato etandlico das folhas. Em outro trabalho, foi relatada a
atividade vasodilatadora do extrato etandlico de folhas em preparacdes ex vivo
de anéis de aorta de rato pré-contraidas com fenilefrina, bem como efeito
vasodilatador em anéis de artéria mesentérica superior de ratos. O efeito
vasodilatador foi caracterizado como sendo dependente do endotélio, via éxido
nitrico, da ativagao de canais de potassio e da liberagcao de fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (FERREIRA et al., 2007a; FERREIRA et al., 2007b).
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Silva e colaboradores (2016) demonstraram o mecanismo hipotensor da
fracdo padronizada de H. speciosa apos a administragcdo oral da fragdo nas
doses de 0,03 a 1 mg/kg. De acordo com os autores, a redug¢ao da resisténcia
periférica pela produgéao de 6xido nitrico (NO) e aumento da produgao de H20>
nas artérias mesentéricas de ratos hipertensos seria responsavel pela resposta
hipotensora, sendo este efeito dose-dependente. Em um estudo anterior, os
autores demonstraram que uma fracdo padronizada de H. speciosa, enriquecida
em ciclitéis, como o bornesitol, e flavonoides, como rutina, produziu efeito
hipotensor em camundongos normotensos. Houve uma redugéo significativa da
pressao arterial sistolica em ratos normotensos apdés a administracao
intraperitoneal e oral da fracdo nas doses de 1 a 100 mg/Kg. De acordo com os
resultados, o mecanismo de acado envolve a inibicdo da ECA, redugdo da
producdo de angiotensina I, efeito vasodilatador direto pela ativagdo deProteina
quinase dependente de AMPc (PKA) e de canais de potassio, bem como
aumento dos niveis séricos de 6xido nitrico (SILVA et al., 2011; SILVA et al.,
2016).
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Conforme explicado anteriormente, um dos constituintes anti-hipertensivos
de H. speciosa ja identificados € o bornesitol [(1,2,3,4,5,6)-1-O-metil-mio-
inositol], um derivado de mio-inositol encontrado em diversas espécies de
plantas (NISHBE et al., 2001).

Além do efeito inibitorio da ECA, também foi avaliado, pelo nosso grupo o
efeito inibitério do bornesitol sobre o fator de transcricao nuclear kappa B (NF-
kKB), o qual é observado em alguns inibidores da ECA em uso clinico, como o
captopril, e atua como um efeito adicional no tratamento de doencas
cardiovasculares. Tanto o extrato de H. speciosa quanto o bornesitol isolado
apresentaram significativa inibicdo do NF-kB (ENDRINGER et al., 2009).

Nosso grupo de pesquisa também realizou a avaliagdo da toxicidade pré-
clinica de um extrato padronizado de folhas de H. speciosa. A partir dos
resultados do estudo de toxicidade aguda, o extrato foi classificado na categoria
5 do Globally Harmonized System, possuindo baixa toxicidade oral em dose
unica (resultados n&o publicados). Da mesma maneira, nos estudos de
toxicidade crbénica ndo foram encontrados indicios de toxicidade expressiva para
os animais tratados, sendo observados valores elevados da enzima creatinina
quinase (CK). Um aumento semelhante na atividade dessa enzima ja foi descrito
na literatura para diversos farmacos, incluindo lidocaina D, penicilina, quinidina
e succinilcolina, entre outros (MOTTA, 2010), mesmo em doses terapéuticas,
nao constituindo um empecilho para seu uso clinico.

A composi¢ado quimica da espécie inclui acidos organicos e seus derivados,
como os acidos galico (5) e siringico (6) 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico, 3-O-
cafeoilquinico (acido clorogénico) (4), 5-O-cafeoilquinico, além de cis-
clorogenato de metila, trans-clorogenato de metila, 2,7-diidroxixantona (7) e 2,7-
dimetoxixantona, além de procianidinas do tipo B (RODRIGUES et al., 2006).

HO O OH
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A anadlise do oleo essencial de folhas de H. speciosa por cromatografia
gasosa acoplada a espectrdmetro de massas permitiu a identificagdo de alguns
compostos volateis como o oxido de tfrans-linalol (8), 6xido de cis-linalol (9), a-
terpinol, linolol, geraniol, metil-antranilato, eugenol (10) e isoeugenol (SANTOS
et al., 2000).

(8) (9)
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Em trabalhos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa, o fracionamento
cromatografico do extrato etanolico de folhas de H. speciosa resultou no
isolamento de L-(+)-bornesitol (2) e rutina (1), definidos como marcadores
quimicos da espécie (ENDRINGER, 2007). Bornesitol foi identificado como
constituinte majoritario de extratos etandlicos de folhas de diferentes acessos
genéticos de H. speciosa, atingindo teores superiores a 8% m/m em algumas
amostras (PEREIRA et al, 2012). A quantificagdo do bornesitol foi realizada por
HPLC-UV, apés derivatizagdo com cloreto de tosila (PEREIRA et al., 2012).

Outros compostos apolares foram obtidos a partir do fracionamento dos
extratos hexanico e etandlico de folhas de H. speciosa. O extrato hexanico

resultou em uma mistura de hidrocarbonetos, alcoois de cadeia longa e
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triterpenos como o lupeol (11). No extrato etandlico foram identificados rutina (1)

e acido clorogénico (4) (BARROS, 2008).
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3.8 Produtos naturais polifendlicos e atividade neuroprotetora

Produtos naturais polifendlicos tém ganhado especial atengdo como uma
fonte promissora de novos farmacos para o tratamento da DA, por serem
considerados menos toxicos do que produtos sintéticos (KIM et al., 2010). No
entanto, nem sempre o mecanismo de acédo € conhecido devido a grande
diversidade de substancias presentes em extratos e fragdes enriquecidas
(MORALES et al., 2018).

Produtos naturais com atividade anti-inflamatoria, antioxidante e anti-
amiloide podem interagir com mediadores neuroinflamatorios. A permeabilidade
pela barreira hematoencefalica (BHE) de diversos desses produtos permanece
inconclusiva. Apdés a administracao oral, metabdlitos de (-)-epicatequina foram
encontrados no cérebro de camundos (VAN PRAAG et al., 2007). Resultados
similares foram encontrados em estudos com extratos de Ginko biloba
(RANGEL-ORDONEZ et al, 2010). Foi observado que flavonoides do extrato de
G. biloba estavam distribuidos pelo hipocampo, estriado, cértex pré-frontal e
cerebelo de roedores (RANGEL-ORDONEZ et al, 2010).

Flavonoides sdo uma classe de compostos polifendlicos que possuem
beneficios significativos para a saude humana. Quercetina, um flavonoide
extraido de plantas como Morus alba (DAJAS, 2012) demonstrou reversao de
dano neurodegenerativo induzido por manganés em ratos Dawley Sprague, em

modelo subcrdnico (oito dias de tratamento), nas doses de 25 e 50 mg/kg, per
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os. Este efeito neuroprotetor foi observado devido a capacidade da quercetina
em reduzir o estresse oxidativo induzido por manganés (BAHAR et al., 2017).
Descamps (2013) identificou que dois flavonoides, rutina e galangina,
encontrados em Fagopyrum esculentum e Alpinia officinarum, respectivamente,
sdo capazes de impedir a clivagem de BACE1 atuando como inibidores seletivos
de BAPP-BACE1, em animais tratados per o0s, desta forma reduzindo a producéao
excessiva de AB. Derivados do acido quinico demonstraram efeito protetor de
dano induzido por tetra-hidropapaverolina em modelo de células de glioma,
conforme descrito em uma revisao sistematica por Shal e colaboradores (2018).

Alguns flavonoides, como os flavan-3-ois e flavan-3,4-diois, polimerizam
formando taninos condensados. Taninos sdo metabdlitos secundarios que
podem ser do tipo hidrolisaveis ou condensados. Taninos hidrolisaveis séo os
galotaninos e os elagitaninos, derivados dos acidos elagico ou galico,
respectivamente (RAVISHANKAR et al., 2013; KY et al., 2016).

Os taninos condensados sdo também conhecidos como
proantocianidinas. Estas sdo encontradas em flores, frutos, nozes, cascas e
sementes de varias plantas, agindo como defesas contra estressores bibticos e
abidticos. Sua adstringéncia protege as plantas de patégenos e predadores.
Seus Dblocos de constru¢cdo envolvem catequina ou epicatequina.
Leucoantocianidinas redutases catalisam a sintese de catequina, sendo este o
primeiro passo na biossintese de proantocianidinas. O grau de polimerizagéo de
proantocianidinas pode variar de duas a onze subunidades. Nestas, as
subunidades poliméricas de flavan-3-ol sdo unidas por ligagdes do tipo carbono-
carbono (C-C) e ocasionalmente carbono-oxigénio-carbono (C-O-C).
Condensacgbes oxidativas ocorrem no carbono C4 do heterociclo e nos carbonos
Cs ou Cg (DONG et al., 2013; LIU et al., 2016).

Proantocianidinas apresentam diversas propriedades biologicas e
farmacoldgicas ja relatadas. Sao utilizadas como aditivos em preparagdes de
alimentos para aumentar a estabilidade ao crescimento de microrganismos, ao
aquecimento e a estabilidade oxidativa. Também possuem uma vasta gama de
beneficios a saude, tais como, antioxidante, antitumoral e propriedades
imunoestimulatorias. Proantocianidinas oligoméricas possuem atividade
antioxidante, antiviral, antibacteriana, anticarcinogénica, anti-inflamatéria,
antialérgica e vasodilatadora (IAHTISHAM-UL-HAQ et al., 2019).
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Proantocianidinas melhoraram anormalidades respiratorias induzidas por
pesticida rotenona em células da linhagem dopaminérgica, podendo, portanto,
apresentar atividade neuroprotetora para a doenca de Parkinson
(STRATHEARN et al., 2014). Extrato de Nelumbo nucifera enriquecido em
proantocianidinas, administrado per os, nas doses de 30, 60 e 90 mg/kg, por seis
semanas levarou a melhora do aprendizado e memadria em modelo murino de
dano induzido por D-galactose (modelo de DA), assim como reduziu
significantemente a concentragdo de oOxido nitrico e AB, e a atividade das
enzimas monoamino oxidase do tipo B e acetilcolinesterase (GONG et al., 2016).
Camundongos transgénicos Tg2576 para DA tratados com mondmeros de
catequina, na dose de 80 mg/kg/dia, per os, e com uma mistura complexa de
proantocianidinas, na dose de 120 mg/kg/dia, per os, por 5 meses, apresentaram
beneficios cognitivos através da melhora da plasticidade sinaptica no encéfalo
(WANG et al., 2012).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Equipamentos

Balanca analitica Mettler Toledo, modelo AB 204.
Balancga analitica Sartorius, modelo BP 211D.

Balanga semi-analitica Nucleo, modelo PR 1000.

Banho de ultrassom Unique, modelo USC 1400 (40 kHz).
Bomba de infuséo Insight® EFF 311

Bombas de vacuo Fabbe (modelo 0320) e Edwards (modelo C
560786).

Bomba peristaltica de bancada Watson Marlow, modelo 120S.
Bomba peristaltica Insight® EL 500B

Capela de fluxo laminar vertical Veco, modelo BioProtector 09.
Centrifuga Hermle Z323K.

Coletor de fragdes digital Gilson, modelo FC 203B.

Coluna para HPLC LiChospher® 100 RP18, 250 x 4,6 mm d.i; com
particulas de 5uym — Merck; com pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 (4
x 4 mm d.i.), particulas de 5 ym.

Coluna para UPLC, ACQUITY BEH C18 Shield, 2,1 x 100 mm, 1,7 um,
Waters

Destilador de agua Fabbe, modelo A 95.

Espectrémetro ultravioleta-visivel, com feixe duplo, HITACHI, modelo
U-2900.

Esterotaxico 2 duas torres Insight®

Estufa de secagem com renovagéao de ar, Fanem.
Evaporador rotatorio Buchi (Rotavapor), modelo B-480.
Liofilizador de bancada Liotop, modelo L101.
Microcentrifuga Quimis, modelo Q222E14.

Micropipetas HTL, vol. ajustavel de 10 - 100 uL; 20 — 200 pL e 100 -
1000 pL.

Microseringa 10 pL, Agulha Fixa — Hamilton, modelo 80300 / Sge
002000.

Phmetro Metrohm, modelo 827 pH lab.
Purificador de agua Milli-Q Plus — Direct-Q 3 Millipore.
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= Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia Waters® 2695,
constituido por injetor automatico, detector de arranjos de diodos PDA
2996, bomba quaternaria L-62002 com degaseificador de linhas, e
sistema computadorizado operado pelo programa Empower, Waters®.

= Sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC)- Waters®,
composto por detector de arranjos de diodo (DAD) e espectrometro de
massas de alta resolucdo equipado com fonte de ionizacdo por
electrospray (ESI), analisador de massas do tipo quadrupolo e sistema
computadorizado operado pelo programa MassLynx.

= Soprador térmico serigrafico Steinel, modelo HL-500.
= Ultrafreezer Liobras.

=  Vortex Mixer, Vixar.

4.2 Solventes e reagentes

Acidos grau P.A.: 4cido férmico, &cido sulfarico e acido cloridrico, Merck.
Acidos grau HPLC: acido férmico e acido fosférico, Merck.
Amiloide-beta 1-42 (ref.: 03112; lote: 756949914); Life Technologies.
Anasedan (cloridrato de xilazina 2%), Ceva.

Bicarbonato de sodio P.A., LS Chemicals.

n-Butanol grau P.A., Synth.

Cetamin (cloridrato de cetamina 10%), Syntec.

Cloreto de sodio, Sigma-Aldrich.

Fosfato de sddio bibasico, Merck.

Fosfato de sédio monobasico, Merck.

Hidroxido de sodio, Merck.

Paraformaldeido, Sigma-Aldrich.

Peroxido de hidrogénio 5%, Synth.
Sacarose, Merck.

Sephadex LH-20, GE Healthcare.
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Silica gel 60, 230-400 mesh, Merck.
Silica gel 60, 70-230 mesh, Merck.
Solventes grau HPLC acetonitrila e metanol, Tedia.

Solventes grau padrdo analitico (P.A.): acetona, metanol e alcool etilico,

Quimex; alcool etilico 95%, Fmaia, tolueno, Merck.
Soro fetal bovino estéril, Gibco, Invitrogen.
Tubo de plastico tipo safe-lock de 2 mL, MDI.

Vanilina P.A., Isofar.

4.3 Vidrarias e materiais diversos

Borrifador de vidro.

Capilar para aplicacédo em CCD.

Colunas cromatograficas de vidro de dimensdes variadas.
Cromatoplacas de vidro de 5 x10 cm e 10 x10 cm.
Cromatofolhas (Al) de silica gel, Merck.

Cubas cromatograficas de vidro Pirex.

Microtubo plastico de 2 mL e 1,5 mL do tipo safe-lock, Axygen.
Ponteiras plasticas, Corning.

Seringas e agulhas de diferentes dimensdes.

Sistema de filtragdo esterilizante, descartavel, membrana de 0,22 uym,

capacidade para 500 mL e 1000 mL, Corning.

Tubo de ensaio para coletor de fragcdes.

Tubos plasticos do tipo Falcon com volumes de 15 e 50 mL, TPP.
Tubo de plastico do tipo safe-lock de 2 mL, MDI.

Vials de vidro com tampa e septos de teflon para uso no injetor automatico
de sistema de HPLC e UPLC-MS.
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4.4 Reveladores para Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

¢ Reagente anisaldeido - acido sulfurico (WAGNER & BLADT, 1996):
Misturaram-se 0,5 mL de anisaldeido, 10,0 mL de acido acético glacial,
85,0 mL de metanol e 5,0 mL de acido sulfurico concentrado, sob

resfriamento, nesta ordem.

e Reagente vanilina — acido sulfurico (WAGNER & BLADT, 1996):
Pesou-se 1,0 g de vanilina grau PA e dissolveu-se em 100 mL de etanol,
e armazenou-se. Misturaram-se 5 mL de acido sulfurico em 100 mL de
etanol. No momento do uso as solug¢des foram adicionadas na proporgao

(1:1).

4.5 Material vegetal

As folhas de H. speciosa foram adquiridas secas e rasuradas do
Laboratério Catedral e material testemunho foi depositado no Herbario BHCB
sob numero 165.298. A droga vegetal foi adicionalmente seca em estufa
ventilada a 40 °C, por, no minimo, 72 horas.

4.6 Preparo do extrato acetona:agua (70:30 v/v) de folhas de H. speciosa
Apoés a secagem, o material vegetal foi pulverizado em moinho de facas e
submetido a percolagado exaustiva com acetona:agua (70:30), a temperatura
ambiente. O extrato foi concentrado, sob pressao reduzida, em evaporador
rotatorio, a temperatura maxima de 50 °C, até residuo. A agua residual foi

removida por liofilizagao.

Partindo de uma massa de 200,0 gramas do material vegetal, obteve-se
70,8 gramas de extrato de H. speciosa em acetona:agua (70:30), com um

rendimento de 35,4% (m/m).
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4.7 Obtencao de perfis cromatograficos por CCD e HPLC-FR do extrato em
acetona:agua de H. speciosa

Uma porgao (5 mg) do extrato em acetona:agua (70:30) de folhas de H.
speciosa foi solubilizado em 2 mL de MeOH grau HPLC, com auxilio de
ultrassom por 10 minutos. A amostra foi entdo centrifugada por 10 minutos, a
8.400 x g. O sobrenadante foi transferido para um vial devidamente identificado.
O perfil cromatografico foi obtido em sistema de HPLC-FR (Waters® 2695), com
detector de arranjo de diodos (DAD - Waters® 2996). O fluxo foi mantido em 1
mL/min. A fase movel utilizada foi constituida por agua deionizada e acetonitrila
(MeCN), ambas acidificadas a 1% (v/v) com acido fosférico. A eluicdo foi
realizada com gradiente linear de 5% a 95% de MeCN em 70 minutos, seguida
de eluicdo isocratica com 95% de MeCN até 85 min. Utilizou-se a coluna
LiChospher® 100 RP18 (250 x 4,6 mm; 5um, Merck).

Para obtencao do perfil cromatografico do extrato por CCD de silica gel,
utilizou-se a mesma solugéo preparada anteriormente, a qual foi aplicada com
capilar em cromatofolha de aluminio recoberta com silica gel 60 com indicador
de fluorescéncia. A eluicdo foi feita com n-butanol / acido acético / agua
(40:10:50) e, para revelagao, utilizou-se vanilina-acido sulfurico, seguido de

aquecimento com o auxilio de soprador térmico.

4.8 Quantificagao de proantocianidinas por espectroscopia no UV/VIS

Pesou-se quantitativamente massa suficiente de padrdo de cloreto de
cianidina para o preparo de solug¢des, em mistura de n-butanol / acido cloridrico
(95:5), com concentragdes de 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; e 8,0 yg/mL, para a construgéo
da curva analitica.

Para o preparo dessas solugdes, pesou-se, com precisao de 1,0 mg, 2,0
mg do padrdo de cloreto de cianidina, transferiu-se para baldo volumeétrico de
10,0 mL e solubilizou-se em solugdo n-butanol / acido cloridrico (95:5). Uma
porcao de 2,0 mL dessa solugado foi diluida em baldo volumétrico de 5,0 mL,
fornecendo a solugdo padrdo na concentragdo de 8 pg/mL. A partir dessa
solugdo, realizou-se a diluicdo seriada para obtencdo das solugcbes nas
concentragbes acima descritas, em baldo volumétrico. Prosseguiu-se com a

leitura da absorbancia das solugdes em espectrofotdmetro UV/VIS, em 540 nm.
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Para a determinacdo da concentragcdo de proantocianidinas no extrato
acetona/ agua (70:30) de H. speciosa, pesaram-se, com precisao de 1,0 mg,
por¢cdes de 6,0 mg do extrato. O mesmo foi adicionado a um baldo de fundo
redondo, contendo 40 mL de solugéo de n-butanol-HCI 37% (95:5), adaptou-se
um condensador de refluxo e aqueceu-se esta solugdo, em banho de dleo,
durante duas horas a aproximadamente 130 °C. Resfriou-se e transferiu-se a
solugdo, quantitativamente, para baldo volumétrico de 50 mL, completando-se o
volume com a solugéo de n-butanol-HCI 37% (95:5). Mediu-se a absorbancia da
solugdo a 540 nm, empregando-se a solugdo de n-butanol-HCI 37% (95:5),
como branco. Nos casos em que a absorvancia foi maior que 0,8 fez-se uma
diluicdo da amostra com n-butanol-HCI 37% (95:5), fazendo-se a devida
correg¢ao nos calculos. O experimento foi realizado em duplicata.

O teor de proantocianinas no extrato foi calculado utilizando-se a equacéao
gerada a partir da regressao linear da curva concentragao-resposta obtida para
o cloreto de cianidina.

4.9 Fracionamento de extrato de H. speciosa visando obter fragoes
enriquecidas em proantocianidinas

Tendo em vista a detecgdo de proantocianidinas no extrato em
acetona:agua (70:30) de folhas de H. speciosa e o teor obtido na analise
quantitativa, foi realizado o fracionamento do extrato visando obter fragdes
enriquecidas nesses constituintes, a serem posteriormente avaliadas nos
ensaios bioldgicos.

Para tanto, foram empregados dois procedimentos distintos:
fracionamento do extrato por particado entre solventes imisciveis e fracionamento
cromatografico em coluna de Sephadex LH20. Adicionalmente, a fragcdo em
acetato de etila, obtida por particdo entre solventes imisciveis, também foi
fracionada em coluna de Sephadex LH20.

Os fracionamentos cromatograficos foram monitorados por cromatografia
em camada delgada de silica gel (CCD). As fragdes foram reunidas de acordo
com a semelhanca de seus perfis, e entao transferidas para frascos previamente
pesados e mantidas em dessecador até completa evaporagdo do solvente.
Também foi determinado o perfil destas fragbes por cromatografia liquida de alta
eficiéncia de fase reversa (HPLC-FR).
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A caracterizacdo da composicdo quimica das fragbes ricas em
proantocianidinas foi feita por cromatografia de ultra eficiéncia acoplada a
espectrOmetro de massas com ionizagéo por electrospray (UPLC-ESI-MS) (item
4.12).

4.9.1 Particao entre solventes imisciveis

Uma porgao de 2,0 g do extrato bruto foi solubilizada em 100 mL de uma
solugédo de agua / MeOH (7:3), seguindo-se de particionamento sequencial em
funil de separagdo com n-hexano, diclorometano e acetato de etila (3 x 50 mL
cada). Este fracionamento foi realizado com 3 porcdes de 2 g do extrato e os
rendimentos obtidos estao dispostos na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Rendimento das fragbes obtidas por particdo do extrato em
acetona:agua (70:30) de H. speciosa entre solventes imisciveis.

Fracao Massa (mg) Fl:erz‘r;\ia:a Média * d.p. reulr\:li?jsas(amg) Rem:‘l’/r:;ento
Hex 1 11,9
Hex 2 18,3 HEX 20,8+8,4 62,3 1,0
Hex 3 32,1
DCM 1 81,7
DCM 2 636 DCM 72,6 £ 9,1 145,3 24
EtOAC 1 234,6
EtOAc 2 274,7 EtOAc 340,0+121,8 1.020,0 17,0
EtOAc 3 510,7
H20:MeOH1 713,3
H20:MeOH2 12354 H20:MeOH 1038,6 + 231,7 3.115,8 51,9
H20:MeOH3 1167,1
TOTAL 4.343,4 72,3

4.9.2 Fracionamento cromatografico em coluna de Sephadex LH-20

Uma porgao do extrato em acetona:agua (70:30) de folhas de H. speciosa
(1 ou 1,5 g) , extrato bruto, foi solubilizada em 5 mL de EtOH (PA) e sonicada
em banho de ultrassom por 30 min. A amostra foi entdo centrifugada a 820 x g,
por 10 minutos, e o precipitado foi novamente sonicado por 10 minutos. Este
procedimento foi repetido 5 vezes, solubilizando-se, ao fim, considerando-se a
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pera de massa, de 850 mg a 1,5 g do extrato em 5 mL. Para melhorar o
rendimento, procedeu-se a solubilizacado forcada antes de aplicar o extrato na
coluna. Para tanto, apds a solubilizacdo de parte do extrato em EtOH procedia-
se com a centrifugacdo da suspensédo a 820 x g, recolhia-se o sobrenadante e
repunha-se o solvente, repetindo o processo.

A solugéo resultante (5 mL) foi entdo aplicada no topo de uma coluna de
vidro (73 x 3,5 cm, d.i.) empacotada com Sephadex LH20 (270,10 g).

A coleta das fragdes foi realizada com auxilio de coletor automatico de
fragbes, sendo recolhidos aproximadamente 25 mL (volume de 500 gotas) por
tubo de ensaio, a um fluxo de eluigdo de 1,0 mL/min. A eluigéo foi realizada com
EtOH (PA), seguido de diferentes proporgbes de EtOH / acetona; acetona /
MeOH; MeOH e EtOH / agua, conforme discriminado nas tabelas 4.3-4.8. A
coluna foi recondicionada com EtOH ao fim de cada fracionamento.

O fracionamento cromatografico foi repetido 4 vezes, com um total de 4,9
g do extrato aplicados na coluna. As fragdes obtidas foram reunidas de acordo
com os seus perfis cromatograficos obtidos por CCD de silica gel e HPLC-FR
(tabelas 4.2-4.7)

Tabela 4.2: Primeiro fracionamento do extrato em acetona:agua (70:30) de H.
speciosa em coluna de Sephadex LH20.

Fracao

(TS1-C) Solvente Massa (mg) Rendimento (%)

1 EtOH 416,8 49,0

2 EtOH/Acetona (9:1) 9,5 1.1

3 EtOH/Acetona (7:3) 54 0,6

4 EtOH/Acetona (1:1) 5,4 0,6

5 EtOH/Acetona (2:8) 42,0 49

6 MeOH/Acetona (1:1) 4,2 0,5

7 MeOH 60,2 7,0

8 Agua/Acetona (1:1) 31,5 3,7
TOTAL 575,0 67,6

TOTAL ADMINISTRADO: 850,0
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Tabela 4.3: Segundo fracionamento do extrato em acetona:agua (70:30) de H.

speciosa em coluna de Sephadex LH20.

(I':I"gg?g) Solvente N(IfnS;a Rendimento (%)
1 EtOH 337 33,7
2 EtOH/Acetona (9:1) 239,8 24,0
3 EtOH/Acetona (7:3) 16,9 1,7
4 EtOH/Acetona (1:1) 5,8 0,6
5 EtOH/Acetona (2:8) 75,8 7,6
6 MeOH/Acetona (1:1) 119,7 12,0
7 MeOH 101,8 10,2
8 Agua/Etanol (1:1) 11,6 1,2
9 Agua/Acetona (1:1) 62,7 6,3

TOTAL 908,4 90,8
TOTAL ADMINISTRADO: 1000,0

Tabela 4.4: Terceiro fracionamento do extrato em acetona:agua (70:30) de H.

speciosa em coluna de Sephadex LH20

F.Fgfg) Solvente Massa (mg) Rendimento (%)
1 EtOH 810,6 54,0
2 EtOH/Acetona (9:1) 61,2 4.1
3 EtOH/Acetona (7:3) 35,6 24
4 EtOH/Acetona (1:1) 42,9 29
5 EtOH/Acetona (2:8) 59 0,4
6 MeOH/Acetona (1:1) 75,5 5,0
7 MeOH 19 1,3
8 Agua/Etanol (1:1) 20,6 1,4

TOTAL 1071,3 71,4
TOTAL ADMINISTRADO: 1500,0

Tabela 4.5: Quarto fracionamento do extrato em acetona:agua (70:30) de H.

speciosa em coluna de Sephadex LH20

(I':r'gg.ac?) Solvente Massa (mg) Rendimento (%)

1 EtOH 845,9 56,4

2 EtOH/Acetona (9: 341 2,3

3 EtOH/Acetona (7: 28,8 1,9

4 EtOH/Acetona (1: 26,6 1,8

5 EtOH/Acetona (2: 97,5 6,5

6 MeOH/Acetona (1:1) 9,6 0,6

7 MeOH - -

8 Agua/Etanol (1:1) 29,2 1,9
TOTAL 1.071,7 71,5

TOTAL ADMINISTRADO:

1500
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Adicionalmente, a fracdo em EtOAc, obtida pela particao do extrato entre

solventes imisciveis, também foi fracionada em coluna de Sephadex LH20. Para

tanto, aplicou-se a coluna uma porcédo da fragao previamente solubilizada em

EtOH e centrifugada a 820 x g. Este procedimento foi realizado com duas

porgdes da fragdo EtOAc (625 mg ou 520 mg) (tabela 4.6 e 4.7).

Tabela 4.6: Primeiro fracionamento em coluna de Sephadex LH20 da fragao

EtOAc, oriunda da particdo do extrato em acetona:agua de H. speciosa entre
solventes imisciveis.

Fragao

(TSN) Solvente Massa (mg) Rendimento (%)
1a EtOH 250 40,0
1b EtOH 63,4 10,1
2 EtOH/Acetona (9:1) 30,2 4.8
3 EtOH/Acetona (7:3) 60 9,6
4 EtOH/Acetona (1:1) 34,3 55
5 EtOH/Acetona (2:8) 1,5 0,2
6 MeOH/Acetona (1:1) 15,3 2,5
7 MeOH 4,6 0,7

TOTAL 459,3 73,5
TOTAL ADMINISTRADO: 625

Tabela 4.7: Segundo fracionamento em coluna de Sephadex LH20 da fragéo

EtOAc, oriunda da particdo do extrato em acetona:agua de H. speciosa entre
solventes imisciveis

Fracao

(TSN-C) Solvente Massa (mg) Rendimento (%)

1a EtOH 197,7 38,0

1b EtOH 54,9 10,6

2 EtOH/Acetona (9:1) 25,0 4,8

3 EtOH/Acetona (7:3) 44,2 8,5

4 EtOH/Acetona (1:1) 27,0 52

5 EtOH/Acetona (2:8) 0,1 0,02

6 MeOH/Acetona (1:1) 12,0 2,3

7 MeOH 2,5 0,5
TOTAL 363,4 69,9

TOTAL ADMINISTRADO:

520



53

4.10 Analises por UPLC-ESI-MS

As fragdes obtidas no fracionamento do extrato acetona/agua (70:30) de
folhnas de H. speciosa foram analisadas por HPLC-DAD conforme descrito no
item 4.7 e aquelas constituidas majoritariamente por proantocianidinas foram
selecionadas para caracterizagao por UPLC acoplada a detector DAD em
interface com espectrometro de massas com analisador triplo quadrupolo e fonte
de ionizagao por electrospray.

O fluxo utilizado foi de 0,300 mL/min, com volume de injegdo de 3,0 uL,
mantendo-se a temperatura em 40 °C. As analises foram realizadas em modo
exploratério, sendo os ions monitorados no modo de ionizagdo positivo e

negativo isoladamente.

As amostras foram pesadas diretamente em tubos plasticos do tipo safe
lock e solubilizadas em metanol grau HPLC. Foram empregadas concentragdes
de 1 mg/mL para as fragdes. Todas as amostras foram solubilizadas com auxilio
de banho de ultrassom, durante 15 minutos, e em seguida foram centrifugadas
a 10.000 rpm (8480 x g), por 10 minutos. Os sobrenadantes foram coletados
usando seringa descartavel com agulha, e em seguida, filtrados em unidade
filtrante de 0,22 um PTFE para vials de vidro com tampa, dos quais 3 pL foram
injetados de forma automatica em sistema de UPLC.

Para obtencéo dos perfis cromatograficos, empregou-se coluna de fase
reversa (ACQUITY BEH C18, 2,1 x 100 mm, 1,7 uym), detecgdo no DAD com
varredura de 200-500 nm, fluxo de 0,3 mL/min e temperatura de 40°C. Foi
utilizada eluicdo em gradiente de acetonitrila grau HPLC e agua purificada grau
1, sendo ambos solventes acidificados com 0,1% v/v de acido formico grau HPLC
(Quadro 4.1). O ar dos solventes foi retirado através da fungado degasser do

equipamento.

Também foi empregado um espectrobmetro de massas do tipo triplo
quadrupolo (TQ-D, Waters), com ionizagao eletronica em 50 V. A temperatura
da fonte foi ajustada em 120°C, enquanto a temperatura e o fluxo do gas de
dessolvatagdo foram mantidos a 400°C e 550 L/h, respectivamente. No modo
MS SCAN, foi monitorada uma faixa de massas de 100 a 2000 Daltons com

ionizagdo em modo positivo e negativo. Ja no modo Daughter Scan, adotou-se
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uma faixa de massas variavel (de acordo com a massa do ion precursor
fragmentado), no modo de ionizag&o negativo e energia de colisdo com rampa
de20a70V.

Quadro 4.1: Gradiente de eluicdo empregado para obtenc¢do dos perfis
cromatograficos por UPLC-MS

Tempo (minutos) *Agua (%) *Acetonitrila (%)
Inicial 85 15
5,0 65 35
55 5 95
6,5 5 95
7,0 85 15
10,0 85 15

* Os eluentes contém 0,1% HCOOH

4.11 Ensaios de atividade neuroprotetora in vivo

Os ensaios de atividade neuroprotetora in vivo, descritos a seguir abaixo,
foram integralmente executados pelo mestrando no Laboratério de
Neurofarmacologia do ICB/UFMG, sob supervisdo do Prof. Dr. Antonio Carlos
Pinheiro de Oliveira.

4.11.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 selvagens (WT, Wild Type),
machos, com idade entre 10-12 semanas, obtidos junto ao Biotério Central da
Universidade Federal de Minas Gerais. Mantiveram-se o0s animais em
temperatura controlada de 23°C, agrupados em seis animais por caixa, sendo
permitido livre acesso a agua e ragao. Foi mantido um ciclo claro/escuro com
duragao de 12 horas cada. Todos os experimentos foram realizados de acordo
com os principios éticos de experimentagdo com animais, adotados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA - UFMG). O projeto foi
previamente submetido ao CEUA para apreciagao (protocolo de aprovacéo do
CEUA/UFMG: 297/2018; reunido do dia 01/10/2018).
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4.11.2 Protocolo experimental

O protocolo foi dividido em duas partes. Na primeira parte, tratou-se os
animais, per os, com o extrato (30 e 100 mg/kg) ou veiculo, durante sete dias,
com administragdo em dose unica diaria, pela manha, sem restricbes de acesso
a agua e ragao. O numero de repeticdes foi de oito animais por grupo (totalizando
64 animais). A massa corporal dos animais foi avaliada diariamente. Entre os
dias 4 e 7 de experimento realizou-se a Tarefa de Reconhecimento de Objetos
(TRO) para avaliar se o extrato induz alguma alteragdo cognitiva nos animais
(KINOSHITA, 2012).

Na segunda parte do protocolo, submeteram-se os animais a cirurgia
estereotaxica para a injegéo intra-hipocampal, no hipocampo direito, de 0,5 L
de peptideo B-amiloide (AB), 400 pmol, nas coordenadas: anteroposterior = -1,9
mm; latero-lateral = -1,5 mm; e dorsoventral = -2,3 mm, em relagdo ao bregma.
Os animais controle foram submetidos ao mesmo procedimento para a injecéo
intra-hipocampal de 0,5 yL de PBS. Realizou-se o procedimento cirurgico sob
anestesia geral, com mistura de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg),

administrada por via intraperitoneal (ip).

Uma vez que ndo se observou quaisquer alteracbes comportamentais
induzidas pelo extrato nas doses de 30 e 100 mg/kg, prosseguiu-se com a
segunda parte do protocolo. Para tanto, o tratamento com o extrato (10; 30 ou
100 mg/kg) ou veiculo, per os, foi iniciado um dia apds o procedimento cirurgico
e teve duracéo total de sete dias, sendo administrado, em dose unica diaria, pela
manha, mantendo-se 0 mesmo horario em relacdo a primeira dose e sem

restricdo de acesso a agua e ragao.

4.11.3 Preparo e ativacao das aliquotas de AB1.42

A amostra comercial de AB1-42 (1 mg) foi solubilizada em 167 yL de agua
Milli-Q®, esterilizada por filtragdo em filtro de 0,20 um, e a solugdo obtida foi
dividida em aliquotas de 10 yL, as quais foram mantidas em freezer -20 °C.
Posteriormente ao uso, a aliquota foi adicionado 6,63 uL de PBS, sendo esta
solucdo mantida em estufa a 37 °C, por 48 horas, para a ativacao da AR1-42.
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4.11.4 Cirurgia estereotaxica e inje¢ao intra-hipocampal de AB1-42

Para a inducdo da DA, os animais foram submetidos a cirurgia
estereotaxica para administragao de 400 pmol de amiloide beta 1-42 (AB1-42).

O grupo controle negativo para déficit cognitivo induzido por injegéo intra-
hipocampal de B-amiloide foi obtido pela administragcdo intra-hipocampal de
tampéo fosfato salino (PBS), sendo tratado 60 minutos antes da estereotaxia
com o mesmo veiculo utilizado para a solubilizagdo das amostras-teste e pela
mesma via (intraperitoneal). O grupo controle positivo para déficit cognitivo
induzido por B-amiloide foi obtido pela administragao intra-hipocampal de 400
pmol de AB1-42 ativada.

Tanto o P-amiloide (solubilizado em PBS) quanto o PBS foram
administrados em um volume total igual a 0,5 yL por camundongo e injetado
apenas no hipocampo direito para que o lado esquerdo pudesse ser usado como
um parametro de controle interno individual.

Os animais foram anestesiados com uma solu¢ado de cetamina 10%, na
dose de 100 mg/kg, e xilazina 2%, na dose de 10 mg/kg, por via intraperitoneal.
Antes de iniciar o procedimento cirurgico, foi realizado o teste de reflexo podal
para determinar se os camundongos estavam realmente anestesiados. Assim
que anestesiados, os animais foram fixados no equipamento estereotaxico e a
AB1-40 ou PBS foi injetado nas coordenadas -1,9 mm anteroposterior (AP); -1,5
mm latero-lateral (LL) e +2,3 mm dorsoventral (DV) em relagdo ao ponto
anatémico de intersecgao perpendicular entre a sutura coronal e a sutura sagital
no cranio (bregma) (figura 3.3.1). As coordenadas foram determinadas de acordo
com o atlas Paxinos (figura 3.3.2) (Paxinos e Franklin, 2001). Os animais foram
suturados apo6s o procedimento e retornados a caixa para recuperagao.

Apoés 24 horas da cirurgia estereotaxica, os animais foram tratados com
veiculo ou extrato acetona:agua (70:30) de H. speciosa nas doses de 30 ou 100
mg/kg.

De acordo com o composto administrado durante a cirurgia (AR1-42 ou
PBS) e o tratamento recebido, os camundongos foram divididos em seis grupos
experimentais: PBS + veiculo; PBS + H. speciosa 30 mg/kg; AB1-42 + veiculo;
AB1-42 + H. speciosa 30 mg/kg; AB1-42 + H. speciosa 100 mg/kg
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Figura 4.1: Posigdo anatbmica da jungdo de suturas bregma. (adaptado de
ALLAHYARI et al., 2015)

Figura 4.2: Regido da injecao intra-hipocampal, segundo o atlas Paxinos. Fonte:
The mouse Brain in Stereotaxic Coordinates (PAXINOS E FRANKLIN, 2001)

FIGURE 50

4.11.5 Avaliacao da memoria

Neste trabalho foram utilizados os testes de Tarefa de Reconhecimento
de Objetos (TRO) e de Medo Condicionado ao Contexto (CURZON et al., 2009).
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Para evitar que haja interferéncia entre os dois testes comportamentais

indicados, optamos por realiza-los com grupos de animais distintos.

Imediatamente apds os testes, submeteu-se os animais a perfusao
transcardiaca para fixacdo com paraformaldeido 4%, visando a coleta de
encéfalos para analises histologicas. Todo o procedimento de eutanasia foi
realizado sob anestesia geral [cetamina (80 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg), i.p.].

Todos o0s protocolos comportamentais foram padronizados no
Laboratério de Neurofarmacologia da UFMG, coordenado pelo Prof. Dr. Anténio
Carlos Pinheiro de Oliveira, onde estes testes serado realizados. Os experimentos
comportamentais foram filmados e os videos analisados com auxilio de
programa computacional especializado (ANY-Maze Video Tracking™, verséo
6.22, ano 2020. Stoelting Co.).

411.5.1 Avaliagao da capacidade cognitiva através da Tarefa de
Reconhecimento de Objetos - TRO

Uma semana apos a estereotaxia, os animais foram submetidos a tarefa
de reconhecimento de objetos (TRO) para avaliar o nivel de perda cognitiva
baseada na capacidade de reconhecer objetos ndo familiares. A TRO & um teste
comportamental que busca acessar a memoria declarativa dos animais teste.
Baseia-se no instinto do animal em explorar por um tempo maior objetos
desconhecidos em um ambiente conhecido (KINOSHITA, 2012).

Os animais passaram por trés dias de pré-teste e um dia de teste
propriamente dito. No primeiro dia, os animais foram habituados em uma caixa
de acrilico de dimensdes 380 mm de comprimento x 380 mm largura x 150 mm
de altura, recoberta com maravalha. Os animais foram mantidos nesse ambiente
durante cinco minutos e foi permitido que eles explorassem a caixa como um
todo. Foi colocado um camundongo por vez e a caixa era limpa com alcool 70%
a cada troca de animal. No segundo dia, foram colocados dois objetos iguais na
caixa, em diagonal, com uma distancia de 80 mm das paredes. Os animais foram
mantidos nesse ambiente por 10 minutos e puderam explorar o ambiente e os
objetos livremente. Os procedimentos de limpeza da caixa foram seguidos
conforme no dia primeiro e os objetos também eram limpos com alcool 70% entre

o teste de um animal e outro. No terceiro dia também foi realizada a ambientacao
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dos animais na caixa com os mesmos dois objetos iguais, porém agora o tempo
de exposigao foi de apenas cinco minutos. No quarto dia, um dos objetos foi
trocado por um objeto novo, com dimensdes proximas, mas com formatos
diferentes. Os animais foram expostos a este ambiente por cinco minutos para
avaliacdo da memoria declarativa.

Todos os dias do procedimento foram filmados e acompanhados de perto
pelo observador, sendo o tempo de exploragdao dos objetos calculado pelo
software ANY-Maze Video Tracking™, além de serem computados
manualmente com o uso de crondmetros. Considerou-se como interacdo do
animal com o objeto a proximidade do camundongo em relagao a este, o toque
no objeto e a agdo de farejar os mesmos. Deve-se ressaltar que os objetos eram
inodoros e feitos do mesmo material.

Os tempos de interagdo dos animais com cada objeto foram quantificados
com auxilio do software ANY-Maze Video Tracking™, conforme descrito
anteriormente. Os videos gravados foram revisados e o tempo de interagdo com
cada objeto confirmado pela determinagdo manual com cronometragem desses
tempos.

Os tempos obtidos foram transformados em indice percentual de

reconhecimento do novo objeto, segundo a formula:

Tempo explorando objeto novo

Indice de reconhecimento de objetos=

Tempo objeto velho + Tempo objeto novo

Apods a TRO, os animais foram anestesiados conforme protocolo acima
descrito, eutanasiados e perfundidos por via transcardiaca com solucdo de
paraformaldeido a 10% e os seus encéfalos foram extraidos para a obtengao de
cortes de hipocampo com espessura de 30 um. Estes cortes foram armazenados

em solucdo crioprotetora e armazenados em freezer a menos 80 °C.

4.11.5.2 Medo condicionado ao contexto
De maneira semelhante ao procedimento adotado na execugao da TRO,
0s animais submetidos a esterotaxia para a injegao intra-hipocampal de AB1-42

foram tratados durante uma semana com o extrato e, entre o sexto e sétimo dia
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de tratamento, foram desafiados para avaliacdo do medo condicionado ao
contexto (MCC).

MCC é um fenbmeno que ocorre naturalmente a partir do momento em
que um contexto particular se torna receoso. MCC € utilizado em modelos
experimentais quando se associa um estimulo danoso (descarga elétrica, por
exemplo) a um estimulo contextual neutro (um sinal sonoro ou um ambiente, por
exemplo). Acredita-se que o hipocampo seja responsavel pela “criacdo do
contexto” enquanto a amigdala é pela “criacdo da sensagao de medo”. Medo é
considerado um estado de consciéncia consistindo em componentes
associativos ou ndo-associativos causados pela exposi¢éo real ou imaginaria a
uma ameaca. Tendo em vista que medo € uma emoc¢ao essencialmente humana,
0 que se observa em modelos animais € uma interpretacdo do que seria tal
emocgao. No aprendizado motivado pelo medo, humanos aprendem a como
evitar o medo e animais aprendem a como evitar um estado putativo semelhante
ao medo (IZQUIERDO et al., 2016).

Conforme padronizado no Laboratorio de Neurofarmacologia, o protocolo
do MCC foi executado em dois dias. No primeiro dia os animais foram colocados
no interior de uma caixa de choques elétricos e foram ambientados por trés
minutos. Em seguida, a caixa de choques foi acionada e choques de 0,7 mA,
com duragdo de dois segundos, foram aplicados com intervalos de 30, 60 e 40
segundos, um em relagao ao anterior. Imediatamente apds o terceiro choque, a
fonte elétrica foi desligada e os animais foram mantidos no interior da caixa por
mais um minuto. E importante ressaltar que o teste é realizado com um animal
por vez. Apos o teste, os animais foram retirados da caixa e a mesma era

higienizada com alcool 70%.

No segundo dia, os animais eram reintroduzidos na caixa, novamente um
por vez, durante cinco minutos. Quantificou-se, entdo, o tempo de freezing de
cada animal. Animais saudaveis apresentam tempo de freezing em torno de 40
a 50%.

Todos os testes foram filmados e analizados com auxilio do software ANY-
Maze Video Tracking™ e conferidos manualmente.
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412 Analise estatistica

Os resultados foram analisados por ANOVA de uma via seguida por pos-
teste de Bonferroni. Os valores foram expressos como média + desvio padrao
da média. As analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 7®
e foram considerados estatisticamente significativos os resultados com valores

de p menores que 0,05.

Com a finalidade de garantir que os resultados obtidos através dos testes
comportamentais executados neste trabalho, também seréo realizados testes t
de amostra unica, com valor preditivo de 50%. A finalidade deste teste é predizer
a chance de os resultados obtidos para cada grupo terem sido ao acaso, n&o
possuindo relagao direta com melhora ou piora cognitiva. Para tanto, o calculo
foi executado segundo a férmula abaixo:

T, = X —S.Uo)

VN

Onde, X = média dos valores amostrais, u, = valor da amostra, S = desvio
padrao, e N = numero amostral.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizagao quimica do extrato de H. speciosa

Tendo em vista os relatos na literatura do potencial efeito neuroprotetor
de proantocianidinas, foi preparado um extrato em acetona:agua (70:30) de
folhas de H. speciosa, objetivando-se obter um extrato enriquecido em

substancias daquela classe, sendo o extrato obtido denominado de HPF1.

A composigao quimica de HPF1 foi inicialmente avaliada por HPLC-FR,
utilizando-se eluicdo com perfil exploratorio. Os picos majoritarios do
cromatograma obtido (figura 5.1) apresentaram tempos de retencéo (Tr) de 9,3
e 14,1 minutos. Analises dos espectros registrados no DAD para essas
substancias indicaram Amax €m torno de 217, 241 e 324 nm para o constituinte
eluido em 9,3 min, valores compativeis com acidos organicos do tipo Ce-Cs3,
como acido clorogénico, confirmado com a injecdo de substancia de referéncia
(resultados ndo mostrados). Ja a substancia com Tr = 14,1 min apresentou Amax
de 255 e 354 nm, compativeis com um glicosideo de flavonol, como a rutina
(DEHSHAHRI et al., 2012; LV et al., 2015). A analise de rutina (substéncia de
referéncia) nas mesmas condigdes confirmou a identificagdo desse flavonoide,

o qual ja havia sido previamente relatado para a espécie (SERRA et al., 2005).

O cromatograma da figura 5.1 também revelou a presenca de
substancias com Tr de 7,8; 11,1; 12,7 e 13,6 minutos, que apresentaram
espectro de absorcdo no UV com Amax de aproximadamente 280 nm, compativeis
com proantocianidinas. Apesar de se objetivar obter um extrato rico em
proantocianidinas, a partir da extragdo com acetona:agua (70:30), observa-se
gue os picos correspondentes a essas substancias no extrato apresentam baixa

intensidade, sugerindo baixo teor de proantocianidinas na matriz.
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Figura 5.1: Perfil cromatografico obtido por HPLC-FR para o extrato em
acetona:agua (70:30) de folhas de H. speciosa. Condi¢cdes cromatograficas: vide

Parte Experimental (item 4.8).
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5.2 Quantificacao de proantocianidinas no extrato acetona:agua (70:30) de

folhas de H. speciosa por espectroscopia no UV/VIS

A curva de calibracdo foi construida a partir da diluicdo seriada da
substancia de referéncia de cloreto de cianidina em solugédo de n-butanol:HCI
(95:5) e determinagao da absorbancia destas solug¢des por espectroscopia no
UV/VIS, nas concentragdes de 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; e 8,0 ug/mL. A curva obtida esta
representada a seguir, com a respectiva equagao da reta e coeficiente de
correlagdo, conforme item 4.11 (figura 5.2). A curva de calibragéo foi feita em
duplicata e obteve-se ajuste satisfatorio dos dados ao modelo linear, com um
valor de R? igual a 0,9999.
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Figura 5.2: Curva de concentragdo-resposta da determinagdo da absorbéancia

no UV/VIS de solugdo padrao de cloreto de cianidina.
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De acordo com a curva obtida, a concentragao de cloreto de cianidina nas
solugbdes amostra foi calculada de acordo com a seguinte equagéo:

_ abs — 0,0004
00,1103

Para a quantificagdo de proantocianidinas no extrato acetona:agua de
folhas de H. speciosa, procedeu-se conforme descrito no item 4.11. Os

resultados sdo mostrados na tabela abaixo (tabela 5.1).

Tabela 5.1: Teor de proantocianidinas no extrato acetona:agua de folhas de H.

speciosa, determinado segundo item 4.11.

[cloreto de cianidina] Massa de Teor de
Absorbancia na solugdo amostra cloreto de proantocianidinas

(ng/mL) cianidina (mg) (%)
0,627 5,68 0,28 4,73
0,57 5,16 0,26 4,30
0,576 5,21 0,26 4,34
0,623 5,64 0,28 4,70
0,608 5,51 0,27 4,60

Média £ Desvio padrio 4,50 £ 0,20

Conclui-se que o extrato obtido apresentou teor de proantociadinas de 4,5

+ 0,20 % m/m, calculadas como cloreto de cianidina.
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5.3 Fracionamento de HPF1 e obtencdao de fragdées enriquecidas em

proantocianidinas

Considerando o teor de proantocianidinas obtido para HPF1 na analise
quantitativa, procedeu-se ao fracionamento do extrato visando obter uma fragéo
enriquecida nessas substancias. Devido a polaridade dos compostos presentes
no extrato, o fracionamento foi realizado em coluna de Sephadex LHZ20,
utilizando o método desenvolvido por Campana (2014). Sephadex LH20 & um
polimero de polissacarideo formado por dextrana hidroxipropilada, ligada através
de ligagdes cruzadas. Este polimero forma pequenas esferas porosas, capazes
de separar moléculas de uma mistura por mecanismo de excluséo ou filtracdo
molecular (GE HEALTHCARE, 2007). E possivel alterar o tamanho do poro do
gel de acordo com o solvente empregado e, assim, obter melhor resolugéo
cromatografica (BRAGA, 2015).

Os fracionamentos em coluna de Sephadex LH20 foram realizados com
o extrato HPF1 e, também, com uma fragdo em acetato de etila, obtida pela
particdo do extrato entre solventes imisciveis. Foram realizadas colunas com 4
por¢cdes do extrato e com 2 porgdes da fragdo EtOAc da particdo. O objetivo
dessas repeti¢des foi obter a massa das fragdes para os ensaios bioldgicos, bem

como para sua caracterizacdo quimica e futuro isolamento dos constituintes.

A origem das fragcbes resultantes dos distintos fracionamentos esta
representada esquematicamente na figura 5.3.
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Figura 5.3: Representagdo esquematica do fracionamento do extrato em
acetona:agua (70:30) de folhas de H. speciosa, visando a obtencéo de fragdes

enriquecidas em proantocianidinas.

‘ Extrato acetona:agua (70:30) de folhas de H. speciosa }—'| Particdo do extrato ‘

Fragdao EtOAc

2 fracionamentos em coluna de Sephadex LH20

1. Solubilizado em EtOH 96°
2. Cinco fracionamentos em coluna de Sephadex LH20

TS2C3 TS5C3 TSN2

O primeiro fracionamento do extrato em coluna de Sephadex LH20
resultou na obtenc&do de uma fragdo enriquecida em proantocianidinas (TS1C3),
porém com rendimento bastante baixo (5,4 mg). O baixo rendimento pode ser
explicado pela pouca solubilidade do extrato em EtOH, pela baixa concentragéo
de proantocianidinas no extrato, e pela capacidade de adsor¢céao das
proantocianidinas em superficies lisa, como vidro, ou porosas, como o polimero

de dextrana empregado no fracionamento (HOLLANDS et al., 2017).

Tendo em vista o ocorrido, adicionou-se uma limpeza da coluna com
solugédo de acetona:agua (1:1) visando remover os compostos que pudessem
permanecer retidos na coluna apoés a eluicao (KAWAKAMI et al., 2010; SHAY et
al., 2017).

Dos quatro fracionamentos do extrato realizados em coluna de Sephadex
LH20, foram obtidas 3 fragdes enriquecidas em proantocianidinas: TS1C3,
TS2C3 e TS5C3, com massas de 5,4 mg, 16,9 mg e 28,8 mg, respectivamente.
Também foi observado que a eficiéncia de separagao reduzia a medida em que
se reutilizava a Sephadex LH20, mesmo com a adi¢cao de uma etapa a mais de

limpeza. Desta forma, optou-se por ndo reunir essas fracoes obtidas.

A analise das fragcdes por CCD demonstrou a presenga de uma mancha

de coloracdo vermelha terrosa quando revelada por vanilina sulfurica (figura
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5.4). Os perfis cromatograficos obtidos por HPLC-FR para estas fragdes
indicaram a presenga de quatro picos majoritarios em TS1C3, cinco em TS2C3
e seis em TS5C3, cujos maximo de absorgéo registrados on line pelo detector
DAD, em torno de 279-280 nm, sdo compativeis com a presenca de
proantocianidinas (figura 5.5) (LV et al., 2015).

Figura 5.4: Cromatograma obtido por CCD de silica gel para as fragbes TS1C3,
TS2C3 e TS5C3. Condi¢des cromatograficas: eluente n-butanol / acido acético /

agua (40:10:50); revelador: vanilina sulfurica, seguido de aquecimento.
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Figura 5.5: Cromatogramas obtidos por HPLC-FR para as fragdes (a) TS1C, (b)

TS2C3 e (c) TS5C3. Condi¢cdes cromatograficas: vide Parte Experimental item
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Visando obter

maiores massas das fracbes enriquecidas em

proantocianidinas, bem como otimizar o processo de obtengdo da fracao

procedeu-se inicialmente o fracionamento do extrato acetona:agua (70:30) de H.

speciosa por particdo sequencial com diferentes solventes orgénicos (n-hexano,

diclorometano e acetato de etila). O emprego dos solventes hexano e
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diclorometano objetivou remover clorofilas e compostos menos polares

presentes no extrato.

A particdo do extrato de H. speciosa entre solventes imisciveis resultou
em uma fragao EtOAc com perfil mais simples, na qual se evidenciou a presenca
de substancias com maximos de absor¢do no UV, segundo analises por HPLC-
DAD, compativeis com acidos organicos do tipo Cs-C3 (216; 241 e 327 nm),
flavonoides (rutina; 255 e 354 nm) e proantocianidinas (279 nm) (figura 5.6).
Apesar de as proantocianidinas ndo serem os compostos majoritarios desta
fracao, optou-se por realizar seu fracionamento em coluna de Sephadex LH20

devido sua maior simplicidade, em relagao ao extrato.

Figura 5.6: Cromatograma obtido por HPLC-DAD para a fragdo EtOAc, obtida a
partir do fracionamento do extrato acetona:agua de H. speciosa por particdo
entre solventes imisciveis. Condigbes cromatograficas: vide parte experimental
item 4.7.
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O fracionamento da fragdo EtOAc em coluna de Sephadex LH20 foi
realizado empregando-se as mesmas condigdes cromatograficas utilizadas para
o fracionamento do extrato (Parte Experimental, item 4.6). Neste fracionamento

obteve-se a fragdo TSN2, com massa de 34,2 mg.

A analise de TSN2 por CCD em silica gel demonstrou a presenga de uma

mancha vermelha terrosa e a presenca de uma leve mancha amarelada
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(resultado ndo mostrado). O perfil cromatografico obtido por HPLC-FR indicou a
presenca de varios picos, dos quais 6 foram considerados de maior interesse
para este trabalho. Os espectros obtidos pelo DAD para essas substancias
indicaram a presenga majoritaria de proantocianidinas (Amax ~280 nm; picos 1 a
5). Também foi observado um pico eluido em 20,6 minutos, com espectro

indicativo da presenca de flavonoide na fragao (254 e 368 nm) (figura 5.7).

Figura 5.7: Cromatograma obtido por HPLC-FR para a fragdo TSN2. Condigbes
cromatograficas: vide Parte Experimental item 4.7.
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Devido a menor complexidade (observada por analise em UPLC-DAD-
ESI-MS/MS) e presenca majoritaria de proantocianidinas, além da
disponibilidade de massa para execugédo dos ensaios bioldgicos, selecionou-se
a fracdo TS2C3 para caracterizagdo quimica, visando identificar as

proantocianidinas presentes na fracao.

5.4 Caracterizagao quimica da fragao TS2C3

A caracterizagdo quimica de proantocianidinas € desafiadora devido a
complexidade resultante da variabilidade estrutural das unidades de flavan-3-ol
constituintes, diferentes sitios de ligagdo entre as unidades, possibilidade de
isomeria, e numero de unidades monomeéricas. O emprego de cromatografia
liquida de alta (HPLC) e ultra-eficiéncia (UPLC) é de grande auxilio na
separagao, e consequentemente na identificagcdo de oligbmeros. O uso de
espectroscopia de massas com diversas fontes de ionizagdo, como a ionizagéo

por electrospray, € de grande auxilio na determinagdo da massa de

I
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proantocinidinas, porém nao permite determinar inequivocamente a identidade
quimica das moléculas. Isto deve-se, principalmente, ao fato de as subunidades
formadoras, por exemplo a catequina e epicatequina, possuirem epimeros, ou
seja, diastereocisbmeros que se diferem apenas pela configuragdo do
estereocentro, e, portanto, apresentarem a mesma massa. Assim, nao é possivel
determinar se a molécula € composta de subunidades de catequina e/ou
epicatequina, por exemplo, mesmo empregando-se a espectroscopia de massas
sequencial (MS/MS) (HAYASAKA et al., 2003).

Com o objetivo de caracterizar a composi¢gao quimica da fragdo TS2C3,
foi realizada uma analise por UPLC-DAD-ESI-MS sendo obtidos os perfis
cromatograficos com deteccdo no DAD em 210 nm e de ions totais (TIC) no
modo negativo (figura 5.8).

Figura 5.8: Cromatogramas obtidos por UPLC-FR para a fracdo TS2C3.
Condigbes cromatograficas: conforme PARTE EXPERIMENTAL (item 4.12).
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Observacao: (a) detecgao no DAD em 210 nm; (b) ions totais (TIC) no modo negativo de
ionizagao (ESI’). Pico: 1 (Tr = 2,84 min); 2 (Tr = 3,01 min); 3 (Tr = 3,21 min); 4 (Tr = 3,30 min);
5 (Tr = 3,41 min); 6 (Tr = 3,53 min); 7 (Tr = 3,64 min); e 8 (Tr = 3,78 min).

Os cromatogramas revelaram a presencga de oito picos principais. A partir
destes resultados foram identificados os Tr, os maximos de absorgdo no UV e
os ions base desprotonados para cada um destes picos. Em seguida, realizou-
se espectrometria de massas sequencial para a obtencdo dos ions filhos dos
ions base de interesse. Os resultados obtidos foram entdo comparados aos

T y Time
10.00
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dados relatados na literatura para substancias descritas para a espécie H.
speciosa. Os dados espectrométricos obtidos estao dispostos na tabela 5.2.

Tabela 5.2: Dados obtidos por UPLC-DAD-ESI-MS para proantocianidinas da
fragdo TS2C3 do extrato acetona:agua (70:30) de folhas de H. speciosa

Tr uv-vis [M-H] lons filhos MM Substancia
Pico Referéncia
(min) (Amax) (m/z) (m/z) (g/mol) sugerida
Proantocianidina
571, 527, 450, RODRIGUES
1 2,84 279 739 740 dimérica do tipo B C-
435, 339*, 289 } et al., 2007
hexosidica
Proantocianidina
570, 451, 436, ) ] . RODRIGUES
2 3,01 279 739 740 dimérica do tipo B C-
339*, 289, 177 ) et al., 2007
hexosidica
450, 408, Proantocianidina
) ) . RODRIGUES
3 3,21 279 739 339*, 289, 740 dimérica do tipo B C-
et al., 2007
287,177 hexosidica
629%, 587, Proantocianidina
) ] . RODRIGUES
4 3,30 279 739 502, 339, 289, 740 dimérica do tipo B C-
et al., 2007
246 hexosidica
275, BASTOS et
5 3,41 609 - 610 Rutina
365 al., 2017
Proantocianidina
RODRIGUES
6 3,53 279 1027 337*, 289, 161 1028 trimérica C-
. et al., 2007
hexosidica
Proantocianidina
RODRIGUES
7 3,64 279 1027 329, 126* 1028 trimérica C-
. et al., 2007
hexosidica
8 3,78 279 739; 1027 - - -

Observagdo: Tr = tempo de retengdo; Amax = maximo de absorgdo no UV; [M-H] = ion base
desprotonado; MM = massa molar; m/z = relagdo massa / carga, * = ion base da fragmentagéo.

Os picos de 1 a 4 e de 6 a 8 apresentaram espectro de varredura no UV
com Amaxem 279 nm (figura 5.9 a), sugerindo tratar-se de proantocianidinas (LV
et al., 2015).

Os espectros de massas em varredura no modo de ionizagdo negativo,
obtidos para os picos 1 (Tr = 2,84 min), 2 (Tr = 3.01 min), 3 (Tr = 3,21 min) e 4
(Tr = 3,30 min), forneceram o ion desprotonado em m/z 739 [M-H] (figura 5.9 b
- e). Essa massa € compativel com proantocianidinas diméricas hexosidicas.
Quando fragmentados, os ions observados nos picos 1, 2 e 3 produziram o ion
filho com m/z 339 [M-290-110-H], correspondente a quebra da ligagcao
interflavonas, com perda de uma subunidade de epi- ou catequina (M-290-H) e

perda sequencial de uma unidade catecol (110 Da) (Figura 5.13). Também foi
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observado o ion filho correspondente ao monémero epi- ou catequina em m/z
289 [M-450-H] (figura 5.10 a — d). Adicionalmente, foi observado o ion filho em
m/z 287 [M-452-H], devido a quebra da ligacao interflavona e a oxidagdo de uma
subunidade de epi- ou catequina quando foi realizada a fragmentagao do ion em
m/z 739 [M-H] proveniente do pico 3 (figura 5.10 c). Neste ponto é importante
ressaltar que a quiralidade do carbono C3 nas unidades de flavan-3-ol ndo pode
ser diferenciada por espectrometria de massas. Com base nas perdas e
fragmentagdes observadas conclui-se que o ion em m/z 739 [M-H] dos picos 1
(Tr=2,84 min), 2 (Tr=3.01 min), 3 (Tr = 3,21 min) & compativel com hexosideos
de proantocianidinas dimeéricas, provavelmente um C-hexosideo devido a nao
observacéo de fragmentos com m/z 577 [M-162-H] que representaria a clivagem
da ligagdo C-O de um O-heterosideo (RODRIGUES et al., 2007).

O pico 4 (Tr = 3,30 min), quando fragmentado, produziu o ion base em
m/z 629 [M-110-H], formado devido a perda de um residuo catecol. A
fragmentacdo do ion desprotonado com m/z 739 [M-H]" do pico 4 também
produziu um ion filho em m/z 587 [M-152-H], provavelmente devido a
fragmentagdo com perda do anel B, com clivagem nas posigdes 1 e 3 (figura
5.13). Também foi gerado o ion em m/z 339 [M-290-110-H]", formado devido a
perda sequencial de uma subunidade de epi- ou catequina m/z 289 [M-290-H] e
de um catecol (110 Da), conforme visto anteriormente (figura 5.10 d)
(RODRIGUES et al., 2007).

Figura 5.9: Espectro no UV e espectro de massas no modo negativo de
ionizacao para os picos 1 (Tr = 2,84 min), 2 (Tr = 3.01 min), 3 (Tr = 3,21 min) e
4 (Tr = 3,30 min).
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Observacgao: (a) espectro no UV obtido por detecgiao no DAD representativo para os picos
1, 2, 3 e 4; espectro de massas no modo negativo de ionizagao (ESI'). (b) Pico: 1 (Tr = 2,84
min); (c) 2 (Tr = 3,01 min); (d) 3 (Tr = 3,21 min); (e) 4 (Tr = 3,30 min);

Os picos 6 (Tr = 3,53 min) e 7 (Tr = 3,64 min), conforme descrito
anteriormente, também apresentaram espectro no DAD com Amax em 279 nm.
Estes picos apresentaram ion base em m/z 1027 [M-H] (figura 5.11 a — b).
Quando fragmentado, o ion em m/z 1027 [M-H] do pico 6 (Tr = 3,53 min) gerou
o ion base em m/z 337 [M-H] (figura 5.12 a). Este ion pode ser gerado pelo
mesmo mecanismo descrito para o ion em m/z 339 [M-H], com uma oxidagao
adicional em uma das hidroxilas. A fragmentagao do ion em m/z 1027 [M-H] do
pico 7 (Tr = 3,64 min) levou a formacdo do ion base em m/z 126 [M-HJ,
provavelmente devido a fragmentagcdo de uma subunidade de epi- ou catequina.
Proantocianidinas triméricas com massa de 1028 g/mol ja foram descritas para
extratos de caule de H. speciosa (RODRIGUES et al., 2007).

Figura 5.10: Espectro de massas para os ions filhos de 739 m/z [M-H] dos picos
1(Tr=2,84 min), 2 (Tr = 3.01 min), 3 (Tr = 3,21 min) e 4 (Tr = 3,30 min).
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Observagao: espectro de massas no modo negativo de ionizagao (ESI’) para os ions filhos
de 739 m/z [M-H]- dos picos (a) 1 (Tr = 2,84 min); (b) 2 (Tr = 3,01 min); (c) 3 (Tr = 3,21 min);
(d) 4 (Tr = 3,30 min).

Figura 5.11: Espectro de massas no modo negativo de ionizagdo para os picos
6 (Tr=3,53 min) e 7 (Tr = 3,64 min).
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Observagio: espectro de massas no modo negativo de ionizagao (ESI’). (a) 6 (Tr = 3,53
min) e (b) 7 (Tr = 3,64 min).

Figura 5.12: Espectro de massas para os ions filhos de 1027 m/z [M-H]- dos
picos (a) 6 (Tr = 3,53 min) e (b) 7 (Tr = 3,64 min).
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Observagao: espectro de massas no modo negativo de ionizagao (ESI’) para os ions filhos
de 1027 m/z [M-H]" dos picos (a) 6 (Tr = 3,53 min) e (b) 7 (Tr = 3,64 min).

Rodrigues e colaboradores (2007) descreveram a presenca de séries
homologas de proantocianidinas separadas por 288 unidades de massa. Os
principais ions encontrados foram aqueles em m/z 289, 577, 865, 1153, 1441 e
1729, correspondendo as moléculas desprotonadas de mondmero, dimero,
trimero, tetramero, pentdmero e hexametro de epi- e/ou catequina,
respectivamente. Também foram encontradas séries homodlogas, indicadas
pelos ions em m/z 451, 739, 1027, 1315, 1603 e 1891, separados por 162 m/z
unidades, sugerindo a presencga de hexosideos de proantocianidinas.

Com base nos dados apresentados neste trabalho, € possivel dizer que
obteve-se uma fragdo enriquecida em dimeros e trimeros de hexosideos de
proantocianidinas. Na figura 5.13 sdo mostradas propostas de fragmentacéo
para os ions com m/z destacados. Esta foi a primeira descricao da ocorréncia e
identificagc&o, ainda que parcial, de proantocianidinas em folhas de H. speciosa.
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Figura 5.13: Propostas de fragmentagéo e provaveis estruturas dos ions obtidos

pela espectrometria de massas sequencial.
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OH
m/z: 739.19 (100.0%), 740.19 (40.0%), 741.19 (11.1%), 742.20 (2.4%)

OH

OH

OH
m/z: 152.05 (100.0%), 153.05 (8.9%)

OH
m/z: 587.14 (100.0%), 588.14 (30.8%), 589.15 (4.7%), 589.14 (2.9%), 590.15 (1.3%)

-H,0 (-18 Da)

m/z: 569.13 (100.0%), 570.13 (30.8%), 571.14 (4.7%), 571.13 (2.7%), 572.14 (1.3%)

Observacgido: mostrada a razdao m/z para cada fragmento destacado, com as respectivas
probabilidades de detec¢dao de cada possivel valor de m/z para um mesmo fragmento.

Abordagem adotada devido ao uso de espectrometro de massas de baixa resolugao.
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5.3 Avaliagao do efeito do extrato de H. speciosa na fungao cognitiva de
camundongos

Tendo em vista que estudos epidemiolégicos demonstraram que a
hipertensdo € um fator de risco para o desencadeamento da DA (MARFANY et
al., 2018), no presente trabalho investigou-se o potencial neuroprotetor de
extrato de H. speciosa, espécie cuja atividade anti-hipertensiva foi previamente
descrita por nosso grupo de pesquisa. Diversas proantocianidinas possuem
atividade neuroprotetora e compostos dessa classe ocorrem em H. speciosa.
Assim, para realizagao dos ensaios foi obtido um extrato de folhas de H. speciosa

em acetona:agua (70:30).

Inicialmente avaliamos o efeito do extrato em acetona:agua (70:30) de
folhas de H. speciosa (HPF1) em modelos comportamentais em camundongos,
para averiguar se 0 mesmo causaria alteragdes cognitivas visando, dessa forma,
garantir que os resultados obtidos posteriormente no modelo de DA estivessem
diretamente relacionados ao potencial farmacolégico do mesmo. Os ensaios
foram realizados sobre a cognicdo de camundongos na Tarefa de
Reconhecimento de Objetos (TRO), conforme descrito no item 4.12.

O extrato HPF1, avaliado nas doses de 30 e 100 mg/Kg p.o. ndo induziu
nenhuma alteragdo comportamental nos camundongos na TRO, apresentando
indice de reconhecimento do objeto novo superior a 60%. Além disso, nao foi
observada diferenca estatistica entre os indices de reconhecimento dos animais
tratados com o extrato e o dos animais tratados apenas como veiculo (figura
5.14).
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Figura 5.14: Percentual de reconhecimento do objeto novo na TRO por
camundongos tratados com extrato acetona:agua (70:30) de folhas de H.
speciosa (HPF1). Resultados apresentados como média + desvio padrdo. p >
0,05 para os grupos tratados com o extrato em comparagao com o grupo tratado
com o veiculo. Numero amostral, n = 9 para todos os grupos. Grupo veiculo

tratado com solugdo salina de CMC a 0,5% (m/v).
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Observagéo: indice de reconhecimento do objeto novo por grupo (média + desvio padrdo):
veiculo (67,52 + 13,96, n = 9); HFP1 30 mg/kg (60,66 + 7,74, n = 9); e HFP1 100 mg/kg (74,42 +
4,62,n=9).

Para confirmar que estes resultados n&o foram obtidos ao acaso, realizou-
se teste t de Student de amostra unica. A estatistica do teste demonstrou haver
diferenga destes indices de reconhecimento do valor hipotético de 50%,
evidenciando que os resultados ndo foram obtidos ao acaso.

Tendo em vista que os resultados do tratamento com o extrato de H.
speciosa, nas doses de 30 e 100 mg/kg, n&o causaram alteragao cognitiva nos
camundongos, prosseguiu-se o estudo da atividade neuroprotetora deste extrato

em modelo murino de DA.
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5.4 Avaliacao do efeito neuroprotetor do extrato de H. speciosa em modelo

murino de doenca de Alzheimer na TRO

O potencial efeito neuroprotetor do extrato em acetona:agua (70:30) de
folhas de H. speciosa (HPF1) foi avaliado in vivo em modelo de dano patologico
induzido por AB, um modelo validado de doenga de Alzheimer. Como veiculo
empregou-se uma suspensao de CMC a 0,5% m/v em salina, a qual promoveu
a formacao de uma suspensao homogénea do extrato. O extrato, administrado
por gavagem, foi avaliado nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg. Como controles do
experimento, foram utilizados dois grupos submetidos a estereotaxia para a
injecdo de PBS no hipocampo, um deles tratado apenas com veiculo (controle
positivo) e o outro tratado com HPF1 na dose de 30 mg/kg (controle de
toxicidade), além de um grupo submetido a estereotaxia para a injecéo de AR e
tratado apenas com veiculo (controle negativo). Os resultados sao apresentados
como indice de reconhecimento do objeto novo, correspondendo a porcentagem
do tempo em que o animal passou interagindo com o objeto novo em relagéo ao
tempo total de interacdo com os dois objetos. Este € um modelo agudo de dano
patolégico induzido por AP, sendo observada perda cognitiva, além de
neuroinflamac&o e morte celular na regiao afetada (CHEN et al., 2010; PASSOS
et al., 2010).

A TRO é uma abordagem util para acessar o status cognitivo de
camundongos. A TRO é baseada no comportamento exploratério espontaneo,
com a vantagem de nado exigir o fornecimento de nenhuma punigdo ou
recompensa. Quando roedores s&o expostos a um objeto familiar, a0 mesmo
tempo que a um objeto novo, eles tendem a explorar por mais tempo o objeto
novo. Este maior interesse pelo objeto novo indica que uma representacéo do
objeto antigo (familiar) existe na memoria do animal e isto compreende a base
para o uso da TRO em estudos da memoria (BENGOETXEA et al., 2015).

Os resultados obtidos, representados graficamente na figura 5.15,
indicam que a injegéo intra-hipocampal de AB1.42 foi capaz de induzir perda
cognitiva nos camundongos (50,1 £ 7,2%, n = 10) quando comparado ao grupo
controle PBS + veiculo (73,3 + 8,5%, n = 9) (p < 0,01). Este resultado é
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compativel com dados descritos na literatura para este modelo de DA (LECANU
et al., 2013; SONG et al.,, 2013). O déficit cognitivo induzido por AB1.42 foi
revertido pelo tratamento dos camundongos com HPF1 nas doses de 30 (68,6 +
14,2%, n = 8) e 100 mg/kg (78,4 + 7,0%, n = 9) (figura 5.15).

Figura 5.15: Efeito do extrato de folhas de H. speciosa sobre a cogni¢céo de
camundongos em modelo murino de DA, avaliado por meio da tarefa de
reconhecimento de objetos. Os animais foram submetidos a estereotaxia para
injecdo intra-hipocampal de PBS ou AB1-42. Os resultados representam a média
+ desvio-padréo de, pelos menos, 9 animais para cada grupo. As médias foram
analisadas por ANOVA de uma via, seguido pelo pos-teste de Bonferroni, onde
*p < 0,05; **p < 0,01; e ****p < 0,0001.

o

]

o Tarefa de Reconhecimento de Objetos
o

o -

> 100 * % * ok kK
o

c * *

o 80- T
® T

2

S 601 T

[

E

O 40

o

K=

<

o -

9 20

[

=

: 0 - T T T
g \/o Q\ Vo ,\Q 'bQ QQ
= A MR AN
z A\ x N R Q Q<

]

grupo

Ndo ha relatos na literatura de estudos realizados com extratos ou
produtos isolados de H. speciosa em modelo de doenca de Alzheimer, bem como
estudos relacionados a neuroprotegcdo. Por outro lado, estudos relatam o
potencial neuroprotetor de diversos produtos naturais que também s&o
encontrados em H. speciosa. Quercetina € uma das substancias associadas ao
efeito antioxidante, e o consequente efeito neuroprotetor, de extratos de Ginko
biloba (SHI et al., 2009). A quercetina, em baixa dose, apresenta efeito inibitorio
da formacao de fibrilas de AB e prevengao da oxidagao da glutationa (ANSARI
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et al., 2009). Rutina e quercetina foram avaliadas quanto aos seus potenciais
antiamiloidogénicos, demonstrando capacidade de inibicdo da formacdo de
fibrilas e desagregacao das mesmas (JIMENEZ-ALIAGA, 2011).

Em um estudo realizado por Lee (2010), o tratamento de camundongos
SAMPS8, um modelo de senescéncia acelerada, com um pool proantocianidinas
oligoméricas, na dose de 50 mg/kg; per os, durante 7 dias, melhorou a perda
cognitiva na TRO. Outro exemplo que pode ser citado, o tratamento de
camundongos com extrato de Cynamorium songaricum (extrato rico em acidos
organicos, triterpenos, sacarideos e flavonoides), nas doses de 40 e 100 mg/kg,
p.o., durante 21 dias, melhorou a perda cognitiva induzida por 5-
bromodeoxyridina na TRO (YOO et al., 2014).

O extrato HPF1 reverteu significativamente a perda cognitiva induzida por
injec&o intra-hipocampal de AB1-.42, de acordo com os resultados apresentados
na figura 5.15. A fim de comprovar o potencial farmacologico do extrato no
tratamento da DA, foi realizado o ensaio do medo condicionado ao contexto
como segundo teste comportamental e os resultados estdo descrito no item 5.5,

a sequir.

5.5 Avaliacao do efeito neuroprotetor do extrato acetona:agua (70:30) de
folhas de H. speciosa em modelo murino de doencga de Alzheimer — MCC
Dando prosseguimento a avaliagdo do potencial neuroprotetor do extrato
acetona:agua (70:30) de H. speciosa (HFP1), procedeu-se com o paradigma do
medo condicionado ao contexto. Os mesmos grupos experimentais descritos
anteriormente para a tarefa de reconhecimento de objetos foram utilizados neste
teste, porém néo foram utilizados os mesmos animais da TRO para se evitar que
houvesse algum tipo de interferéncia. Os resultados foram descritos em termos
de porcentagem de tempo de freezing em relagdo ao tempo total de teste (5
minutos). Freezing pode ser uma resposta condicionada ao medo gerado por
alguma condi¢do, como uma descarga elétrica, onde animais submetidos a essa
condigcado (“choque”) tendem a permanecerem por mais tempo em freezing do
que os ndo submetidos (FANSELOW, 1980). O paradigma do MCC pode ser
associado ao aprendizado, tendo em vista que animais tendem a aprender como

evitar situagdes que gerem dor (IZQUIERDO et al., 2016).
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Neste experimento observou-se que a injegao intra-hipocampal de AB1-42
€ capaz de induzir perda cognitiva nos camundongos (14,37 + 8,45%, n = 10)
quando comparado ao grupo controle PBS + veiculo (45,27 + 3,53%, n = 9),
sendo perda cognitiva entendida como menor tempo de freezing dos animais.
Este resultado € compativel com o que vem sendo descrito na literatura sobre
este teste comportamental (SAURA et al., 2005; O'LEARY et al., 2018). O déficit
cognitivo induzido por AB1-42 foi revertido pelo tratamento dos camundongos com
HPF1 nas doses de 30 (46,55 + 6,81%, n = 9) e 100 mg/kg (47,37 + 4,34%, n =
9) (figura 5.16).

Figura 5.16: Efeito do extrato de folhas de H. speciosa sobre a cogni¢céo de
camundongos em modelo murino de DA, avaliado por meio do paradigma do
medo condicionado ao contexto. Os animais foram submetidos a estereotaxia
para injecdo intra-hipocampal de PBS ou AB+.42. Os resultados representam a
meédia + desvio-padrao de, pelos menos, 9 animais para cada grupo. As médias
foram analisadas por ANOVA de uma via, seguido pelo pos-teste de Bonferroni,
onde ****p < 0,0001.
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Conforme descrito anteriormente, ndo existem estudos sobre a atividade
neuroprotetora da H. speciosa. No entanto, camundongos C57BI/6 tratados com
extrato enriquecido em polifenois de cha verde (Camellia sinensis), na dose de
25 mg/kg, per os, por 7 dias, demonstraram maior tempo de freezing do que os
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nao tratados, em modelo de dano cognitivo induzido por isoflurano (SONG et al.,
2019).

Os resultados apresentados pelos dois testes comportamentais
realizados indicam que o extrato HPF1 reverteu significativamente a perda
cognitiva induzida por inje¢ao intra-hipocampal de AB1.42 nas doses de 30 e 100
mg/kg (figura 5.15 e 5.16).

Em um estudo realizado por Yimam e colaboradores (2016), os autores
demonstraram que o tratamento de ratos transgénicos Fischer 344, per os, com
extratos de Scutellaria baicalensis e Acacia catechu, ricos em compostos
polifendlicos, nas doses de 7 e 34 mg/kg, por 11 semanas, melhorou
significativamente a capacidade cognitiva destes animais, quando testados em
testes comportamentais, como o labirinto aquatico de Morris, o medo
condicionado ao contexto e a tarefa de reconhecimento de objetos. Estudo
clinico realizado neste mesmo trabalho demonstrou que humanos saudaveis,
tratados com os mesmos extratos na dose de 300 mg/dia, per os, por 11
semansa, demonstraram maior agilidade em processar informagdes complexas
relativas a execucgdo de tarefas computacionais, quando comparados ao grupo

placebo.

Conforme citado anteriormente, diversos metabdlitos secundarios ja
descritos para o extrato de H. speciosa apresentaram efeito benéfico em modelo
de Alzheimer, como a quercetina (ANSARI et al., 2009), a rutina (JIMENEZ-
ALIAGA, 2011) e proantocianidinas (WANG et al., 2012). Tendo em vista os
resultados apresentados nos testes comportamentais empregados, tanto na
TRO quanto na MCC, o extrato HPF1 monstrou-se capaz de reverter o dano
cognitivo induzido por AB1-a2.

Para o prosseguimento dos estudos, os encéfalos dos camundongos
utilizados neste trabalho foram removidos e mantidos em freezer a -80°C para
futuras analises bioquimicas e histolégicas. Propde-se realizar testes de
viabilidade celular, por técnica de NISSL, avaliar a neuroinflamacgao, por IBA-1 e
morte neuronal, por FluoroJade-C.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O estudo fitoquimico de H. speciosa levou a obtencdo de uma fracao
enriquecida em proantocianidinas, cujos resultados iniciais indicam tratarem-se
de proantocianidias diméricas e triméricas associadas a um residuo de hexose
ou desoxihexose. O extrato acetona:agua (70:30) de folhas de H. speciosa
demonstrou promissora atividade neuroprotetora in vivo, nas doses de 30 e 100
mg/kg, em modelo murino de DA induzida por injegao intra-hipocampal de AB1-
42. Este efeito foi evidenciado por dois testes comportamentais distintos que
visam acessar a capacidade cognitiva dos camundongos, a TRO e o MCC.
Também ndo foi observado efeito téxico ou que comprometesse de alguma

forma a cogni¢ao destes animais.

Ainda sdo necessarios novos estudos para verificar se esta melhora
cognitiva pode ser confirmada por dados histologicos, através de testes que
demonstrem os efeitos do tratamento destes animais sobre a morte e viabilidade
celular e sobre a neuroinflamagdo no hipocampo. Também sao necessarios
outros experimentos, como a ressonancia magnética nuclear, para confirmar a
identidade quimica das moléculas que constituem a fracdo enriquecida em
proantocianidinas além da avaliagao dessa fracdo e seus constituintes isolados
em modelo de DA.
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