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RESUMO

RIBEIRO, T. D. V. R. Fracdo aquosa de barbatimao: Avaliacdo de sua composi¢cao quimica e
atividade biologica em células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Dissertacdo de
Mestrado, Programa de P6s-graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual
de Maringa. 87p.

Stryphnodendron adstringens, popularmente conhecida como barbatim&o é uma planta tipica
do cerrado brasileiro que apresenta em suas cascas altos indices de polifendis, representado
principalmente por taninos condensados, do tipo prodelfinidinas e prorobinetinidinas que
foram identificados a partir da fragédo acetato de etila originada de um extrato acetona:agua,
no entanto 78% do extrato bruto (EB) é representado pela fragdo aquosa (F2) que nao possui
estudos que a tenham caracterizado quimica ou biologicamente. Diversos estudos
demonstram que o consumo de plantas ricas em polifenéis diminuem a incidéncia de doencas
neurodegenerativas na populacéo, dentre elas a doenca de Alzheimer (DA), que € a principal
causa de deméncia no mundo, representando cerca de 60 a 80% dos casos. Os tratamentos
disponiveis atualmente tratam somente a sintomatologia da doenca, portanto a descoberta de
novos medicamentos que tratam ou que previnam a DA faz-se necessaria. O objetivo desse
trabalho é caracterizar quimicamente a fragdo aquosa e avaliar in vitro sua atividade protetora
frente ao peptideo BAzs-3s em linhagem de neuroblastoma humano (SH-SY5Y). Para
identificar os compostos presentes na fragdo aquosa foi realizado as analises por LC-DAD-
MS e Ressonancia Magnética Nuclear de carbono (RMN de **C). Por meio das andlises de
viabilidade celular pela técnica do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazélio
(MTT) e vermelho neutro foi avaliada a citotoxicidade, e a protecdo da fracdo aquosa em
linhagem de neuroblastoma humano, frente a droga indutora de dano BAzs-3s. A andlise de
massas demonstrou que as subfracdes da F2 apresentam em sua composi¢cdo substéancias
fendlicas, como taninos e cromonas. Na avaliagdo da citotoxicidade pelo ensaio de MTT a
fracdo aquosa demonstrou diminuir a viabilidade da linhagem celular de neuroblastoma em
concentracdes acima de 0,48 e 31,25 pg/mL no periodo de 24 e 48 h, respectivamente. Na
técnica de vermelho neutro as concentra¢des que diminuiram a viabilidade das células foram
0,97 pg/mL em 24 h e 3,90 pug/mL no periodo de 48 h, e ndo protegeu as células contra os
danos causados pela droga BAzs-3s. Até 0 momento pode se concluir que a fracdo aquosa é
uma matriz muito complexa e dificulta o isolamento e identificacdo de suas substancias. Nas
avaliacdes in vitro a fracdo demonstrou citotoxicidade em baixas concentracdes e néo
desempenhou atividade protetora contra os danos causados pela BA em linhagem de
neuroblastoma SH-SY5Y.

Palavras Chave: Barbatiméo; Stryphnodendron adstringens; taninos condensados, Doenca

de Alzheimer



ABSTRACT

RIBEIRO, T.D.V.R. 2018. Barbatim&o aqueous fraction: Evaluation of its chemical composition
and biological activity in human neuroblastoma cells SH-SY5Y. Master Dissertation, Graduate
Program in Pharmaceutical Sciences, State University of Maringa. 87p.

Stryphnodendron adstringens, popularly known as barbatiméo is a typical plant of Brazilian
cerrado that presents in its barks high levels of polyphenals, represented mainly by condensed
tannins of the type prodelphinidins and prorobinetinidins that were identified from the ethyl
acetate fraction originated from an acetone: water extract, however 78% of the crude extract
is represented by aqueous fraction (F2) which does not have chemical characterization
studies. Several studies show that the consumption of plants rich in polyphenols decrease
neurodegenerative disease in the population, among them the Alzheimer disease (AD), which
is the leading cause of dementia in the world, accounting for about 60 to 80% of cases, and so
far, remains unhealed, so the discovery of new drugs that treat or prevent AD is necessary.
The aim of this work is the chemical characterization of the aqueous fraction and the in vitro
evaluation of its protective activity against the BAzs-35 peptide in human neuroblastom line (SH-
SY5Y). The chemical analyses of F2 were performed by LC-DAD-MS and Nuclear Magnetic
Resonance Carbon (*3C NMR). The cytotoxicity and the protection of the F2 in neuroblastoma
lineage were evaluated through the cellular viability analyzes by the 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
y)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) and Neutral Red human, against the drug inducing
BAzs.3s damage. Mass analysis showed that F2 may have phenolic compounds, such as
tannins and chromones. In the evaluation of cytotoxicity by the MTT assay the F2 was shown
to decrease the viability of the neuroblastoma cell line at concentrations above 0.48 and 31.25
pg/mL in the 24 and 48 h, respectively. In the neutral red technique the concentrations that
decreased the viability of the cells were 0.97 pg/mL in 24 h and 3.90 yg/mL in the 48 h, and
did not protect the cells against damage caused by the BAsss drug. To date it may be
concluded that the F2 is a very complex matrix which makes it difficult to isolate and identify
its compounds. In in vitro evaluations the fraction demonstrated cytotoxicity at low
concentrations and did not perform protective activity against the damage caused by BA in SH-

SY5Y neuroblastoma line.

Keywords: Barbatimdo; Stryphnodendron adstringens; condensed tannins; Alzheimer’s
disease.
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1 Introducéao

Vivemos em um mundo em rapida mudancgas, com novas conquistas econémicas e novas
estratégias para a producdo de alimentos e para a promoc¢ao da saude. Nos ultimos 60 anos, foram
desenvolvidos véarios novos medicamentos para tratar varias doencas, embora apenas alguns,

principalmente os antibiéticos, curando pacientes (VERPOORTE, 2015).

Atualmente, para as doencas mais importantes, tem-se medicamentos disponiveis. Mas,
para desenvolver medicamentos para doengcas menores ou doencas que afeta populacdes pobres,
0 custo parece ser alto demais para trazer um novo medicamento ao mercado para esses pacientes
em questdo. Estima-se que cerca de 1 bilh&o sdo gastos para um Unico medicamento novo, além
disso, o desenvolvimento de farmacos consome tempo, de 8 a 12 anos a partir da descoberta de
um resultado até a sua aplicacédo clinica. A industria farmacéutica ndo tem incentivos econémicos
e o lancamento de novos farmacos a partir de moléculas sintéticas esta estagnando. Ao mesmo
tempo, globalmente, até 80% das pessoas estdo utilizando medicamentos tradicionais,
principalmente a base de plantas. Cerca de 40.000 a 70.000 espécies de plantas tém uma ou mais
aplicacdes médicas em varios sistemas de medicina tradicional e em geral eles sdo baratos e
amplamente disponiveis. (VERPOORTE, 2015).

Em alguns paises industrializados, o uso de produtos da medicina tradicional é
significante, como o Canada, Franga, Alemanha e Italia, onde 70% a 90% de sua populagéo
tém usado esses recursos da medicina tradicional sobre a denominagdo de complementar,
alternativa ou ndo convencional. De forma semelhante no Brasil, cerca de 82% da populagéo
brasileira utiliza produtos a base de plantas medicinais nos seus cuidados com a saude
(BRASIL, 2012).

Portanto, € inegavel que a flora constitui um arsenal terapéutico de enorme
importancia, pois ha varios séculos vem sendo considerada fonte medicamentosa, empregada
tanto em preparag0es tradicionais quanto, mais recentemente, na forma de principios ativos
puros (SCHULZ et al., 2002).

Dos medicamentos atualmente produzidos pelas industrias e comercializados nas
farméacias e drogarias, estima-se que pelo menos 25% sdo derivados diretamente ou
indiretamente de plantas medicinais, principalmente por meio da aplicacdo de tecnologias
modernas ao conhecimento tradicional (NEWMAN; CRAGG, 2016). No caso de certas classes
de produtos farmacéuticos, como medicamentos antitumorais e antimicrobianos, de todas os
medicamentos disponiveis no mercado até o final de 2014, 49% sao produtos naturais ou
diretamente derivados deles (NEWMAN; CRAGG, 2016).

No entanto na década de 1990 com a introducdo das grandes bibliotecas de

compostos sintéticos e o rapido desenvolvimento da biotecnologia e da biologia molecular
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parecia tornar obsoleto o método tradicional de pesquisa de novos medicamentos através do
processo de triagem dos extratos de plantas (SCANNEL et al., 2012). Porém, em vez de
introduzir mais drogas no mercado, as taxas de aprovacdo de novos medicamentos
diminuiram. Enquanto 45 medicamentos novos foram aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) em 1990, apenas 21 foram aprovados em 2010 (DAVID et al., 2015;
KINGSTON, 2011). Embora os motivos dessa tendéncia decrescente sejam complexos
(KOLA; LANDIS, 2004), um aspecto importante é que as bibliotecas de compostos sintéticos
geralmente cobrem apenas uma pequena variedade de diversidade quimica. Devido aos altos
nameros de amostra em tais bibliotecas, os compostos a serem investigados ainda séo
frequentemente selecionados rapidamente, principalmente com base em valores de poténcia
(SCANNELL et al., 2012).

Com o avanco das técnicas espectroscopicas, 0s pesquisadores tém conseguido
elucidar rapidamente estruturas moleculares complexas que até pouco tempo eram dificeis
de serem identificadas (SCHENKEL et al., 2007). No entanto, as grandes empresas estao
objetivadas a procurarem na natureza modelos (templates) que lhes permitam utilizar como
ponto de partida para o desenho de substancias ativas, hemi ou semissintese ou as préprias
plantas desempenhando o papel de matéria prima para a extracdo de ativos puros
(VEERESHAM, 2012).

O Brasil conta com aproximadamente 32.109 espécies vegetais nativas catalogadas,
de um total estimado de 390.000, mundialmente, considerado portanto, o pais com a maior
diversidade genética vegetal do mundo (KEW, 2016; ZAPPI et al., 2015). Entretanto, constata-
se gue apenas 5.000 espécies foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal (RATES,
2001), e apenas 0,4% foram investigadas fitoquimicamente (GURIB-FAKIM, 2006).

O cerrado brasileiro com 12.356 espécies de plantas nativas (MENDONCA et al.,
2008), caracteriza-se por apresentar uma ampla diversidade taxondmica, principalmente nos
tAxons mais elevados (género, familia e ordem), assinalando um maior distanciamento
filogenético das espécies, o que gera uma maior diferenca e diversidade quimica entre elas
(GOTTLIEB; BORIN, 1994). No entanto, Machado et al. (2004) estimam que 55% deste bioma
ja tenham sido desmatado ou ja sofreram a acdo do homem, e que apenas 2,2% de sua
extensao estdo protegidos por lei, sendo considerada a vegetacdo de maior risco no pais
(KLINK; MACHADO, 2005).

Mendelsohn e Balick (1995) estimaram o valor de farmacos ainda ndo descobertos
nestas florestas tropicais e chegaram em 375 o numero potencial de drogas existentes. Desse
total, 47 ja teriam sido descobertas, como a vincristina, vinblastina, curare, quinino, codeina e
pilocarpina.

Dentre as espécies vegetais do cerrado, o barbatimao (Stryphnodendron adstringens

(Mart.) Coville) é frequentemente utilizado na medicina popular e integra a lista de plantas
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regulamentadas pela ANVISA para comercializagcdo com a finalidade de planta medicinal
(BRASIL, 2010).

Estudos quimicos desenvolvidos com a espécie levaram a elucidacdo de diversos
compostos fendlicos da classe de taninos condensados (MELLO, 1996a,1996b;1997). Além
disso vérias investigacdes farmacoldgicas foram realizados com extratos obtidos da casca do
vegetal em questdo, e de outras duas espécies do género, S. obovatum e polyphillum,
objetivando confirmar os dados etnofarmacoldgicos tais como: agdo cicatrizante, anti-
inflamatéria, antiulcerogénica, hipotensora, antibacteriana, antifingica, antiparasitéria,
antiofidica, antinociceptiva,e antioxidante (PANIZZA et al., 1998; AUDI et al.,1999; LIMA et al.,
1998; SANCHES et al., 2005; LUIZE et al., 2005; ISHIDA et al., 2006; MELO et al., 2007;
PEREIRA et al., 2011).

Como resultado de tais pesquisas tem-se hoje disponivel no mercado o primeiro
medicamento proveniente de uma planta tipica do cerrado brasileiro, a pomada Fitoscar, com
registro concedido pela Anvisa, € composta por extrato seco das cascas de S. adstringens,
tendo como indicacdo de uso o auxilio no processo de cicatrizacdo e antissepsia de lesées
de pele e mucosas (ANVISA, 2018).

Além disso, plantas ricas em polifendis, ou compostos fendlicos isolados a partir de
plantas, como Blueberries, green tea, resveratrol, curcumina, tem sido relatadas como
promissoras ao tratamento e prevencdo de doencas neurodegenerativas, dentre elas a
doenca de Alzheimer, que é a principal causa de deméncia do mundo e de internamento
hospitalar entre as pessoas da terceira idade (RAMASSAMY, 2006; KATZMAN, 1976;
ASSOCIATION’'S ALZHEIMER, 2016).

Dentro desse contexto, hoje sabe-se que a fracdo acetato de etila do barbatiméo, rica
em taninos, apresenta atividade protetora em modelo de doenga de Alzheimer in vitro (dados
ainda néo publicados). A continuidade dos estudos quimicos e biol6gicos com a fragdo aquosa
do barbatimdo sdo de grande relevancia, pois podem promover maiores conhecimentos
relativos a caracterizagdo quimica da espécie bem como possibilitar a ampliagéo da utilizagédo
farmacoldgica da mesma. Portanto o objetivo desse trabalho foi estudar fitoquimicamente a
fracdo aquosa obtida do extrato bruto aceto aquoso das cascas da espécie S. adstringens e

avaliar sua atividade sobre células de neuroblastoma humano SH-SY5Y
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2 Revisado de Literatura
2.1 Aspectos Gerais

2.1.1 Familia Leguminosae

A familia Leguminosae (Fabaceae) representa a terceira maior familia de
angiospermas, abrangendo 917 géneros com aproximadamente 23.535 espécies (THE
PLANT LIST, 2018).

Bentham (1842, 1875) baseando-se em caracteristicas morfolégicas das flores e frutos
da familia Leguminosae dividiu-a em trés subfamilias, Mimosaceae (=Mimosoidae),
Caesalpiniae(=Caesalpinioidaeae) e Papilonaceae (=Papilionadeae). Em estudos posteriores,
baseando-se em caracteristicas morfologicas, essas subfamilias permaneceram sendo
adotadas e referidas como, Cesalpinioideae, Papilionoideae (ou Faboideae) e Mimosoideae
(HEYWOOD, 1978; POLHILL; RAVEN, 1981; LEWIS, 1987). No entanto Cronquist, (1981)
elevou as subfamilias a categoria de familias Fabaceae, Caesalpiniaceae e Mimosaceae.

A Leguminosae pode apresentar-se sob a forma de ervas, arbustos até arvores de
grande porte (FROHNE; JENSEN,1998) amplamente distribuida pelo mundo, tendo a
subfamilia Papilionoideae dispersao cosmopolita e as subfamilias Cesalpinioideae e
Mimosoideae tém por habitat as regides tropicais e subtropicais do planeta.

Alguns caracteres sdo comuns a todas as espécies: geralmente apresentam nddulos
em suas raizes onde abrigam bactérias simbioticas principalmente do género Rhizobium, que
por quimiossintese, fixam nitrogénio atmosférico. Frequentemente produzem metabdlitos
secundarios da classe dos taninos, terpenoides, alcaloides, aminoacidos nao proteicos e
isoflavonoides (FROHNE; JENSEN, 1998).

2.1.2 O Género Stryphnodendron

Stryphnodendron nome dado por sua caracteristica (stryphnon= adstringente, dendron
= madeira), esté inserido na subfamilia Mimosoideae, a menor dentre as subfamilias da
Leguminosae, possuindo 76 géneros e cerca de 3000 espécies (LEWIS et al., 2005). Martius
(1837) descreveu pela primeira vez o género Stryphnodendron no Brasil, através da coleta na
época de trés espécies.

Pela andlise de novos espécimes e novas expedi¢cdes de coleta realizadas em paises
da América Latina, foram descritos novos espécies pertencentes a este género (OCHIONI,
1959; RIZZINI; HERINGER, 1987; FORERO, 1972; OCHIONI-MARTINS, 1972, 1974,1977,
1980). O género agora compreende 53 espécies, sendo que dessas 30 sdo nomes de

espécies aceitas, 15 consideradas sinonimias e 8 espécies néo resolvido. Apresentando uma
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dispersdo restrita ao continente sulamericano, tendo como limite norte a Nicaragua e como
limite sul o norte do estado do Parana, observando-se uma predominéncia de 94% das
espécies em territério nacional, sendo que 18 espécies sdo de ocorréncia somente em solo
Brasileiro e 2 espécies ndo integram a diversificada flora brasileira (OCHIONI,1990; THE
PLANT LIST, 2018).

Rizzinni e Heringer (1987) dividiram o género conforme seu habito de vida em duas
secdes distintas: Stryphnodendron, incluindo as espécies arbustivas e arbdreas dotadas de
tronco simples e a secdo Elenaeae Rizz.& Her., com as espécies subarbustivas de caule

bastante ramificado tipicas de regides com queimadas.

2.1.3 A espécie Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

Stryphnodendron adstringens é uma planta tipica do cerrado e caatinga brasileira, e
tem como sinonimia Acacia adstringens Mart., Mimosa barbadetiman Vellozo,
Stryphnodendron barbatimdo Mart., Stryphnodendron barbatiman Mart. e Mimosa virginalis
Koster (OCHIOLI 1990; FORERO 1972), e popularmente é conhecida como: Barbatiméo,
Barba de timéao e Choréozinho roxo (Figura 1).

Figura 1. Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, leguminosae. A: coleta em S&o Jer6bnimo da
Serra; B: foliolos; C: casca picada. foto: Joao Carlos P. Mello (2002).

Segundo Ochioni (1990) a espécie apresenta habito arbustivo ou arbdreo de pequeno

a médio porte alcancando entre 4 e 7 metros de altura na fase adulta. O tronco é revestido
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por casca de caracteristica recurvada no sentido transversal com coloracao pardo-esverdeada
na superficie externa e pardo-avermelhada internamente que se destaca facilmente; ramos
curtos, grossos, rugosos, estipulas pequenas, grossas, caducas; folhas alternas, grandes,
duplicado-pinadas de cerca de 30 cm de comprimento; pinas com 9-12 cm aproximadamente
e 5-8 jugos; foliolos quase todos alternos, com 6-8 jugos, de base obliquoa, arredondada e
parte apical obtusa e até retusa, glabros em ambas as faces, membranosos; flores muito
pequenas, numerosas, em espigas densas de cerca de 10 cm de comprimento; frutos sédo
legumes de uns 10 cm, grossos, quase cilindricos; sementes oblongas levemente achatadas
(FERRI, 1969).

2.2 Aspectos Quimicos

2.2.1 Composicao quimica do género

Pesquisas fitoquimicas realizadas com o género levaram ao isolamento de
substancias da classe das saponinas, triterpenos, galactomananas e taninos (TURSCH et al.,
1963; YOKOSUKA et al.,2008; REICHER et al.,1992; MELLO et al., 1996a, 1996b).

Tursch et al. (1963) isolaram a partir de extrato etandlico dos frutos de S. coriaceum
Benth., duas saponinas triterpénicas conhecidas como sapogeninas 1 e 2. Pesquisas
posteriores com a mesma espécie resultaram no isolamento de outras duas sapogeninas
homdlogas,3 e 4 (Figura 2) (TURSCH et al.,1966).

Sapogenina 1-R=OH; R’ =H Sapogenina 3-R=0OH; R’ =H
Sapogenina 2-R= R’ = OH Sapogenina 4-R=H; R’ = OH

Figura 2. Estrutura A: sapogeninas 1 e 2; Estrutura B: sapogeninas 3 e 4 isoladas de extrato alcéolico
dos frutos de S. coriaceum (TURSCH et al., 1963; 1966).

Yokosuka et al. (2008) isolaram do pericarpo de S. fissuratum Mart. seis novos
triterpenos glicosilados com esqueleto oleano. O mesmo grupo em trabalhos posteriores com
a espécie, conseguiram isolar sete novos triterpenos, possuindo esqueleto do tipo lupano e

mais recentemente isolaram dez novas substancias da mesma classe quimica (YOKOSUKA



23

et al., 2011, 2016).

Lopes et al. (2008) estudando a composicdo quimica das cascas de S. polyphyllum
encontraram um teor de aproximadamente 19% de taninos, do qual conseguiu-se isolar
dimeros de taninos condensados (4'-O-metil-robinetinidol-(43—6)-4'-O-metil-galocatequina e
epigalocatequina-(43—8)-galocatequina) e duas profisinetidinas. Outras pesquisas com 0
mesmo tipo de material vegetal, porém de espécie distinta, S. obovatum Benth., resultou no
isolamento de flavan-3-6is, prodelfinidinas e profisetidinas (SANCHES et al., 2005; ZOCOLER
et al., 2009).

Ja referente & espécie em estudo, S. adstringens, algumas indicacdes de sua
composi¢do quimica esta descrita ha Farmacopeia Brasileira (2010), a qual determina uma
guantidade minima de 8% de taninos totais em suas cascas. Ardisson (2002) obteve 30,8%
de polifendis totais, desses, 29,9% correspondentes a taninos. J& Toledo et al. (2002) obteve
uma concentracao de taninos de 22,59% na droga vegetal.

Mello et al. (1996a e 1996b) isolaram, a partir da fragdo acetato de etila de extrato
aceto aquoso das cascas de S. adstringens, monémeros basicos de taninos condensados
(flavan-3-6is), prodelfinidinas e prorobinetinidinas.

A separacdo de flavan-3-6is (Figura 3) foi realizada por meio da utilizagdo de
cromatografia em coluna (CC) em Sephadex LH-20, cromatografia em contracorrente
multicamada (CCMC), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) preparativa em fase
reversa C18 e cromatografia em camada delgada (CCD) preparativa (MELLO et al., 1993,
1996a, 1996b, 1997).

QH OH

GCH, aH

OH

QCH;

Epigalocatequina Epigalocatequina-3-O-(3",5"-dimetil)-galato
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H Oy

aH
Epigalocatequina-3-0-(3"-metdxi-4"-hidréxi)-benzoato Epigalocatequina-3-O-galato

Figura 3. Flavan 3-6is isolados a partir da fracdo acetato de etila das cascas do barbatim&o (MELLO,
et al.,1996a;1996b).

As prodelfinidinas (Figura 4) sdo classificadas como proantocianidinas do tipo 1,
devido a presenca de hidroxila na posi¢do C-5 do anel A, e foram isoladas por meio de CC
em Sephadex LH-20, cromatografia em contra-corrente multi-camada (CCMC), CLAE em
fase reversa C18 e CCD preparativa (MELLO et al., 1996a e 1997).

Epigalocatequina-(4p—>8)-galocatequina Epigalocatequina-(4p—>8)-epigalocatequina
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Figura 4. Prodelfinidinas diméricas isoladas da fracdo acetato de etila das cascas de Stryphnodenron
adstringens. (MELLO et al., 1996a e 1997).

Ja na separacdo de prorobinetidinas (Figura 5), foi utilizada cromatografia em
Sephadex LH-20, cromatografia em contra-corrente multi-camada (CCMC) e CLAE em fase
reversa C18 (Mello et al., 1996b e 1997). As prorobinetinidinas formam um grupo raro de
taninos condensados e sdo classificadas como proantocianidinas do tipo 2, devido a

auséncia de hidroxila na posi¢ao C-5 do anel A.
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Robinetinidol-(40—8)-epigalocatequina-3-O-galato
Figura 5. Prorobinetidinas diméricas isoladas da fragdo acetato de etila das cascas de S.adstringens
(MELLO et al., 1996a e 1997).

Toledo et al. (2002) isolaram e identificaram duas substéncias inéditas em S.
adstringens, sendo denominadas 4'-O-metil-robinetinidol-(40—8)-4'-O-metil-epigalocatequina
e 4'-O-metil-robinetinidol-(4a—8)-4'-O-metil-galocatequina (Figura 6)
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Figura 6. Dimeros isolados da fracdo acetato de etila das cascas de S.adstringens (TOLEDO et al
2002).
Mais recentemente Leite et al

(2014) isolaram 4'-O-metil-epigalocatequina;
epigalocatequina-3-O-galato-(43—8)-galocatequina; galocatequina-(4a—8)-epigalocatequina
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e epigalocatequina-3-O-galato-(4p—8)—epigalocatequina (Fig. 7).
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Figura 7. Quatro novos dimeros de taninos condensados isolados das fracdo acetato de etila de S.
adstringens (LEITE et al., 2014).

Diferentemente da fracdo acetato de etila, com caracterizagdo quimica bem definida,
tem-se a fragdo aquosa que até o presente trabalho, uma Unica substancia de peso molecular
de 2114 u (Figura 8) teve a identidade sugerida por analises de espectrometria de massas e
de Ressonancia magnética nuclear (RMN) (ISHIDA et al., 2006).

Além das substancias isoladas da classe dos taninos Reicher et al. (1992) isolaram de
S. barbatimam, espécie sinonimia de S. adstringens, uma galactomanana que teve sua

estrutura elucidada com auxilio de espectrometria de RMN de *C.
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Figura 8. Hexadmero de 2114 u presente na fracdo aquosa de barbatiméo, sugerido por anélise de
Massas e Ressonancia magnética Nuclear (ISHIDA et al., 2006)

2.2.2 Taninos

Taninos sdo substéncias fendlicas sollveis em agua de alto peso molecular
produzidas pelo vegetal através do metabolismo secundario, cujo papel biolégico acredita-se
estar diretamente relacionado com a defesa quimica da planta, contra o ataque de herbivoros
vertebrados ou invertebrados e contra micro-organismos patogénicos (SANTOS; MELLO,
2007; BERNAYS et al., 1989).

Os taninos sao classificados segundo sua estrutura quimica em dois grupos: Taninos
hidrolisaveis e taninos condensados ou proantocianidinas. Taninos hidrolisaveis (Figura 9)
sdo caracterizados por apresentar um poliol central, geralmente 3-D-glicose, cujas funcdes
hidroxilas, em quantidades varidveis, apresentam-se esterificadas com unidades de &cido
gélico (SANTOS; MELLO, 2007).

Ja os taninos condensados, também denominados proantocianidinas, pelo fato de
liberarem antocianidinas (cianidina e delfinidina) quando submetidos a hidrélise acida mineral
sdo estruturalmente mais complexos, apresentam-se sob a forma de oligdmeros ou polimeros
formados pela policondensacéo de unidades de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol (HASLAM, 1975;
SANTOS-BUELGA; SCALBERT, 2000), e conforme o grau de hidroxilacdo presente em seus
anéis aromaticos e a estereoquimica do carbono assimétrico no nucleo heterociclico, tem-se

Varios outros mondmeros basicos pelo quais os taninos condensados podem ser constituidos
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(Tabela 1; Figura 10) (SANTOS; MELLO, 2007).

HO, OH
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B-1,2,3,4,6-pentagaloil- D-glucose
Figura 9. Exemplo de tanino hidrolisavel (SANTOS; MELLO, 2007).

Tabela 1- Grau de hidroxilacdo dos anéis A e B dos mondmeros basicos de taninos condensado

Tipo Proantocianidinas Monémero Substituinte
Nome trivial R1 R2 R3 R4
Prodistenidina Distenina H H H H
Propelargodina Afzlequina H H OH H
Procianidina Catequina H OH OH H
Prodelfinidina Galocatequina H OH OH OH
Proguibourtinidina Guibourtinidol H H OH H
Profisetinidina Fisetinidol H OH OH H
Prorobinetinidina Robinetinidol H OH OH OH
Proteracacinidina Oritina OH H OH H
Promelacacinidina Mesquitol OH OH OH H

Rz
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o

Rz
Py
R, =
RS, (] o
i, L T, HO = L
Ry "‘\\.‘_\_ '\.\_‘H A
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o o iy,
oH
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Tipo 1 Tipo 2
Figura 10. Estruturas dos principais monémeros de taninos condensados. Tipo 1: presenca de hidroxila
no Carbono 5; Tipo 2: com a auséncia de hidroxila no carbono 5 (SANTOS; MELLO, 2007).

As proantocianidinas apresentam-se divididos em 2 grupos, A e B, conforme o tipo de
ligagdo quimica que une seus monémeros. Os que se encontram interligados via interacdes
de carbono nas posi¢cbes Carbono-4 da unidade superior com o Carbono-6 ou Carbono-8 da
unidade inferior sé@o classificados como grupo B (Figura 11), e 0s que possuem

complementarmente uma ligagdo do tipo éter correspondem ao grupo A (Figura 12)
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(SANTOS; MELLO, 2007).

RO OR
o aR

OR OR OR

OH OR

or™ : ° OR > 0 =
Q\OR wf""’fo H
OR QH
Estrutura 1: ligagdo 4—6 Estrutura 2: ligacdo 4—8

Figura 11. Exemplos de proantocianidinas diméricas do tipo B. Estrutura 1: ligagdo Carbono 4 da
unidade superior com carbono 6 da unidade inferior; Estrutura 2: ligacdo carbono 4 da unidade superior
com carbono 8 da unidade inferior. (SANTOS; MELLO, 2007).

RO

RO

OR
D OH

OR
Figura 12. Exemplo de proantocianidina dimérica do tipo A. Ligacao do carbono 4 da unidade superior
com carbono 8 da unidade inferior além de uma ligacao éter do carbono 2 da unidade superior com o
oxigénio que se encontra ligado ao carbono 7 da unidade inferior (SANTOS; MELLO, 2007)

2.3 Propriedades bioldgicas da espécie Stryphnodendron adstringens

2.3.1 Atividades farmacolégicas

Na medicina popular, o decocto das cascas de S. adstringens € amplamente
empregado no tratamento de leucorreias, hemorragias, diarreias, hemorrdidas, limpeza de
ferimentos e na forma de gotas contra conjuntivite. O ch& da casca é indicado no tratamento
de hemorragias uterinas, feridas ulcerosas e para pele excessivamente oleosa (SILVA et al.,
2010a).
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Trabalhos cientificos realizados com as cascas de barbatimdo comprovaram sua
atividade cicatrizante (VIEIRA et al.,1998), anti-inflamatéria (LIMA et al.,1998),
antiulcerogénica (AUDI et al.,1999), anti-helmintica (HERZOG-SOARES et al., 2002;
BEZERRA et al.,, 2002; HOLETZ et al, 2002), antiofidica (de LUCENA; MENDES;
BRANDEBURGO, 2009), antinociceptiva (MELO et al., 2007) e, antimicrobiana frente a
protozoarios, fungos, virus e bactérias (TOLEDO, 2002; AUDI et al., 2004; FELIPE et al., 2006;
ISHIDA et al., 2006; ISHIDA et al., 2009).

2.3.2 Atividade cicatrizante

As propriedades cicatrizantes do barbatimdo foram estudadas por Panizza et al.
(1998), em feridas de ratos tratados com o decocto das cascas a 1% o qual resultou em um
processo de cicatrizagdo mais rapido, com processos inflamatérios mais discretos. Em um
trabalho realizado anteriormente, Vieira et al. (1998) ja haviam demonstrado que a pomada
contendo 1% do extrato bruto do barbatimdo acelerou o processo de cicatrizacdo de feridas
no dorso dos ratos, guando comparada a pomada Nebacetin.

Coelho et al. (2010) avaliaram a atividade cicatrizante de uma pomada contendo 10%
do extrato aquoso das cascas do barbatimdo. Apés 14 dias de tratamento, as feridas dos
animais ja estavam completamente cicatrizadas, sendo que nao foram observadas presenca
de secrecdo purulenta. A analise histolégica mostrou epitelizacdo completa além de
quantidades acentuadas de fibroblastos e colageno ap6s o término do tratamento, quando
comparado ao grupo controle.

A acéo cicatrizante da fracdo acetato de etila do barbatimo incorporado a uma
pomada em concentragcdo de 1% foi avaliada em feridas excisionais na pele de ratos apds
4, 7 e 10 dias de tratamento tdpico. As feridas tratadas com a fracdo apresentaram um maior
namero de mitoses se comparadas a aquelas tratadas com o controle, a pomada base. Além
disso, houve estimulo da proliferacdo epitelial. Os autores sugeriram que as
proantocianidinas presentes na fragdo sdo as responsaveis pelos efeitos observados na
epiderme (HERNANDES et al., 2010).

Mais recentemente Pinto et al. (2015) trataram feridas de ratos diabéticos por um
periodo de 14 dias com gel contendo 1% de extrato bruto de barbatimdo, e observaram nos
primeiros dias de tratamento que o extrato estimulou a migracéo de células e a proliferagéo
de queratindcitos e apés o décimo dia estimulou a substituicdo das fibras de colageno do tipo
Il (cicatricial) por fibras do tipo | (remodelacé&o).

Um estudo clinico desenvolvido com 27 pacientes com Uulceras de decubito
demonstrou que o tratamento com uma pomada contendo 3% de barbatiméo foi capaz de

cicatrizar 100% das feridas, sendo que as lesdes do tipo | e Il levaram em média de 3 a 6
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semanas e a de grau lll de 10 a 18 semanas de tratamento (MINATEL et al., 2010).

2.3.3 Atividade anti-inflamatoria

Lima et al. (1998) reportaram que a fracdo aceténica do extrato bruto do barbatiméo,
foi avaliada em modelos de inflamacdo aguda e crbnica, apresentando uma diminuicdo
significativa no edema de pata de rato induzido por carragenina e dextrana, além de confirmar

a diminuicdo da permeabilidade vascular proposta por Neves et al. (1992).

2.3.4 Atividade antiulcerogénica

Trabalhos realizados por Audi et al. (1999) demonstraram a eficacia das fragbes
acetato de etila do extrato de barbatimdo como antiulcerogénica em 2 dos 3 modelos de
ulceracao induzida em ratos. Posteriormente Martins et al. (2002) confirmaram a significativa
acao antiulcerogénica de S. adstringens, através da avaliacdo da atividade inibitoria da

secrec¢do gastrica acida durante o estudo de estresse térmico em ratos.

2.3.5 Atividade antibacteriana

Extratos de diferentes polaridades das cascas de barbatim&o foram avaliados in vitro
frente a bacterias e fungos comumente relacionados com doencas da cavidade oral como
caries e periodontiase. Todos os microorganismos, Streptococcus mutans, Sthaphylococcus
aureus e Aggregatibacter actinomycetemcomitans foram expressivamente susceptiveis aos
extratos estudados (GOMES et al., 2009; PEREIRA et al., 2011). Anteriormente Soares et al.
(2008) ja& haviam relatado a mesma atividade do extrato hidroalcodlico em outras duas
bactérias presentes na cavidade oral Streptococcus mitis e Lactobacilus casei.

Toledo et al. (2002) demonstraram a atividade antimicrobiana das subfracdes obtidas
por cromatografia em Sephadex LH-20 contra o Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e
Pseudomonas aeruginosa. Porém, os resultados ndo se repetiram quando testaram-se as
substancias presentes no extrato que foram isoladas, derivados de galocatequina e
epigalocatequina. Audi et al. (2004) avaliaram a atividade antibacteriana do extrato de
barbatimdo e suas fragGes, e obtiveram como resultados a inibicdo do crescimento das
bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, enquanto que Echerichia coli
demostrou ser resistente a acdo do extrato.

A acao antibacteriana do extrato seco e a atividade antisséptica do sabonete liquido
contendo o extrato seco foram avaliadas frente as bactérias S. aureus, S. epidermidis e E.

coli, pelo método de difusdo em agar. A concentracado bactericida minima encontrada para o
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extrato foi de 50 mg/mL contra S. aureus e 75 mg/mL frente S. epidermidis e E. coli. O
sabonete mostrou maior eficiéncia antisséptica contra as bactérias na concentracdo de 100
mg de extrato/mL de sabonete (SOUZA et al., 2007a).

2.3.6 Atividade antifungica

Ishida et al. (2006) testaram uma subfracao polimérica de proantocianidinas obtida por
cromatografia em Sephadex LH-20 da fracdo aquosa de barbatiméo contra cepas de Candida
albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e Candida sp. isoladas a partir de fluido vaginal de
mulheres. Os melhores resultados na inibicdo fingica foram observadas em concentracfes
acima de 7,8 pg/mL, comparavel aos valores obtidos pela nistatina, medicamento utilizado
como droga de referéncia. Adicionalmente foi relatado uma inibi¢cdo dos fatores de viruléncia
dos fungos, como a diminuicdo da aderéncia a células Vero e superficie inerte (vidro), bem
como o0 aumento da fagocitose.

Luiz et al. (2015) relataram que essa mesma fragdo polimérica apresenta atividade
contra os biofilmes de C. albicans diminuindo a atividade metabdlica e sua biomassa nos
estagios iniciais de sua formacédo, como também diminuiu a atividade metabdlica em biofilmes
ja formados, resultados esses comparaveis aos antifingicos utilizados como padréo,
anfotericina e fluconazol.

A fracao aquosa também exibe efeito fungistatico em C. tropicalis com a concentracdo
inibitéria minima variando de 0,5 a 8,0 ug/mL. Observou-se uma reducgédo significativa da
massa de biofilme com o pré-tratamento e até mesmo com incubacédo durante a formacgéo de
biofilmes. A exposicdo prévia das células planctdnicas a esta concentracdo de F2 também
diminuiu significativamente a aderéncia da levedura em células HEp-2, hidrofobicidade da
superficie celular e niveis de mRNA dos genes ALST1-3. Na avaliagéo in vivo foram utilizadas
larvas de Tenebrio molitor, que sdo susceptiveis a infec¢do por C. tropicalis. O tratamento
com 128 e 256 yg/mL da fragdo aumentou significativamente a sobrevivéncia de larvas
infectadas (MOREY et al., 2016).

Ishida et al. (2009) avaliaram a subfracéo frente a fatores de viruléncia de cepas de
Cryptococcus neoformans. Os resultados demonstraram que 0s taninos presentes na
subfracdo interferiram no crescimento e homeostase celular além de diminuir
significativamente a formacdo e o tamanho da capsula de polissacarideo, além da
pigmentacdao.

Melo-Silva et al. (2009) pesquisaram o potencial antifungico de plantas do cerrado
brasileiro contra Candida albicans e Trichophyton rubrum. Dentre as espécies, S. adstringens
apresentou uma concentracdo minima inibitoria de 78 pg/mL frente a T. rubrum e demonstrou

ser ineficaz na inibigdo do crescimento de C. albicans. Resultado diferente dos encontrados
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nos trabalhos citados anteriormente, o que pode ser justificado pelo fato de terem sido
utilizados solventes extratores diferentes, como também a utilizacéo de individuos e coleta de
seu material vegetal proveniente de regides e épocas distintas, acabam interferindo na
gquantificacdo dos taninos presentes nos extratos em estudo (TOLEDO et al., 2002).

De Freitas et al. (2018) demonstraram que a fracdo aquosa semipurificada de
barbatimado e uma de suas subfracdes contendo proantocianidina polimérica, inibiu in vitro o
crescimento de isolados de Candida spp., incluindo cepas com resisténcia antifungica a
fluconazol e / ou anfotericina B, além de inibir as células de dispersao de biofilme de Candida.
Além disso, um gel acrescido de fracdo aquosa controlou a infeccdo vaginal por C. albicans

e C. glabrata em camundongos, sem toxicidade perceptivel ao tecido vaginal.

2.3.7 Atividade antiparasitaria

Herzog-Soares et al. (2002) avaliaram a agdo tripanocida do extrato bruto das cascas
de barbatimdo em camundongos. Os resultados demonstraram que durante as
guantificacdes, o extrato de S. adstringens apresentou uma significativa interferéncia sobre
a curva de parasitemia do T. cruzi, reduzindo o nimero de parasitos circulantes no sangue.
Posteriormente Luize (2005) demonstrou uma inibicAo do crescimento in vitro de
aproximadamente 51,9% das formas epimastigotas de T. cruzi e de 36,5% contra as formas
promastigotas de Leishmania em concentragdo de tratamento de 100mg/mL.

Toledo et al. (2002) demonstraram a inibicdo total das formas promastigotas de L.
amazonensis, quando tratadas com barbatimao.

Bezerra et al. (2002) relataram a atividade moluscicida da planta contra Biomphalaria
glabrata, hospedeiro intermediario do Schistossoma mansoni, levando a mortalidade de 90%
dos parasitas quando tratados com extrato a uma concentragdo de 50 ppm. J& Vinald et al.
(2005) pesquisaram a agéo do extrato no combate a cercaria, forma infectante do S. mansoni
em mamiferos. O tratamento levou a mortalidade de 100% das cercarias quando utilizaram
concentracdes de 100 e 200 pg/mL do extrato, e em concentragdes de 50 e 20ug/mL as taxas

de mortalidade foram 75% e 50%, respectivamente.

2.3.8 Atividade antiviral

As atividades antivirais contra o polivirus 1 (P-1) e contra o herpes bovino (BHV-1)
foram estudados por Felipe et al. (2006) utilizando o extrato bruto das cascas da espécie, bem
como suas fracBes aquosa e alcodlica. A fracdo aquosa foi a mais efetiva, inibindo 97% das

amostras de BHV-1 e 93% das amostras de Polivirus 1.
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2.3.9 Outras atividades

Pesquisas desenvolvidas com extrato aquoso de barbatimo realizadas por De
Lucena, Mendes e Brandeburgo (2009), demonstraram que o0 extrato desempenhou
atividade antiofidica para o veneno de espécies de cobras conhecidas popularmente como
jararaca, Bothrops moojeni e Bothrops pauloensis, inibindo suas atividades hemoliticas,
hemorrégicas, coagulativas e proteoliticas em camundongos. Na avaliacdo da inibicdo da
letalidade, o tratamento realizado a uma concentracdo de 99 mg/kg do peso do animal de
extrato inibiu em 100% a mortalidade induzida por Bothrops pauloensis e 80% da mortalidade
induzida por Bothrops moojeni. Paula (2009), pesquisando plantas brasileiras com atividade
antiofidica confirmou esses resultados para o barbatimao.

Melo et al. (2007) demonstraram um efeito antinociceptivo do barbatimdo nos
modelos experimentais de contor¢do induzida por &cido acético e dor induzida pela
formalina. Por outro lado, o barbatimao ndo modificou significativamente o tempo de laténcia
dos animais no teste da placa quente, sendo assim, 0s autores sugeriram que o extrato de
barbatimao apresenta efeito antinociceptivo por mecanismos periféricos.

Em um estudo realizado por Vicente et al. (2009), um creme contendo 6% do extrato
bruto das cascas de barbatiméo foi eficaz no tratamento topico para inibir o crescimento de
pelos em casos de hisurtismo sem apresentar efeitos colaterais, e sua agao provavelmente
se deu pela inibicdo da enzima 5a redutase.

Souza et al. (2012b) estudaram a atividade inibitéria do extrato das cascas do
barbatimao frente as enzimas a-amilase e B-glucosidase, responsaveis pela hidrélise de
carboidratos. A inibicdo dessas enzimas é importante no tratamento do diabetes mellitus por
possibilitar a reducéo dos niveis de glicemia pos-prandial do individuo. O extrato etanélico da
planta apresentou resultados significativos se comparados aos das substéancias de referéncia,
com um ICso de 1,86 pg/mL para a-amilase e 0,61 yg/mL para B-glucosidase

O efeito do extrato metanélico da espécie foi avaliado no ciclo estral de ratas. No
estudo, verificou-se que 100% das ratas tratadas ciclaram normalmente, demonstrando que
0 extrato néo alterou o clico estral das ratas em nenhuma das doses testadas (OLIVEIRA;
VANZELER, 2011).

O fator de protecdo solar (FPS) de um fotoprotetor acrescido com extrato de
barbatiméo foi avaliado por Munhoz et al. (2012). Neste estudo os autores demonstraram
gue, de acordo com a metodologia empregada, o extrato ndo pode ser considerado um ativo
fotoprotetor, haja visto que a amostra contendo o extrato ndo aumentou significativamente o
FPS se comparado ao controle.

Sabino et al. (2017) demonstrou que a fracdo aquosa de um extrato acetona agua

das folhas de barbatiméo foi citotéxica contra duas linhagens celulares de cancer de mama
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humano, MCF-7 e o triplo negativo, MDA-MB-435. A fragdo diminuiu significativamente a
viabilidade das células cancerosas e aumentou a expressao dos genes Bax, caspase-9,
caspase-3 ativa, caspase-8, LC-3 e beclin-1 e diminuiu a expresséo de Bcl-2, caspase-3 e
pré-caspase-8. Em relacao a alterac6es morfologicas foram observados o arredondamento
de células, o encolhimento e a reducdo da condensacdo nuclear além do diametro e

comprimento da célula.

2.3.10 Toxicidade

Foi realizado por Alves et al. (1996) um estudo do efeito do extrato aquoso das flores
de barbatimdo na longevidade de abelhas operarias Apis mellifera africanizadas. Os
resultados demonstraram que em relagcdo ao grupo controle as abelhas tratadas tiveram seu
tempo de vida reduzido a metade. Posteriormente Alves et al. (1999) trataram abelhas
operarias utilizando extrato aquoso, obtido a partir dos nectarios de barbatiméo, os resultados
demonstraram que ndo houve diferencas significativas na média de tempo de vida entre
abelhas tratadas e abelhas controle, considerado como indicativo da atoxidade do extrato
testado.

Rebeca et al. (2002) avaliaram in vivo a toxicidade aguda de extrato bruto de
barbatimdo administrada por via oral. Durante os 30 dias de tratamento utilizando
concentracdes de extrato bruto de 800 e 1600 mg/kg observaram que os ratos tratados em
relag@o aos animais controle apresentaram um ganho de peso menor, elevacao nos niveis de
glicose plasmatica, involucdo do timo e DL50 estimada em 2.699 mg/kg.

Em estudos de toxicidade utilizando fracdo aquosa de barbatimdo Costa et al. (2010)
relataram que doses inferiores a 2000 mg/kg ndo ocasionou a morte de animais e a DL50
encontrada foi de 3015 mg/kg. A fracdo ndo demonstrou atividade genotoxica aos animais e
houve indicativos de que protegeu 0s animais em estudo contra os danos causados pela droga
utilizada como controle positivo, a ciclofosfamida.

Em um trabalho posterior, Costa et al. (2013) avaliaram a toxicidade crénica dessa
mesma fragdo aquosa. Durante 90 dias ratos Wistar foram tratados com diferentes doses da
fracdo aquosa, em seguida foram avaliados parametros bioquimicos, hematolégicos e
histopatoldgicos. Apesar de alguns valores obtidos terem variado entre 0 sexo dos animais
e a dose de droga administrada, ndo houve um perfil linear nessas alteracdes, sendo que
todas as variacdes estavam dentro dos limites considerados normais para a espécie do
animal. Assim, conclui-se que nas doses administradas de barbatim&o ndo se mostrou toxico
aos roedores. Neste mesmo estudo também foi verificado que a administracédo da fracao
aguosa em roedores ndo acarretou mudanca nos parametros avaliados no teste de campo

aberto, sugerindo que a fracdo ndo exerceu alteracdo neurocomportamental nos animais.
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Almeida et al. (2010) estudaram a toxicidade aguda do extrato hidroalcodlico das
folhas do barbatiméo, administrado por via intraperitonial em camundongos, e encontraram
uma DLso de 0,25 mg/mL. J& Cecilio et al. (2012) avaliaram a toxicidade do extrato etandlico
das folhas em células MA-104. A maior concentracao testada de 50 ug/mL ndo provocou
alterac6es morfoldgicas nas células.

Audi et al. (1999) verificaram que a administracdo oral do extrato de barbatimdo em
ratos em concentracdes acima de 2.000 mg/kg provocou sinais de toxicidade. Em outro estudo
demonstrou efeito abortivo em ratas tratadas com vagens e sementes da espécie (BURGER
et al.,, 1999). No entanto, ndo apresentou genotoxicidade em Drosophila melanogaster
(SOUSA et al., 2003).

2.4 Doencga de Alzheimer

A doencga de Alzheimer (DA) é reconhecida como a causa mais comum de deméncia,
compreendendo cerca de 60 a 80% dos casos, bem como a principal causa de morte entre
as pessoas da terceira idade (KATZMAN, 1976; ALZHEIMER, ASSOCIATION'S 2016).
Acometendo cerca de 35 milhdes de pessoas no mundo, e com uma estimativa que a
prevaléncia da doenca crescera cerca de 225% até 2050, afetando mais de 115 milhdes de
pessoas mundialmente (WIMO; PRINCE, 2010). Sendo que atualmente mais mulheres do que
homens sdo acometidas pela DA e outras deméncias, representando dois tercos dos casos
(ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2016).

A DA é clinicamente caracterizada em seu estagio inicial pela perda de memodria, e
posteriormente prejuizo na funcao cognitiva, linguagem, habilidades visuoespaciais e funcao
executiva, juntamente com mudancas comportamentais (CUMMINGS; COLE, 2002).
Terminalmente, os pacientes podem ficar acamados, incontinentes e incapazes de comunicar-
se (LOPEZ, 2011).

Patologicamente a DA é caracterizada por uma perda de conexdes sinpticas dentro
do cértex entorrinal progredindo para o hipocampo e cortex cerebral, em paralelo a esses
achados tem-se a presenca de placas senis (PS) extracelulares, a qual consiste de peptideos
beta amiloide (BA), e intracelularmente por depdsitos de emaranhados neurofibrilares,
composto por agregados de proteina Tau hiperfosforilada (KATZMAN, 1991).

Atualmente, os médicos tém acesso a ferramentas projetadas para ajudar com o
diagnostico, como o Mini Mental State Evaluation (MMSE), que é usado para avaliar a
capacidade cognitiva do paciente (uma escala de 30 pontos é usada, com >25 sendo normal
e <25 como provavel DA) (FOLSTEI; MCHUGH, 1975). Como também alternativas de imagem

tais como RMN e tomografia de emissao de proton (PET), que visualizam tanto a extensao da



38

degeneracdo do hipocampo, sulco e giro como a diminuicdo da utilizacdo da glicose pelos
neurénios (JACK, 1999).

A progressdo da DA pode ser estratificada em quatro estagios principais: DA pré
clinico, comprometimento cognitivo leve, DA inicial e DA tardio estagio. A DA pré clinico é
definido como potencial estagio para DA no qual o paciente apresenta-se completamente
funcional nos exames cognitivos como o0 MMSE, mas o crescimento da patologia dentro do
cérebro esta presente, porém no instante desconhecida, (SMALL; FRATIGLIONI; BACKMAN,
2001; VLASSENKO; BENZINGER; MORRIS, 2012). As alteracdes cerebrais associadas com
a DA podem comecar 20 anos ou mais antes dos sintomas aparecerem. Quando as mudancas
iniciais ocorrem, o cérebro compensa por elas, permitindo que os individuos continuem sem
alteracGes em suas funcionalidades (VILLEMAGNE et al., 2013; BATEMAN, 2012).

No estagio de comprometimento cognitivo leve tem sido descrito como sendo o estagio
de transicdo entre um estado de cognicdo normal e DA inicial, e subdivide-se em estagio
amnésico e nao amnésico, sendo que o estagio amnésico costuma apresentar uma taxa de
conversao de aproximadamente 32% a DA em um periodo de cinco anos (WARD et al., 2013).

Conforme ocorre a progressao clinica da DA o cérebro demonstra graus variados de
degeneracdo, com comprometimento cognitivo leve apresentando degeneracao relativamente
pequena afetando o hipocampo, sulco e giro, enquanto um maior grau de degeneracéo afeta
as mesmas regides cerebrais em DA tardio além de atrofia adicional do l6bulo frontal e
alargamento ventricular em DA inicial e DA tardia (DRAYER et al.,1985; FARROW et al., 2007,
JACK et al., 1999).

Com excecdo dos casos de Alzheimer causados por mutagbes genéticas, 0s
especialistas acreditam que a DA, como outras doengas cronicas comuns, se desenvolve
como resultado de mudaltiplos fatores e ndo de uma Unica causa (ALZHEIMER'S
ASSOCIATION, 2016).

2.4.1 DA e mutacdes genéticas

Uma pequena porcentagem dos casos de DA (aproximadamente 1% ou menos)
(BEKRIS et al., 2010) se desenvolve como resultado de mutacbes em qualquer um de trés
genes especificos. Essas mutagfes envolvem o gene da proteina precursora amiloide (APP)
e 0s genes das proteinas presinilina 1(PSE1) e presenilina 2(PSE2). Aqueles que herdam
uma mutacdo nos genes APP ou PSE1 consequentemente desenvolverdo DA familiar.
Enquanto que mutagbes no gene PSE2 apresentam 95% de chance de desenvolver a doenca
(GOLDMAN; HAHN; BIRD, 2011).

A importancia da APP na patogénese de DA se deu pelas evidéncias de mutacbes

genéticas de pacientes com DA familiar (DAF). Hoje em dia, sabe-se de pelo menos 32
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mutacdes da APP que causam DA familiar. Todas as mutacdes da APP sdo conhecidas por
alterar o processamento proteolitico da APP, resultando em aumento da producéo de (A total
ou em um aumento seletivo na forma de BA (1-42) (GOATE; HARD, 2012; SELKOE, 2001).
Além das mutacdes da APP, mutacdes na PSE1 (392 familias) e em PSE2 (23 familias) foram
identificadas na DA familiar (SCHEUNER et al., 1996).

De acordo com a hipétese da cascata amiloide, a APP uma proteina transmembrana,
€ clivada por secretases e, normalmente sob acdo de alfa secretases, via fisioldgica, forma
uma proteina ndo amiloidogénica que tem fun¢Bes de protecdo neuronal. Ja na clivagem pelas
secretases gama e beta, via patolégica, forma-se um composto amiloidogénico (Figura 13)
(ZHENG, KOO, 2006; VASSAR et al.,1999). No processamento fisiolégico da APP, por meio
da clivagem sucessivas pelas enzimas a e y-secretases, forma um fragmento soluvel (sAPPa)
e outro fragmento com 83 aminoacidos (C83) que é degradado posteriormente pelas y-
secretases, originando um fragmento de 3 aminoacidos e outro fragmento intracelular
denominado dominio intracelular amiloide, que s&o rapidamente degradados (ZHANG et al.,
2012).

No processamento patolégico do APP pela acdo da B secretases (BACEL), ocorre
clivagem da proteina na regido transmembrana, liberando um fragmento solGvel e outro de 99
aminodacidos (C99). O C99 é posteriormente processado por y secretases, compostos por 4
dominios: duas isoformas de presenilinas (PSE1 e PSE2), APH1 e Nicastrin (VASSAR et
al.,1999; VETRIVEL et al., 2006), que podem degradar esse fragmento em diferentes pontos
da sua regido transmembrana, formando espécies de BA com 38 a 43 aminoacidos, sendo
que as formas BA140 € BA142 SA0 encontradas nas placas amiloides, sendo a BAi.42 a mais
abundante em DA (JARRET et al., 1993).

Esta torna-se neurotoxica mediante a uma reorganizacdo estrutural, que constitui
formas derivadas da proteina BA, oligbmeros de dimensdes diversas, como mondmeros,

dimeros e trimeros, que se agregam, formando as PS (HARDY, 2009).
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Figura 13. Processamento proteolitico APP. A: Via ndo amiloidogénica, pela agao de a
secretases. B: Via amiloidogénica pela a¢do de B secretases
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A BA 42 tem dois aminoacidos hidrofébicos adicionais em comparag¢do com BA40, que
favorece a uma maior formacdo fibrilar em BA42, esse aumento da hidrofobicidade
possivelmente também permite que este peptideo se integre dentro da bicamada lipidica
iniciando processos de dano celular (BUTTERFIELD et al., 2013).

2.4.2 Fatores de risco ndo modificaveis para DA

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento de DA, destaca-se a idade
(HEBERT et al., 2010), historico familiar (GREEN et al., 2002; LAUTENSCHLAGER et
al.,1996) e a presenca do gene da alipoproteina E (APOE) herdada dos pais €4 (SAUNDERS
et al., 1993; FARRER et al., 1997).

A idade é considerada o principal fator de risco para o desenvolvimento de DA. A
maioria das pessoas com DA tem 65 anos ou mais; 15% das pessoas com doenca de
Alzheimer tem 65-74 anos, enquanto que 44% tem idade entre 75-84 anos (HEBERT et al.,
2010).

Uma histéria familiar de Alzheimer por si s6 ndo é o suficiente para que um individuo
desenvolva a doencga. No entanto, os individuos que tém um pai, irmé&o ou irma com DA sao
mais propensos a desenvolver a doenga. Quando as doencas ocorrem em familias, a
hereditariedade (genética), fatores compartilhados ambientais e de estilo de vida, ou ambos,
podem desempenhar um papel (LOY et al.,, 2014). O risco aumentado, devido a ter uma
histéria familiar de Alzheimer nédo é inteiramente explicado se o individuo herdou o gene de
risco APOE €4.

O gene APOE codifica para uma proteina que transporta o colesterol na corrente
sanguinea, todos herdam uma das trés isoformas do gene APOE ¢4 - €2, €3 ou €4 - de cada
pai. A forma €3 é a mais comum, e a isoforma €2 a menos comum. Aqueles que herdam uma
copia do formulario €4 tém um risco trés vezes maior de desenvolver DA do que aqueles sem
a forma €4, enquanto que aqueles que herdam duas cdépias da forma €4 apresentam um risco
8 a 12 vezes maior (LOY et al., 2014; HOLTZMAN; HERZ; BU, 2012). Além disso, 0s que
possuem a forma €4 sdo mais propensos a desenvolver DA em uma idade mais jovem do que
agueles com isoformas €2 ou €3 do gene APOE (SPINNEY, 2014). Estima-se que 40% a 65%
das pessoas diagnosticadas com DA possuam uma ou duas copias do gene APOE ¢4
(FARRER et al., 1997).

2.4.3 Fatores de Risco Modificaveis para DA
Em um estudo recente Baumgart et al. (2015) avaliando o estado da evidéncia sobre
os efeitos de fatores de risco modificaveis sobre o declinio cognitivo e a deméncia concluiram

gque existem evidéncias suficientemente fortes, de uma perspectiva baseada na populacéo,
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que a atividade fisica regular e o gerenciamento de fatores de risco cardiovascular
(especialmente diabetes, obesidade, tabagismo e hipertenséo) reduzem o risco de declinio
cognitivo e podem reduzir o risco de deméncia.

Além disso resultado de estudos evidenciam que o consumo de uma dieta que
beneficie o coracdo, como as de menor ingestdo de gorduras saturadas, pode estar associado
a reducdao do risco de Alzheimer e deméncia, sendo assim, o contrario também se aplica a
uma ma alimentacao (GU et al., 2010).

Ter um menor grau de escolaridade é classificado como fator de risco para DA e
pesquisadores vem descrevendo quais sdo os fatores de risco gerados pela baixa
escolaridade na salde das pessoas. Dentre eles enquadra-se uma maior probabilidade
dessas pessoas ter ocupacdes que sdo menos estimulantes mentais (MCDOWELL et al.,
2007). Além disso, um menor nivel de escolaridade pode refletir em status socioecondmico
mais baixo, o que pode aumentar a probabilidade de uma ma nutricdo e diminuir a capacidade
de pagar cuidados de saude ou obter tratamentos, como por exemplo, para fatores de risco
cardiovasculares (MCDOWELL et al., 2007).

2.5 Tratamentos na doenca de Alzheimer

2.5.1 Anticolinesteréasicos

Ha no mercado uma série de farmacoterapias aprovadas pela Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento de DA. Estes medicamentos melhoram os sintomas
ou retardam o declinio; porém nenhum impacta diretamente no processo neurodegenerativo
subjacente (SADOWSKY; GALVIN, 2012).

A estratégia do uso de anticolinesterasicos € melhorar a transmissdo colinérgica,
retardando a degradacgdo da acetilcolina presente na fenda sinaptica para compensar sua
baixa disponibilidade, juntamente a perda dos receptores nicotinicos causado pela patologia
(FARLOW et al., 2002).

Atualmente ha trés anticolinesterasicos indicados para o tratamento de DA,
donepezila, galantamina e rivastigmina, todos demonstram beneficios clinicos na fungédo
cognitiva e no estado clinico geral (CUMMINGS et al.,, 2012; RAINA et al., 2008), e de
desempenho na DA tardia (CUMMINGS et al., 2012; BIRKS, 2006). Nao existem diferencas
significativas, clinicamente comprovada entre os medicamentos em termos de eficicia, no
entanto a eficacia e a tolerabilidade associada aos medicamentos é dependente da dose, por
isso, embora altas doses possam ser eficazes, seus efeitos colaterais podem ser limitantes
de dose (BIRKS, 2006; ANAND; MESSINA; HARTMAN, 2000).
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2.5.2 Inibidores dos receptores NMDA

Memantina é um antagonista ndo competitivo dos receptores de N-metil-D-aspartato
(NMDA), indicado para DA moderada a severa, que acredita-se proteger os neurénios da
excitotoxicidade. Em estudos clinicos demonstraram melhorar a cognicao e funcao global, em
pessoas com DA moderado a grave apés 6 meses de uso (MCSHANE; AREOSA;
MINAKARAN, 2006).

Estudos do uso combinado de memantina e donepezila em pacientes com DA
moderada a severa, demonstraram um beneficio significativo na fungéo cognitiva, linguagem,
comportamental e estado geral, em relacdo ao grupo placebo (FELDMAN et al., 2010;
HOWARD et al., 2012). No entanto, esses beneficios ndo foram observados em pacientes
com DA leve a moderada (FARLOW et al., 2010).

2.5.3 Pesquisas de novos medicamentos

O desenvolvimento de medicamentos que modificam a progressdo da DA é
reconhecido como uma necessidade mundial. Estes devem presumivelmente ser substancias
que irdo modificar, quer estabilizando ou diminuindo, os mecanismos patolégicos em nivel
molecular que conduzem a neurodegeneracgdo e, finalmente, a deméncia (GALIMBERTI,
SCARPINI, 2011; KURZ, PERNECZKY, 2011).

Assim, tanto a proteina BA como a Tau sdo alvos principais para terapias
modificadoras de DA. Deste ponto de vista, a DA poderia ser prevenida ou efetivamente
tratado, diminuindo a producao de BA e a hiperfosforilagdo da proteina Tau; evitando assim a
agregacdo destas proteinas, ou entdo neutralizando e removendo as formas agregadas
toxicas ou mal encadernadas destas proteinas, ou uma combinacdo destas modalidades
(YIANNOPOULOU; PAPAGEORGIOU, 2013).

Foram descritos varios mecanismos patogénicos adicionais, possivelmente
sobrepostos com placas de BA e formagdo de emaranhados neurofibrilares, incluindo
inflamacao (GRIFFIN, 2006), dano oxidativo (REDDY et al., 2009) e desregulacéo de ferro
(ADLARD; BUSH, 2006).

2.5.4 Inibidores da proteina BA

Como os oligdmeros de BA sao toxicos, substancias que inibam tal agregacédo podem
ser importantes no tratamento de DA. Uma dessas substancias é a colostrinina, um complexo
polipeptideo rico em prolina derivado do colostro de ovelha. A colostrinina inibe a agregacao

BA e sua neurotoxicidade em ensaios celulares, e melhora o desempenho cognitivo em
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modelos animais. Embora um ensaio tenha demonstrado melhoras modestas nos escores de
Mini Avaliacdo do Estado Mental para pacientes com DA leve, outro tratamento de 15 meses,
demonstrou que os efeitos benéficos ndo se sustentaram durante todo o periodo de
tratamento (BILIKIEWICZ; GAUS, 2004).

Outro composto chamado scyllo-inositol é capaz de estabilizar agregados oligoméricos
de BA e inibir sua toxicidade no hipocampo de ratos. Um estudo de 18 meses com pacientes
com DA leve a moderada, avaliando sua eficacia e seguranca forneceu provas insuficientes
para apoiar ou refutar seu beneficio (SALLOWAY et al., 2011).

O JUnico inibidor de agregacdo de AP atingindo a fase clinica Il € o acido
glicosaminoglicano 3-amino-1-propanossulfonico sintético (3APS, Tramiprosato) (GAUTHIER
et al., 2009). Esse composto foi projetado para interferir com a ligagéo de glicosaminoglicanos
e BA. Os resultados decepcionantes da América do Norte levaram a interrup¢ao dos testes na
Europa.

Outros estudos sugerem que o tramiprosato promove um efeito anormal na agregacao
da proteina Tau em células neuronais (SANTA-MARIA et al., 2007). Estes resultados
enfatizam a importancia de testar os potenciais medicamentos para a DA em ambos os

marcadores da patologia (BA e Tau).

2.5.5 Inibidores de Cobre e Zinco

Varios quelantes de zinco e cobre inibem a agregacédo de BA em estudos in vitro, e in
vivo com animais. Estudo de fase clinica avaliando as respostas ao tratamento com PBT2
(Hydroxyquinoline) apés 12 semanas de uso, comparando os resultados com o grupo do
tratamento placebo, observaram que o grupo que recebeu PBT2 na dosagem de 250 mg
apresentava uma percentagem de pacientes com melhoras significativamente maiores do que
as dos grupo placebo (FAUX et al., 2010).

2.5.6 Inibidores das enzimas de clivagem do APP

A Inibicao da enzima de clivagem de APP do sitio B, a enzima B-secretase (BACEL1),
€ um alvo terapéutico promissor, embora o desenvolvimento de uma terapia com inibidor de
BACE1 seja problematico por duas razdes: 1) BACE1 desempenha importantes papéis
fisiolégicos. Portanto, a inibicdo da enzima pode ter consequéncias toxicas; 2) o local ativo de
BACEL é relativamente grande, e é improvavel que muitos dos compostos volumosos que
possam inibir sua atividade atravessem a barreira hematoencefalica. Muitos compostos
capazes de inibir o BACE1 ainda estéo na fase pré-clinica (SILVESTRI, 2009).
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A inibicdo de alfa secretase, produzidas principalmente pelas presenilinas PSE1 e
PSE2, apresentam varios outros substratos transmembranares além do APP, ocasionando
efeitos adversos gastrointestinais e hematopoeticos severos, o que dificulta o avan¢co no
desenvolvimento de inibidores de alfa secretases clinicamente Uteis (WONG et al., 2004). E o
caso do Semagacestat que em dois estudos clinicos de fase Ill precisaram ser interrompidos
devido a deteccdo de efeitos danosos na cogni¢do e funcionalidade em relacdo aos que
receberam placebo (IMBIMBO; GIARDINA, 2007). Ja o Tarenflubil, qgue desempenha papel
modulador de alfa secretase também demonstrou ser completamente ineficaz para o
tratamento de DA (IMBIMBO; GIARDINA, 2011).

2.5.7 Compostos que interferem com a deposicédo de Tau.

As quinases sao conhecidas por induzirem a hiperfosforilagdo da poteina Tau
(YIANNOPOULOU; KARYDAKIS; SAKKA, 2009). Apesar do grande numero de sitios de
fosforilagdo de Tau e da capacidade de multiplas quinases para o fosforilacdo de locais
individuais, a glicogénio sintase quinase 3 (GSK3[B) emergiu como um potencial alvo
terapéutico. O composto mais estudado capaz de inibir a GSK3 € o litio, mas varios outros
compostos estdo em desenvolvimento, incluindo pirazolopirazinas, pirazolopiridinas,
aminotiazole e o valproato de sodio (MARTINEZ; PEREZ, 2008). Em estudos recentes o
beneficio do tratamento com litio a curto prazo nos resultados cognitivos e biolégicos em
pessoas com MCI amnésico foi confirmado, e apoia a nogéo de que o litio tem elementos que
modificam a doenga podendo ent&o atuar na prevencdo de DA (FORLENZA et al., 2011).

Outro composto, uma fenotiazina, o azul de metileno, demonstrou resultados
promissores em teste clinico como terapia para DA, com melhorias na fungéo cognitiva dos
pacientes apdés 6 meses de administragdo, porém tendo o efeito indesejado de a urina ficar

com a coloracado azul (GURA, 2008).

2.5.8 Moléculas que previnem o dano oxidativo

A maioria dos estudos sobre os efeitos da administracdo de vitaminas que possuem
atividade antioxidante forneceu informagdes inconclusivas, demonstrando que diminuem
produtos de peroxidacdo, mas ndo apresentaram efeitos positivos sobre os aspectos
cognitivos ou funcionais. Nesse contexto tem-se estudos realizados com pacientes de DA,
gue tomaram inibidores da colinesterase e suplementos de vitamina C ou vitamina E por 1
ano, resultando em uma diminuicdo dos produtos de oxidacado presentes no liquido céfalo

raquidiano, mas nao havendo diferenca na cognicéo dos pacientes (ARLT et al., 2012).
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Do mesmo modo, um tratamento de 16 semanas com uma combinagao de vitamina E,
vitamina C e acido a-lipoico diminuiu os niveis de estresse oxidativo no cérebro, mas
surpreendentemente, esta terapia acelerou o declinio cognitivo de acordo com as pontuacdes
do MMSE (GALASKO et al., 2012).

Por outro lado, os resultados recentes de um grande ensaio clinico demonstraram que
altas doses de vitamina E (2,000 IU/dia) maiores das que foram utilizadas nos estudos citados
anteriormente resultou em indices menores de declinio funcional em pacientes com DA

guando comparado com o grupo placebo (DYSKEN et al., 2014).

2.6 Compostos fendlicos no tratamento de DA

Polifendis constitui um dos principais compostos ativos de plantas medicinais e
preparacfes medicinais a base de planta (HASLAM, 1998). Estd claro que as acdes
fisiolégicas e farmacoldgicas dos taninos muito provavelmente derivam, em partes, a
caracteristicas quimicas que os polifenéis possuem em comum: complexagdo com ions
metalicos, atividade antioxidante e habilidade de se complexar com outras moléculas incluindo
macromoléculas como proteinas e polissacarideos (HASLAM, 1996).

Os resultados de pesquisas publicadas ilustram o papel emergente e promissor dos
compostos polifendlicos como ferramentas terapéuticas em doencgas neurodegenerativas,
como na DA. Muitos estudos evidenciam que os polifendis poderiam proteger 0os neurdnios
contra varios compostos toxicos (RAMASSAMY, 2006).

A visdo emergente é que os compostos polifendlicos podem exercer efeitos benéficos
nas células ndo so através do seu potencial antioxidante, mas também através da modulagéo
de diferentes caminhos, tais como cascatas de sinaliza¢do, processos anti-apoptoticos ou a
sintese / degradacao do peptideo BA (LEE et al., 2005; JANG; SURH, 2003; ONO et al., 2003).
Os estudos demonstram que as concentragbes de polifendis da dieta podem ser
suficientemente altas in vivo para exibir a atividade farmacoldgica no cérebro (LIM et al., 2001;
JOSEPH et al., 1999).

Ha um grande nimero de caminhos e de proteinas quinases que foram relatados como
alvos para compostos fendlicos demonstrando um amplo espectro de alvos e fortalecendo
sua utilidade em doencas multifatoriais (CHEN et al., 2000; LEVITES et al., 2003; KOH et al.,
2003). Outro ponto crucial diz respeito as consequéncias das interacdes ou ao efeito sinérgico
entre diferentes compostos polifendlicos, atuando através de varios alvos intracelulares.
Esses achados sugerem que diferentes caminhos podem ser o alvo de diferentes polifenéis
presentes em um mesmo extrato (Tabela 2).

Estudos epidemioldgicos indicam que habitos alimentares e antioxidantes da dieta
podem influenciar a incidéncia de DA (DESCHAMPS et al., 2001; ENGELHART et al., 2002;
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LEMESHOW et al., 1998; MORRIS et al., 2002). Em um estudo acompanhado por 5 anos,
entre 1991 e 1996, Commenges et al. (2000) encontraram uma associacdo inversa
significativa entre a ingestdo de flavonoides e o risco de deméncia. A ingestao diaria média
de flavonoides foi de 14,4 mg, provenientes de frutas (35,2%), vegetais (19,1%), vinho (16,9%)
e chéa (16,0%).

2.6.1 Cha Verde

O ché verde contém uma série de produtos quimicos bioativos e € particularmente rico
em flavonoides (GRAHAM, 1992), incluindo catequinas e seus derivados. Analises quimica
da planta mostrou que (-)-epigalocatequina-3-O-galato (EGCG) é o principal constituinte
polifendlico (mais de 60% das catequinas totais), representando mais de 10% do peso seco
do extrato, seguido de (-)-epigallocatequina (EGC), (-)-epicatequina (EC) e (-)-epicatequina-
3-O-galato (ECG) (MOYERS; KUMAR, 2004).

Estudos com extrato de ch& verde demonstraram sua capacidade de inibir in vitro a
expressdo do gene pro-apoptotico Bax e a atividade de NFKB, que na presenca de PA

encontram-se naturalmente elevados (LEE et al., 2005). A confirmacéo dessa propriedade do
cha verde também foi observada em camundongos onde EGCG reprimiu completamente a
imunoreatividade para o gene pré apoptético Bax (MANDEL et al., 2004).

A EGCG também é capaz de regular o processamento proteolitico do APP tanto in
vitro quanto in vivo. A EGCG em cultura de células pode promover a via ndo amiloidogénica
pela regulacéo da alfa secretase (LEVITES et al., 2003). Em outro estudo com cultura de
células primarias de ratos transgénicos para APP, o composto reduziu a formacao do peptideo
BA (1-40 e 1-42) (REZAI-ZADEH et al., 2005). Enquanto que a EC reduziu a formagéo de
placas BA (ONO et al., 2003).

Jeon et al. (2003) trataram ratos transgénicos com EGCG intraperitonealmente, e
puderam concluir que sua atividade na modulacéo da via ndo amiloidogénica (alfa secretase)
no ceérebro foi diretamente pela acdo da substéncia e ndo por um de seus metabdlitos

conjugados.
2.6.2 Blueberries
As catequinas sao os principais polifendis presente em blueberries com 378 mg/100 g

de planta in natura, sendo que desse total a epicatequina representa de 34 a 129 mg/100 g
(SELLAPPAN et al., 2002).
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Pesquisas avaliando os efeitos da suplementacdo alimentar de ratos com extrato de
blueberries demonstraram que os animais ficaram protegidos contra a perda neuronal € o
declinio da fungéo cognitiva através de diferentes vias, tais como, antioxidante, anti-apoptético
e pela regulacdo da sinalizacdo celular (JOSEPH et al., 1999; GOYARZU et al., 2004;
JOSEPH et al., 2003).

A suplementacao dietética por 8 semanas com 2% de extrato de blueberries reverteu
o déficit cognitivo no teste de performance no labirinto de agua de ratos considerados velhos,
com 19 meses de idade (JOSEPH et al., 1999). Esses ratos apresentaram niveis mais baixos
de NFKB do que os que receberam a dieta controle, demonstrando que a atividade positiva
na fungéo cognitiva envolve mais do que suas acdes antioxidantes mas provavelmente pela
modulacéo de genes imunoldgicos e pré-inflamatoérios (GOYARZU et al., 2004).

Joseph et al. (2003), observaram que ratos transgénicos para DA (APP/PSEN1) que
receberam 2% do total da sua dieta referente a extrato de blueberries, a partir do quarto més
de vida até completar um ano de idade, apresentaram uma performance similar aos ratos néo

transgénicos.

2.6.3 Resveratrol

O principal constituinte de uvas e de vinho tinto € o resveratrol (tras-3,4,5-
trihydroxystilbene) um polifenol ndo flavonoico, que possui estudos epidemiolégicos indicando
que o consumo moderado de vinho esta associado com uma menor incidéncia de DA
(TRUELSEN; THUDIUM; GROMBACK, 2002).

O resveratrol protege in vitro contra a toxicidade induzida pela BA através de sua
atividade antioxidante, atenuando o acumulo de espécies reativas do oxigénio, e impedindo a
morte celular via rotas de apoptose induzida por espécies reativas de oxigénio (JANG; SURH,
2003). Além disso conseguiu reverter a toxicidade induzida pela BA em cultura de células
priméarias do hipocampo, mesmo quando o tratamento com o resveratrol sé foi iniciado apés
duas horas de indugéo ao dano pelo peptideo BA (HANG, 2003).

Resultados mais promissores vieram de um estudo onde conclui-se que o consumo
semanal de vinho tinto estava associado a um menor risco de deméncia (TRUELSEN;
THUDIUM; GROMBACK, 2002).

Mais recentemente Turner et al. (2015) desenvolveram um estudo clinico para avaliar
0 impacto do tratamento com resveratrol nos biomarcadores em pacientes com DA leve a
moderada. Ao final das 52 semanas de tratamento, embora alguns biomarcadores
apresentaram alteragfes, observou-se que o tratamento com resveratrol ndo alterou os niveis

da BA42 no plasma. Ja no liquido cerebrospinal, ndo houve alteracéo de BA42, Tau e phospho-
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Tau 181. Também foram observadas inalteragdes no volume do hipocampo, espessura do
coértex entorrinal, MMSE, CDR (avaliacdo da deméncia clinica), ADAS-cog (avaliacdo da
escala cognitiva na DA), NPI (inventario neuropsiquiatria) ou metabolismo de glicose ou
insulina. Tais achados sugerem acao a nivel de sistema nervoso central, mas eles néo indicam

beneficio aos portadores de DA.

2.6.4 Curcumina

A curcumina é um composto polifendico que apresenta atividade anti-inflamatéria e
antioxidante, e epidemiologicamente observa-se que a populacdo asiatica indiana tem uma
prevaléncia muito menor de DA se comparada com a populagédo americana. E que a partir de
entdo levantou-se a possibilidade que o consumo de tal substancia pudesse estar
influenciando tais resultados (GANGULI et al., 2000).

De forma a corroborar com tal achado epidemioldgico Lim et al. (2001) suplementaram
a dieta de ratos transgénicos APP, com baixas doses de curcumina por 6 meses, e relataram
indices de inflamacé&o e danos oxidativos menores, e esta atividade foi correlacionada a uma
reducdo de 43 a 50% da agregacao do peptideo BA insoltuvel. J& tratamentos com altas
concentragcbes de curcumina preveniu o déficit de memoria causado pela injecdo

intracerebroventricular de BA.

Infelizmente em pacientes com DA, a curcumina ndo diminuiu os indices de produtos
do estresse oxidativo no CSF ou plasma, ou o nivel BA1-40 no plasma, e nao foi capaz de
melhorar os resultados de teste neuropsicolégico dos pacientes (RINGMAN, et al., 2012;
BAUM et al., 2008).

Como sugerido por Ringman et al. (2012) a baixa biodisponibilidade do farmaco e os
baixos niveis plasmaticos devido a fraca absorcdo do trato gastrointestinal podem ser os
motivos da falta de eficacia nos estudos. Ha alguma esperanca de que a eficacia de curcumina
possa ser melhorada através do uso de suas formas lipidadas, que se prevé que tenham uma
melhor absor¢do em comparacéo com a forma néo lipidificada (DISILVESTRO et al. 2012).
Em um estudo em voluntarios saudaveis e de meia-idade, a forma lipidada de curcumina (80
mg/dia) diminuiu os niveis de AB1-40 no plasma, sugerindo que outros ensaios com curcumina
lipidada devem ser considerados em pacientes com DA (DISILVESTRO et al., 2012).

Outro ponto crucial em relacdo a atividade de plantas ricas em polifendis, diz respeito
as consequéncias das interacdes ou ao efeito sinérgico entre diferentes compostos
polifendlicos, atuando através de varios alvos intracelulares. Esses achados sugerem que
diferentes caminhos podem ser o alvo de diferentes polifendis presentes em um mesmo
extrato (Tabela 2) (RAMASSAMY, 2006).



Tabela 2 — Polifendis com atividade em DA.
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Polifendis no Tratamento da Doenca de Alzheimer

Origem Composto quimico
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3 Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo a identificagcdo dos polifendis presentes na fracado
aguosa de barbatimdo, e avaliar a atividade desta fragdo em linhagem de neuroblastoma
humano SH-SY5Y.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Realizar o fracionamento da fracdo aquosa semipurificada utilizando método
cromatogréafico em coluna Sephadex LH-20.

3.2.2 Realizar analise por espectrometria de massas e de RMN das subfra¢gfes para
identificar sua composi¢éo quimica.

3.2.3 Avaliar a citotoxicidade da fracdo aquosa em linhagem celular de neuroblastoma
humano SH-SY5Y pela técnica de MTT e Vermelho neutro

3.2.4 Avaliar a protecdo da fragdo aquosa contra os danos induzidos pelo peptideo

BA2s.3s em linhagem celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y pela técnica de MTT.
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4 Material e Métodos

4.1 Matéria prima vegetal

As cascas do vegetal Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville foram coletadas em
marco de 2010 no municipio de S&o Jerbnimo da Serra (23°43'7,8’S; 50°45'23,5”E; 926 m
altitude), estado do Parana. ApGs o processo de herborizacdo, preparou-se exsicata, com as
folhas, flores e cascas, que se encontra depositada como documento taxondmico no Herbario
do Departamento de Biologia da Universidade Estadual de Maringa sob nimero (HUEM
14321). As cascas da planta foram cortadas em pedacos menores e secas a temperatura
ambiente. Posteriormente ao processo de secagem, as cascas foram moidas em moinho de
martelos (Tigre ASN5) originando a droga pulverizada que entéo foi submetida ao processo

extrativo.

4.2 Processo extrativo

4.2.1 Extrato bruto (EB)

O extrato bruto das cascas do barbatiméo foi preparado por turboextracéo (Ultra-turrax
UTC115KT) em concentra¢do 1:10 (m/v) da droga pulverizada em relagéo ao liquido extrator
acetona-agua (7:3; v/v) por 20 min dividido em quatro etapas de 5 min com pausas do mesmo
tempo entre cada etapa, para que a temperatura ndo excedesse 40 °C. Apoés, 0 extrato seguiu
para o processo de filtracdo, e concentrado em evaporador rotatdrio sob presséo reduzida a
40 °C até completa eliminagcéo do solvente organico, seguido de congelamento e liofilizacao,
obtendo-se o extrato bruto (EB) (MELLO, 1996a).

4.2.2 Obtencéo da fragdo aquosa (F2)

O extrato EB (50 g) foi ressuspendido em agua (500 ml) e particionado com acetato
de etila (500 mL/12 vezes) (MELLO, 1996a). As fracdes resultantes, acetato de etila (F1) e
aquosa (F2) foram concentradas em evaporador rotatério sob pressédo reduzida até a

eliminacéo total do solvente organico, congeladas e liofilizadas.
4.3 Caracterizacdo quimicado EB e F2
4.3.1. Determinacéo do teor de polifendis totais (CPT)

O CPT dos extratos foi realizado utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu, de acordo

com procedimentos de Blainski; Lopes; Mello, (2013), e todas as extracdes e procedimentos
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foram feitos sob o abrigo da luz.

Exatamente cerca de 25,0 mg do EB de barbatiméo e da fracdo F2, foram dissolvidos
em agua em baldo volumétrico de 25 mL (solucdo estoque). Apos, 5 mL da solucéo estoque
foram transferidos para um baldo volumétrico de 25 mL e completou o volume com agua.
Uma nova mistura composta por 2 mL desta solucéo, 1 mL do reagente 2 N Folin-Ciocalteu e
10 mL de agua foram diluidos em um baldo volumétrico de 25 mL com carbonato de sédio
anidro a 10,15% (m/v). Apos 30 min, a absorvancia foi medida em 760 nm em
espectrofotbmetro UV- Vis, utilizando a agua como branco.

Para a curva em triplicata do padréo pirogalol foram pesados 50,0 mg do composto e
dissolvidos em 25 mL de agua; tomaram-se aliquotas de 1,0, 1,75, 2,5, 3,25 ou 4,0 mL e foram
completados para 25 mL com agua. Destas solucges, aliquotas de 5,0 mL foram transferidas
para baldo volumétrico juntamente a 1 mL do reagente 2 N Folin-Ciocalteu e 10 mL de 4gua
e diluidos para 25 mL com carbonato de sédio anidro a 10,15% (m/v) originando
concentragdes de 1,28, 2,24, 3,20, 4,16 ou 5,12 pg/mL of pirogalol que foram lidas em
espectrofotdbmetro como citado para o EB e F2.

A absorcao especifica foi determinada a partir da equacéo linear. O PT expresso como
pirogalol do EB e F2 foi calculado pela Equacgéo (1):

PT = 1562.5 A/A™ m
Onde A = Absorbvancia da amostra para PT; A = Absorvancia especifica de pirogalol;

m = massa da amostra analisada em gramas; 1562.5 = fator de diluicdo da amostra.

4.3.2 Determinacdo de acido galico e galocatequina por meio de cromatografia liquida

de alta eficiéncia — CLAE

As analises foram realizadas utilizando o equipamento Thermo® HPLC com detector
de arranjo de diodos (PDA). Foi realizado um gradiente de eluicdo em uma coluna
Phenomenex® Gemini C-18 (250 mm x 4,6 mm) com particulas de 5 um, com pré-coluna
empacotada. A fase mével consistiu de agua acidificada com &cido trifluoroacétco (pH 2,5)
como solvente A, e acetonitrila acidificada com &cido trifluoroacético (pH 2,5) como solvente
B. Ambos os solventes passaram pelo processo de desgaseificacdo. A vazdo da fase movel
foi de 0,8 mL/min utilizando o seguinte gradiente: 0 min 5% B; 10 min 19,3% B; 13,5 min 25%
B; 23 min 38% B; 25 min 75% B; 28 min 5% B; 32 min 5%B. A leitura foi realizada por detector
UV/Vis no comprimento de onda de 210 nm.

Solucdo amostra: foi pesado 1,0 g do extrato bruto produzido previamente, e
ressuspenso em 10 mL de &gua ultrapura (Milli-Q-Millipore). A solucéo obtida foi extraida com
10 mL de acetato de etila em funil de separacéo de 125 mL (7 vezes). Para que houvesse a

separacdo completa das fases, o extrato foi deixado em repouso a -18 °C durante 5 min. As
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fases organicas foram combinadas e filtradas sob presséo reduzida, através de papel filtro
com 5 g de Na:SO, anidro. A fase orgéanica foi concentrada em evaporador rotatorio sob
pressédo reduzida, obtendo-se um residuo. O residuo foi ressuspenso em 5 mL de metanol e
agua (2:8; v/v) e extraido em cartucho SPE C8 (55 mm, 70 A) em seguida eluiu-se mais 10
mL de metanol:dgua (2:8; v/v), o filtrado resultante foi completado com metanol:agua (2:8;
v/v)) em bal@o volumétrico de 100 mL., obtendo a solucdo S1. Uma aliquota de 5 mL de S1
foi transferida para baldo volumétrico de 25 mL, e o volume completado com metanol:agua
(1:1; viv) (S2). A solucéo S2 foi filtrada em filtro de poro de 0,45 um, antes da injecéo (seringa
de 20 uL) (LOPES et al., 2009).

4.4 Cromatografia em coluna (CC) da frac&o aquosa (F2)
A fracdo F2 (5,0 g) foi fracionada em CC de vidro de 51 cm de altura por 9,2 cm de
diametro utilizando Sephadex LH-20 como fase estacionaria e como fase movel gradiente de

dioxano: agua (Tabela 3).

Tabela 3- Gradiente utilizado na cromatografia em coluna de Sephadex LH20.

Fase Movel
Volume (mL) Dioxano (%) H20 (%)
1200 3 !
1100 3,3% 6.7
1400 4 6
1500 5 >

As subfracdes foram recolhidas em tubo de ensaio (10 mL cada) e o monitoramento
foi realizado por CLAE de 5 em 5 tubos até o tubo de nimero 140 e, de 10 em 10 tubos do

tubo 140 até o de numero 440.

4.5 Desenvolvimento de método analitico em CLAE para monitoramento das subfracfes
da F2

O desenvolvimento de método analitico por CLAE foi realiza em cromatografo
Thermo® Finnigan Surveyor com detector UV 280 nm, amostrador automético Surveyor
Autosampler Plus e software ChromQuest® 4.2; coluna Phenomenex® — RP 18 (250 X 4,6
mm, 4 um) e pré-coluna Phenomenex® (Analytical Guard Cartridge System KJO-4282). Como
fase movel em proporcao volumétrica, agua: acido formico (100:1,0), metanol: acido férmico
(100:1,0) e isopropanol: &cido formico (100:1,0) com vazdo de 1 mL/min, em gradiente

segundo (Tabela 4).
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Tabela 4 - Gradiente de desenvolvimento por CLAE com tempo de 73 min. para monitoramento das
subfracdes originadas por CC

Tempo Fase movel
(min) Agua + 1% CH,0» Metanol + 1%CH,0; Isopropanol+ 1%CH;0;
0 75 25 0
30 41 59 0
35 30 50 20
45 14 0 86
55 0 10 90
58 0 10 90
59 75 25 0
73 75 25 0

4.6 Analises dos constituintes de extratos e fracdes por LC-DAD-MS

Um cromatégrafo liquido Ultra Rapido (UFLC) Shimadzu acoplado ao detector de
arranjo de diodos (DAD) e um espectrdmetro de massa (MicrOTOF-Q lll, Bruker Daltonics,
Billerica, MA, EUA) com ionizag&o por eletropulverizacdo foi usado para analisar as amostras.
A coluna cromatografica foi uma Kinetex C18 (2,6, 150, 2,1 mm, Phenomenex). A taxa de
fluxo e a temperatura do forno foram de 0,3 mL/min e 50 °C, respectivamente. A fase mével
foi composta por acetonitrila (solvente B) e agua ultrapura (Milli-Q; solvente A) acrescida de
acido férmico (0,1% de acido férmico, v/v) e o gradiente de elui¢do foi o seguinte: -2 min: 3%
B, 2-25 min: 3-25% B, 25-40 min: 25-80% B e 40-43 min a 80% B. As amostras foram
preparadas a 1 mg/mL e 2 uL foram injetados no sistema cromatografico. As andlises de

espectrometria de massa foram realizadas em modo negativo e positivo.

4.7 Andlise de Ressonéncia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN foram realizados no equipamento Avance Ill HD, 500 MHz
Bruker; magneto supercondutor 11.74 T, modelo 500'54 Ascend ULH; sonda multinuclear de
5mm PABBO BB/19F-1H. As amostras foram preparadas em metanol deuterado a

temperatura ambiente.

4.8 Avaliacdo da atividade protetora da fracdo aquosa (F2) de barbatimdo em modelo

de doenca de Alzheimer in vitro.
4.8.1 Linhagem celular e condi¢cdes de cultura

A linhagem de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y foi cultivada em frascos
de cultura de 25 cm?, em 5 mL de meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium

— high glucose) (Gibco — Life Technologies) suplementado com 10% de soro bovino fetal
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(Gibco - Life Technologies), 1% de solucdo antibidtico-antimicético (Gibco - Life
Technologies) e 3,27 g/L de bicarbonato de sodio (NaHCO3; — Synth), sob condi¢bes de
incubacao de 37,0 °C em atmosfera de 5,0% de COa.

4.8.2 Ensaio de citotoxicidade utilizando Vermelho neutro

A avaliacdo da citotoxicidade utilizando Vermelho neutro foi realizada como descrito
por Borenfreund; Puerner (1985), com modificagbes. Na avaliagdo da citotoxicidade foram
semeadas 2,5 x 10° células por pogo em placas de cultura de 96 pocos, com 200 uL de meio
de cultura. Decorrido o tempo de estabilizacdo de 24 h & 37,0 °C em 5,0% de CO2, o meio de
cultura foi substituido pelo tratamento com a F2 (Figura 14). As placas foram incubadas por
24 e 48 h a 37,0 °C em 5,0% de CO.. O ensaio foi realizado com sete réplicas de cada
condigéo.

Decorrido os tempos de tratamento, o sobrenandante foi retirado e 200 uL de solugéo
de Vermelho neutro (40 pg/mL) foram adicionados e a placa incubada novamente em estufa
umidificada com 5,0% de CO2 a 37,0 °C, por 3 h. Em seguida, retirou-se o sobrenadante e
adicionaram-se 200 pL de solugédo de formaldeido (0,5%, v/v) em CaCl2 (1%). ApOs cinco
minutos retirou-se o sobrenadante e adicionaram-se 100 pL de solugdo de alcool &cido. A
absorvéncia foi lida a 540 nm no leitor de microplacas (BioTek). O percentual de viabilidade
celular foi calculado de acordo com a férmula (%) = (Aatamento/Acn)*100. Os valores do controle
negativo foram considerados como 100% de viabilidade celular para normaliza¢éo dos dados
obtidos.
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Tratamento pg/mL

SRS

Figura 14. Avaliacdo da citotoxicidade da fracdo F2- CN: células e meio (DMEM); Tratamento: células +
DMEM + # concentragcdes da fragdo aquosa; Controle cor extrato: DMEM + # concentragdes da fragdo

aquosa.

4.8.3 Teste de MTT: citotoxicidade e protecdo da F2 frente ao dano induzido pelo

peptideo BA2s3s.

A avaliacdo da citotoxicidade e protecdo celular pelo ensaio do MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide ou brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio) foi realizada como descrito por Mosmann (1983), com modificagcdes. Na
avaliacdo da citotoxicidade foram semeadas 10° células por poco em placas de cultura de 96
pocos, com 200 uL de meio de cultura. Decorrido o tempo de estabilizacdo de 24 h a 37,0 °C
em 5,0% de CO,, o meio de cultura foi substituido pelo mesmo esquema de tratamento
realizado na técnica de avaliacdo de citotoxicidade por Vermelho neutro (Figura 14). As placas
foram incubadas por 24 e 48 h a 37,0 °C em 5,0% de CO.. O ensaio foi realizado com sete
réplicas de cada condicéo.

Para a avaliacdo da protecdo da F2 do barbatimdo em células de neuroblastoma
humano foi utilizada as mesmas condi¢cdes de cultivo, concentracéo e estabilizacdo celular
conforme descrito acima, e os tratamentos ocorreram conforme (Figura 15). Apés 24 h de
incubacdo das células com a fracdo aquosa, adicionou-se a droga indutora de danos, o
fragmento AB2s.3s em concentracdo de 10 uM e incubou-se novamente por periodos de 24 e
48 h, em temperatura de 37,0 °C e em 5,0% de CO,.
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Decorrido os periodos de 24 e 48 h, as células de ambos os tratamentos, citotoxicidade
e protecédo, foram incubadas por 4 h ap6s adicdo de 100 pL da solug¢do de MTT a 0,5 mg/mL
(Amresco). Para solubilizacdo dos cristais de formazam foram utilizados 100 yL de DMSO. A
mensuracdo da absorvancia foi realizada em espectrofotémetro (BioTek) a 570 nm. O
percentual de viabilidade celular foi calculado de acordo com a formula (%) =
(Atratamento/Acn)*100. Os valores do controle negativo foram considerados como 100% de

viabilidade celular para normalizacdo dos dados obtidos.

Controle do tratamento: Pré tratamento com
[1de F2 ug/mL [1F2 +BA2xs3s

Figura 15. Protecao fracdo aquosa frente ao dano da proteina BA; CN- Controle Negativo: Células e
meio (DEMEM); Controle do tratamento: células + #concentragbes de F2 + DEMEM.; CP- Controle
Positivo: Células + BA + DEMEM; Pré tratamento com F2: Células (previamente tratadas por 24 h

com # concentracdes de F2) + BA + DEMEM.

4.8.4 Andlises estatisticas

Os dados obtidos nos ensaios de MTT e Vermelho neutro, foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey em nivel de 95% de confianga (p<0,05).

As analises foram realizadas por meio do programa estatistico GraphPad InStat versao 3.05.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Rendimento do EB das cascas de barbatiméo e de suas fracdes, F1 e F2.

A partir de 700 g de droga pulverizada das cascas de barbatim&o, obtiveram-se 238 g
de EB. Dessa quantidade, 150 g foram utilizados na particéo liquido-liquido com acetato de
etila originando a F2 (118 g) com um rendimento de 78% e a F1 com (32 g) com um
rendimento de 21,7% (Figura 16).

700g DP 150 g de EB

118 g fracéo
| aquosa (F2)

78%

238 g de EB

\.

Ve

32 g fracéo acetato
|| de etila (F1)

22%

.

Figura 16. Rendimento extrato bruto de barbatiméo e fracées F1 e F2.

5.2 Polifenois totais

Através do doseamento de polifendis totais pelo método de Folin-Ciocalteu, obteve-se
uma concentracao de 33% de polifendis totais para a F2 e de 34,8% para EB de barbatim&o.
Valor semelhante foi encontrado por Nascimento (2008) em extrato etandlico das cascas de
barbatimdo com concentracéo de PT de 32,6%. J& Santos Filho (2008) avaliando o teor de
polifendis em diferentes extratos de folhas de barbatiméo obteve 23,93% de PT para extrato
bruto etandlico e para sua fracdo aquosa 34,94%, e o valor obtido de PT para o extrato bruto
aquoso foi de 32%.

Os polifen6is compreendem uma grande classe de compostos quimicos amplamente
distribuidos em plantas, e seu teor vem sendo correlacionado com a atividade antioxidante
desempenhada por essas plantas. Os beneficios desses compostos estdo sendo
comprovados cientificamente na prevencdo de diversas doencas, entre elas patologias de
grande relevancia como cancer e doencas neurodegenerativas (RAJBHAR, et al., 2015;
Navarro et al., 2017).
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5.3 Determinacdo de acido galico e galocatequina por meio de cromatografia liquida de

alta eficiéncia — CLAE

A concentracdo de acido gélico encontrada para o EB foi de 30,231 + 2,040 ug/g e a
concentracdo de galocatequina foi de 89,753 + 6,36 pg/g de EB. De forma semelhante um
extrato distinto porém produzido com droga vegetal provenientes da mesma coleta gerou um
teor de &cido gélico de 34,389 + 5,018 ug/g EB e de galocatequina de 72,451 + 7,185 ug/g EB
(dados ainda nao publicados).

CURVA GALOCATEQUINA CURVA AC GALICO
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Figura 17. Curva analitica de &cido gélico e galocatequina

5.4 Cromatografia em coluna classica

Para fins de isolamento da F2 do barbatiméo, utilizou-se como sistema eluente um
gradiente de dioxano: agua partindo de uma concentracao inicial (3:7; v/v) até concentracdo
(5:5; v/v). De 5 g de F2 de barbatimdo submetidas a técnica de CC em Sephadex LH-20
originaram 440 tubos contendo 10 mL de fase movel, e 0 monitoramento se deu por andlise
em CLAE de 5 em 5 tubos até o tubo 140, e de 10 em 10 tubos, do tubo 150 até 440.

Quando analisa-se o gradiente utilizado para o fracionamento da F2 do barbatimao
(3:3 até 5:5, v/v dioxano:agua) percebe-se que ndo ha a possibilidade de se trabalhar com
amplitude entre as propor¢cbes de dioxano; agua, possivelmente devido a uma
homogeneidade nos tamanhos das substancias presentes na fracdo. Diferentemente dessa
caracteristica, sdo o0s gradientes utilizados por outros autores para o isolamento de
substancias presentes em outras espécies de plantas, onde ha uma amplitude entre as
propor¢gbes dos solventes utilizados nos gradientes, o que provavelmente influencia na
eficacia de separacdo das substancias, utilizando Sephadex LH20 como fase estacionaria

(Hsu et al. 1985; Morimoto et al. 1986; Singhi et al. 2009).A técnica de permeacao em gel foi



60

utilizada pela primeira vez em 1975 para o isolamento de taninos (STRUMEYER; MALIN,
1975). Com o passar do tempo diversos extratos de plantas contendo taninos foram
purificados por meio dessa técnica principalmente os mondmeros e dimeros de taninos
condensados.

Hsu et al. (1985) isolaram da espécia Dioscorea cirrhosa mondmeros até tetrameros
de taninos condensados, através de sucessivos processos cromatograficos em MCI gel e
Sephadex LH-20 e o monitoramento de suas subfracdes foram realizadas por meio de CCD.

Morimoto et al. (1986) isolaram das cascas de Cinnamomum cassia, flavan-3-ol
glicosilados, tetramero, pentamero e hexamero de taninos condensados, pela combinacao de
técnicas de permeacao em gel utilizando MCI gel e Sephadex LH-20, além da técnica de
adsorcdo em Bondapak Cis, sendo que o monitoramento foi realizado por CCD e a
identificacdo pelas andlises em espectrometria de Massas e por RMN.

Recentemente Hellenbrand et al. (2015), determinaram o grau de polimerizacdo das
proantocianidinas presente nas folhas de Hypericum perforatum através dos métodos de
permeacdo em gel Sephadex LH-20 com etapas posteriores de isolamento em CLAE
preparativo com coluna Diol. Os autores conseguiram identificar a presenca de
proantocianidinas compostas por até 10 unidades monomeéricas. Na etapa de isolamento por
Sephadex utilizaram como fase mével dioxano:agua (7:3; v/v) e o monitoramento se deu pela
técnica de CCD.

Tentou-se reproduzir a metodologia acima citada desenvolvida por Hellenbrand et al.
(2015) com a fragdo aquosa do barbatimdo, porém quando utilizaram o0s solventes na
propor¢do (7:3; v/v) na CC, todas as substancias presentes no extrato sairam com menos de
1 volume da coluna cromatogréfica, talvez pelo fato de as substéncias provavelmente terem

ficado fora dos poros do gel.

5.5 Desenvolvimento de método analitico por CLAE

Primeiramente para o desenvolvimento foi avaliado uma mistura ternaria composta
pela fase A: agua e acido férmico (99:1; v/v) e B: metanol e acido formico (99:1; v/v) em
gradiente linear de eluicdo no tempo 0 composto de 95% de fase A e 5% de fase B, até 30
min com 5% de fase A e 95% de fase B e como fase estacionaria coluna C18. Porém, quando
esse gradiente foi testado em uma sequéncia de corridas com a finalidade de monitoramento
das subfracbes originadas por CC, a coluna analitica atingiu a pressdo maxima de trabalho
com o passar das horas trabalhadas.

Como a pressao de trabalho da coluna analitica aumentou de forma lenta e gradativa

ao longo das horas de trabalho possivelmente pela retencdo de compostos na fase
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estacionaria, testou-se novamente um gradiente, agora quartenario, com a adicdo do solvente
isopropanol que apresenta maior poder de eluicdo, para o tipo de fase estacionaria
selecionada.

Sendo assim, o desenvolvimento analitico mais apropriado para fins de monitoramento
das subfrac¢des originadas por CC em Sephadex LH-20 da F2 deu-se pelo uso de metanol,
agua e isopropanol acidificados como fase movel, e coluna C18 como fase estacionaria. Dois
gradientes com tempos de analises diferentes foram desenvolvidos, um com um poder de
resolucdo maior porém impraticavel por apresentar um tempo de analise de 155 min (Tabela
5), e um segundo gradiente de 73 min (Tabela 6) com um poder de eluicdo maior, devido a

uma concentracdo maior de isopropanol na fase mével.

Tabela 5 - Gradiente de desenvolvimento por CLAE com tempo de 155 min.

Tempo Fase movel
(min) Agua + 1% CH,0- Metanol + 1%CH,0, Isopropanol+ 1%CH,0;

0 75 25 0
30 40 60 0
35 57 43 0
90 41 59 0
95 35 45 20
115 30 20 50
145 20 15 65
146 75 25 0
155 75 25 0

Tabela 6- Gradiente de desenvolvimento por CLAE com tempo de 73 min.

Tempo Fase movel
(min) Agua + 1% CH,0, Metanol + 1%CH,0, Isopropanol+ 1%CH-0,
0 75 25 0
30 41 59 0
35 30 50 20
45 14 0 86
55 0 10 90
58 0 10 90
59 75 25 0
73 75 25 0

No entanto, na avaliagdo do perfil cromatogréfico da F2, mesmo utilizando o gradiente
com tempo de analise de 155 min nao foi possivel obter resolucéo analitica, como também foi
observado um alargamento da base do pico, indicativo da complexidade da matriz vegetal
(Figura 19). Provavelmente esse perfil se d4 pela elevada quantidade de substancias
presentes na amostra como também pela presenca de polimeros de taninos condensados,
conforme ja demonstrado em outros trabalhos da literatura (RODRIGUES et al., 2007,
RIGAUDI et al., 1993; HELLENBRAND et al., 2015).
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Figura 18. Perfil cromatogréafico F2 demonstrando auséncia de resolugdo em gradiente de 155
min.

Para reduzir o tempo de analise de 155 para 73 min aumentou-se a concentracdo de
isopropanol de tal forma que o tornou predominante na fase movel, e resultou em uma perda
na qualidade de resolugéo, contudo gerou uma economia de solvente e de tempo, de 77 min
por analise (Figura 19).
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Figura 19. Perfis cromatogréficos da subfracao 5 da F2 em dois gradientes; A: gradiente de 73
min; B: gradiente de 155 min.

Tal proporcdo de isopropanol na fase movel talvez ndo precisasse ser tédo
predominante se houvesse a possibilidade de controle de temperatura da coluna analitica,

assim como outros autores o fizeram, utilizando temperatura de trabalho de 40 °C (RIGAUD
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et al., 1993; HELLENBRAND et al., 2015). O controle de temperatura de coluna em CLAE em
determinadas situacfes € fundamental, principalmente em sistemas de fase reversa onde
influencia fortemente parametros como solubilidade, difusividade, polaridade e viscosidade da
fase mével. Em temperaturas mais elevadas, a viscosidade é reduzida e a velocidade de
difusdo torna-se mais elevada, fazendo com que a velocidade de transferéncia de massa entre
a fase estacionéria e a fase movel seja aumentada e com ela o poder de eficiéncia, tornando
possivel diminuir substancialmente o tempo de analise (TEUTENBERG, 2009; LANCAS,
2012). Outro fator interessante é que a reducdo da pressdo pelo incremento de temperatura
permite o uso de solventes de viscosidades maiores (LANCAS, 2012).

Rodrigues (2007) estudando a composi¢cédo quimica da mangabeira, desenvolveu um
método em CLAE utilizando também uma coluna do tipo fase reversa com um tempo de
andlise de 65 min. No entanto a falta de resolu¢cdo do perfil cromatografico como o
alargamento da base do pico levou-o a separar a porcao polimérica do restante das
substancias do extrato, sendo que na fragcéo polimérica foram identificados por espectrometria
de massas, trimeros e tetrameros, enquanto que na fracdo que apresentou resolugdo em
CLAE continham mondmeros e dimeros de taninos condensados.

Ja Rigaudi et al. (1993) utilizaram para a andlise quimica do extrato de cacau uma
coluna do tipo fase normal, com tempo de corrida de 80 min, e na por¢cdo sem resolugéo
analitica e com alargamento da base do pico, através da técnica de permeacao em gel foi
determinado a média do peso molecular desses compostos que variaram de 1900 a 9150 u.

Mais recentemente Hellenbrand et al. (2015), mostraram que esses “morros” sao
compostos por cluster de procianidinas com diferentes graus de polimerizagdo. Os autores
desenvolveram dois métodos analiticos em CLAE para analise da pureza dos oligbmeros e
polimeros isolados, em um dos métodos utilizaram como fase estacionaria coluna Luna do
tipo fase reversa, e como fase mével, agua, metanol e acido trifluoroacético. Ja no segundo
método utilizaram uma coluna Diol tipo fase reversa e fase mével composta de acetonitrila e
metanol/ agua (95:5; v/v) ambos os métodos utilizando a coluna em temperatura de 40 °C.

Portanto sem um padréo estabelecido como a melhor forma de monitoramento de
taninos condensados de alto peso molecular o monitoramento das subfragbes da F2 do
barbatimao, se deu entdo pela analise em CLAE com gradiente de 73 min, com analises de 5
em 5 tubos até o tubo 140, e de 10 em 10 tubos, do tubo 150 até 440, sendo que por
semelhanca cromatografica foram reunidos, originando 12 subfrac6es da F2 e o perfil
cromatografico de cada subfracdo com a abrangéncia dos respectivos tubos estédo dispostos

na figura 20.
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Figura 20. Perfil cromatogréafico por CLAE das 12 subfracdes originadas por cromatografia em coluna
em Sephadex LH-20 da F2. Gradiente de elui¢do de 73 min. Fase mével: agua, metanol e isopropanol
acidificados com 0,1% de &cido formico. Fase estacionéria: coluna analitica C18.
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5.6 Identificacdo dos constituintes presentes na fracdo aquosa por LC-DAD-MS

Com base nos perfis cromatogréaficos obtidos através de analise em CLAE das

subfracdes originadas a partir da F2, foram selecionadas as subfracdes 1, 3, 4, 5, 11 e 12

para realizar a caracterizacdo quimica por espectrometria de massas.

A andlise das 6 subfragbes por LC-DAD-MS no modo negativo originou 0s

cromatogramas apresentados na figura 21. O tempo de retencdo dos picos, absorvancia no

UV, valores de ion para o modo negativo e positivo e seus fragmentos estdo dispostos na

tabela 7.
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Figura 21. Cromatogramas das subfrac¢des 1, 3, 4, 5, 11 e 12 obtidos por analise LC-DAD-MS, modo

negativo.

Tabela 7- Compostos identificados nas subfracdes 1, 3, 4, 5, 11 e 12, sugeridos através da andlise por
espectrometria de massas.

Modo Negativo Modo
. uv m/z Positivo
Pico TR — Composto (nm) FM (m/z) [M+H]"
[M-H] MS/MS
(m/z)
1 12 Acido citrico . CeHsO;  191.0200 - -
2 1.3 NI 275 CuHz0,  331.1049 ) )
3 1.7 NI - 287.0784 - 289.0930
C12H160s
4 2.4 Acido Galico 278 169.0152 - 171.0284

C7Hs0s
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5 3.2 Dimethoxy 278 Ci14H2009  331.1045 169 -
hydroquinona O-
hexose

6 4.3 O-hexose acido 313 Ci13H1609  315.0731 152 -
protocatecuico

7 5.0 Dimethoxy 278 Ci14H2009  331.1047 168, 153 333.1170
hydroquinona O-
hexose

8 7.7 Derivado fenolico 280, C20H2801  491.1419 251, 233, 493.1514

330" 4 209, 191

9 10.1 O-methyl O-hexose 280 C22H2601  465.1430 303, 166 467.1565
prorobinetinidina 1

10 10.3 C-hexose 5,7- 256, CisH1809  353.0897 233, 205, 355.1036
dihydroxychromona 290, 191, 163

320"

11 10.9 C-hexose O-pentose 256, C21H2601  485.1329 353, 245, 487.1444
5,7- 295, 3 233, 215,
dihydroxychromona 320sh 205, 191

12 114 C-hexosel 5,7- 257, Ci6H1809  353.0896 263, 245, 355.1021
dihydroxychromona 294, 233, 205,

320sh 191

13 12.3 C-hexose O-pentose 256, C21H2601  485.1330 353, 275, 487.1438
5,7- 295, 3 275, 233,
hihydroxychromona 320sh 215, 2015,

191

Todas as 5 fragBes analisadas por LC-DAD-MS, apresentavam algum nivel de
resolucdo, provavelmente isso justifica o fato de néo ter sido encontrado em sua composicao
substancias de alto peso molecular correspondente aos polimeros de taninos condensados.
No entanto, fragbes sem resolugdo também foram encaminhadas para analise por MALDI-
TOF. Devido as dificuldades técnicas referentes as amostras, foram analisadas, mas os
resultados obtidos ndo foram satisfatorios, portanto aguarda-se pelos resultados de uma

segunda tentativa de analise.
5.7 Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono

Através da analise de LC-DAD-MS pode-se observar pelo espectro de UV que o
constituinte, cromona C-hexosyl O-pentosyl 5,7-dihydroxychromone, (Figura 22) esta presente
em maior quantidade na subfracéo 3, e o espectro de RMN de carbono dessa subfracédo esta
disposto na figura 23. Os dados dos sinais de RMN de *3C da subfracéo 3, que provavelmente
correlacionam-se como sendo de uma cromona, juntamente com os dados encontrados na

literatura referente a substancia utilizada como referéncia estdo descritos na tabela 8.



Figura 22. Exemplo de uma cromona C-hexosyl
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O-pentosyl 5,7-dihydroxychromone: (5,7

dihydroxycromona-7-O-rutinosideo) substancia utilizada como referéncia para comparar os dados de
RMN de *3C disponiveis na literatura com os dados obtidos da subfracéo 3.

Tabela 8- Dados de RMN de 3C da subfragéo 3 (500 MHz, CDsOD) para confirmacgéo da presenga de

C-hexosyl O-pentosyl 5,7-dihydroxychromone.

Posicao do & (ppm) 6 (ppm)
Carbono literatura*

c2 157.6090 157.44
C3 110.0113 110.81
C4 181.42 181.59
C5 161.2309 161.27
C6 99.5485 99.39
Cc7 162.5470 162.64
C8 94.6962 94.58
C9 158.8531 158.08
C10 106.2645 106.59

*(HAITAO et al., 2012)
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5.8 Citotoxicidade da F2 em linhagem de neuroblastoma humano SH-SY5Y

O efeito da F2 na viabilidade de células de neuroblastoma foi avaliado primeiro pelo
ensaio de MTT. As células foram tratadas com diferentes concentracfes de F2 por 24 e 48 h.
Como demonstrado na figura 24, o tratamento de células SH-SY5Y com a F2 resultou numa
reducdo significativa na viabilidade das células (p <0,05) a partir da concentracdo de 0,48
pug/mL (91% de viabilidade) no tempo avaliado de 24 h. Ja no tempo de 48 h, a menor
concentracdo de F2 que diminuiu a viabilidade de forma significativa (p <0,05) foi de 31,25
pug/mL (65% de viabilidade).

24 horas 48 horas
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@ * % 8 3
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Figura 24. Avaliacdo da citoxicidade de concentracdes de 0,24 a 125 pg/mL de F2 pela técnica de MTT

em dois periodos de tempo, A: 24 h e B: 48 h. Barras contendo * = concentra¢des onde houve um
declinio da viabilidade estatisticamente significante em relagdo ao Controle.

Ja na avaliacdo de citotoxicidade pelo método de Vermelho neutro, pode-se observar
durante o desenvolvimento da técnica que as concentragbes 62,5 e 125 pg/mL de F2
interferiram na correta avaliagdo da citotoxicidade (interacdo da F2 com o vermelho neutro),
mesmo disponibilizando dos valores de controle de cor de cada concentracdo testada. Desta
forma conforme figura 25, pode-se concluir que no tempo avaliado de 24 h a reducéo
estatisticamente significante da viabilidade celular, sem interferentes, ficou compreendida
entre (0,97 ug/ml com a reducéo da viabilidade para 64%) até a concentracao de (31,25 pg/mi
reduzindo a viabilidade para 51%). Ja no periodo de 48 h a menor concentracdo capaz de
diminuir de forma significativa a viabilidade das células foi de (3,90 pg/ml reduzindo a

viabilidade para 84%) e a concentracdo de (31,25 pg/ml com uma reducgéo para 43%).
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Figura 25. Avaliagdo da citoxicidade de concentracdes de 0,24 a 125 pg/mL de F2 pela técnica de

vermelho neutro em dois periodos de tempo, A: 24 h e B: 48 h. Barras contendo * = concentracdes
onde houve um declinio da viabilidade estatisticamente significante em relagdo ao Controle.

Diferentemente desses resultados é a atividade exercida pela fracdo acetato de etila
de barbatiméo, onde foi observado uma pequena diminuicdo na proliferacdo celular somente
em concentracdo de 1000 upg/mL, demonstrando portanto indicios de sua atoxicidade em
linhagem de neuroblastoma humano in vitro (dados ainda ndo publicados).

Singhi et al. (2009), demonstraram que as proantocianidinas de até 13 unidades
monomeéricas presentes na Cranberry exerceram efeitos citotdxicos em células de
neuroblastoma SMS-KCNR e de cancer de ovario SKOV-3, sendo que a concentragdo de 62
pg/mL diminuiu a viabilidade para préximo de 70% das células (SMS-KCNR) e 40% (SMS-
KCNR), em um periodo de tratamento de 48 h. E em células de fibroblastos mesmo em
concentragdes de 1000 pg/mL néo foi observado citotoxicidade.

Chen et al. (2014) avaliaram a citoxicidade de proantocianidinas das sementes da uva
em linhagens celulares de cancer cervical, HeLa and SiHa. O tratamento das células HelLa
com concentracédo de 40 pg/mL por 48 h reduziu a viabilidade celular para proximo de 40% e
em concentracdo de 60 pg/mL resultou na reducdo de até 90% das células, efeitos muito
semelhantes de diminuig&do na viabilidade celular foram observados para SiHa.

Ishida et al. (2009) avaliou a toxicidade do EB de barbatiméo e suas fragfes em células
Vero. As concentragdes citotoxicas de 50% (CCso) para o EB foi de 150, 160 para a F1 e 125
pug/mL para F2.

Sabino et al. (2017) demonstraram que a fracdo aquosa de extrato aceto aquoso das
folhas de barbatimao reduziu o contetido proteico de linhagens celulares de cancer de mama,
com valores de ICso de 76,31 para células MCF-7 e 186,83 ug/mL para MDA-MB-435. Com

alteracdes celulares morfolégicas, reducdo e condensacdo nuclear além de aumentar a
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expressdo de genes pré-apoptoticos. No entanto, o valor de ICso para células primarias da
medula dssea de ratos, ndo cancerosa, foi de 14,453 ug/mL.

Rebecca et al. (2002) avaliaram a toxicidade in vivo e observaram que o tratamento
de ratos Wistar por 30 dias com o EB ocasionou toxicidade, com aumento do peso dos
animais, involugdo do timo, e niveis elevados de glicose e de aspartil aminotransferase no
plasma. Posteriormente, foi demonstrado que o EB também interferiu no metabolismo
energético hepatico dos animais (REBECCA et al., 2003).

Resultados de citotoxicidade da F2 também foi avaliado por Costa et al. (2010) que
relataram que a fracdo ndo demonstrou atividade genotdxica e que doses inferiores a 2000
mg/kg ndo ocasionou a morte de animais e a DLsy encontrada foi de 3015 mg/kg.
Posteriormente na avaliagdo de sua citotoxicidade crénica por 90 dias em ratos Wistar, os
resultados bioquimicos, hematoldgicos e histopatolégicos variaram entre o sexo dos animais
e a dose da droga administrada, porém segundo 0s autores tais alteracdo ndo apresentaram
um perfil linear e as alteragbes estavam dentro dos limites considerados normais para a
espécie do animal. Além disso, ndo acarretou mudancga nos parametros avaliados no teste de
campo aberto, sugerindo que a fragdo ndo exerceu alteragcdo neurocomportamental nos
animais (COSTA et al., 2013).

5.9 Protecdo da F2 contra danos induzidos pela proteina BAzs.ss em linhagem de

neuroblastoma humano SH-SY5Y

Os resultados da avaliagéo do efeito protetor da fracéo F2 frente ao dano causado pelo
peptideo B amiloidezs.ss em linhagem celular SH-SY5Y pela técnica do MTT esta representado
conforme (Figura 26), onde observa-se que na avaliacdo da protecéo da F2 pelo periodo de
48 h, que ndo houve diferenca estatisticamente significativa na viabilidade celular entre o
controle de células (controle negativo) e as células que receberam diferentes concentracdes
de F2 (E1; E2; E3; E4). E quando as células pré-tratadas com F2 foram acrescidas da droga
BA (Al; A2; A3; A4) foi verificado uma diminuicao da proliferacé@o celular, de forma similar a
do controle positivo onde as células receberam somente o peptideo BA (controle positivo),
demonstrando que as concentragfes avaliadas de F2 ndo conferiram prote¢do a linhagem

celular contra os danos gerados pela droga BA.
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Figura 26. Avaliagao da protegao F2 contra danos induzidos pelo peptideo BAzs.35. Controle: (células +
meio); E1: (células + 0,25 ug/mL de F2 + meio); E2: (células + 0,5 ug/mL de F2 + meio); E3: (células +
1,95 ug/mL de F2 + meio); E4: (células + 3,90 pg/mL de F2 + meio); b- Am: (células + BA+ meio); Al:
(células + 0,25 pg/mL de F2 + BA + meio); A2: (células + 0,5 pg/mL de F2 + BA + meio); A3: (células +
1,95 pg/mL de F2 + BA + meio); A4: (células + 3,90 pg/mL de F2 + BA + meio).

Bastianetto et al. (2006) avaliaram a agéo protetora de monémeros de taninos contra
a toxicidade induzida pelo peptideo BAzs.3s em cultura de células priméaria do hipocampo de
ratos, concluiram que dentre as substancias estudadas a EGCG foi a mais efetiva contra a
citotoxicidade causada pela droga, além da EGCG, a ECG e o acido galico também
protegeram as células dos danos, enquanto que a epigalocatequina e a epicatequina néo
desempenharam o mesmo papel. Além disso somente a EGCG, ECG e o &cido galico inibiram
eventos apoptoticos induzidos por BAzs.ss.

Na mesma linha de resultados demostraram Rezai-Zadeh et al. (2005), que a EGCG
€ capaz de inibir a formacgé&o do peptideo BA (1-40 e 1-42), em células primarias SweAPPN2a
e TgAPPsw, em dose dependente de 5 a 20 uM. Em concentra¢cbes de 20 UM reduziu a
geracgdo da BA142 em 61% em células SweAPPN2a e de 38% em TgAPPsw. Ja na contraméao
desses beneficios foi a atividade exercida pela EGC e EC que promoveram a producao do
peptideo BA nas duas linhagens celulares, e que EGCG na presenca dessas substancias
também teve sua atividade diminuida em inibir a formacéao do peptideo, e igualmente menor
foi a atividade do extrato de cha verde em relacdo a substancia EGCG isolada.

Boer et al. (2006) demonstraram que ECG e EGCG estimulou SIRT1 de forma mais
eficaz do que EC e EGC, uma vez que grupos galoilas e catecol sdo essenciais para promover
o reparo de dano ao DNA.

Ja a fracdo acetato de etila de barbatimao, rica em substancias com grupamentos
galoilas, quando avaliado seu efeito protetor, demonstrou proteger as células SH-SY5Y contra

os danos induzidos pelo peptideo BAzs.3s no tempo de 24 h. Tal efeito protetor provavelmente
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pode estar associado a inibicdo da expressdo do gene MAPT, que codifica para a producéo
da proteina Tau, o qual foi demonstrado por meio da técnica de PCR (dados ainda nédo

publicados).
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6. Concluséo

Até o momento pode se concluir que a fracdo aquosa é uma matriz complexa o que
dificulta o isolamento e identificacdo de suas substancias.

Pelo método cromatogréfico utilizado foi possivel identificar uma substancia por
espectrometria de massas e RMN de *C, como sendo a cromona C-hexosil-O-pentosil-5,7-
dihidroxicromona.

Nas avalia¢c@es in vitro a fracdo aguosa demonstrou citotocixidade mesmo em baixas
concentracdes e ndo desempenhou atividade protetora contra os danos causados pelo
peptideo BAzs.3s em linhagem de neuroblastoma SH-SY5Y.
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