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RESUMO

A Doenga de Parkinson atualmente € considerada a segunda doenca
neurodegenerativa mais comum conhecida como um distarbio caracterizado
principalmente por seus sintomas motores e cognitivos. Syzygium cumini (L.) Skeels,
conhecido popularmente como jambol&o, é uma arvore nativa do Norte e Nordeste do
Brasil. Suas folhas possuem elevado compostos fendlicos e glicidios. A miricetina,
composto fendlico presente nas folhas de Syzygium cumini (L.) Skeels, possui
propriedades terapéuticas tais como: antimicrobiana, hipoglicemiante e anti-
inflamatéria. Evidéncias in vitro mostraram que tanto o Syzygium cumini (L.) Skeels
quanto a Miricetina possuem baixa toxicidade e efeitos antioxidantes, sugerindo
potencial uso terapéutico. Na busca de novas terapias para a DP, surge neste cenario
a espécie vegetal e o composto fendlico com prospeccéo terapéutica antioxidante e
neuroprotetora para uso sistémico. O objetivo deste estudo foi desenvolver um
produto fitoterdpico derivado das folhas de S. cumini com atividade antioxidante e
neuroprotetora aplicavel na Doenca de Parkinson. Para investigar o efeito do EHB
foram realizados teste comportamentais e antioxidante in vivo, com analise de
amostras teciduais (estriado, hipocampo e substancia negra) por PCR - real time. O
tratamento foi realizado diariamente, em quatro grupos de animais (n=5; 90 dias),
formados aleatoriamente e tratados concomitantemente por duas semanas como se
segue: grupo controle negativo (CTR) administrados éleo de girassol por via
subcutanea (s.c.) e solucao salina 0,9% por via oral (v.0.) em doses de 0,1ml/100 g
de peso; grupo induzido: ratos foram induzidos com rotenona 2,5 mg/kg (s.c.) e salina
(v.0); grupo controle positivo: ratos que receberam rotenona (s.c.) e miricetina 10
mg/kg (v.0.); grupos induzidos tratados com o extrato vegetal de S. cumini: ratos que
receberado rotenona (s.c.) e tratados com o extrato vegetal de S.cumini (EHB) na dose
de 500 mg/kg (v.0.). Em relacdo aos testes comportamental o peso dos animais
reduziram apds indugcdo da rotenona; no teste de campo aberto a redugdo dos
quadrantes percorridos pelos animais representa uma diminuicdo da atividade
exploratéria e da deambulagdo causada pela degeneragdo motora associada a
rotenona, ou seja, a rotenona teve sucesso ao induzir o Parkinson, porém a miricetina
nao teve sucesso em reverte; jA no teste de rotarod o grupo induzido teve um
decréscimo com média de 2,86 + 1,60 e o grupo CTP teve um decréscimo mais
acentuado do que no grupo induzido com média de 2,00 = 0,66. Na analise do estresse
oxidativo a administracdo de rotenona aumentou a expressao génica do Nrf2, o
tratamento com a miricetina foi capaz de bloquear quase completamente a oxidagcao
ocasionada pela rotenona, enquanto que no tratamento com EHB de S.cumini, na
substancia negra e no hipocampo ndo demonstrou expressao significativa comparado
ao grupo da miricetina, ja no estriado houve expressao, porém em menor proporcao
que a miricetina. Concluiu que apesar de ainda necessitarem serem melhor
explorados os ultimos testes podemos dispor de um possivel fitoterapico para diversas
disfuncdes associadas ao estresse oxidativo e preservacao neuronal presente na DP.

Palavras-Chaves: Doencga de Parkinson. Syzygium cumini (L.) Skeels. Miricetina.
Estresse oxidativo. Neuroprotecao.



ABSTRACT

Parkinson's disease is currently considered the second most common
neurodegenerative disease known as a disorder characterized mainly by its motor and
cognitive symptoms. Syzygium cumini (L.) Skeels, popularly known as jambolao, is a
native tree of northern and northeastern Brazil. Its leaves have high phenolic
compounds and glycids. Miricetin, a phenolic compound present in the leaves of
Syzygium cumini (L.) Skeels, has therapeutic properties such as antimicrobial,
hypoglycemic and anti-inflammatory. In vitro evidence showed that both Syzygium
cumini (L.) Skeels and Miricetin have low toxicity and antioxidant effects, suggesting
potential therapeutic use. In the search for new therapies for PD, in this scenario arises
the plant species and the phenolic compound with prospective therapeutic antioxidant
and neuroprotective for systemic use. The aim of this study was to develop an herbal
product derived from S. cumini leaves with antioxidant and neuroprotective activity
applicable in Parkinson's disease. To investigate the effect of EHB, in vivo behavioral
and antioxidant tests were performed with analysis of tissue samples (striatum,
hippocampus and substantia nigra) by real time PCR. Treatment was performed daily
in four groups of animals (n = 5; 90 days), randomly formed and treated concomitantly
for two weeks as follows: negative control group (CTR) administered subcutaneous
sunflower oil (sc) and solution 0.9% saline orally (vo) at doses of 0.1 ml / 100 g by
weight; induced group: rats were induced with rotenone 2.5 mg / kg (s.c.) and saline
(v.0); positive control group: rats given rotenone (s.c.) and miricetin 10 mg / kg (v.0.);
induced groups treated with S. cumini plant extract: rats receiving rotenone (s.c.) and
treated with S. cumini plant extract (EHB) at a dose of 500 mg / kg (v.0.). Regarding
behavioral tests, the animals' weight decreased after induction of rotenone; In the open
field test, the reduction in the quadrants traveled by the animals represents a decrease
in exploratory activity and ambulation caused by rotenone-associated motor
degeneration, that is, rotenone was successful in inducing Parkinson, but miricetin was
not successful in reversing; In the rotarod test, the induced group had a decrease with
an average of 2.86 + 1.60 and the CTP group had a steeper decrease than in the
induced group with an average of 2.00 + 0.66. In the analysis of oxidative stress,
rotenone administration increased Nrf2 gene expression, myricetin treatment was able
to almost completely block the oxidation caused by rotenone, whereas in S.cumini EHB
treatment in substantia nigra and hippocampus did not show significant expression
compared to the group of miricetin, but in the striatum there was expression, but to a
lesser extent than miricetin. He concluded that although the latest tests still need to be
better explored we can have a possible herbal medicine for several dysfunctions
associated with oxidative stress and neuronal preservation present in PD.

Keywords: Parkinson's disease. Syzygium cumini (L.) Skeels. Myricetin. Oxidative
stress. Neuroprotection.
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EFEITO NEUROPROTETOR E ANTIOXIDANTE DE SYZYGIUM CUMINI (L.)
SKEELS E DA MIRICETINA NA DOENCA DE PARKINSON EM RATOS

Naime Diane Sauaia Holanda Silva
1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, tem sido observado um aumento da expectativa de vida
da populagédo mundial resultando em um aumento no numero de idosos. Em 2010,
esse numero no Brasil era de 14 milhdes de pessoas, no entanto em 2050, estima-se
que mais de 38 milhdes de brasileiros terdao mais de 65 anos. Associado ao processo
de envelhecimento populacional, também se observa um aumento da prevaléncia de
doencgas crénico-degenerativas (CHAIMOWICZ, 2013).

Doencas neurodegenerativas sao desordens progressivas do sistema nervoso
que afetam a funcédo e manutencao de populacdes neuronais especificas (EMERIT et.
al., 2004). A maioria destas doencas partilha varias caracteristicas comuns, tais como:
auséncia de sintomas durante os primeiros estagios da doencga e rapida progressao
com o envelhecimento; perdas cognitivas (principalmente aprendizado e memoria);
transtornos afetivos, de humor e de comportamento; desordens motoras; surgimento
de depdsitos proteicos anormais (proteinas mal enoveladas) e perda progressiva
neuronal e/ou glial (EMERIT et. al., 2004; COSTELLO et. al., 2009).

A doenca de Parkinson (DP) € um disturbio caracterizado principalmente por
seus sintomas motores e cognitivos, sendo a segunda doenga neurodegenerativa
mais comum afetando 10 milhées de idosos no mundo, sendo no Brasil uma média
de 200 mil pessoas acometidas pela doenca, segundo dados da OMS publicados em
2014 (SILVA; CARVALHO, 2019).

A incidéncia e prevaléncia da DP aumentam com a idade, caracterizando o
envelhecimento como o fator de risco mais importante para esta doencga. Nos ultimos
anos, o aumento da prevaléncia da DP tem gerado altos custos econémicos para os
sistemas de saude e para as familias dos pacientes (LAU; BRETELER, 2006;
PRINGSHEIM et. al., 2014; REEVE; SIMCOX; TURNBULL, 2014).

Histopatologicamente a DP é caracterizada pela degeneragdao dopaminérgica
nigroestriatal, via responsavel pela producdo de dopamina (DA) (SHERER et. al.,
2003; OBESO et. al., 2000). A DA é um neurotransmissor que esta relacionado
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principalmente com a coordenagdo dos movimentos, atividade cognitiva e limbica,
sabe-se que a propria degradacado espontdnea da dopamina resulta em estresse
oxidativo, com producéo de anions superéxido (O2), perdxido de hidrogénio (H202),
radical hidroxila (OH") e quinonas reativas, que sao potencialmente téxicos para os
neurdnios (HAUSER; HASTINGS, 2013).

A origem neuroquimica da DP foi elucidada em 1960 por Hornykiewicz, que
demonstrou que o conteudo de DA da Substancia Negra parte compacta (SNpc) e do
ndacleo caudado/putamen (também conhecido como estriado) em encéfalos post-
mortem de pacientes com a DP, era muito baixo, e estava associado a reducao do
namero de neurénios dopaminérgicos (MEREDITH et. al., 2008).

Posteriormente, documentou-se que a DP estava relacionada a perda seletiva
de neurdnios dopaminérgicos de todos os nucleos da base (nucleo caudado/putamen,
globo palido, nucleo subtalamico, SNpc) e presenca de agregados proteicos
intraneuronais conhecidos como corpusculos de Lewy (SELVARAJ et. al., 2012).

A etiologia da DP ainda permanece desconhecida, porém varios estudos tém
considerado que a causa da DP é multifatorial, envolvendo fatores genéticos e
ambientais (DEXTER; JENNER, 2013). A principal caracteristica patoldgica é a
degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos da SNpc e consequente reducdo da
concentragéo de DA no estriado, o que tem sido associado aos sintomas cardinais da
DP: rigidez muscular, bradicinesia, tremor de repouso e instabilidade postural
(GOPALAKRISHNA; ALEXANDER, 2015; MILLER; O’'CALLAGHAN, 2015; WU et. al.,
2012).

Ocorre ainda um processo neuroinflamatério com ativagédo de células da glia e
liberacdo de 6xido nitrico (RODRIGUEZ et. al., 2013). A presenca de estresse
oxidativo na doencga DP esta associada ao aumento da oxidagao de lipidios, de acido
desoxirribonucleico e de proteinas com a geragcado de espécies reativas de oxigénio,
que sao espécies quimicas instaveis (SUBRAMANIAM; ELLIS, 2013).

O estresse oxidativo e a inflamagao estdo entre os principais mecanismos
envolvidos na neurodegeneracao dopaminérgica caracteristica da DP, exercendo um
papel importante na fisiopatologia desta doenca (HWANG, 2013; ROCHA; DE
MIRANDA; TEIXEIRA, 2015; WANG; LIU; ZHOU, 2015). Nos ultimos anos, os
modelos animais de DP tém se mostrado Uteis para estudar o papel do estresse
oxidativo e da inflamacao na fisiopatologia da DP, bem como tém indicado que a

terapia com compostos antioxidantes e anti-inflamatérios pode ser uma alternativa
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para a prevencao ou tratamento da DP (JAGMAG et. al., 2016; JOERS et. al., 2016;
KOPPULA et. al., 2012; MACHADO-FILHO et. al., 2014).

A deficiéncia de terapias neuroprotetoras para a DP e as complicacoes
associadas as mesmas tém incentivado o desenvolvimento de estudos com o objetivo
de desvendar os mecanismos fisiopatologicos desta doenga, bem como formular
estratégias terapéuticas capazes de prevenir a neurodegeneragao (RIZEK; KUMAR;
JOG, 2016; TAGLIAFERRO; BURKE, 2016).

Nenhum dos tratamentos disponiveis é capaz de prevenir a progressao ou
restaurar o dano neuronal caracteristico da DP. Portanto, o tratamento dos pacientes
com DP é apenas sintomatico (DEXTER; JENNER, 2013). A terapia de reposicao
dopaminérgica através do uso da L-3,4-diidroxifenilalanina (L-DOPA) permanece a
opcao de primeira escolha para o tratamento dos sintomas motores da DP. Contudo,
a eficacia da terapia com L-DOPA declina ao longo do tempo e complicagdes motoras,
tais como discinesias e flutuagcdes motoras, tém sido associadas ao seu uso
prolongado (DEXTER; JENNER, 2013; OLANOW, 2015).

Entretanto, até o momento nao foi encontrado uma terapéutica definitiva que
cure ou impeca, de forma efetiva, a progressao da DP, sendo que, as drogas utilizadas
atualmente no tratamento sdo apenas sintomaticas, uma vez que nenhuma delas faz
desaparecer 0 dano neuronal caracterizado pela doenga Desta forma, sustancias
naturais e de baixo custo que possam atuar protegendo as células do estresse
oxidativo, minimizando as alteragdes mitocondriais, da inflamacéo e apoptose, sao
fortes candidatas ao desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas de
neuroprotecdo, em busca da cura e da prevencao (HALLIWELL, 2006).

As plantas medicinais sao importantes fontes de drogas potencialmente
terapéuticas. Estudos realizados pela OMS (Organizacdo Mundial da Saude)
constataram que 65 a 80% da populacdo de paises em desenvolvimento, devido a
pobreza e 0 ndo acesso ao medicamento alopatico, dependem essencialmente de
plantas medicinais para a terapéutica de suas enfermidades. Além disso, os varios
efeitos colaterais indesejaveis devido ao uso, correto ou incorreto, de medicamentos
sintéticos, tém causado nos ultimos anos uma procura consideravel de medicamentos
obtidos a partir de produtos naturais. Neste contexto, as plantas medicinais podem ser
0s substratos adequados para obtencdo de novos medicamentos, uma vez que sao
insumos acessiveis e ja contam com a aceitacao popular (GURIB-FAKIM, 2006).
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O Maranhdo é um dos Estados do Nordeste do Brasil com maior
biodiversidade, principalmente de espécies vegetais, permitindo um consideravel
crescimento do uso de plantas medicinas para diversos fins terapéuticos. Dentre as
vérias plantas que fazem parte do tradicional arsenal terapéutico maranhense,
destaca-se a espécie vegetal Syzygium cumini (L.) Skeels (REGO, 2008).

Syzygium cumini (L.) Skeels, da familia Myrtaceae, € uma arvore de grande
porte amplamente distribuida por todo territério nacional e frequente no Maranhao
conhecida popularmente como jamboldo. Tradicionalmente sdo atribuidas a espécie
atividades contra tosse, asma, disenteria, helmintiases e infeccbes diversas
(bactérias, virus, fungos e protozoarios) e relacionado a seu alto poder antioxidante,
acoes contra inflamacoes, diabetes e dislipidemias, também sao relatadas
(SAGRAWAT et al, 2006).

Dados na literatura evidenciam a riqueza de compostos e metabdlitos
secundarios na espécie com comprovada acao antioxidante, dentre eles os
flavondides, quercetina e miricetina e os acidos ascorbico, galico, elagico, ferulico e
ursolico (REYNERTSON et al, 2005).

Os compostos fendlicos sao atribuidos propriedades antioxidantes (BROINIZI
et. al., 2008), as quais estdo associadas a prevengdo de doengas cronicas nao
transmissiveis, principalmente: cancer, diabetes, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas (ROMANO et. al., 2013).

Em estudos recentes avaliou-se in vivo o potencial efeito anti-hipertensivo do
extrato das folhas de Syzygium cumini em ratos normotensos Wistar e em ratos
espontaneamente hipertensos, bem como o seu efeito in vitro sobre a reatividade de
artérias de resisténcia, nos quais o Jambolao reduz a pressao arterial e a frequéncia
cardiaca de ratos. (RIBEIRO et. al., 2013), assim como também in vivo o extrato das
folhas do Jamboldo apresentou efeitos anti—obesidade, hipolipemiante e
hipoglicemiante em ratos com obesidade induzida pelo L-glutamato monossédico
(MSG) (SANCHES et. al., 2016).

Outro estudo também recente avaliou a obtengao de uma formulagéo e seu uso
no auxilio da prevencgéo e do tratamento do diabetes tipo Il e suas complicacées. A
formulagdo foi obtida a partir de uma mistura de dois extratos hidroalcodlicos
liofilizados, obtidos das folhas de duas espécies vegetais, Averrhoa carambola e
Syzygium cumini. A preparacao farmacéutica contendo os extratos de folhas das
plantas foi efetiva no auxilio da prevencéao (intolerancia a glicose e dislipidemia) e do
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tratamento do diabetes tipo Il (resisténcia a insulina) e suas complicagées (ABREU et.
al., 2013).

Frente aos promissores resultados que tem sido obtido com relacdo ao
potencial terapéutico da espécie vegetal Syzygium cumini e considerando que a
patogénese de doengas neurodegerativas e auséncia de estudos na literatura
avaliando os efeitos neuroprotetores da espécie e sua atividade sobre o estresse
oxidativo gerado pelas drogas indutoras de doencgas neurodegenerativas; o presente
estudo teve por objetivo avaliar a acdo antioxidante e neuroprotetora do extrato
hidroalcodlico das folhas de S. cumini em modelo animal com Doenca de Parkinson
induzido por aumento de estresse oxidativo.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

a) Desenvolver um produto fitoterdpico derivado das folhas de Syzygium

cumini (L.) Skeels com atividade antioxidante e neuroprotetora aplicavel no
controle da doenca Parkinson.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do EHB de folhas de Syzygium cumini (L.) Skeels. e do
fitoterapico padrao miricetina sobre controle da doenca de Parkinson;
Realizar caracterizagao quimica dos compostos fendlicos do EHB de folhas
de Syzygium cumini (L.) Skeels e do fitoterapico padrao miricetina;
Investigar a toxicidade e a atividade antioxidante in vitro e in vivo do EHB
de folhas de Syzygium cumini (L.) Skeels;

Verificar a acdo do EHB de folhas de Syzygium cumini (L.) Skeels e do
fitoterdpico padrdo miricetina sobre paradmetros comportamentais em
modelo experimental (induzido por rotenona) da doencga de Parkinson;
Quantificar a atividade antioxidante do EHB de folhas de Syzygium cumini
(L.) Skeels e do fitoterapico padrao miricetina por biologia molecular em
metodologia definida;

Validar um produto natural para possivel utilizagdo como matéria prima na

producédo de medicamentos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 ESPECIE VEGETAL DE SYZYGIUM CUMINI (L.) SKEELS

Syzygium cumini (L.) Skeels (S. cumini) € uma arvore do subcontinente indiano
que foi trazida para paises ocidentais em meados do século XIX, onde comecgou a ser
usada como agente antidiabético mesmo antes da descoberta da insulina (CHAGAS
et. al., 2018).

Syzygium cumini (L.) Skeels considerada uma planta nativa do sudeste asiatico
possui varias sinonimias incluindo Eugenia jambolana Lam., Myrtus cumini Linn.,
Syzygium jambolana DC., Syzygium jambolanum (Lam.) DC., Eugenia djouant Perr.,
Calyptranthes jambolana Willd., Eugenia cumini (Linn.) Druce. e Eugenia
caryophyllifolia Lam. Pertencente a familia Myrtaceae, sendo caracteristica desta uma
ampla distribuicao nas regides tropicais, sobretudo América e Australia (AYYANAR;
SUBASH-BABU, 2012).

No Brasil a espécie vegetal € bem adaptada devido ao clima tropical,
localizando-se com frequéncia nos estados do Maranhao, Bahia, Minas Gerais, Rio
de Janeiro, Sdo Paulo, Rio grande do Sul e frutifica fartamente no més de fevereiro
(PIO CORREA, 1984). E conhecida popularmente como “Jamboldo”, “Jamel&o”,
‘azeitona roxa’, ‘Jambo da India’, ‘Jambol’, variando de acordo com a regido
(AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012).

3.1.1 Caracteristicas botanicas

Syzygium cumini (L.) Skeels é uma arvore de grande porte com folhagem
sempre verde e densa. O caule apresenta-se com casca grossa em tom acastanhado,
esfoliante e em escamas lenhosas além de madeira esbranquicada, granulada e
duravel. Ja as folhas sado coriaceas, oblongo ovadas a elipticas com 6 a 12 centimetros
de comprimento. Suas flores sdo perfumadas, branco esverdeadas, em grupos de
apenas alguns ou 10 a 40 e sdo redondas ou oblongas. O calice é em forma de funil,
com cerca de 4 milimetros de comprimento e dentado e seus frutos séo frutos e muitas
vezes sao de arredondados a oblongos, com 1,5 a 3,5 centimetros de comprimento,
roxo escuro ou quase preto, carnudos e comestiveis, contém uma Unica semente
grande (AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012).
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Possuem um sabor muito doce, tornando-se ligeiramente adstringentes nas
bordas da polpa a medida que a fruta amadurece. A fruta tem uma combinagéo de
sabor doce, levemente azedo e adstringente com uma tendéncia a colorir a lingua na
cor roxa (AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012), exemplificado na figura 1.

Figura 1 - Espécie vegetal de Syzygium cumini (L.) Skeels

Fonte: Chagas (2018)

3.1.2 Caracteristicas quimicas

Syzygium cumini (L.) Skeels apresenta constituintes quimicos diversos, por
meio da triagem fitoquimica, os compostos apresentam variabilidade nas diferentes
estruturas de sua anatomia, sendo nas sementes encontrados taninos hidrolisaveis
(acido galico, elagico, corilagico), quercetina, antimelina, 6leo essencial (a- e B-
pineno, canfeno, mirceno, limoneno, cis- ocineno, trans-ocineno, yterpineno, acetato
de bornila, a-copaeno, a-humuleno e candineno), materiais resinosos e glicose; nas
cascas foram encontrado acido acetil-oleandlico, triterpendides, éacido elagico,
isoquercetina, quercetina, canferol e miricetina; ja nas folhas foram encontrados acido
galico, metilgalato, canferol, miricetina, acido elagico, acido clorogénico, quercetina e
nilocitina, enquanto que nos frutos foram encontradas antocianidinas e finalmente nas
flores foi encontrado &cido oleandlico (MIGLIATO et. al.,2006).

Polifendis sao fitoquimicos que foram relatados como exercendo beneficios
saudaveis, estudos epidemiol6gicos mostram que o consumo de dietas ricas em
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polifendis estd inversamente associado ao desenvolvimento de doencgas
cardiometabolicas e neurodegenerativas, além do cancer (RZEPECKA-STOJKO et.
al., 2015; GORMAZ et. al., 2016).

S. cumini é composto fitoquimicamente por compostos como taninos
hidrolisaveis, flavondides, antocianinas, terpenos e acidos alifaticos (BALIGA et. al.,
2011). Diferentes partes de S. cumini tém composi¢des diferentes, mas todas
compartilham um alto conteudo de polifendis (SRIVASTAVA; CHANDRA, 2013).

Tanto frutas quanto flores sao enriquecidas em antocianinas como cianidina,
delfinidina, peonidina, pelargonidina, petunidina e malvidina (BRITO, 2007). A
semente contém rutina e quercetina, e as folhas tém metabdlitos secundarios
importantes, como kaempferol, quercetina, miricetina e seus glicosideos (CHAGAS et.
al., 2018).

Os Flavondides pertencem a uma classe de compostos polifendlicos, séo
biossintetizados por vegetais a partir da via dos fenilpropandides e possuem grandes
propriedades no combate a radicais livres (DORNAS et. al., 2007). Estao presentes
na maioria das plantas, sendo concentrados em sementes, frutos, cascas, raizes,
folhas e flores (FELDMANN, 2001).

Os flavondides e sua estrutura basicamente € formada por um nucleo
fundamental, constituido de quinze atomos de carbono arranjados em trés anéis (C6-
C3-C6), sendo dois anéis fendlicos substituidos (A e B) e um pirano (cadeia
heterociclica C) acoplado ao anel A (Figura 2) (DI CARLO et. al., 1999; PIETTA, 2000).

Figura 2 - Estrutura basica dos flavonobides

Fonte: Dornas et. al. (2007)

Trata-se de uma classe de compostos naturais, com baixo peso molecular, que
diferem entre si por sua estrutura quimica e por caracteristicas particulares. As
diferenciacdes se dao no anel C (padrao) e tende a resultar em diferentes classes de

flavondides, tais como: flavonas, flavonois, flavononas, dihidroflavonois, flavonodidis,
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chalconas, auronas e antocianidinas. Entretanto, substituicbes dos anéis A e B
originam diferentes compostos dentro da mesma classe (HOLLMAN; KATAN, 1999).

Os flavondides possuem propriedades anti-inflamatérias, anticarcinogénicas,
cardiovasculares e antioxidantes (CORY et. al., 2018). A estrutura quimica é que
determina a capacidade antioxidante, as hidroxilas podem doar elétrons e suportar o
deslocamento emtorno do sistema aromatico. Estas hidroxilas localizadas em C4 e
C3, atuam no aumento do potencial antioxidante, assim a classe das agliconas (ex.
quercetina, luteolina, miricetina e canferol) tém grande capacidade antioxidante, maior
que de flavonoides conjugados, como a quercetina-3-glicosidica (LIEN et. al., 1999;
SCOTTI et. al., 2007; CORY et. al., 2018).

A miricetina (Figura 3) € um flavonoide natural, pertencente a familia dos
polifendis, estruturalmente muito similar a quercetina (HUANG et. al., 2010). Ambas
possuem grupos hidroxila fendlicos e desempenham o papel de citoprotetor duplo,
atuando como antioxidantes diretos por meio de eliminacdo de radicais livres, e
indiretamente induzindo a producao de enzimas citoprotetoras em sistemas biolégicos
(QIU et. al., 2018).

Figura 3 - Estrutura quimica da miricetina
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Fonte: Alves et. al. (2007)

A miricetina apresenta dados controversos quanto a sua capacidade de acéo
quando utilizada in vivo ou in vitro, como propriedades anticarcinogénica, pro-
tumorigénica, antioxidante, pro-oxidante e agao fitoestrogénica (YANG et. al., 2017;
RAHIMIFARD et. al., 2017).

3.1.3 Caracteristicas farmacoldgicas

A utilizagdo intensa desta planta na medicina popular estimulou a pesquisa

cientifica, identificando indicacbes terapéuticas devido as inumeras acgdes
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farmacolégicas do jamboldo, discriminadas conforme as partes utilizadas da planta
(MIGLIATO et. al., 2006), de acordo com a tabela 1.

Tabela 1 - Uso popular do Syzygium cumini (L.) Skeels

PARTE USO POPULAR REFERENCIAS
DA

PLANTA

Folhas Diabetes, acao hipotensiva, diuréticas, | ROSS,1999
adstringéncia, obstipagcédo, leucorréia, estémago, | ALBERTON et. al., 2001
cataplasma em doencas de pele, acalmar prurido, | ZANOELLO et. al., 2002
antiinflamatéria.

Casca Atividade antidiarréica, acdo inibitéria contra | ROSS,1999
atividade do HIV - 1 protease, hipoglicemiante, | ALBERTON et. al., 2001
adstringéncia e obstipagdo, e ¢é utilizada no | PEPATO et. al., 2001
tratamento de hemorragias e leucorréia, diabetes e
Ulcera venérea, indigestao e purificagdo do sangue,
disenteria, dispepsia, anti-séptico, adstringente em
ulceragbes bucais, gengivas esponjosas e
estomatite, inflamacbes locais, queimaduras,
cardiotdnico e estimulante do SNC, antipirético.

Sementes | Anticonvulsivante, hipoglicemiante, adstringente e | ROSS,1999
obstipacéo, atividade eupéptica, anti-hemorragica, | ALBERTON et. al., 2001
para alteracbes no estdbmago, antiinflamatéria, | DAMASCENOet. al., 2002
bactericida, diarréia, diabetes, disenteria e | PEPATO et. al., 2001
hipertenséo.

Frutos Hipoglicemia, adstringéncia e obstipacao, diuréticos | ROSS,1999
e estomaticos, tratamento gastrintestinal, | ALBERTON et. al., 2001
adstringente e oralmente para Ulcera de estémago, | SHARMA et. al., 2003
reducdo de acidez e diabetes, carminativo,
antiescorbutico e diurético, diarréia aguda e crdnica,
retencdo urinaria, gargarejo para irritagbes da
garganta, locdo descamacgédo do couro cabeludo,
antiinflamatério,  antipirético, adstringente, no
tratamento de disenteria, diarréia e diabetes.

Flores Atividades antibidticas. SHARMA et. al., 2003

Raiz Antiemético, aumentar a lactacdo em lactantes. ROSS,1999

Fonte: O autor

Popularmente é atribuida a espécie atividades hipoglicemiante, hipotensiva,

diurética, antitussigena, antiasmatica, helmintica e antimicrobiana, além de acgdes
contra inflamacdes, diabetes e doengas neurodegenerativas, relacionadas a seu alto
poder antioxidante (SAGRAWAT, 2006).

Dados na literatura evidenciam a riqgueza de compostos e metabdlitos
secundarios na espécie com comprovada acao antioxidante, dentre eles os
flavondides, quercetina e miricetina e os acidos ascorbico, galico, elagico, ferulico e
(REYNERTSON, 2005).

anti-hiperglicémica,

ursélico Estudos farmacoldgicos evidenciam acoes

hipoglicémicas e antiinflamatoria, antioxidante,

antiedematogénica, antimicrobiana, leishmanicida e atividade

(AYYANAR, 2012; SUBASH-BABU, 2012; SAGRAWAT, 2006).

hipotensora
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Um estudo de pesquisadores associados ao Laboratorio de Pesquisa e Pds-
Graduacao em Farmacologia (LPPF — UFMA) avaliou in vivo o potencial efeito anti-
hipertensivo do extrato das folhas de Syzygium cumini em ratos normotensos Wistar
e em ratos espontaneamente hipertensos, bem como o seu efeito in vitro sobre a
reatividade de artérias de resisténcia. Este estudo demonstrou que o Jambolao reduz
a pressao arterial e a frequéncia cardiaca de ratos. (RIBEIRO et. al., 2013). Outro
estudo também recente avaliou a obtencdo de uma formulacao e seu uso no auxilio
da prevencao e do tratamento do diabetes tipo |l e suas complicagcdes. A formulagao
foi obtida a partir de uma mistura de dois extratos hidroalcodlicos liofilizados, obtidos
das folhas de duas espécies vegetais, Averrhoa carambola e S. cumini. A preparacao
farmacéutica contendo os extratos de folhas das plantas foi efetiva no auxilio da
prevengao (intolerancia a glicose e dislipidemia) e do tratamento do diabetes tipo Il
(resisténcia a insulina) e suas complicagdes. (ABREU et. al., 2013).

O grupo de pesquisadores associados ao Laboratério de Ensino e Pesquisa em
Fisiologia (LEFisio) tém dado especial atencao a espécie vegetal Syzygium cumini
observando efeitos anti — obesidade, hipolipemiante e hipoglicemiante relacionados
aos compostos fendlicos encontrados na espécie (FRANCA et. al., 2014). E em outra
publicacdo mais recente esse mesmo grupo de pesquisadores demonstrou que o
extrato rico em polifenol da folha de Syzygium cumini melhora duplamente a
sensibilidade a insulina periférica e a funcao das ilhotas pancreaticas em ratos obesos
induzidos por L-glutamato monossédico (SANCHES et. al., 2016).

3.2 DOENCA DE PARKINSON

O envelhecimento populacional, decorrente do aumento da expectativa de vida,
€ uma importante conquista em nivel global, no entanto em conjunto verifica-se um
aumento progressivo de enfermidades relacionadas a idade, como doengas
cardiovasculares, cancer e doencgas neurodegenerativas (SHIMADA et. al., 2003).

Estima-se que em 2015 cerca de 46,8 milhdes de pessoas apresentavam
manifestacao clinica de pelo menos alguma dessas patologias. Além disso, se essas
doencas continuarem a se expressar na mesma frequéncia atual, é esperado que a
cada 20 anos o numero de pessoas afetadas dobre, chegando a 131,5 milhdes de
pessoas em 2050 (THE GLOBAL, 2015).
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Tais desordens neurodegenerativas tém grande impacto social e, com o
passar do tempo, tém se configurado como um problema de saude publica, primeiro
devido ao fato de que sao a quarta principal causa de morte no mundo, ficando atras
apenas dos indices de morte por doencas cardiacas, cancer e acidente vascular
cerebral (AVC), e também por fatores relacionados ao contingenciamento econdémico
pois, somente em 2015, foram gastos 118 bilhdes de ddlares no custeio financeiro
para tratamento dessas doencas em todo o mundo (THE GLOBAL, 2015).

As doencas neurodegenerativas sao condi¢cdes debilitantes e incuraveis que
resultam na degeneragéo progressiva devido a morte de neurénios, que entre outras
coisas causam ataxias, problemas como o movimento e com funcionamento cerebral
(SHIMADA et. al., 2003). Sao patologias caracterizadas pela destruicao irreversivel
de certos neurbnios, o que leva a perda progressiva e incapacitante de determinadas
funcdes do sistema nervoso (FALCO et. al.,2016).

A maioria destas doencgas partilham varias caracteristicas comuns, tais como:
auséncia de sintomas durante os primeiros estagios da doenca e rapida progressao
com o envelhecimento; perdas cognitivas (principalmente aprendizado e memdria);
transtornos afetivos, de humor e de comportamento; desordens motoras; surgimento
de depositos proteicos anormais (proteinas mal enoveladas) e perda progressiva
neuronal e/ou glial (EMERIT et al, 2004; COSTELLO et al, 2009). Dentre essas as
mais recorrentes e comuns sao a doencga de Alzheimer (DA), a doenga de Parkinson
(DP) e a doenga de Huntington (DH) (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2008).

A doenca de Parkinson (DP) & um disturbio caracterizado principalmente por
seus sintomas motores e cognitivos, sendo a segunda doenga neurodegenerativa
mais comum afetando 10 milhées de idosos no mundo, sendo no Brasil uma média
de 200 mil pessoas acometidas pela doenca, segundo dados da OMS publicados em
2014 (SILVA; CARVALHO, 2019).

A DP foi originalmente descrita em 1817 pelo médico inglés James Parkinson
no artigo intitulado “Essay on the Shaking Palsy” (“Ensaio da paralisia agitante”). Neste
estudo, James Parkinson definiu a enfermidade, determinou os sintomas
patognoménicos, descreveu o diagndstico diferencial e fez consideracdes a respeito
da etiologia e do tratamento desta doenca (TIEVE; MENEZES, 2003).

A DP é a uma doenca crbnica progressiva altamente prevalente, sendo
considerada a segunda doenca neurodegenerativa mais comum, apés a Doenca de

Alzheimer. Sua prevaléncia é ligeiramente maior em homens do que em mulheres e a
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incidéncia aumenta com a idade (LAU; BRETELER, 2006; PRINGSHEIM et. al., 2014;
WIRDEFELDT et. al., 2011).

Estima-se que mais de 10 milhdes de pessoas sdo acometidas pela DP em
todo o mundo. Na América do Sul, a prevaléncia da DP é de aproximadamente 600
casos por 100.000 pessoas em individuos com idade entre 60 e 69 anos
(PRINGSHEIM et. al., 2014).

Dados mais recentes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), onde
caracteriza a DP como um disturbio neurolégico que afeta o sistema motor causando
tremores, rigidez, lentiddo nos movimentos e alteragdes de equilibrio; com carater
progressivo, crdnico e degenerativo, a doenga pode estar ainda associada a sintomas
como alucinacdes e confusao, além de problemas no trato urinario e intestinal. De
acordo coma OMS cerca de 200 mil pessoas sofrem com a doenga no Brasil (MS,
2018). Estima-se que em 2020 aproximadamente 40 milhdes de pessoas no mundo
terdo desordens motoras secundarias a DP (LANA et. al., 2007)

A DP é considerada uma doenca de alto custo econébmico, uma vez que gera
gastos diretos (tratamento medicamentoso, servicos de saude, exames diagndsticos)
e indiretos (reducéao de produtividade). Geralmente, a utilizacao de servigcos de saude
e 0s custos com pacientes com DP sao significativamente mais altos comparados aos
da populacgao controle (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006).

3.2.1 Sintomatologia da Doenca de Parkinson

A DP causa um dano direto sobre o estriado que pode levar a um quadro
chamado de parkinsonismo, caracterizado por tremor de repouso, rigidez, lentidao ou
auséncia de movimento voluntario, instabilidade postural e freezing. A DP € o tipo mais
comum de parkinsonismo, atingindo aproximadamente 80% dos casos (DAUER,;
PRZEDBORSKI, 2003).

Nao existe um biomarcador até o momento que possa ser utilizado como
diagnostico validado para a DP. Desta forma, o diagndstico da DP ainda é baseado
nas caracteristicas clinicas e histérico do paciente, bem como na resposta dos
sintomas a agentes dopaminérgicos (RIZEK; KUMAR; JOG, 2016).

Os sintomas motores mais frequentes sdo o tremor de repouso unilateral, a

bradicinesia, rigidez muscular, instabilidade postural, alteracdes na marcha e
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alteracoes de voz (LEES et. al. 2009; BOLOGNA et. al., 2016; KARUNANAYAKA et.
al., 2016).

Dentre os sintomas motores, as alteracbes vocais muitas vezes passam
despercebidas. Todavia, acometem em torno de 90% dos pacientes com DP.
Geralmente sdao acompanhadas de dificuldade de degluticdo, que ocorre em
decorréncia de modificacdes da musculatura da laringe, modulada pela dopamina da
via nigroestriatal (CIUCCI et. al., 2013; KALF et. al., 2011; WALSH; SMITH, 2012).

Essas modificagdes de fala, que incluem dificuldade de elaboracao de frases e
na manutencao do tom de voz, sdo também chamadas de disfonias ou disartrias. Sao
classificadas por movimentos lentos, fracos, imprecisos ou descoordenados da
musculatura envolvida na producao da fala, devido a transtornos na execu¢ao motora
que envolve multiplas areas do encéfalo, incluindo os nucleos da base (SPENCER;
ROGERS, 2005; CIUCCI et. al., 2013).

Um crescente numero de evidéncias tem sugerido que sintomas ndo-motores,
incluindo disturbios olfatérios, desordens do sono, dor, ansiedade, depressao, déficits
cognitivos e disfuncdo autonémica, estao presentes em pacientes com DP e podem
preceder os sintomas motores em alguns anos (DEXTER; JENNER, 2013; PARKER
et. al., 2013).

Dentre os sintomas ndao motores a Depressao Maior (DM) é o distarbio
psiquiatrico mais frequentemente associado a Doenca de Parkinson, afetando quase
35% dos pacientes (AARSLAND et. al., 2012).

Em estudo realizado por Riedel et. al. (2010), demonstrou-se que a presenca
de depressdao em pacientes com DP reduz o grau de independéncia, refletindo na
piora da qualidade de vida dos pacientes.

O comprometimento da neurotransmissao da dopamina é tido como uma das
causas da depressao associada a DP, porém, além do déficit de dopamina, outros
neurotransmissores também estdo reduzidos, como a serotonina (5-HT) e a
noradrenalina (NA). Portanto, a hipétese da redugao das aminas cerebrais, associada
a hipbtese psicogénica como consequéncia das limitagdes motoras, sdo as mais
aceitas na tentativa de esclarecer a fisiopatologia da depressao na DP (KANDA et, al.,
2008; POLITIS et. al., 2012; SANTIAGO et. al., 2015).

A perda de energia e interesse, anedonia, dificuldade de tomar decisées,
sentimento de tristeza, desamparo e disturbio de sono sdo alguns dos sintomas
decorrentes da DM mais comumente observados. Varios desses sintomas também se
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desenvolvem na depressao associada ao Parkinson. Muitas vezes, torna-se dificil
diagnosticar essa depressdo, uma vez que alguns dos sintomas podem ser
mascarados pelos préprios sintomas da DP (POLITIS et. al., 2012; TORBEY et. al.,
2015).

As deficiéncias de meméria também sdo comuns em pacientes com DP, sendo
qgue quadros de deméncia ocorrem em torno de 15% a 40% dos pacientes. Diferente
da depresséao, a perda de memoria nao antecede os sintomas motores. Costuma se
desenvolver e se agravar conforme a evolucao da doenca (TITOVA et. al., 2017;
AARSLAND et. al., 2012).

O comprometimento da memdéria observado na DP geralmente acomete a
memoria de trabalho, meméria implicita, memoria episddica e aprendizagem
processual (LINDGREN; DUNNETT, 2012; SOLARI et. al., 2013). Essas deficiéncias
de memoria tém sido relacionadas aos déficits na transmissdo dopaminérgica, mas
também parecem ter associagées com prejuizos de outros neurotransmissores, como
serotonina, acetilcolina e glutamato (LINDGREN; DUNNETT, 2012; AARSLAND et.
al., 2012).

Figura 4 - llustragédo de Paciente com Doenga de Parkinson

MOVIMENTOS COMPROMETIDOS
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Portanto, a investigagcdo de sintomas nao-motores tem ganhado suporte, nos
ultimos anos, com o objetivo de possibilitar um diagnéstico precoce da DP (OBESO
et. al., 2010). Os sintomas da DP tornam-se altamente incapacitantes com a evolugao
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da doencga. Pacientes com DP (Figura 4) tendem a apresentar perda da funcionalidade
e autonomia para exercer suas atividades da vida diaria, levando-os a se tornarem
dependentes de familiares e/ou cuidadores, o que leva a uma reducado da sua
qualidade de vida (FILIPPIN et. al., 2014; TAKAHASHI et. al., 2016).

3.2.2 Etiologia da Doenca de Parkinson

Em relagédo a etiologia da DP acredita-se que € um resultado de uma
combinacao de fatores ambientais e genéticos (CORTI et. al., 2011; ZAVARIZ, 2012).

Na década de 1980, a hipdtese de fatores ambientais envolvidos na DP foi
apoiada pela identificacdo de uma droga sintetizada em laboratério chamada MPTP
(1-metil-4-fenil1,2,3,6-hidropiridina), que causa a degeneragdo neuronal seletiva,
levando a uma sindrome parkinsoniana em roedores, primatas e seres humanos.
Desde entdo, um grande numero de agentes ambientais, habitos e condicdes foram
examinados, incluindo toxinas industriais, metais pesados, tabagismo, ingestao de
bebidas como cha ou café, a pratica da agricultura e o estilo de vida rural (CORTI et.
al., 2011; ZAVARIZ, 2012).

A maioria dos casos ocorre de forma esporadica, afetando aproximadamente
95% dos pacientes, geralmente com mais de 50 anos. Embora nesses casos a doenga
néo seja herdavel, uma histéria familiar positiva esta associada com um risco elevado
da DP (CORTI et. al., 2011).

Com relacao aos fatores ambientais, tem se notado que a exposicao frequente
a herbicidas e pesticidas esta relacionada com o desenvolvimento da doenca, além
da exposicao cronica a metais pesados, como chumbo, manganés e cobre que esta
relacionada ao aparecimento de sintomas tipicos da DP (GORELL et. al., 2004;
HANCOCK et. al., 2008).

Estudos de longa data fazem referéncia a hereditariedade da DP, mesmo néo
se manifestando a doenca, existe a chamada predisposicdo para o seu
desenvolvimento e requer acompanhamento constante. Isso foi explicado por
possiveis alteracoes genéticas que podem ocorrer com 10 genes diferentes ja
elucidados, condicionando a DP como uma doenca de heranca autossémica
dominante e recessiva (ABELIOVICH; GITLER, 2016; ABID SHEIKH et. al., 2016; LIU
et. al., 2016). A caracterizacao dessa forma da doenca permitiu descoberta de dezoito

locus cromossdmicos denominados “PARK” que estdo associados a DP (KLEIN;
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WESTENBERGER, 2012). Algumas das mutac¢des nestes genes estao associadas a
forma familiar autossémica dominante (PARK 1, 4 e 8), ou autossdmica recessiva da
DP (PARK 2, 6,7, e 13) (DUQUE et. al., 2015).

Por outro lado, sabe-se também que o estresse oxidativo, a excitotoxicidade e
a neuroinflamagao tém papel fundamental na neurodegeneragdo. A respiracao
mitocondrial gera, por si s6, uma grande quantidade de espécies reativas de oxigénio,
gerando o chamado estresse oxidativo, que intensifica a morte de neurénios. O préprio
envelhecimento parece acentuar esse processo e, na DP, ele se torna ainda mais
evidente. A ativacdo da microglia pode ocorrer devido a esse processo de morte
neuronal produzido pelo estresse oxidativo. Para tal, ocorre a liberacdo de mediadores
inflamatérios produzidos nas células da glia, que aumentam a neurotoxicidade e
influenciam na neurodegeneragdo (MOSLEY et. al., 2006; SUBRAMANIAM,;
CHESSELET, 2013; SANTIAGO et. al., 2015).

A excitotoxicidade ocorre devido ao excesso de glutamato no meio extracelular,
que promove a ativacao constante de seus receptores, principalmente dos receptores
de N-metil D-aspartato (NMDA), desencadeando um processo neurotdxico (STAYTE;
VISSEL, 2014). Sabe-se hoje que essa superatividade estd relacionada ao
desenvolvimento de wuma série de patologias, entre elas, as doengas
neurodegenerativas (STAYTE; VISSEL, 2014).

Nesses casos, a neurotransmissao excitatéria passaria a ocorrer de modo
desenfreado levando a morte neuronal, alterando a excitabilidade da membrana e
promovendo a ativagdo excessiva de enzimas intracelulares capazes de disparar uma
cascata quimica destrutiva (STAYTE; VISSEL, 2014).

No entanto, a etiologia da DP ainda permanece desconhecida, porém é
considerada um processo complexo que envolve varios mecanismos, tais como
disfuncao mitocondrial, estresse oxidativo, fatores genéticos, exposicdo a toxinas
ambientais e processo inflamatorio, porém o envelhecimento € considerado o principal
fator de risco para a DP (DEXTER; JENNER, 2013; RIZEK; KUMAR; JOG, 2016).

Multiplas mutagdes genéticas tém sido associadas a DP, incluindo mutagbes
dos genes da a-sinucleina (SNCA), parkina (PARK2, PARK7) e Quinase 2 repetida
rica em leucina (LRRK2). A exposicao a toxinas ambientais, tais como 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) e rotenona, também tem sido relacionada ao
desenvolvimento dos sintomas da DP. No entanto, mutacdes genéticas e exposicao a
toxinas ambientais sdo responsaveis por menos de 10% de todos os casos de DP,
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sendo a maioria dos casos de etiologia desconhecida (GOPALAKRISHNA;
ALEXANDER, 2015).

3.2.3 Fisiopatologia da Doenca de Parkinson

A origem neuroquimica da DP foi elucidada em 1960 por Hornykiewicz, que
demonstrou que o contetudo de dopamina (DA) da substancia negra parte compacta
(SNpc) e do nucleo caudado/putamen (também conhecido como estriado) em
encéfalos post-mortem de pacientes com a DP, era muito baixo, e estava associado
a reducdo do numero de neurdnios dopaminérgicos (HORNYKIEWICZ, 2006;
MEREDITH et. al., 2008).

Posteriormente, documentou-se que a DP estava relacionada a perda seletiva
de neurdnios dopaminérgicos de todos os nucleos da base (nucleo caudado/putamen,
globo palido, nucleo subtalamico e substancia negra parte compacta) e presenca de
agregados proteicos intraneuronais conhecidos como corpusculos de Lewy
(SELVARAJ et. al., 2012). Em estados avancados a degeneragcao pode prejudicar
também a integridade funcional do cortex pré-frontal (SELVARAJ et. al., 2012).

Figura 5.- Representacado esquematica da neuropatologia da Doenca de Parkinson (DP)
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Via nigroestriatal em condicdo normal (A) e na DP (B). Em (C), marcag¢éo imunohistoquimica
demonstrando corpos de Lewy, contendo alfa sinucleina e ubiquitina.
Fonte: (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003)

Histopatologicamente a DP é caracterizada pela degeneracédo de neurdnios
pigmentados dopaminérgicos da Substancia Negra parte compacta (SNpc) e
consequente reducao dos niveis de dopamina no estriado (nucleo caudado e
putdmen). Também s&o observadas inclusdes intra-citoplasmaticas denominadas

Corpos de Lewy, compostos principalmente por a-sinucleina e ubiquitina (Figura 5),
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nos neurbnios remanescentes. No entanto, estudos imunohistoquimicos tém
demonstrado que os Corpos de Lewy contém mais de 90 moléculas (MILLER,;
O’'CALLAGHAN, 2015; WAKABAYASHI et. al., 2013).

Outra caracteristica neuropatoldégica observada em pacientes da DP é a
presenca de corpusculos de Lewy em diversas regides mesencefalicas. Esses
corpusculos tratam-se de agregados proteicos arrendondados de proteinas
neurofilamentares como a-sinucleina (de forma mais expressiva), ubiquitina, sinfilina-
1 e proteinas proteossomais, que se distribuem perinuclearmente de forma difusa nos
neurdnios remanescentes da SNPc, cortex cerebral e nucleos monoaminérgicos do
tronco encefélico (BLANDINI et. al., 2000; FUCHS et. al., 2004; ELBAZ; TRANCHANT,
2007; CICCHETTI et. al., 2009).

Na DP também é descrito a presenca dos neuritos de Lewy, que possuem
composicdo semelhante aos corpusculos de Lewy, entretanto possuem arranjo
tridimensional alongado e se localizam preferencialmente nos axénios. Esses
agregados proteicos se acumulam nos neur6nios acarretando em neurotoxicidade
com consequente morte neuronal e reducdo da aferéncia dopaminérgica para o
nucleo caudado/putdamen (MCKEITH; MOSIMANN, 2004; CICCHETTI et. al., 2009).

A fisiopatologia da DP esta associada a disfungdo dos sistemas
neurotransmissores, principalmente, por uma redugcdo nas concentragbes de
dopamina no estriado em decorréncia da perda progressiva dos neurbnios
dopaminérgicos da parte compacta da substancia negra (BURCH; SHEERIN, 2005)

Os “ganglios da base” podem ser entendidos como um conjunto de estruturas
subcorticais importantes para controlar e iniciar os movimentos, pois regulam o fluxo
das informacdes provenientes do cortéx cerebral para os neurdbnios motores da
medula espinhal. Além do papel desempenhado no controle motor, os ganglios da
base estdo envolvidos em varias fun¢gées emocionais e cognitivas (PURVES, 2010).
Constituem os ganglios da base: (a) estriado, formado pelo nucleo caudado e
putamen; (b) globo palido, que se divide em globo palido externo (GPe) e globo palido
interno (GPi); (c) substancia negra, dividida em parte compacta (SNpc) e parte
reticulada (SNpr) e o (d) nucleo subtalamico (NST) (BRUNTON et. al., 2012; KANDEL
et. al., 2014).

As informacdes provenientes do estriado sdo projetadas para os nucleos de
saida, que sdo o GPi e a SNpr. A projecao do estriado para os nucleos de saida é
realizada por duas vias diferentes: via direta e via indireta (UC; FOLLET, 2007).
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A via direta transfere informagdo do estriado para os nucleos de saida
(GPi/SNpr), resultando na desinibicdo do talamo, o que intensifica estimulos
excitatérios do tdlamo ao cértex cerebral, facilitando o0 movimento. O neurotransmissor
inibitério que participa da via direta é o acido gama-aminobutirico (GABA) (BRUNTON
et. al., 2012; UC; FOLLET, 2007).

A via indireta transmite a informacao do estriado ao GPe. Por sua vez, essa
estrutura envia projecoes para o NST, que gera estimulos eferentes para a os nlcleos
de saida (GPi/SNpr). Assim como ocorre com a via direta, as duas conexdes iniciais
— projecgdes do estriado para o GPe e deste para o NST — utilizam o neurotransmissor
inibitério GABA. Contudo, a conexao final — projecdao do NST para os nucleos de saida
(GPi/SNpr) — € uma via glutamatérgica excitatoria. Desta forma, a estimulagéo da via
indireta resulta na reducao da saida dos estimulos excitatérios, inibindo o tdlamo, e
consequentemente, inibindo o movimento (BRUNTON et. al., 2010; UC; FOLLET,
2007).

A SNpc através da via nigroestriatal, libera dopamina no estriado, sendo um
dos moduladores da atividade dos ganglios da base. Nos neurbnios espinhosos
médios do corpo estriado, estdo os dois principais tipos de receptores para a
dopamina: D1 (excitatério) na via direta e D2 (inibitério) na via indireta. Desse modo,
a dopamina liberada no estriado tende a aumentar a atividade da via direta e reduzir
a da via indireta. Enquanto que a deplecao de dopamina que ocorre na DP produz o
efeito contrario. A estimulacao dopaminérgica reduzida, consequentemente, acentua
os estimulos inibitorios provenientes dos nucleos de saida (GPi/SNpr) para o tdlamo
e reduz a excitacdo do cortex cerebral, determinando assim, as manifestacées dos
sintomas motores da DP (BRUNTON et. al., 2012; PURVES et. al., 2010), podemos
observar na Figura 6 abaixo.

Na via direta expressam altos niveis de receptores dopaminérgicos tipo D1 e
receptores muscarinicos M4, e co-expressam dinorfina e substancia P. Em contraste,
os da via indireta expressam altos niveis de receptores dopaminérgicos tipo D2 e
receptores de adenosina A2, e co-expressam encefalina (KREITZER, 2009; OBESO
et. al., 2010).

Os receptores dopaminérgicos D1 e D2 séo receptores metabotrdpicos e estdo
ligados a diferentes vias de sinalizacao intracelular (diferentes tipos de proteina G). A
dopamina exerce efeitos distintos sobre estes receptores, ao apresentar efeito
excitatorio sobre os receptores D1 na via direta e efeito inibitério sobre os receptores
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D2 na via indireta. Desta forma, em condigdes fisiologicas (Figura 6A), os efeitos da
dopamina no sistema nigroestriatal resulta em uma facilitagao da via tdlamo-cortical e
consequente liberacao do movimento (GALVAN; DEVERGNAS; WICHMANN, 2015).

Na DP, os neurdnios aferentes dopaminérgicos para o estriado sao perdidos e
o funcionamento das vias direta e indireta torna-se alterado. A deplegédo de dopamina
no estriado causa uma hiperativacao da via indireta e um hipoativagao da via direta, o
que promove uma hiperestimulacao do NST e Gpi/SNr e uma inibicdo da via talamo-
cortical (Figura 6B), resultando em uma reducdo da atividade locomotora e
movimentos (CALABRESI et. al., 2014).

Figura 6 - Esquema representativo do efeito da dopamina nas vias direta e indireta
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Em condicoes fisiolégicas (A) e na DP (B). (+) excitagéo, (-) inibicado. GPe: globo pélido externo; GPi:
globo pdlido interno; NST: nucleo subtalamico; SNpr: substancia nigrans parte reticulada; SNpc:
substancia negra parte compacta
Fonte: (PURVES et. al., 2005)

Nos ultimos anos, véarios estudos tém demonstrado que outras regides
cerebrais, tais como area tegumentar ventral (VTA- ventral tegumentar area), locus
ceruleus e nucleos da rafe, também estdo comprometidas em pacientes com DP.
Todos estes nucleos também degeneram e apresentam corpos de Lewy, sugerindo
um processo patogénico similar ao que ocorre na SNpc. Portanto, outros sistemas de
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neurotransmissao tais como o noradrenérgico e serotoninérgico também estao
envolvidos na fisiopatologia da DP e tem sido relacionado aos sintomas ndo-motores
da DP (DEXTER; JENNER, 2013; OBESO et. al., 2010).

3.2.4 Estresse Oxidativo e Doenca de Parkinson

Na DP o estresse oxidativo desempenha um papel importante na degeneracao
de neurbnios dopaminérgicos na DP, interrup¢cdes na manutencao fisiolégica do
potencial redox nos neurdnios interferem em varios processos bioldgicos, levando a
morte celular (DIAS et. al., 2013). E definido como a situagdo na qual a formacéo de
espécies reativas (de oxigénio, nitrogénio, etc.) excede a capacidade de defesa
antioxidante e de reparo da célula, tendo como consequéncia o aumento de danos a
biomoléculas (DNA, lipidios, proteinas). Estes danos, quando n&o reparados, acabam
comprometendo o funcionamento da célula levando-a a morte por apoptose precoce
ou necrose (BARBOSA et. al., 2006).

Caracterizado pela presenca de radicais livres, os quais sdo moléculas que
apresentam um ou mais elétrons desemparelhados centrados nos atomos de oxigénio
ou nitrogénio, sendo denominados espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies
reativas de nitrogénio (ERNSs), respectivamente. Os radicais livres podem reagir com
substratos bioldégicos e causar danos a organelas e macromoléculas e,
consequentemente, promover dano a saude do organismo (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006).

As espécies reativas de oxigénio (EROs), em especial o anion radical
superoxido (O2-) e o perdoxido de hidrogénio (H202), sdo metabdlitos ubiquos,
reativos e de curta meia—vida, produzidos durante o metabolismo do oxigénio em
todos os sistemas biolégicos (ZHOU et. al., 2008).

Regides encefalicas ricas em catecolaminas sdo extremamente vulneraveis a
geracao de radicais livres (MOSLEY et. al., 2006), a DA, por exemplo, durante o seu
processo de metabolismo gera radicais livres como o peréxido de hidrogénio (H202),
anion superoxido (O2-) e peroxinitrito (ONOO-). A metabolizacdo da DA pode ocorrer
através de enzimas como a monoamino oxidase (MAQO) ou por decomposicao
espontanea através da auto-oxidacao, neste caso ocorre liberacdo do radical livre
H202 e DA-quinona. Niveis elevados de H202 podem liberar ions férricos de heme

proteinas, como a hemoglobina e citocromo, que por sua vez reduzem o H202 a
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radical hidroxila (HO-). O HO- é o radical mais reativo encontrado in vivo capaz de
oxidar carboidratos, lipidios, proteinas e DNA. Portanto, o metabolismo da DA pode
agravar os danos nos tecidos pelo aumento dos niveis do radical livre H202 (MOSLEY
et al, 2006; BARBOSA et. al., 2006).

Os neur6nios dopaminérgicos sao particularmente susceptiveis ao estresse
oxidativo, pois EROs séo geradas durante o metabolismo da dopamina. Além disso,
neurdnios dopaminérgicos da substancia negra contém ferro (Fe?+), o qual reage com
peréxido de hidrogénio através da reacao de Fenton, e produz o radical hidroxila (HO-
). O HO- € o radical mais deletério ao organismo, pois apresenta uma meia-vida curta
e dificilmente € sequestrado in vivo pelas enzimas antioxidantes (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006; HWANG, 2013; UTTARA et. al., 2009).

Na DP, a degeneracao de neurbnios dopaminérgicos leva a um aumento do
metabolismo da dopamina pelos neurénios remanescentes e uma produgao excessiva
de EROs, resultando em aumento do estresse oxidativo. Em casos idiopaticos e
genéticos da DP, o estresse oxidativo exerce uma funcéo critica na fisiopatologia da
doenca, e tem sido implicado como um mecanismo que leva a disfuncao celular e
eventual morte neuronal (BLESA et. al., 2015).

A presenca de excesso de ferro, diminuicdo de glutationa reduzida (GSH),
diminuicdo da atividade da superoxido dismutase, peroxidagéo lipidica, modificagéo
de proteinas e DNA e lesdo oxidativa na SNPc de pacientes com DP sugerem um
estado de estresse oxidativo e lesdo oxidativa. Os neurdnios dopaminérgicos da SNPc
parecem ser especialmente vulneraveis a EROs (HASHIMOTO et. al., 2003).

A degradacao espontanea da dopamina resulta na producao de radicais como
anion superoéxido, perdxido de hidrogénio, anion hidroxila e quinonas reativas, que sao
potencialmente toxicos para os neurbnios. Essas espécies reativas poderiam atacar
facilmente o DNA mitocondrial, por ser este desprovido de histonas protetoras,
resultando em alteracdo desta estrutura. (ASANUMA et. al., 2004; BISAGLIA et. al.,
2014).

A citotoxicidade dos radicais livres esta relacionada com a habilidade dessas
moléculas de oxidar constituintes celulares, particularmente membranas lipidicas,
proteinas e DNA e sinalizar a iniciacao de apoptose. As EROs séo geradas durante o
funcionamento celular normal, principalmente durante a respiracdo mitocondrial e sdo

inativadas por antioxidantes endégenos (FISKUM et al, 2003).
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O estresse oxidativo reflete um desequilibrio entre a producao de radicais livres
e a capacidade do organismo de desintoxicar por meio de seus antioxidantes. Os
radicais livres que danificam principalmente as células incluem o peréxido de
hidrogénio(H202), o radical hidroxila(O2-), o 6xido nitrico (NO) e o radical superoxido,
enquanto os antioxidantes importantes no corpo humano incluem moléculas de baixo
peso molecular tais como GSH, vitaminas C e E, além de enzimas como SOD
(superoxido dismutase), catalase, glutationa e acido urico (WEI et. al., 2018).

Os antioxidantes sao substancia capazes de prevenir ou evitar a oxidacao de
uma biomolécula, seja através da interacédo e estabilizacdo de espécies reativas ou
transformando-as em moléculas mais estaveis, reduzindo a sua reatividade
(HALLIWEL, 2011; MARCHIORO et. al., 2016). O sistema antioxidante é formado por
componentes enzimaticos, representado pelas enzimas antioxidantes superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Enquanto que o
sistema n&o enzimatico € composto por antioxidantes enddgenos, como a GSH,
coenzima Q10, e antioxidantes exdgenos, adquiridos na dieta, como vitaminas
(vitamina C, vitamina E e vitamina B2), minerais (zinco e selénio), carotendides e
compostos fendlicos (VASCONCELLOS et. al., 2007; MARCHIORO et. al., 2016).

A SOD catalisa a conversao dos radicais superoxido em peroxido de hidrogénio
e, em seqguida, o perdxido de hidrogénio é convertido em agua e oxigénio pela catalase
e glutationa peroxidase. A glutationa peroxidase também converte nitrato em nitrito, o
que indica a atividade do NO. O &cido urico é convertido pela xantina oxidase durante

o0 passo limitante do catabolismo das purinas exemplificado nas Figuras 7 e 8 abaixo.

Figura 7 - Mecanismo de defesa antioxidante
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Fonte: (DIAS et. al. 2013, WEI et. al., 2018)

A falha do sistema de defesa antioxidante em proteger contra a geracao de

radicais livres danifica todos os componentes da célula, incluindo DNA, lipidios e



41

proteinas, levando eventualmente a morte celular, que tem sido importante no
desenvolvimento da DP (DIAS et. al. 2013, WEI et. al., 2018).

Entretanto, agentes antioxidantes representam uma estratégia terapéutica
atrativa para a prevengao ou tratamento da neurodegeneragcdo observada na DP
(KOPPULA et. al., 2012; PEREZ-HERNANDEZ et. al., 2016; SHAHPIRI et. al., 2016).

No envelhecimento, bem como no caso de diversas doencas
neurodegenerativas, ha um declinio nos mecanismos de defesa antioxidante normais,
aumentando a vulnerabilidade do cérebro para os efeitos deletérios do dano oxidativo
e as enzimas antioxidantes, como a SOD, CAT, GPx e a glutationa redutase (GSH-
Rd) encontram-se com as atividades reduzidas (BURGENER et. al., 2008; MYTHRI
et. al.,, 2011; TRUSHINA; MCMURRAY, 2007). A baixa ingestdao dietética de
substancias antioxidantes pode contribuir também para o aumento das concentracdes
de espécies reativas no organismo, e assim, por estas razées, a manutencdo do
balangco em favor dos antioxidantes € de essencial importancia para a integridade do
cérebro (CHIEN et. al., 2014; DANTAS; FRANK; SOARES, 2008; GUERREIRO, 2010;
MARCHIORO et. al., 2016).

Figura 8 - Mecanismos que levam ao estresse oxidativo na DP e o papel dos produtos génicos
relacionados a DP nesse processo
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O reino vegetal é uma fonte riquissima de moléculas antioxidante naturais,
dentre essas se destacam os polifendis pela sua extensa capacidade ou variedade de
atividades biolégicas como cardioprotetora, anti-inflamatéria, antitumoral,
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antienvelhecimento e outras muito uteis na prevencao ou manejo de doencas cronicas
associadas ao estresse oxidativo como doencas cardiovasculares, doencas
neurodegenerativas e neoplasias (LI et. al., 2013).

Os flavondides sao polifendis responsaveis por varios efeitos bioldgicos devido
a sua extensa capacidade antioxidante. Essa atividade antioxidante dos flavondides é
dependente das estruturas nucleares e arranjos de seus grupos funcionais. Dentre as
principais caracteristicas estruturais responsaveis pela capacidade sequestradora de
EROs estdo: (a) presenca do grupo catecol no anel B, determinante para
deslocalizagdo eletrbénica; (b) dupla ligacdo na posicdo 2,3 conjugada a fungéo
cetbnica no C-4 no anel C, importante para reforgo da deslocalizagao de elétrons no
anel B e (c) grupos hidroxilas nas posi¢cées 3 dos aneis A e C, respectivamente,
proporcionando a formacao de pontes de hidrogénio com o grupo cetbénico de acordo
com a Figura 9 em seguida (CHAGAS et. al., 2018)

Figura 9 - Principais caracteristicas estruturais dos flavonoides requeridas para sequestro de
espécies reativas

(1) presenga do grupo catecol no anel B; (2) dupla ligagdo em C-2,3 e carbonila no anel C;
(8) hidroxila em C-3 (anel A) e C-5 (anel C)
Fonte: (CHAGAS et. al., 2018).

Dentre os flavondides a miricetina se destaca pela sua capacidade
sequestradora de EROs, que acontece pelo mecanismo de sequestro do anion radical
superdxido demonstrado na Figura 10 abaixo (PROCHAZKOVA et. al., 2011).
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Figura 10 - Mecanismo da atividade da miricetina no sequestro do anion radical superdxido
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Fonte: (CHAGAS, 2018)

A potente atividade antioxidante caracterizada pela estruturas quimica dos
flavonoides tornam este um metabdlito muito util na prevencéo e atenuacéo de danos
causados pelas EROs. A exemplo de fontes de flavonoides destaca-se o Syzygium
cumini, como uma espécie vegetal com elevado teor de flavonoides e grandes
prospeccoes terapéuticas. (AGATI et. al., 2012; CHAGAS et. al. 2018).

3.2.5 Inflamacao e Doenca de Parkinson

Avancgos recentes revelam o envolvimento direto de processos inflamatérios e
oxidatinos da SNpc na DP. A patogese da DP envolvia especificamente degeneracao
neuronal dopaminérgica grave na SNpc e estriado. A morte celular neuronal
dopaminérgica é devida a cascata inflamatéria, incluindo ativacdo microglial e
secrecao excessiva de agentes citotdxicos, como citocinas pro-inflamatérias e radicais
livres. Assim, considerando a importancia da inflamacao na progressdo da DP,
estratégias neuroprotetoras e antiinflamatérias podem oferecer uma intervencao
terapéutica promissora para o tratamento e manejo da DP (MANDAL et. al., 2017).

Varias evidéncias indicam que a neuroinflamacao exerce uma funcgéao critica na
patogénese da DP (WANG; LIU; ZHOU, 2015; ALCALY, 2016). A neuroinflamacgéao

consiste numa integracdo complexa de respostas de todas as células imunes



44

presentes no SNC, incluindo microglia, astrécitos e linfocitos-T infiltradas (LE; WU;
TANG, 2016).

O papel para a neuroinflamagdo na fisiopatologia da DP é mediada
principalmente por microglia ativada. Microglia sdo células fagociticas, componentes
da imunidade inata sistema do sistema nervoso central, que geralmente sdo um
fenotipo em repouso, mas tornam-se ativadas no cérebro podendo gerar lesdo ou
desafio imune. A Microglia ativada é uma fonte importante de superoxido e 6xido
nitrico, que por sua vez contribuem para a oxidagao e nitratividade levando a estresse
no microambiente cerebral, podendo também promover a neurodegeneragado
produzindo outras substancias agentes téxicos, como glutamato e fator necrose
tumoral alfa (TNF- a). (DIAS et. al. 2013).

McGeer et. al. (1988) mostraram a presenca de microglia reativa na SNpc de
pacientes com DP, onde a microglia reativa foi observada préxima a neurdnios
dopaminérgicos contendo melanina e foi associada com a neurodegeneracao destes
neurdnios. Imamura et. al. (2003) demonstraram microglia reativa na SNpc e putamen
de pacientes com DP, além de marcacao positiva para as citocinas pré-inflamatérias
TNF-a e IL-6 (interleucina-6) no putamen, sugerindo que a neuroinflamacgédo esta
associada com o dano neuronal presente na DP. Esta hipotese € suportada pelos
resultados de um estudo in vivo que utilizou tomografia por emissao de pdsitrons em
pacientes com DP e demonstrou um aumento na ativacdo microglial nos estagios
iniciais da DP (pacientes em estagios | e Il da DP). Esta ativacdo microglial foi
correlacionada negativamente com a densidade dopaminérgica no putamen e
positivamente ao comprometimento motor de pacientes com DP (OUCHI et. al., 2005).

Segundo Dias et. al. (2013) a ativacao microglial € observado em modelos in
vitro e in vivo utilizando toxinas como rotenona ou 6-OHDA, bem como com
lipopolissacarideo dopaminérgico, onde a morte neuronal libera proteinas oxidadas,
lipidios e DNA no espaco extracelular que sdo reconhecidos como moléculas
danificadas por microglia causando sua ativagdo. Ativagdo microglinal, por sua vez,
leva a um aumento da formacao de citocinas, aumento da produgcdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, e diminuiu secrecao de fatores troficos responséaveis
pela normal manutencdo normal da viabilidade neuronal.

Os astrécitos também exercem funcdes importantes no processo inflamatério
da DP. A astrogliose dentro do SN leva a ativagao local da microglia, mas a microglia

também tem um duplo papel no cérebro, agindo como células neuroprotetoras através
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da eliminagao de substancias endégenas ou exdgenas, e eles tém altos niveis de GSH
e glutationa peroxidase, que agem para protegé-los dos niveis toxicos de H202. (DIAS
et. al. 2013).

Uma astrogliose reativa pode ser observada em tecidos post-mortem de
pacientes com DP e em modelos animais da DP (RAPPOLD; TIEU, 2010; WANG; LIU;
ZHOU, 2015). Os astrécitos sdo capazes de liberar citocinas pré-inflamatérias sob
condicOes patoldgicas, e podem ser ativados por citocinas tais como TNF-a e IL-B
liberadas pela microglia (RAPPOLD; TIEU, 2010). Desta forma, os astrocitos podem
atuar sinergicamente com a microglia e amplificar a resposta imune, aumentando a
producéo de fatores neurotoxicos e induzindo a morte de neurénios dopaminérgicos
(SAIJO et. al., 2009).

Um recente estudo demonstrou que a concentracdo de citocinas, incluindo
interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF), IL-1B, IL-10 e IL-2, foi
significativamente mais elevada no plasma de pacientes com DP comparados com os
individuos controle (QIN et. al, 2016). Estudos utilizando modelos animais da DP
também demonstraram aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatérias nos animais
tratados com neurotoxinas (MACHADO-FILHO et. al., 2014; HAAS et. al., 2016).

Segundo Wei et. al. (2018) varios estudos nos ultimos vinte anos mostraram
um importante papel da neuroinflamacdo na DP através da degeneragéo da via
dopaminérgica nigrostriatal tendo como caracteristica da neuroinflamacéao a ativagéao
de células gliais cerebrais, principalmente micréglia e astrécitos, que liberam varios
fatores soluveis, como radicais livres, citocinas e metabdlitos lipidicos. Muitos desses
fatores sao pré-inflamatérios e neurotéxicos e particularmente sédo prejudiciais aos
neurdnios dopaminérgicos nigros que também sao vulneraveis ao dano oxidativo.

Todos estes estudos e observagdes sugerem que a neuroinflamacao com suas
consequéncias, incluindo o estresse oxidativo € um componente critico da patogénese
da DP (DIAS et. al., 2013). Considerando o processo inflamatério como um dos
mecanismos que induzem a neurodegeneracdo na DP, farmacos anti-inflamatérios
tém sido considerados para o tratamento de pacientes com DP (ROCHA; DE
MIRANDA; TEIXEIRA, 2015).
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3.2.6 Tratamento Farmacoldgico da Doenc¢a de Parkinson

O tratamento da DP é fundamentalmente farmacolégico, iniciando com a
levodopa é o precursor metabélico da dopamina e isoladamente o farmaco mais eficaz
para o tratamento da DP, este farmaco ao entrar no sistema nervoso central (SNC), é
convertido em dopamina por descarboxilagdo, principalmente dentro das terminagdes
pré-sindpticas dos neurbnios dopaminérgicos do estriado. Na pratica, o uso deste
farmaco esta associado a Carbidopa ou Benserazida, pois administrada isoladamente
ela € em grande parte descarboxilada pelas enzimas presentes na mucosa intestinal
e em outros tecidos periféricos. O uso desta alivia alguns dos sintomas relacionados
a funcao motora da DP (RANG et. al., 2007; FERREIRA et. al., 2010).

O pramipexol € outra droga utilizada no tratamento da DP que possui afinidade
preferencial pela familia de receptores D3. Mostra-se eficaz quando utilizado como
monoterapia no parkinsonismo leve. O pramipexol também é util em pacientes com
doencga avancada, permitindo uma reducdo da dose de levodopa e atenuacao das
flutuacbes nas respostas. Pode melhorar os sintomas afetivos. Foi sugerido um
possivel efeito neuroprotetor, em virtude de sua capacidade de eliminar peréxido de
hidrogénio e intensificar a atividade neurotrofica em culturas de células
dopaminérgicas mesencefdlicas. O pramipexol sofre rapida absorcdo e atinge
concentracdes plasmaticas maximas em cerca de 2 horas, sendo excretado, em
grande parte, na sua forma inalterada na urina (AMINOFF, 2006; FERREIRA et. al.,
2010).

Enquanto que a amantadina & um agente antiviral com propriedades
antiparkinsonianas, seu modo de agao no parkinsonismo ainda n&o foi esclarecido,
porém a droga pode potencializar a fungcao dopaminérgica ao influenciar a sintese, a
liberacdo de catecolaminas a partir das reservas periféricas, ela € menos potente do
que a levodopa e seus beneficios podem ser de curta duracédo, desaparecendo
frequentemente depois de apenas algumas semanas de tratamento (RIBEIRO, 2002;
FERREIRA et. al., 2010).

A selegilina é outro farmaco utilizado no tratamento da DP, um inibidor
irreversivel da monoamina oxidase B (MAO-B), uma enzima importante no
metabolismo da dopamina. Em virtude do bloqueio do seu metabolismo, a dopamina
torna-se mais disponivel para estimular seus receptores. A selegilina como

monoterapia pode ser eficaz no paciente recém-diagnosticado com DP, visto que seu
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efeito farmacoldgico potencializa a¢gdes da dopamina enddgena, podendo ser utilizada
em associagédo com levodopa-carbidopa no estagio mais avangado do parkinsonismo
(SONSALLA, 2005; FERREIRA et. al., 2010).

O Biperideno € um agente antimuscarinico, empregado como adjuvante na
terapia antiparkinsoniana. Recomenda-se seu uso no controle sintomatico do
parkinsonismo, sendo Util para a diminuigdo dos tremores, bradicinesia, rigidez,
melhora da fala e marcha (RIBEIRO, 2002). Enquanto que a Entacapona e Tolcapona
prolongam a agao da levodopa ao diminuir 0 seu metabolismo periférico podendo
serem Uteis em pacientes que fazem uso de levodopa, que desenvolveram flutuagdes
da resposta resultando em resposta mais atenuada, e na opcéo de reduzir a dose
diaria total de levodopa (AMINOFF, 2006; FERREIRA et. al., 2010).

O tratamento farmacolégico da DP ndo mudou substancialmente nos ultimos
30 anos e a terapia dopamimética € o padrao-ouro. A L-dopa e os agonistas
dopaminérgicos sé&o os principais farmacos utilizados, mas uma série de inibidores
enzimaticos (inibidores periféricos da descarboxilase, inibidores da catecol-O-metil-
transferase e inibidores da monoaminoxidase-B, MAO-B) também apoiam a terapia
dopamimética (FRIAS et. al., 2014)

O tratamento da DP tem sido inteiramente sintomatico, baseado em estratégias
que visam restaurar ou aumentar os niveis de dopamina, principalmente através da
administracdo da L-DOPA, um precursor deste neurotransmissor. A maioria dos
pacientes com DP respondem bem a L-DOPA. Contudo, 40% a 50% dos pacientes
desenvolvem flutuac6es motoras e discinesias dentro de 5 anos de tratamento crénico
e 70% a 80% dos pacientes apresentam complicagdes motoras ap6s 10 anos de
tratamento (RIZEK; KUMAR; JOG, 2016). Lang e Obeso, 2004 completam afirmando
que a introducdo da levodopa revolucionou o tratamento da doenca de, contudo
flutuacdes motoras e discinesias complicam o tratamento com a levodopa, na maioria
dos pacientes, dentro de 5-10 anos do inicio do tratamento (BISAGLIA et. al., 2014).

A dopamina produzida a partir da L-DOPA pode ser metabolizada em espécies
reativas de oxigénio, produzindo estresse oxidativo. Desta forma, estudos tem
sugerido que o uso prolongado de L-DOPA pode causar uma toxicidade aos neurénios
dopaminérgicos e acelerar o processo de neurodegeneracao, além de causar efeitos
colaterais (OLANOW, 2015; STAYTE; VISSEL, 2014).

Outros farmacos também sao utilizados como coadjuvantes da L-DOPA.

Destacam-se 0s agonistas dopaminérgicos, inibidores das enzimas monoamina
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oxidase (MAQO) e catecol o-metil transferase (COMT), agentes anticolinérgicos,
antagonistas do receptor A2A de adenosina e antagonistas glutamatérgicos. Todas
estas drogas apresentam efeito sobre os sintomas motores, porém demonstram
pouco ou nenhum efeito sobre os sintomas ndo-motores da DP, além de ndo serem
capazes de retardar a progressao da doenca (DEXTER; JENNER, 2013; FAHN, 2015;
STAYTE; VISSEL, 2014).

Os tratamentos disponiveis ndo possuem efeito neuroprotetor comprovado, por
isso, ao longo dos ultimos anos, estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de
identificar novas drogas com atividade neuroprotetora capazes de prevenir ou retardar
a progresséo da DP (STAYTE; VISSEL, 2014). Estas terapias tém acao sintomatica e
nao diminuem ou param a degeneracao neuronal, por isso pesquisas com produtos
naturais que apresentem propriedades neuroprotetoras representam uma importante

fonte de novos compostos bioativos contra esta enfermidade.

3.3 MODELOS EXPERIMENTAIS DA DOENCA DE PARKINSON

Modelos animais sao fundamentais para os avangos das ciéncias médicas, pois
nos permitem o estudo dos mecanismos patogénicos e dos principios terapéuticos do
tratamento e dos sintomas das doencas humanas mimetizadas. Estes refletem as
caracteristicas da doenga no homem, simulam as mudancas patolégicas, histol6gicas
e bioquimicas da doenca e seus disturbios funcionais (DAUER, PRZEDBORSKI,
2003; LIMA et. al., 2006). Entretanto a DP é uma doenc¢a humana, e ndo se manifesta
espontaneamente em animais, sendo necessaria a indugdo da doencga através da
administracdo de agentes neurotdxicos. Infelizmente ainda nao existe um modelo que
pode de forma independente representar fidedignamente todos os sinais da DP
(CUNHA et. al., 2008; SCHOBER, 2004).

O conhecimento sobre a fisiopatologia e o tratamento da DP é oriundo de
estudos realizados com animais submetidos a diferentes modelos experimentais,
destacando a importancia destes modelos para a investigacdo dos mecanismos
fisiopatdlogicos da DP e para o estudo de novas intervencgdes terapéuticas para esta
doenca (DUTY; JENNER, 2011; STAYTE; VISSEL, 2014). Ao longo das ultimas
décadas, varios modelos animais da DP tém sido desenvolvidos. Onde sao
classificados em dois grupos: modelos toxicos e modelos genéticos, e algumas vezes,
ambos podem ser combinados. Os modelos tdxicos sdo induzidos através do uso de
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neurotoxinas sintéticas ou ambientais, enquanto que os modelos genéticos utilizam a
expressao in vivo de mutagdes relacionadas a DP (BLESA et. al., 2012).

Os modelos animais de DP induzidos por farmacos, tais como 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), 6-hidroxidopamina (6-OHDA), reserpina, paraquat,
maneb, rotenona e ferro, sdo capazes de reproduzir algumas alteragbes na
sinalizacdo das vias direta e indireta dos nucleos da base, resultando em
caracteristicas fisiopatolégicas e sintomaticas similares aquelas observadas em
pacientes com DP (BLESA et. al., 2012; PROU; PRZEDBORSKI, 2005).

3.3.1 Modelo da Doenca de Parkinson induzido pela rotenona

Varios modelos experimentais tém sido utilizados para estudar as doencas
neurodegenerativas entre os quais alguns modelos genéticos e outros farmacolégicos.
A 6-hidroxidopamina, o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina e a rotenona s&o alguns
dos modelos farmacolégicos de inducdo da doenca de Parkinson. E nas mitocéndrias
que o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina e a rotenona produzem a intoxicacao,
levando, em modelos animais, a sintomas semelhantes aos da doenga de Parkinson
observados em seres humanos (BETARBET et. al., 2002), observados na Figura 8.

A rotenona é uma substancia quimica que pertence a familia das isoflavonas,
utilizada como um inseticida de amplo espectro. A sua meia-vida é de 3-5 dias,
dependendo da exposicdo solar (CICCHETTI et. al., 2009). E altamente lipofilica e
nao é dependente do transportador de dopamina. Uma vez dentro da célula a rotenona
acumula-se no complexo | mitocondrial, onde inibe a transferéncia de elétrons de
ferro-enxofre (Fe-S) aumentando a producédo de EROs que podem interagir com NO,
especialmente O2 e HO-, levando a formacado de ONOO-, resultando em danos aos
neurdnios dopaminérgicos (DAUER et al, 2003; CANNON et al, 2009). A rotenona
liga-se no mesmo local que o MPTP e inibe o complexo mitocondrial (CICCHETTI et.
al., 2009).

O modelo da rotenona foi proposto por Alam e Schmidt (2002) em que a
rotenona € um potente membro dos rotendides, pertencentes a familia dos
isoflavondides obtidos de plantas leguminosas tropicais e comumente usada como
pesticida em plantacbes (MAPOPE; DAKORA, 2013). Atravessa facilmente a barreira
hematoencefalica e acumula- se em organelas intracelulares como as mitocéndrias
(PERIER et. al., 2003; KARUPPAGOUNDER et. al., 2013). O modelo da rotenona
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promove uma inibicao sistémica do complexo | da cadeia transportadora de elétrons,
pois inibe a enzima nicotinamida adenina dinucleotideo desidrogenase (PERIER et.
al., 2003; CANNON et. al., 2009; KARUPPAGOUNDER et. al., 2013).

Esta inibicao contribui para o aumento da habilidade deste pesticida produzir
as EROs e, consequentemente, gerar estresse oxidativo, pois reagem e formam
radicais hidroxilados, altamente toxicos, com subsequente aumento na peroxidagéao
lipidica, danos no DNA e desorganizacao do citoesqueleto celular. Na presenca deste
inseticida, os elétrons provenientes da nicotinamida adenina dinucleotideo ndo podem
entrar na cadeia de transporte de elétrons, o que resulta na incapacidade de produzir
adenosina trifosfato a partir da oxidacdo da nicotinamida adenina dinucleotideo
(BERNDT et. al., 2013).

Devido ao dano mitocondrial ocorre entrada excessiva de célcio e escape de
citocromo-C mitocondrial. O acumulo de radicais também produz inflamacgéo, reagcéao
microglial e finalmente apoptose (LEE et. al., 2014). Estudos realizados por Sherer e
colaboradores (2003) mostrou que a exposicdo subcutanea a rotenona (2-3 mg/kg)
causa lesoes seletivas nos neurbnios dopaminérgicos nigroestriatais, com a formacao
de agregados de a-sinucleina no citoplasma dos neurdnios da substancia negra, nao
sendo observado degeneracdo em outras regides cerebrais. O mecanismo pelo qual
a a-sinucleina esta relacionada a doenca de Parkinson e a morte de neurdnios
dopaminérgicos ainda nao foi completamente elucidado, porém evidéncias de estudos
prévios indicam que a vulnerabilidade deste tipo de célula pode estar relacionada ao
potencial oxidativo e citotdéxico da dopamina (PEREZ et. al., 2002).

A rotenona parece replicar quase todas as caracteristicas da DP, incluindo o
bloqueio do complexo | mitocondrial, alteracdes comportamentais, neuroinflamacéo,
estresse oxidativo, agregacdo da a-sinucleina e formagdo dos corpos de Lewy,
dificilmente encontrados na inducao com 6-OHDA (GREENAMYRE et al, 2010).

A administracao oral de rotenona causa pouca neurotoxicidade; por outro lado,
a administracdo sistémica causa toxicidade e letalidade em ratos, tratados durante
uma semana com 10-18 mg/kg por infusdo intravenosa. Estes animais mostram
lesbes bilaterais no estriado e globo palido, caracterizadas por perda neuronal e
gliose, apesar do feixe nigroestriatal permanecer intacto. Ja a injecao subcutanea de
15 mg/kg de rotenona de uma vez ou 1,5 mg/kg em injecdes multiplas, embora cause
morte dos animais, ndo afeta o sistema estriatal. Um regime de injecéo intravenosa

ou subcutanea de 2-3 mg/kg, diariamente por trés semanas, causa neurodegeneracao
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nigroestrial, mostrando uma perda de 30% dos neurdnios dopaminérgicos na
substancia negra e 55% no estriado (GREENAMYRE et al, 2010).

Ao contrario dos modelos de 6-OHDA e MPTP, no modelo da rotenona, os
neurdnios dopaminérgicos remanescentes mostram inclusdes proteicas, como 0s
corpusculos de Lewis na DP; essas inclusdes sao imunorreativas para ubiquitina e a-
sinucleina. Além da perda dopaminérgica, verifica-se também no modelo da rotenona
reducado de 26% nos neurbnios noradrenérgicos, no locus ceruleus, e de 29% nos
neurdnios colinérgicos, no nucleo pedunculopontino. Os ratos injetados com rotenona
exibem mobilidade reduzida, postura flexionada e, em alguns casos, rigidez ou
catalepsia. Quatro semanas apés a infusdo podem ser observados 70% de diminuicdo
na atividade espontanea dos animais, apesar das alteracbes comportamentais nem
sempre se correlacionarem com a perda dopaminérgica (WU; JOHNSON, 2011).

A rotenona por ser um pesticida altamente lipofilico, capaz de atravessar
facilmente a barreira hematoencefalica e Independe do transportador de dopamina
para entrar em neurénios dopaminérgicos. Uma vez no neurénio, a rotenona bloqueia
a atividade do complexo |, provocando a formacédo de ERO e a diminuicao da atividade
do proteassoma. Em ratos, a rotenona causa a degeneracao seletiva dos neurdnios
dopaminérgicos nigroestriatais além da formacgao de inclusbes citoplasmaticas como
os corpos de Lewy, contendo ubiquitina e a-sinucleina e também reduz a atividade
motora dos animais. A desvantagem deste modelo experimetal € que o uso da
rotenona pode ocasinar toxicidade sistémica, tornando-se necessario administracoes
repetitivas e em baixas doses desta substancia (GARCIA et. al., 2014; MARCHIORO
et. al., 2016).

Figura 11 - Representacdo esquematica da fisiopatologia em modelos experimentais de DP
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A desvantagem deste modelo é sua inespecificidade para neurbnios

nigroestriatais e reprodutibilidade, sendo observada grande variacdo de deficiéncia
motora ou perda dopaminérgica, dentro do mesmo grupo experimental (JACKSON-

MPTP
Rotenona

LEWYS et. al., 2012).

Figura 12 - Mecanismo de acao da rotenona. A rotenona € um composto lipofilico que pode

atravessar a BHE e outras membranas bioldgicas
Barreira hematencefalica \/ L/
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Acumula-se nas mitocéndrias, onde inibe o complexo | (Cplx 1) da cadeia respiratéria mitocondrial. A

inibicdo do complexo | conduz a diminuigcdo nos niveis de ATP, aumento na produgcédo de ROS e a
ativacao da via de morte celular dependente de mitocéndria. A rotenona também pode induzir a

despolimerizagdo de microtubulos celulares, o que pode contribuir no processo de morte celular
Fonte: (BOVE;PERIER, 2012)
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4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
41 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

As folhas de Syzygium cumini foram coletadas no horto medicinal Professora
Berta Lange de Morretes da Universidade Federal do Maranhdao (UFMA) e
posteriormente encaminhadas para o Herbario Atico Seabra da UFMA, onde foram
identificadas e catalogadas.

4.2 PREPARO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE S. CUMINI
(EHB)

A preparacgao do extrato segundo o método descrito por Sharma et. al. (2008),
com modificagdes. Resumidamente as folhas pulverizadas secas (150 g) foram
submetidas a extracao por maceracao com etanol: agua (70: 30 v/v) sob agitacéo
constante por 24 horas a 25 °C (hidromédulo 1:6 m/v). O macerado foi filtrado com
papel filtro e o p6 residual e o pd residual submetido pelo mesmo processo por mais
duas vezes, totalizando trés extragbes. Os extratos foram reunidos, centrifugados a
3.500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi concentrado (38 °C) em rotoevaporador
para obtengao do extrato hidroalco6olico bruto (EHB). O EHB foi submetido a particéo
com cloroférmio (1:1 v/v 3’) e a fase organica foi lavada com acetato de etila (1:1 v/v
3’). A fracao do acetato de etila foi concentrada a (38 °C) e liofilizada, rendendo a

fracdo rica em polifenois (FRP).
4.3 OBTENCAO DO PRODUTO FITOTERAPICO

Para obtencao do produto fitoterapico, o EHB e a FRP foram submetidos ao
teste de estabilidade acelerada. Ambos foram solubilizados em veiculos liquidos,
submetidos a condicées variaveis de temperatura 4,0 + 2,0 °C, 25,0 + 2,0 °C
(Temperatura Ambiente Controlada), 40,0 £ 2,0 °C com umidade relativa de 75,0 £ 5,0
% com valor da perda de peso multiplicado por 3. As leituras foram realizadas antes
do inicio do teste (24 h apds o preparo das formulagdes) e no 152, 309, 459, 609, 759,
90° dias. Os parametros avaliados foram: caracteristicas organolépticas, valor do pH
e determinagdo do comportamento reolégico (BRASIL, 2005).
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4.4 CARACTERIZACAO QUIMICA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS
FOLHAS DE S. CUMINI (EHB)

4.4.1 Prospeccao fitoquimica do EHB das folhas de S. cumini

Os testes realizados seguiram a metodologia proposta por MATOS (2009) para
prospeccao dos constituintes do EHB a 70% e os resultados foram utilizados como
parametro inicial para avaliar a presenca de determinadas classes de metabdlitos
secundarios no extrato.

Os testes foram realizados para avaliar a presenca de fendis, taninos,
antocianinas, antocianidinas, flavonoides, leucoantocianidinas, catequinas, flavonas,
flavondis, flavanonas, flavanonais, esteroides, triterpendides, saponinas, alcaloides e

bases quaternarias.

4.4.2 Determinacao do peso seco e avaliacao do rendimento do EHB das folhas

de S. cumini.

Do volume total reservado para prospecc¢ao fitoquimica, retirou-se uma aliquota
de 3 ml para realizagdo do peso seco. Essa aliquota foi dividida em trés partes, 1 ml
cada e transferida para frascos separados, previamente pesados, que foram levados
para secagem total através da corrente de ar aquecido. Apos a secura total da parte
liquida, os frascos foram novamente pesados, tirou-se uma média de valores obtidos
para determinar a concentracdo do EHB em g/ml. Com esses dados realizou-se o
calculo de rendimento da extragao através de métodos matematicos.

4.4.3 Caracterizacao quimica do EHB das folhas de S. cumini
4.4.3.1Cromatografia Liquida (HPLC-UV/Vis)

A identificacdo dos compostos do EHB foi primeiramente pelo HPLC-UV/Vis
onde primeira metade a fase diclorometanica (5 mg) foi diluida em MeOH grau HPLC.

Aliquotas de 20 pL foram injetadas diretamente na HPLC-UV com deteccao a 254 nm.
Utilizou-se um sistema (Shimadzu Corp. Quioto, Japéao), constituido por um modulo
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de bombas binario, detector UVVis (SPA-10A). A coluna utilizada foi Luna 5um C18
100 A (150 pym x 4,6 pym). A fase movel foi constituida por agua deionizada e MeOH
acidificados com 0,01% de acido férmico, em sistema gradiente: 10—100% de MeOH

em 70 min, fluxo de 1 mL/min.

4.4.3.2 Espectrometria de Massas por FIA-ESI-IT-MS".

O extrato bruto foi analisado analise por inje¢cdo em fluxo (FIA) acoplado em um
analisador do tipo ion trap linear Thermo Scientific LTQ XL equipado com fonte de
ionizacao por eletrospray (ESI), em modo negativo (Thermo, San Jose, CA, EUA).
Utilizou-se um tubo capilar de aco inoxidavel a 280 °C, uma voltagem do spray de 5,00
kV, tensédo capilar de -90 V, lentes de tubo de -100 V e um fluxo de 5 yL/min. A analise
completa da varredura foi registrada na faixa de m/z de 100-1000. As fragmentagdes
em estagios multiplos (ESI-MSn) que foram realizadas pelo método de dissociacéao
induzida por colisdo (CID) contra hélio para ativagcao de ions. O primeiro evento de
varredura se da por um espectro de massa completo para aquisicdo dos dados sobre
ions nessa faixa de m/z. O segundo evento de varredura foi uma experiéncia MS/MS
realizada utilizando uma varredura de dados dependente nas moléculas [M-H]- dos
compostos de interesse com energia de colisdo de 30 % e tempo de ativacao de 30
min. Os ions produzidos foram entdo submetidos a uma maior fragmentacdo nas
mesmas condicoes, até nao serem observados mais fragmentos (ROCHA et. al.,
2015VASCONCELQOS com adaptacgdes).

A identificacdo dos diferentes compostos no perfil cromatografico foi feita
comparando o tempo de retencdo com dados obtidos da literatura através da

espectrometria de massas.

45 TESTES COM O EXTRATO BRUTO (IN VITRO)

4.5.1 Testes de citotoxicidade

4 51.1 Ensaio de atividade hemolitica

O ensaio foi realizado segundo o0 método de Yang et. al. (2005). Coletou-se o
sangue e uma aliquota de 4 mL foi lavada trés vezes com solugao salina (0,9 %) por
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centrifugacédo a 3000 rpm, durante 5 min, sendo o sobrenadante descartado. Os
eritrécitos sedimentados no tubo foram diluidos em solucdo salina até obtencéo de
uma suspensado a 1 %. Um volume de 0,5 mL desta suspensdo de células foi
misturado a 0,5 mL de solu¢des contendo concentragdes de 1000 a 5 uyg/mL dos EHB.
As misturas foram incubadas a 37 °C, com agitagao continua, durante 60min. As
solugdes foram, entdo, centrifugadas a 3000 rpm por 5 min. A absorvancia do
sobrenadante foi medida a 540 nm. As suspensdes de hemacias acrescidas de
solucdo salina e de agua destilada foram, respectivamente, o controle hemolitico
minimo e maximo. Para eliminar a interferéncia dos EHB na absorvancia, foram
preparadas solugdes controle (branco), ndo havendo a adicdo da solugdo de

hemacias. Todos os experimentos foram realizados duas vezes em triplicata.

4 5.1.2 Ensaio de toxicidade in vivo com larvas de Tenebrio molitor

As larvas de Tenebrio molitor foram separadas, contadas, pesadas (~ 100 mg),
desinfectadas com &lcool a 70 % e distribuidas 10 larvas em grupos experimentais
(teste e controle) em placas de Petri. Concentracbes de 1000 a 5 pg/mL dos EHB
foram preparadas a partir de solugéo salina (0,9 %) e DMSO a 1 % e com auxilio de
seringa de insulina, injetou-se 10 pL na regido caudal das larvas na segunda esternite
visivel, na porcao ventral. O controle foi solucéo salina (0,9 %) e DMSO a 1 %. As
larvas permaneceram em temperatura ambiente e a taxa de sobrevivéncia foi
observada em intervalos de 24 h, durante 5 dias. Para estabelecer a morte das larvas,
verificou-se visualmente a melanizagéo e a resposta aos estimulos fisicos tocando-as
suavemente (LIMA et. al., 2011; SOUZA et. al., 2016). Todos os experimentos foram
realizados duas vezes em duplicata.

4.5.2 Testes antioxidantes
4.5.2.1 Método de DPPH

Este método consistiu na preparacao do reagente que constava primeiramente
em diluicao de 0,008 g de DPPH e leitura no espectrofotémetro no comprimento de

onda de 517 nm, a absorbancia deve estar entre 0.600 e 0.700, utilizou o extrato de
10 mg/mL, logo em seguida realizou o procedimento fazendo a diluicdo de em placa
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de microdiluicdo do solvente em diferentes concentragdes do extrato, dessa diluigao
retira-se 40 uL e adiciona em outra placa de microtitulagdo em triplicata para cada
extrato; o mesmo procedimento sera realizado para um padrdo o acido géalico. Em
seguida, um poco separado colocou 40 pL do solvente utilizado para diluir o extrato
(controle); adicionou 250 pL do reagente de DPPH em todos os pogos; esperou-se 25
minutos em ambiente escuro; realizou-se leitura no espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 517 nm; onde finalmente o resultado foi expresso em

porcentagem de sequestro de radicais livres (BLIOS, 1958).

4.5.3 Ensaio de viabilidade celular

4.5.3.1 Ensaios de reducao de Tetrazélio (MTT)

a) Condicbes da cultura celular:

- Utilizou-se a linhagem de células humanas de carcinoma da mama MCF-
7 € manteve-se seguindo as diretrizes da ATCC (American Type Culture
Collection, do inglés). Resumidamente, a linhagem de células foi cultivada
em meio Dulbecco MEM /baixa glicose (Vitrocell®), 2018. Este meio foi
suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB; Gibco®), 1 % de
penicilina/estreptomicina e pH 7,4. As células foram cultivadas a 37 °C
com 95 % de Oz2 e 5 % de CO:2 e foram expandidas para atingir a
quantidade ideal para os experimentos;

b) Ensaio de proliferagédo celular:

- As células foram semeadas a 5x103 células por pogo, em placa de 96
pocos, e deixadas overnight. Depois tratadas durante 48 horas com o
extrato hidroalcodlico liofilizado de S. cumini (100, 200, 400, 800 e 1.000
ug/mL diluidos em meio de cultura). A proliferacao celular foi avaliada pelo
ensaio de MTT, segundo Barbisan et. al. (2014). Resumidamente, para
medir a percentagem de proliferacdo celular das células MCF-7 in vitro foi
utilizado o ensaio de MTT [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio].
Uma placa de 96 pocos foi semeada com 200 pL de meio contendo 5x103
células e incubadas durante 48 horas. A placa foi tratada com
concentracdes crescentes em meio de cultura de 100, 200, 400, 800 e
1.000 pg/mL de extrato. Apds 48 horas de incubagdo com o extrato, o
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meio foi removido e os pogos foram lavados trés vezes com PBS. Em
seguida, 100 uL de MTT (0,5 mg/mL) foram adicionados a cada pogo. As
placas foram novamente incubadas durante 1h30 min a 37 °C, seguindo-
se do descarte do meio contendo MTT, adicdo de 100 uL de solucao
solubilizante (90 mM HCI em isopropanol absoluto) e deixadas 30 min sob
agitacado. A placa foi entdo lida a 590 nm utilizando um espectrofotdmetro
(VERSAmax Molecular Devices) e a porcentagem de proliferacdo foi
calculada quando comparada ao grupo controle (100 %).

4.6 GRUPOS EXPERIMENTAIS (ENSAIOS IN VIVO)
4.6.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar da espécie Rattus norvergicus, (machos, 90 dias,
400 + 50 g), provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Maranhao
(UFMA) e aclimatados pelo periodo de 90 dias no Biotério Setorial do Laboratério de
Farmacologia, mantidos sob ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura média de 22
+ 2 °C e livre acesso a agua e ragao.

Todos os protocolos animais previstos no projeto foram executados apds
aprovacdo do Comité de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade Federal do
Maranhao.

4.6.2 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos de forma aleatéria em 4 grupos com média de 5

animais por grupo, os quais foram denominados e tratados como se segue:

a) Grupo controle negativo (CTR):
- onde ratos receberam 6leo de girassol por via subcutanea (s.c.) e solugéao
salina 0,9 % por via oral (v.0.) em doses de 0,1 ml/100 g de peso;
b) Grupo induzido:
- ratos foram induzidos com rotenona 2,5 mg/kg (s.c.) e receberao salina
(v.0);
c) Grupo controle positivo:
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- ratos que receberam rotenona (s.c.) e miricetina 10 mg/kg (v.0.);
d) Grupos induzidos e tratados com EHB de S. cumini:
- ratos que receberam rotenona (s.c.) e tratados com o extrato vegetal de
S.cumini (EHB) na dose de 500 mg/kg (v.0.).

4.6.2.1 Inducao com rotenona (ROT)

O teste de inducao com rotenona seguiu o protocolo modificado a partir de Alam
e Schmidt (2002). Foram administradas por via subcutanea doses de 2,5 mg/kg de
solugcdo de rotenona (6leo de girassol como veiculo) diariamente por um prazo
maximo de 15 dias (em casos de debilidade avancada do animal o sacrificio podera
ocorrer antes). Ao fim da inducéo, os animais foram reunidos e craniotomizados para

a realizacao dos testes subsequentes.

4.6.2.2 Avaliacao da funcdo motora e cognitiva

a) Teste do rotarod:

- Para avaliagéo da coordenacédo motora, os animais foram submetidos ao
teste do rotarod, onde foram mantidos em jejum por 2 horas antes do
experimento e expostos a uma barra giratéria (2,5 cm, 12 rpm) por 5
minutos. O resultado foi expresso pela média de tempo em segundos de
permanéncia de cada grupo no aparelho (HAMM et. al., 1994);

b) Teste do campo aberto:

- A atividade motora foi mensurada no teste do campo aberto. O aparelho
usado constituiu uma arena circular (uma caixa de madeira com 100 cm
de didmetro e 40 cm de altura). O chao do aparato foi dividido com linhas
pretas em 20 pequenos segmentos (10x10 cm aproximadamente). Os
animais foram colocados individualmente no centro do campo aberto e
seu comportamento foi avaliado por 5 minutos. Durante a observacao
foram avaliados parametros: os quadrantes percorridos; quadrantes
centrais do campo aberto; quadrantes periféricos; rearings; groomings e
defecacdo. Os tempos de imobilidade e laténcia para o inicio do
movimento foram mensurados por meio de crondmetros, e a limpeza da

arena, apos a retirada de cada animal, foi realizada com solugéo de alcool
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a 5 %. Este procedimento € similar aquele descrito por Broadhurst (1957)
e Bernardi e Palermo-Neto (1979).

4.6.2.3 Secao e obtencao dos sobrenadantes cerebrais

ApoOs a craniotomia, os cérebros dos animais foram removidos das calotas e
secionados em placas de petri acondicionadas sobre camadas de gelo e com solugéao
de tampao fosfato resfriada (PBS; pH 7,4) durante todo o procedimento. As areas
isoladas foram os hipocampos, os estriados e as substéncias nigrans. O lado
esquerdo destas areas cerebrais foram reservadas para os procedimentos
histolégicos e as areas do lado direito serdo homogeneizadas e centrifugadas
(seguindo as especificacdes dos kits de avaliacdo de atividade enzimatica) para
obtencéo dos sobrenadantes cerebrais (SC), que serdo mantidos sob refrigeragédo em
-80 °C até a realizacao das avaliagdes posteriores (MARTINS et. al., 2012).

4.6.2.4 Analise de amostra tecidual por PCR (Real time)

A extracao do RNA do sobrenadante hipotalamico foi feita utilizando o reagente
Trizol® seguindo as orienta¢des do fabricante. Inicialmente, os tecidos hipocampos,
os estriados e as substancias nigrans. Primeiramente realizou-se uma lise das
amostras e separacao de fase onde se adicionou 1 ml de TrizolTM Reagente por 50-
100 mg de amostra/volume e homogeneizou o tecido, em seguida homogeneizou a
amostra por pipetagem, incubou por 5 min, apés centrifugacao (13.000 rpm, 10 min),
0 sobrenadante sera transferido para outro microtubo contendo 200 pl de cloroférmio,
agitado por inversao durante 15 segundos, mantido em temperatura ambiente (3 min)
e novamente centrifugados. Apés a centrifugacéo a mistura foi separada em 3 fases
na parte inferior ficando o fenol-cloroférmio de cor vermelha, enquanto que na parte
superior estava a fase aquosa que contém o RNA e entre ambas as fases estava a
intermediaria e organica que contém DNA e proteina.

A fase aquosa superior foi recolhida e o RNA foi precipitado com a adicao de
500 pl de alcool isopropilico PA e 1 ml de Trizol® incubado por 10 min e centrifugado
por 10 min, ap6s nova centrifugacao o pellet contendo o RNA foi lavado com etanol
75% e resuspendido em 25 pl de agua DEPC (0,01%).
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O RNA foi quantificado medindo a absorbancia em 260 nm e a pureza pela
relagéo entre a absorbancia em 260/280 nm e por analise das bandas de rRNA em
gel de agarose (0,8%) contendo brometo de etidio. O mRNA (3 ug) foi convertido em
cDNA pela incubagcao com OligodT (25 ng/uL), dNTP (500 uM de cada), DTT (5 uM),
RNAse OUT (2U/uL) e SuperScript Il, a 42 °C por 50 min. As solu¢des de reacdo para
as corridas de PCR quantitativo foram realizadas com: primers (200 nM), reagente
Sybr MasterMix (Invitrogen) conforme especificagdes do fabricante e cDNA 150ng.

Para a medida do cDNA dos genes GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase), nuclear factor erythroid 2 p45-related factor 2 (NrF2), superdxido
dismutase (SOD), gluationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) as reacgdes foram
acompanhadas no termociclador LightCycler® Nano SW 1.0 (modelo Roche
Diagnostics) utilizando a expressao do GAPDH como normalizador de acordo com as

orientacdes fabricante.
4.7 ABORDAGEM ETICA

A pesquisa foi submetida a apreciacdo do Comissdo de Etica de Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Maranhao/UFMA em protocolo de n®
23115.007993/2017-13 e aprovado em parecer consubstanciado CIEAP n®
01.0341.2014. Realizado de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de
outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009 e das normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA),

assegurando assim, a realizacdo pesquisa (ANEXO A).
4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise dos dados e estatistica foram utilizados os softwares Microsoft
Excel 2013 e Graph Pad Prism 5. Os resultados foram expressos como média * erro
padrao das médias. Previamente os resultados obtidos serdo avaliados por meio da
analise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste Students-Newman-Keuls.
As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05 (SOKAL; ROHLF,
2012).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DO EHB DAS FOLHAS DE SYZYGIUM CUMINI
(L.) SKEELS

5.1.1 Caracterizacao quimica do EHB das folhas do Syzygium cumini (L.) Skeels
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultravioleta

visivel (CLAE/UV-vis)

A Figura 13 abaixo representa o cromatograma ilustrativo do EHB das folhas
Syzygium cumini (L.) Skeels onde foram apresentados 7 picos mais significativos com
diferentes tempos de retencdo de substancias que foram identificadas por outra
metodologia no Laboratério de Produtos Naturais do Centro Tecnolégico da
Universidade Federal do Maranhdo — UFMA. Porém como a metodologia se concentra
na extracao de polifendis as substancias identificadas sao referentes aos polifendis.

Figura 13 - Perfil cromatografico por CLAE/UV-Vis a 254 nm do EHB das folhas de Syzygium cumini
(L.) Skeels
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Fonte: O autor
5.1.2 Caracterizacao quimica do EHB das folhas do Syzygium cumini (L.)
Skeels por Espectrometria de Massas por FIA-ESI-IT-MS".

A Figura 14 abaixo representa o cromatograma ilustrativo do EHB das folhas
Syzygium cumini (L.) Skeels onde foram apresentados 9 picos mais significativos com

diferentes tempos de retencao de substancias que foram identificadas.
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Figura 14 - Perfil cromatogréfico por FIA-ESI-IT-MS" do EHB das folhas de Syzygium cumini

(L.) Skeels.
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Fonte: O autor

A tabela 2 abaixo mostra a identificacao das substancias quimicas do EHB das
folhas do Syzygium cumini (L.) Skeels.

Tabela 2 - Perfil cromatografico por FIA-ESI-IT-MS" do EHB das folhas de Syzygium cumini (L.)

Skeels.
N° tr [M-H] (m/z) | MS"(m/z) Compostos Referéncias
(min)
1 5,34 463 316;271 myricetin-3-O- FRACASSETI et. al.,
rhamnoside 2013
2 | 6,00 505 316;271 miricetina-3- O- acetil- RODRIGUEZ-PEREZ
rhamnoside et. al., 2013
3| 6,58 519 331;316;169 | rhamnetin-3- O - (6- O SIMIRGIOTIS et. al.,
"- acetilglucosideo) 2013
4 | 8,21 293 220 derivado de acido SILVA et. al., 2019
caftrarico
51 10,0 311 183 caftaric acid SILVA et. al., 2019
6 | 10,8 523 455;381;183 ligstroside SANZ et. al., 2012
7 | 10,9 591 523;455 derivado da rutina JIA et al 2017
8 | 11,57 635 411;203;190 trigaloil glicose SINGH et. al., 2019;
SILVA et. al., 2018
9 | 11,97 695 619; 504 obebioside A PEREIRA et. al., 2014

Fonte: O autor

Cada composto esta representado nas figuras abaixo as quais descrevem em
forma de cromatograma especifico e férmula estrutural cada um.

A Figura 15 abaixo representa a substancia myricetin-3-O-rhamnoside, com
tr = 5,34 (FRACASSETI et. al., 2013).
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Figura 15 - Perfil cromatogréfico por FIA-ESI-IT-MS" da substéncia myricetin-3-O-rhamnoside com
tr = 5,34
MYRICETIN-3-O- TS ESIFU me(1500020000]
RHAMNOSIDE e

904
aoé
70%
eoé
50%

40; 271,10

30

463,04
956,59 1220,64 18101 152373 |
7 259,01 , 936.23

L ih ikl M W m Mhﬁ M WUM MM i M MIM

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z

E 9 144206
209

104

A

Fonte: O autor
A Figura 16 abaixo representa a substdncia miricetina-3- O- acetil-
rhamnoside com tr = 6,00 (RODRIGUEZ-PEREZ et. al., 2013)

Figura 16 - Perfil cromatografico por FIA-ESI-IT-MS" da substancia myricetin-3-O-acetil-rhamnoside

com tr = 6,00
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A Figura 17 abaixo representa a substadncia rhamnetin-3- O - (6- O "-
acetilglucosideo) com tr = 6,58 (SIMIRGIOTIS et. al., 2013).

Figura 17 - Perfil cromatografico por FIA-ESI-IT-MS" da substancia rhamnetin-3- O - (6- O "-
acetilglucosideo) com tr = 6,58.
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A Figura 18 abaixo representa a substancia derivado de acido caftrarico com
tr = 8,21(SILVA et. al., 2019).

Figura 18 - Perfil cromatografico por FIA-ESI-IT-MS" da substancia derivado de acido caftrarico
) comtr = 8,21.
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Fonte: O autor

A Figura 19 abaixo representa a substancia caftaric acid com tr = 10,0 (SILVA
et. al., 2019).

Figura 19 - Perfil cromatografico por FIA-ESI-IT-MS" da substancia caftaric acid com tr = 10,0
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Fonte: O autor

A Figura 20 abaixo representa a substancia ligstroside com tr =10,8 (SANZ
et. al., 2012).
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Figura 20 - Perfil cromatogréfico por FIA-ESI-IT-MS" da substéncia ligstroside com tr =10,8.
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Fonte: O autor

A Figura 21 abaixo representa a substancia derivado da rutina com tr = 10,9
(JIA et al, 2017).

Figura 21 - Perfil cromatogréfico por FIA-ESI-IT-MS" da substéncia derivado da rutina com tr = 10,9.
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Fonte: O autor

A Figura 22 abaixo representa a substancia trigaloil glicose com tr=11,57
(SINGH et. al., 2019; SILVA et. al., 2018).

Figura 22 - Perfil cromatografico por FIA-ESI-IT-MS" da substancia trigaloil glicose com tr = 11,57.
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Fonte: O autor

A Figura 23 que segue representa a substancia obebioside A com tr= 11,97
(PEREIRA et. al., 2014).
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Figura 23 - Perfil cromatografico por FIA-ESI-IT-MS" da substancia obebioside A com tr= 11,97
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Fonte: O autor
Em relacdo a droga padrdo utilizada no experimento foi a Miricetina, onde a
Figura 24 abaixo representa o cromatograma da substancia

Figura 24 - Perfil cromatografico por FIA-ESI-IT-MS" da substancia Miricetina
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Fonte: O autor

5.2  AVALIACAO DA TOXICIDADE

5.2.1 Avaliacao da atividade hemolitica (YANG et. al.; 2005)

A atividade hemolitica do extrato esta representada na Figura 25, onde foram
apresentadas doses do extrato bruto em que observou-se hemdélise de eritrocitos e
consequentemente pode-se concluir que ndo houve toxicidade do extrato testado,
destacando-se a absorbancia do sobrenadante no teste que foi medida a 540 nm e as
suspensoes de hemacias acrescidas de solucao salina e de agua destilada foram,
respectivamente, os controles hemoliticos minimo e maximo, onde todos os testes
foram realizados em triplicata.

Foram testadas as doses de 1000 pg/mL, 500 ug/mL, 100 pg/MI, 50ug/mL e 5

ug/mL respectivamente, as doses do extrato bruto nesse experimento que
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apresentaram resultados significantes estao na variagao de 400-600 pg/mL de acordo

com as Figuras 26A e 26B abaixo.

Figura 25 - Ensaio de toxicidade através da atividade hemolitica do extrato bruto de Syzygium cumini
(L.) Skeels
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Fonte: O autor

Figuras 26A e 26B - Placas de ELISA da atividade hemolitica de doses do extrato bruto de Syzygium
cumini (L.) Skeels

Fonte: O autor

5.2.2 Avaliacao de toxicidade utilizando larvas de Tenebrio molitor. (LIMA et.
al., 2011; SOUZA et. al., 2016).

Esse método foi realizado através da sobrevida de larvas de Tenebrio molitor
representado na Figura 27. No grafico abaixo foi observado doses que ndo houve
diferenca significativa entre as concentragbes do extrato bruto e o controle negativo
com p= 0,5494. Percebe-se que a taxa de sobrevivéncia das larvas de Tenebrio
molitor em relacao ao extrato é alto, principalmente na variacdo de 100 a 500 pg/mL,

0 que caracteriza ser um extrato viavel principalmente nessa faixa de concentracao.



69

Figura 27 - Taxa de sobrevivéncia das larvas em relacao ao extrato bruto de Syzygium cumini (L.)
Skeels
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Fonte: O autor

5.2.3 Avaliacao de viabilidade celular (Ensaios de reducao de Tetrazélio - MTT)

Esse método foi realizado para avaliagao da proliferacao de células humanas
de cancer de mama, representado nas Figuras 28 e 29, as quais as doses do extrato
testadas, mostraram que a partir da dose de 100 pg/mL foi observada uma atividade
antiproliferativa do extrato de S. cumini de 31,49% e que nas doses de 200, 400, 800,
1.000 e 1.500 pg/mL foi de 30,89%, 38,42%, 40,48%, 33,02% e 34,81% de inibigao
da proliferacéo celular, respectivamente. Nossos resultados mostraram que todas as
doses do extrato hidroalcodlico de S. cumini testadas apresentaram porcentagem
semelhante de atividade antiproliferativa nas células humanas de cancer de mama, o
que afirma uma boa viabilidade celular do extrato nas doses testadas.

Figura 28 - Ensaio de viabilidade celular do extrato bruto de Syzygium cumini (L.) Skeels em cultura
de células de cancer de mama.

0.204

©

Y

[$)]
1

Absorbancia
=]
—
o
1

Qv S Q O Q S
NS ¥ ¥ A ¥
\Q L & @o

Concentracées de S. cumini (ng/mL)

Fonte: O autor



70

Figura 29 - Taxa de proliferacao celular em relacdo ao extrato bruto de Syzygium cumini (L.) Skeels
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5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.3.1 Método de DPPH (BLIOS, 1958)

Em relagéo a atividade antioxidante pelo método DPPH pode ser observado
na Figura 30 e o padrdao com &cido galico (AG) na Figura 31 a representacao da
atividade antioxidante em doses do extrato bruto de Syzygium cumini (L.) Skeels ,
considerando que as concentra¢des do EHB a 100 e 500 ug/ml do EHB apresentando
10% e 25% de captura de radicais livres, respectivamente. Como pode ser observado
a concentracao ideal com capacidade antioxidante foi de 500 pg/ml do EHB numa
variagdo de 5 a 1000 pg/ml ao capturar 25% de radicais livres, podendo ser

representado também nas figuras 32 e figura 33 pelo método colorimétrico ELISA.

Figura 30 - Controle com &cido galico para Figura 31 - Avaliagao do efeito antioxidante
atividade antioxidante bruto de Syzygium nas concentragdes do EHB de Syzygium
cumini (L.) Skeels cumini (L.) Skeels.
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Figura 32 - Doses do extrato bruto de Figura 33 - Placa de ELISA da atividade
Syzygium cumini (L.) Skeels. para atividade antioxidante DPPH de doses do extrato bruto

antioxidante de Syzygium cumini (L.) Skeels.
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Fonte: O autor

5.3.2 Avaliacao do efeito do extrato de S.cumini em modelo experimental de
doenca de Parkinson induzido por rotenona.

Em relacdo aos experimentos in vivo foram realizados trés experimentos o
primeiro de avaliagao ponderal, 0 segundo de avaliagdo motora e cognitiva pelo Teste
de Campo aberto e o terceiro também avaliacdo motora e cognitiva pelo Teste
Rotarod, estes dois ultimos apds administracdo da droga indutora do Parkinson

experimental, rotenona.

5.3.2.1 Analise do peso dos animais apos induc¢ao da rotenona.

A quantificacdo do peso dos animais foi realizada por uma média de peso e
erro padrdao da média (EPM) onde o grupo controle apresentou uma média ponderal
de 469,59 10,579, o grupo induzido por rotenona (2,5 mg/kg) teve uma diminuicdo
de peso para uma média de 384,59 +18,40. Enquanto que o grupo induzido por
miricetina (10 mg/kg, v.0.) teve uma média ponderal um pouco maior de 387,29
+31,75. Efeito do tratamento com miricetina no peso dos animais apresentado nos
resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A
diferenca entre grupos foi determinada por analise de variancia (ANOVA) foram com
p=0,200, sendo estatisticamente significante em relacdo ao controle (p0,05), e
também estatisticamente significante em relagcéo a rotenona (p10,05). Representado

na Figura 34 abaixo.
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Figura 34 - Efeito da administracao via oral de Miricetina (10 mg/kg, v.0.) no peso (g).
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5.3.2.2 Analise da atividade locomotora dos animais apés a indugéo da rotenona —
Teste Campo Aberto

O modelo da doenga de Parkinson induzida pela rotenona avaliados por este
teste temos cinco parametros motores.

O primeiro corresponde aos quadrantes percorridos, onde o controle teve
uma meédia de 23,55 £ 7,35, o grupo induzido pela rotenona teve um decréscimo com
média de 0,75 + 0,25 e 0 grupo com administracao de Miricetina (10 mg/kg, v.0.) teve
um decréscimo mais ndo tdo acentuado como no grupo da rotenona com média de
3,40 £ 1,16; o segundo corresponde aos quadrantes centrais do campo aberto,
onde o controle teve uma média de 8,00% 3,34, o grupo induzido pela rotenona teve
um decréscimo com média de 0,75 + 0,25 e o grupo com administracdo de Miricetina
(10 mg/kg, v.0.) teve um decréscimo mais ndo td4o acentuado como no grupo da
rotenona com média de 2,28 + 1,06.

O terceiro corresponde aos quadrantes periféricos, onde o controle teve uma
média de 15,25+ 4,04, o grupo induzido pela rotenona teve um decréscimo com meédia
de 0,75 £ 0,25 e o grupo com administracdo de Miricetina (10 mg/kg, v.0.) teve um
decréscimo semelhante ao grupo da rotenona com média de 0,60 + 0,24; o quarto
corresponde aos rearings, onde o controle teve uma média de 4,00+ 1,29, tanto o
grupo induzido pela rotenona como o grupo com administragdo de Miricetina (10
mg/kg, v.0.) teve um decréscimo acentuado como no grupo da rotenona com média
de 0,00 £ 0,00 respectivamente.

O quinto corresponde aos groomings, onde o controle teve uma média de
2,50% 0,95, o grupo induzido pela rotenona teve um decréscimo com média de 0,00 £
0,00 e o grupo com administracdo de Miricetina (10 mg/kg, v.0.) teve um decréscimo
tdo acentuado como no grupo da rotenona com média de 0,00 = 0,00 e o sexto foi a
defecacao onde o controle teve uma média de 3,25+ 0,85, o grupo induzido pela
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rotenona teve um decréscimo com média de 0,50 + 0,28e o grupo com administragéo
de miricetina (10 mg/kg, v.0.) teve um decréscimo mais acentuado do que no grupo
da rotenona com média de 0,00+ 0,00. (Figurai7)

Neste teste a reducado dos quadrantes percorridos pelos animais representa
uma diminuicdo da atividade exploratéria e da deambulacdo causada pela
degeneracdo motora associada a rotenona, ou seja, a rotenona teve sucesso ao
induzir o Parkinson, porém a miricetina ndo teve sucesso em reverte-lo.

Efeito do tratamento com miricetina no teste do campo aberto. Os resultados
obtidos foram expressos como média * erro padrao da média (EPM). A diferenca entre
grupos foi determinada por analise de variancia (ANOVA) foram com p=0,200, sendo
estatisticamente significante em relacdo ao controle (pJ0,05), e também
estatisticamente significante em relacao a rotenona (p(10,05). Representado na Figura

35 abaixo.

Figura 35 - Efeito da administracao via oral de Miricetina (10 mg/kg, v.0.) na deambulagao (Campo
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5.3.2.3 Andlise da atividade locomotora dos animais apés a inducao da rotenona -
Teste Rotarod

A quantificacdo do desempenho motor foi realizada pelo teste do rotarod. A
administracao de rotenona, durante sete dias, promoveu uma diminuicao significativa
do tempo de permanéncia na barra giratéria em segundos. Onde o grupo controle teve
uma média de 248,1+ 40,46, o grupo induzido pela rotenona teve um decréscimo com
média de 2,86 = 1,60 e o grupo com administragdo de Miricetina (10 mg/kg, v.o.) teve
um decréscimo mais acentuado do que no grupo da rotenona com média de 2,00 £
0,66 (Figura 18).
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Efeito do tratamento com miricetina no teste do rotarod. Os resultados obtidos
foram expressos como media * erro padrao da média (EPM). A diferenca entre grupos
foi determinada por andlise de variancia (ANOVA) foram com p=0,200, sendo
estatisticamente significante em relacdo ao controle (p(10,05), e também
estatisticamente significante em relacao a rotenona (p(10,05). Representado na Figura
36 abaixo.

Figura 36 - Efeito da administracao via oral de Miricetina (10 mg/kg, v.0.) na deambulagéo (Rotarod).
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Nos resultados comportamentais in vivo ndo aparece o grupo da droga a base
de EHB rico em polifendis de Syzygium cumini (L.) Skeels, pois o grupo que testamos
houve perda de animais significativos para realizagdo dos testes.

5.3.2.4 Efeito do tratamento com Miricetina e do EHB de Syzygium cumini (L.) Skeels
na expressao génica do Nrf2 (nuclear factor erythroid 2 p45-related factor 2)
em tecidos cerebrais

Na substéancia negra, a administragdo de rotenona aumentou a atividade na
expressao génica do Nrf2 comparado com o grupo controle (Figura 37), com média
(1,98 £ 0,37). O tratamento com a miricetina na dose de 10 mg/kg mais rotenona
aumentou significativamente aumentou a expressao génica do Nrf2 normalizada por
GADPH e consequentemente a atividade enzimatica desta enzima antioxidante na
regido analisada com média (28,05 £ 0,18). Enquanto, que o tratamento com EHB de
Syzygium cumini (L.) Skeels na dose de 500 mg/kg mais rotenona ndo houve aumento
da expressao génica do Nrf2 normalizada por GADPH e consequentemente da
atividade enzimatica com média (0,049 + 0,00).

Os resultados obtidos foram expressos como média * erro padrdo da média
(EPM). A diferenca entre grupos foi determinada por analise de uma via da variancia
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(ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls. Estatisticamente significante em
relagao a rotenona (*p10,05), estatisticamente significante em relagéo a miricetina 10
mg/kg e rotenona (****p10,0001) e ndo estatisticamente significante em relacdo ao
EHB de Syzygium cumini (L.) Skeels na dose de 500 mg/kg.

Figura 37 - Efeito do tratamento da Miricetina e do EHB de Syzygium cumini (L.) Skeels na expressao
génica do Nrf2 na substancia negra
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Fonte: O autor

No estriado, a administracdo de rotenona aumentou a atividade na expressao
génica do Nrf2 comparado com o grupo controle (Figura 38), com média (1,14 £ 0,22).
O tratamento com a miricetina na dose de 10 mg/kg mais rotenona aumentou a
expressao génica do Nrf2 normalizada por GADPH e consequentemente a atividade
desta enzima antioxidante na regiao analisada com média (4,98 = 0,81). Enquanto,
que o tratamento com EHB de Syzygium cumini (L.) Skeels na dose de 500 mg/kg
mais rotenona, houve aumento da expressao génica do Nrf2 normalizada por GADPH
e consequentemente da atividade enzimética com média (0,68 + 0,00), porém em
menor proporgao que o grupo anterior tratado com a miricetina e rotenona.

Os resultados obtidos foram expressos como média * erro padrdo da média
(EPM). A diferenca entre grupos foi determinada por andlise de uma via da variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls. Estatisticamente significante em
relagao a rotenona (*p10,05), estatisticamente significante em relagao a miricetina 10
mg/kg e rotenona (****pJ0,01) e ndo estatisticamente significante em relacdo ao EHB
de Syzygium cumini (L.) Skeels na dose de 500 mg/kg.



76

Figura 38 - Efeito do tratamento da Miricetina e do EHB de Syzygium cumini (L.) Skeels na expressao
génica do Nrf2 no estriado
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No hipocampo, a administragcdo de rotenona aumentou a atividade na
expressao génica do Nrf2 comparado com o grupo controle (Figura 39), com média
(0,53 + 0,047). O tratamento com a miricetina na dose de 10 mg/kg mais rotenona
aumentou significativamente aumentou a expressédo génica do Nrf2 normalizada por
GADPH e consequentemente a atividade desta enzima antioxidante na regiao
analisada com média (1,84 = 0,29). Enquanto, que o tratamento com EHB de
Syzygium cumini (L.) Skeels na dose de 500 mg/kg mais rotenona ndo causou
aumento da expressao génica do Nrf2 normalizada por GADPH e consequentemente
da atividade enzimatica com média (0,008 £ 0,00).

Figura 39 - Efeito do tratamento da Miricetina e do EHB de Syzygium cumini (L.) Skeels na expressao
génica do Nrf2 no hipocampo

2.5
i,i##

- - [X]
(=] th (=]
1 I 1

(Normalizada por GAPDH)
o
i

Expressdo génica relativa

CTR ROT MR  SYZ

o
=3

Fonte: O autor

Os resultados obtidos foram expressos como média * erro padrdo da média
(EPM). A diferenca entre grupos foi determinada por analise de uma via da variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls. Estatisticamente significante em
relacdo a rotenona (*p[10,05), estatisticamente significante em relagao a miricetina 10
mg/kg e rotenona (**p(10,01) e ndo estatisticamente significante em relagdo ao EHB
de Syzygium cumini (L.) Skeels na dose de 500 mg/kg.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliado o potencial terapéutico do extrato hidroalcodlico do
Syzygium cumini (L.) Skeels (EHSc) e do farmaco padrdo miricetina na Doenca de
Parkinson induzido por rotenona em ratos.

O EHSc de Syzygium cumini (L.) Skeels possui em sua composicao nove
compostos demonstrados em cromatogramas (Figura 15 a Figura 23) e descritos na
Tabela 2, correspondendo as seguintes substancias: (a) myricetin-3-O-rhamnoside;
(b) miricetina-3- O- acetil-rhamnoside; (c) rhamnetin-3- O - (6- O "- acetilglucosideo);
(d) derivado de &cido caftrarico; (e) caftaric acid; (f) ligstroside; (g) derivado da rutina;
(h) trigaloil glicose; (i) obebioside A.

Um estudo realizado por Sanches et. al. (2016) demonstrou que o extrato
hidroalcodlico do Syzygium cumini (L.) Skeels rico em polifenois os dados espectrais
do cromatograma de HPLC a 254 nm a identificacdo de quinze compostos
pertencentes a taninos hidrolizaveis (elagitaninos e galotaninos) e flavondis, onde o
HPLC-MS / MS foi utilizado para determinar o perfil polifenélico do extrato
hidroalcodlico do Syzygium cumini (L.) Skeels. Um outro estudo realizado pelo mesmo
grupo de pesquisadores Chagas et. al. (2018) demonstrou que o extrato hidroalcodlico
do Syzygium cumini (L.) Skeels rico em polifenois os dados espectrais do
cromatograma de HPLC-MS/MS a identificacdo de cinco compostos, onde foram
quantificados o acido galico, miricetina e quercetina, sendo a miricetina o flavonéide
mais abundante, representando quase 20% da massa total do extrato.

Em relacdo aos experimentos in vitro para observamos a toxicidade e
viabilidade do EHB de Syzygium cumini (L.) Skeels foram realizados por trés métodos:
o primeiro foi através da atividade hemolitica representado na Figura 25, onde foram
apresentadas doses do extrato bruto em que observou-se hemdlise de eritrocitos e
consequentemente pode-se concluir que ndo houve toxicidade do extrato testado,
destacando-se a absorbancia do sobrenadante no teste que foi medida a 540 nm e as
suspensoes de hemacias acrescidas de solucao salina e de agua destilada foram,
respectivamente, os controles hemoliticos minimo e maximo.

Foram testadas doses de 1000 pg/mL, 500 ug/mL, 100 pg/mL, 50 ug/mL e 5
ug/mL respectivamente, as doses do extrato nesse experimento que apresentaram
resultados significantes estdo na variagdo de 400-600 pg/mL a baixa atividade
hemolitica.
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A confirmacao da atividade citotdxica de um fitoterapico constitui uma medida
prioritaria, uma vez que varios compostos quimicos podem ser capazes de causar
efeitos toxicos. Os eritrocitos sao células muito utilizadas para estudos de
citotoxicidade in vitro, devido, principalmente, ao facil acesso e a grande
disponibilidade, permitindo a investigacdo do efeito toxico ou protetor de principios
ativos sobre a membrana celular. Apos este ensaio, a baixa ocorréncia de hemdlise
pbdde ser diretamente relacionada com a baixa citotoxicidade dos extratos, contudo é
evidente a necessidade de ensaios mais especificos de citotoxicidade (BATISTA et.
al., 2007; FIRMINO, 2007; SCHIAR et. al., 2007; COSTA, 2015).

Na literatura, os relatos sobre atividade hemolitica de extratos irradiados de
plantas do género Syzygium sao escassos. Entretanto Costa, 2017 realizou em seu
estudo um experimento que avaliou a atividade hemolitica dos extratos de raiz e caule
de Syzygium cumini (L.) Skeels. Os resultados, na sua maioria, ficaram muito
proximos a zero, o que indicou baixa taxa de hemdlise, resultando em uma baixa
toxicidade. Os extratos irradiados ndo aumentaram significativamente a taxa de
hemdélise, em quase todas concentracdes utilizadas porcentagens diminuiram, se
aproximando & zero. E notado também que a porcentagem de hemodlise esta
diretamente ligada a concentracdo dos extratos, a medida que a concentracdo do
extrato diminui, a hemolise se aproxima a zero e a concentracdo ideal ficou em 125
ug/mL a 250 pg/mL, similar a variagao encontrada no nosso estudo.

Dando continuidade aos experimentos in vitro o segundo método utilizado para
avaliar a toxicidade foi a sobrevida de larvas de Tenebrio molitor representado na
Figura 27. Foi observado concentragbes que nao houve diferencga significativa entre
as concentracdes do extrato bruto e o controle negativo com p= 0,5494. Percebe-se
qgue a taxa de sobrevivéncia das larvas de Tenebrio molitor em relagdo ao extrato é
alto, principalmente na variacado de 100 a 500 pug/mL, o que caracteriza ser um extrato
viavel principalmente nessa faixa de variacdo. Na literatura, os relatos sobre atividade
de sobrevida de larvas de Tenebrio molitor nos extratos de plantas do género
Syzygium sao escassos, principalmente em relagao a extrato de folhas secas.

Firmo (2018) em um estudo de bioprospecc¢ao de plantas medicinais do cerrado
maranhense com propriedades antioxidante, antibacteriana contra Corynebacterium
spp e toxicidade com aporte para o desenvolvimento de novos medicamentos,
realizou experimentos com 8 espécies vegetais onde testou a toxicidade dos extratos
etandlicos dessas espécie vegetais, para avaliar a toxicidade utilizou a sobrevida de
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larvas de Tenebrio molitor, dentre essas espécies nao apresentaram do género
Syzygium, porém apresentaram boa sobrevida e baixa toxicidade similar a esta
pesquisa.

Martinez et. al. 2018, identificou os efeitos inseticidas dos 6leos essenciais de
canela e cravo-da-india em Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae), onde
foram avaliadas as concentracdes letais (CL50 e CL90), o tempo letal e o efeito
repelente nas larvas, pupas e adultos de T. molitor apds exposicdo a seis
concentracdes de cada 6leo essencial e compostos toxicos, este esttudo apesar de
ser com Oleo essencial mostrou diferente atividade, Oleos essenciais de canela e
cravo e seus compostos causaram maior mortalidade e repeléncia em T. Molitor o que
difere dos resultados desta pesquisa.

O terceiro e ultimo método de andlise de citotoxicidade foi a atividade
antiproliferativa nas células humanas de cancer de mama, representado nas Figuras
28 e 29, em que foram observadas em todas as concentragdes testadas do extrato.
Mostraram que a partir da concentracdo de 100 pug/mL foi observada uma atividade
antiproliferativa do extrato de S. cumini de 31,49% e que na concentracao de 200,
400, 800, 1.000 e 1.500 pg/mL foi de 30,89%, 38,42%, 40,48%, 33,02% e 34,81% de
inibicdo da proliferagéo celular, respectivamente. Nossos resultados mostraram que
todas as concentragdes do extrato hidroalcodlico de S. cumini testadas apresentaram
porcentagem semelhante de atividade antiproliferativa nas células humanas de cancer
de mama, o que afirma uma boa viabilidade celular do extrato nas concentragbes
testadas.

Ruthurusamy et. al., 2015 realizaram um estudo utilizando concentragées de
extrato de acetato de etila e extrato metandlico de sementes de Syzygium cumini
foram testados contra a linha celular MCF-7. O ensaio MTT foi realizado em placas de
24 pocos, onde concluiram que as sementes de acetato de etila o extrato apresenta
menor viabilidade das células quando comparado ao extrato metandlico de sementes
de Syzygium cumini. Relataram a atividade anticancerigena de Syzygium cumini no
acetato de etila e no extrato metandlico de sementes usando MTT.

Dos resultados, o extrato de semente de acetato de etila e extrato metandlico
de Syzygium cumini apresenta alta atividade antineoplasica. No extrato metandlico a
partir da concentracao de 125 pg/mL foi observada uma atividade antiproliferativa do
extrato de S. cumini de 50% e que na concentragao de 250, 500 e 1.000 pg/mL foi de
36,20%; 25,86% e 12,06% respectivamente. Enquanto que no de acetato de etila a
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partir da concentracao de 125 ug/mL foi observada uma atividade antiproliferativa do
extrato de S. cumini de % e que na concentracdo de 250, 500 e 1.000 pg/mL foi de
24,07%; 18,51% e 12,06% respectivamente (RUTHURUSAMY et. al.,, 2015),
semelhante aos resultados deste experimento, porém o extrato utilizado nesse
trabalho foi etandlico de folhas secas.

Em relac&o a atividade antioxidante pelo método DPPH pode ser observado na
Figuras 31 e 32 o padrao com &cido gélico (AG) e na Figura 13 a representacao da
atividade antioxidante em concentragées do extrato bruto de Syzygium cumini (L.)
Skeels, considerando que as concentragdes do EHSc a 100 pg/ml apresentou 10%
de captura de radicais livres e a 500 pg/ml apresentou 25% de captura de radicais
livres. Como pode ser observado a concentracao ideal com capacidade antioxidante
foi de 500 pyg/ml do EHSc numa variagdo de 5 a 1000 yg/ml ao capturar 25% de
radicais livres, podendo ser representado pelo método colorimétrico ELISA.

Segundo Sanchéz — Moreno et. al. (1998), a qualidade da reagao antioxidante
de compostos fendlicos também pode ser inferida pelo tempo decorrido até que o
sequestro do DPPH atinja o plat6. Se o tempo é inferior a 5 minutos sao classificados
como rapidos, entre 5 e 30 minutos s&o intermediarios e maiores que 30 minutos sdo
antioxidantes de reacéao lenta, neste trabalho, o EHB atingiu o platd em tempo inferior
a 5 minutos. Os dados desse trabalho estdo de acordo com Ruan et. al. (2008), os
quais exploraram a atividade antioxidante do extrato bruto e de fragdes obtidas do
extrato metandlico das folhas de S. cumini através do método do DPPH e encontraram
que a fracdo acetato de etila apresentava maior capacidade antioxidante.

Em literatura mais recente, segundo Chagas et. al. (2018) caracterizaram a
composi¢ao quimica e avaliaram os efeitos antidiabéticos de um novo extrato rico em
polifendis obtido da folha de S. Cumini, nesse extrato especifico foi realizado atividade
antioxidante em relagédo ao DPPH e ao ABTS, em que mostraram forte atividade (IC50:
3,88 £ 1,09 e 5,98 + 1,19 ug / mL, respectivamente) antioxidante nos dois métodos o
que concorda com nossos resultados dessa pesquisa pois este estudo trambém
trabalha com extrato rico em polifendis.

Em relagcdo aos experimentos in vivo foram realizados trés experimentos o
primeiro de avaliacao ponderal, o0 segundo de avaliagdo motora e cognitiva pelo Teste
de Campo aberto e o terceiro também avaliacdo motora e cognitiva pelo Teste

Rotarod, estes dois Ultimos apds inducéo da droga padrao rotenona.
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A quantificagdo do peso dos animais apds indugéo da rotenona foi realizada
por uma média de peso e erro padrdo da média (EPM) onde o grupo controle
apresentou uma média ponderal de 469,5 £10,57 g, 0 grupo induzido por rotenona
(2,5 mg/kg) teve uma diminuicdo de peso para uma média de 384,5 = 18,40 g.
Enquanto que o grupo induzido por miricetina (10 mg/kg, v.0.) teve uma meédia
ponderal um pouco maior de 387,2 + 31,75 g. Efeito do tratamento com miricetina no
peso dos animais de acordo com a Figura 34.

Ahamed et. al (2018) mostrou em seu estudo o potencial neuroprotetor da
polidatina um polifenol, assim como a miricetina e o EHB de S. cumini em termos de
melhoria da degeneracao de neurénios dopaminérgicos em regides nigro-estriatais do
cérebro e comportamento neuromotor distorcido no modelo rotenona da doenca de
Parkinson. Os animais parkinsonianos tratados com rotenona mostraram deterioragéo
do comportamento motor, perda de peso, perda de neurbnios dopaminérgicos e
diminuicdo da reatividade imunoldgica nas se¢des das regides nigrostriatais desses
animais, o tratamento com polidatina + rotenona mostrou efeitos contraditérios ao
parkinsonismo, com melhora na perda de peso, neuro- comportamento motor, perda
dopaminérgica e reatividade imunoldgica contra neurénios dopaminérgicos, esses
resultados sado similares aos aprsenatados nessa pesquisa.

Em um estudo realizado por Silva (2014), avaliou o efeito neuroprotetor do
Eugenol (EUG) sobre as alteragdes comportamentais e bioquimicas induzidas pela
administracao sistémica de rotenona (modelo experimental da doencga de Parkinson).

O Eugenol (4-alil-2-metoxifenol) € um composto fendlico, componente
majoritario de 6leos essenciais isolados a partir de Eugenia carophyllata (Myrtaceae),
mesma familia da espécie avaliada nesse estudo S. cumini, em relagdo ao peso
corporal os animais administrados por rotenona mostraram diminuig&o significativa no
peso corporal, comparado ao grupo controle (diferengas entre os pesos final e inicial),
porém nao houve diferencas significativas entre animais pré-tratados com o eugenol
37,5 mg / kg e pré-tratados com o levodopa que era o farmaco padrao (SILVA, 2014),
podendo concordar com o0 nosso estudo em relacao a preservacao da perda do peso
corporal menor no grupo induzido pela miricetina em relago ao grupo induzido pela
rotenona.

Na literatura, os relatos sobre atividade comportamental de animais tratados
com extratos de plantas do género Syzygium em modelo da doenca de Parkinson
induzida pela rotenona sdo escassos. A andlise da atividade locomotora dos animais
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apés a indugao da rotenona foi realizada primeiramente pelo Teste Campo Aberto, em
que foi determinado cinco parametros motores descritos abaixo.

O primeiro foram os quadrantes percorridos, onde o controle teve uma média
de 23,55 * 7,35, o grupo induzido pela rotenona teve um decréscimo com média de
0,75 £ 0,25 e o grupo com administragcdo de Miricetina (10 mg/kg, v.0.) teve um
decréscimo mais nao tado acentuado como no grupo da rotenona com média de 3,40
+ 1,16; o segundo foram os quadrantes centrais do campo aberto, onde o controle
teve uma média de 8,00+ 3,34, o grupo induzido pela rotenona teve um decréscimo
com média de 0,75 £ 0,25 e o grupo com administracdo de Miricetina (10 mg/kg, v.0.)
teve um decréscimo mais ndo tdo acentuado como no grupo da rotenona com média
de 2,28 + 1,06.

O terceiro foram os quadrantes periféricos, onde o controle teve uma média
de 15,25+ 4,04, o grupo induzido pela rotenona teve um decréscimo com média de
0,75 £ 0,25 e o grupo com administragcdo de Miricetina (10 mg/kg, v.0.) teve um
decréscimo, mas nao tdo acentuado como no grupo da rotenona com média de 0,60
t 0,24; o quarto foram os rearings, onde o controle teve uma média de 4,00+ 1,29,
tanto o grupo induzido pela rotenona como o grupo com administragédo de Miricetina
(10 mg/kg, v.0.) teve um decréscimo acentuado como no grupo da rotenona com
média de 0,00 + 0,00 respectivamente.

O quinto foram os groomings, onde o controle teve uma média de 2,50+ 0,95,
0 grupo induzido pela rotenona teve um decréscimo com média de 0,00 + 0,00 e o
grupo com administracdo de Miricetina (10 mg/kg, v.0.) teve um decréscimo tao
acentuado como no grupo da rotenona com média de 0,00 + 0,00 e o sexto foi
defecacao onde o controle teve uma média de 3,25+ 0,85, o grupo induzido pela
rotenona teve um decréscimo com média de 0,50 + 0,28 e o grupo com administracao
de Miricetina (10 mg/kg, v.0.) teve um decréscimo mais acentuado do que no grupo
da rotenona com média de 0,00+ 0,00. (Figura 35)

Neste teste a redugédo dos quadrantes percorridos pelos animais representa
uma diminuicdo da atividade exploratéria e da deambulagdo causada pela
degeneracdo motora associada a rotenona, ou seja, a rotenona teve sucesso ao
induzir o Parkinson, porém a miricetina n&o teve sucesso em reverte-la.

Efeito do tratamento com miricetina no teste do campo aberto. Os resultados
obtidos foram expressos como média  erro padrao da média (EPM). A diferencga entre
grupos foi determinada por andlise de variancia (ANOVA) foram com p=0,200, sendo
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estatisticamente significante em relagdo ao controle (p10,05), e também
estatisticamente significante em relagéo a rotenona (p(10,05), representado na Figura
35.

Jimenez (2004) em um estudo in vitro pode desencadear a relagao entre a
doencga de Parkinson, com o estresse oxidativo e a morte neuronal por apoptose.
Induziu a rotenona e esta inibiu do complexo da cadéncia de transporte eletrénico
mitocondrial, para provocar a toxicidade e se comprovar a capacidade neuroprotetora
de trés antioxidantes das sustentacoes: fraxetrol, miricetina e N-acetilcisteina, esse
estudo utilizou o0 mesmo farmaco padrao (miricetina) e o mesmo modelo experimental
de indugdo de Parkinson porém in vitro, enquanto que esta pesquisa utilizou em
modelos in vivo.

Shama et. al. (2017), investigou a atividade antibacteriana, antioxidante e
capacidade neuroprotetora de extratos aquoso e alcodlico do caule de Syzygium
cumini in vitro também, em que a capacidade neuroprotetora do extrato aquoso e
etandlico de caule do S. cumini foram observadas na linhagem de feocromocitoma de
rato (PC) -12, dando um choque neurotéxico as células PC-12 usando 6-
hidroxidopamina. O extrato etandlico mostrou um numero maximo de células viaveis,
ou seja, 75% o extrato aquoso mostrou 50% do mesmo., este estudo sugere que o
caule pode ser utilizado como uma boa fonte de antibacteriano, antioxidante e agente
neuroprotetor.

Em estudos in vivo foram observados o perfil comportamental de outras
espécies vegetais com constituintes fendlicos.como foi decrito no estudo de Linard
(2014), o qual explicou que a rotenona modifica varios aspectos do comportamento
motor e cognitivo, incluindo atividade motora reduzida, postura flexionada, rigidez e
catalepsia correlacionada com a degeneragao das células dopaminérgicas.

O teste do campo aberto foi utilizado para andlise da frequéncia locomotora
com o objetivo de avaliar a movimentagao espontanea e deambulacdo: a frequéncia
de levantar, o comportamento exploratério; e, o tempo para o inicio do movimento; a
motivacgao, tais parametros sao geralmente prejudicados na doenca de Parkinson e
este declinio da funcdo neuromotora foi reproduzido usando a rotenona (LINARD,
2014).

O modelo da doenca de Parkinson induzida pela rotenona promoveu uma
reducao significativa da frequéncia locomotora de 83% + 2,19 e da atividade
exploratoria, quantificada pela frequéncia de levantar, acima de 81% % 0,64, quando
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comparada aos animais dos respectivos grupos controle. O tratamento com acido
anacardico, nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg aumentou significativamente a atividade
locomotora, em aproximadamente 420% * 2,92, 548% * 4,06 e 715% * 1,78,
respectivamente, quando comparado ao grupo rotenona (LINARD, 2014).

Este mesmo tratamento, nas mesmas doses anteriores, foi capaz de aumentar
a frequéncia de levantar, em aproximadamente 440% + 0,74, 446% = 0,71 e 432% +
0,93 em relagédo ao grupo de animais que recebeu somente a rotenona. O tempo de
imobilidade e o tempo para o inicio do movimento no grupo rotenona, aumentaram,
significativamente, em relagédo ao grupo controle. O tratamento com acido anacardico,
nas doses de 10, 25, 50 e 100 mg/kg, favoreceu uma diminuic¢ao significativa de 41%
+ 13,19, 58% = 3,39, 74% + 2,34 e 82% * 1,95, respectivamente, no tempo de
imobilidade e 46% + 2,78, 92% % 0,28, 91% % 0,46 e 90% * 0,46 no tempo para o
inicio do movimento, em relagcao aos animais do grupo rotenona (LINARD, 2014).

Esse estudo mostrou que o extrato do Anacardium occidentale foi capaz de
prevenir significativamente os efeitos induzidos pela rotenona sobre a frequéncia
locomotora, duracao da imobilidade e o tempo para o inicio do movimento nas duas
doses testadas. Ao passo que, 0 acido anacardico a partir da dose de 25 mg/kg foi
eficiente em proteger os efeitos induzidos pela rotenona sobre todos estes
parametros, inclusive, também sobre a frequéncia de levantar. O efeito benéfico deste
composto fendlico ndo foi alterado mesmo em doses mais elevadas. Esses resultados
sao consistentes com a agado neuroprotetora destes compostos nos parametros
bioquimicos analisados neste trabalho. Em termos de parametros no teste de campo
aberto tem resultados que séo diferentes dos nossos, onde a redugéo dos quadrantes
percorridos pelos animais representa uma diminuicdo da atividade exploratéria e da
deambulacdo causada pela degeneracdo motora associada a rotenona, ou seja, a
rotenona teve sucesso ao induzir o Parkinson, porém a miricetina ndo teve sucesso
em reverte-lo (LINARD, 2014).

O dltimo teste para avaliagdo do desempenho cognitivo comportamental foi
realizado pelo teste do rotarod. A administracdo de rotenona, durante sete dias,
promoveu uma diminuicdo significativa do tempo de permanéncia na barra giratéria
em segundos. Onde o grupo controle teve uma média de 248,1+ 40,46, o grupo
induzido pela rotenona teve um decréscimo com média de 2,86 + 1,60 e o grupo com
administracao de Miricetina (10 mg/kg, v.0.) teve um decréscimo mais acentuado do
que no grupo da rotenona com média de 2,00 + 0,66 (Figura 36).
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Efeito do tratamento com miricetina no teste do rotarod. Os resultados obtidos
foram expressos como media * erro padrao da média (EPM). A diferenca entre grupos
foi determinada por andlise de variancia (ANOVA) foram com p=0,200, sendo
estatisticamente significante em relacdo ao controle (pJ0,05), e também
estatisticamente significante em relacéo a rotenona (p10,05), representado na (Figura
36).

Linard (2014) também utilizou o teste de rotarod para quantificacdo do
desempenho motor. A administracdo de rotenona promoveu uma diminuicdo
significativa do tempo de permanéncia na barra giratdéria em 89% =+ 4,89 no grupo
rotenona em relagdo ao grupo controle. Enquanto o tratamento com &cido anacardico
nas doses de 3, 10, 25, 50 e 100 mg/kg propiciou um aumento significativo no tempo
de permanéncia na barra giratéria em relacao ao grupo rotenona. A dose de 100 mg/kg
foi a que apresentou o maior aumento em torno de 834% + 12,20, no tempo de
permanéncia na barra giratéria em relagcdo ao grupo rotenona, esse estudo bem
diferente do nosso o farmaco em teste teve um aumento do tempo de permanéncia,
enquanto que no nosso estudo a miricetina teve um decréscimo, mas nao tao
acentuado como no grupo induzido pela rotenona.

Apos a realizagdo dos testes comportamentais foi realizado a retirada dos
orgaos em cirurgia experimental para realizacdo da analise do estresse oxidativo nos
cérebros dos animais. Foi retirado as seguintes regides cerebrais: substancia negra,
estriado e hipocampo direito e esquerdo respectivamente para analises utilizado
biologia molecular (PCR-real time).

O metabolismo de carboidratos pelas mitocéndrias cerebrais é diferenciado.
Elas tém grande capacidade de produzir peréxido de hidrogénio, mas curiosamente
tem poucas enzimas antioxidantes classicas, por isso os danos provocados pelas
espécies reativas de oxigénio geralmente sao irreversiveis (KARUPPAGOUNDER et.
al., 2013).

A rotenona é um pesticida altamente lipofilico, capaz de atravessar facilmente
a barreira hematoencefalica e nao depende do transportador de dopamina para entrar
em neurénios dopaminérgicos. Uma vez no neurdnio, a rotenona bloqueia a atividade
do complexo |, provocando a formacado de EROs e a diminuicdo da atividade do
proteassoma. Em ratos, a rotenona causa a degeneracdo seletiva dos neurénios
dopaminérgicos nigroestriatais além da formacao de inclusbes citoplasmaticas como
os corpos de Lewy, contendo ubiquitina e a-sinucleina e também reduz a atividade
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motora dos animais. A desvantagem deste modelo experimental € que o uso da
rotenona pode ocasionar toxicidade sistémica, tornando-se necessario
administragdes repetitivas e em baixas doses desta substancia (GARCIA et. al., 2014).

Os ratos expostos ao tratamento prolongado com doses baixas de rotenona
desenvolvem um fenétipo do tipo de DP caracterizado por disfungdo motora, perda de
neurdnios dopaminérgicos, formagao de inclusées do tipo Lewy e ativagao microglial
(KUJAWSKA et. al., 2018).

Nessa pesquisa, a administracao de rotenona, por via subcutanea, promoveu
aumento atividade da expressao génica do Nrf2 (nuclear factor erythroid 2 p45-related
factor 2) em tecidos cerebrais (substancia negra, estriado e hipocampo) mostrando
que este protocolo foi eficaz na inducéo de estresse oxidativo em todas estas regides,
porém parcialmente no hipocampo onde teve um aumento, porém inferior ao grupo
controle.

No processo de inducdo da DP em modelos experimentais utilizando
neurotoxinas como a rotenona demonstram perdas neuronais em vias
dopaminérgicas, em areas cerebrais especificas. No caso da rotenona, a perda é
maior no estriado e substancia negra, € menor no hipocampo, bem como os animais
apresentam sintomas como motores, como déficit de mobilidade devido a rigidez e
tremores de extremidade, e déficit ndo motor como quadro depressivo (SAMPAIO,
2014), sendo similar ao processo de indugdo realizado nessa pesquisa, onde no
hipocampo teve um aumento no grupo induzido, porém inferior ao grupo controle,
enquanto que na substancia negra e no estriado, o0 aumento no grupo induzido foi
maior que no grupo controle.

O tratamento com miricetina foi capaz de bloquear quase completamente a
oxidacao ocasionada pela rotenona, provavelmente devido a capacidade antioxidante
deste composto fendlico, enquanto que no tratamento com EHB de Syzygium cumini
(L.) Skeels, na substancia negra e no hipocampo n&o demonstrou expressao
significativa comparado ao grupo da miricetina, ja no estriado houve expressao, porém
em menor proporgao que a miricetina.

Como a DP é um distarbio neurodegeretaivo complexo influenciado por uma
coombinagcdo de fatores genéticos e ambientais, o estresse oxidativo e o
comprometimento dos mecanismos de defesa antioxidante tem sido implicados como

principais agravantes para patogénese da doenca. A resposta antioxidante mediada
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pela expressdo génica do Nrf2 pode explicar a interacao gene-ambiente em estudos
genéticos da DP (TODOROVIC et. al., 2015).

Na substancia negra, a administracdo de rotenona aumentou a atividade na
expressao génica do Nrf2 comparado com o grupo controle (Figura 37), com média
(1,983 £0,37). O tratamento com a miricetina na concentracao de 10 mg/kg e rotenona
aumentou significativamente a expressao génica do Nrf2 normalizada por GADPH e
consequentemente a atividade enzimatica desta enzima antioxidante na regido
analisada com média (28,05 = 0,18). Enquanto, que o tratamento com EHB de
Syzygium cumini (L.) Skeels na concentracdo de 500 mg/kg e rotenona néao houve
aumento da expressao génica do Nrf2 normalizada por GADPH e consequentemente
da atividade enzimatica com média (0,049 + 0,00).

Outro tecido estudado foi o estriado, nesse tecido a administracao de rotenona
aumentou a atividade na expresséo génica do Nrf2 comparado com o grupo controle
(Figura 38), com média (1,14 £ 0,22). O tratamento com a miricetina na concentragéao
de 10 mg/kg e rotenona aumentou a expressdo génica do Nrf2 normalizada por
GADPH e consequentemente a atividade desta enzima antioxidante na regiao
analisada com média (4,98 = 0,81). Enquanto, que o tratamento com EHB de
Syzygium cumini (L.) Skeels na concentracdo de 500 mg/kg e rotenona, aumentou a
expressao génica do Nrf2 normalizada por GADPH e consequentemente da atividade
enzimatica com média (0,68 £ 0,00), porém em menor proporcao que o grupo anterior
tratado com a miricetina e rotenona.

E o ultimo tecido estudado foi o0 hipocampo, onde nesse tecido a administragéo
de rotenona aumentou a atividade na expressao génica do Nrf2 comparado com o
grupo controle (Figura 39), com média (0,53 £ 0,047). O tratamento com a miricetina
na concentragcao de 10 mg/kg e rotenona aumentou significativamente a expressao
génica do Nrf2 normalizada por GADPH e consequentemente a atividade desta
enzima antioxidante na regido analisada com média (1,84 + 0,29). Enquanto, que o
tratamento com EHB de Syzygium cumini (L.) Skeels na concentracdo de 500 mg/kg
e rotenona ndao causou aumento da expressdo génica do Nrf2 normalizada por
GADPH e consequentemente da atividade enzimatica com média (0,008 £ 0,00).

Os danos neuronais causados pelo estresse oxidativo sdo caracteristicas
importantes na DP. Uma vez que o tratamento se restringe apenas ao alivio dos
sintomas, sem quaisquer efeitos significativos nos processos neurodegenerativos,

estudos evidenciam que a neuroprotecdo pode ser um alvo farmacolégico viavel,
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sugerindo que, dietas ricas em antioxidantes desempenham um importante papel na
protecdo contra a degeneragcdo neuronal (SUTACHAN et. al., 2012; WOJDA;
SALINSKA; KUZNICKI, 2008; MARCHIORO et. al., 2016).

Os polifendis sdo metabdlitos secundarios de plantas, representando um amplo
grupo de compostos que possuem um anel aromatico e caracterizado pela presenca
de um ou mais grupamentos hidroxil com diferentes complexidades estruturais, sendo
subdivididos em classes, de acordo com a estrutura quimica de cada substancia. As
principais fontes de compostos fendlicos sdo os frutos e hortalicas, mas também
podem ser encontrados em sementes, cascas, raizes, folhas e flores, sendo a classe
mais abundante de compostos fendlicos em plantas sao os flavonoides, tais como
flavondis, flavanois, flavonas, isoflavonas e antocianidinas. (DORNAS et. al., 2007;
MARCHIORO et. al., 2016).

Os agentes neuroprotetores da DP obtidos por compostos bioativos de
produtos naturais, principalmente os flavonoides, estdo em desenvolvimento com
base na estrutura de compostos fotoquimicos permeaveis a barreira com o objetivo
de melhorar a disfuncao cerebral e prevenir a neurodegeneracao (NAOI et. al., 2019)

Em um estudo experimental foi utilizado o pesticida rotenona em ratos para
analisar os efeitos da quercetina na DP. Foi observado que os animais que fizeram
uso deste flavondide tiveram uma reducdo da perda de dopamina no estriado e o
decréscimo de GSH na substancia nigra foi amenizada. A rotenona induziu a
diminuicao da atividade do complexo | na substancia nigra e os ratos tratados com a
quercetina apresentaram um aumento significativo na atividade do complexo | quando
comparados ao controle. A quercetina também se mostrou capaz de reverter a perda
dos neurbnios imunorreativos a TH (Tirosina Hidroxilase), indicando que este
flavonoide pode ter acdo neuroprotetora em neurbnios dopaminérgicos
(KARUPPAGOUNDER et. al., 2013).

Cui et. al.(2016) testaram a Curcumina principal componente ativo do polifenol
extraido do rizoma de Curcuma longa (Zingiberaceae), em modelo experimental
animal de DP induzido por rotenona para avaliar a disfungdo motora e a fungdo da
enzima tirosina hidroxilase, demostraram que este flavonoide restaurou os niveis de
expressao do Nrf2, atenuando os efeitos neuroprotetores da substancia negra parte
compacta. Similar ao nosso estudo, com uma diferenga utilizando outro flavonoide a
Curcumina, ou seja, a expressao do gene Nrf2 preservou mais a fungao mitocondrial
na substancia negra (**p(10,01), entretanto em nosso estudo, a miricetina que também
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é um flavondide no mesmo modelo experimental apresentou uma significancia maior
(****p10,0001) com (*pJ0,05), ou seja, com uma maior capacidade de preservagao
mitocondrial nessa area cerebral.

O &cido ferulico um tipo de polifenol que foi co-administrado em ratos tratados
com rotenona por quatro semanas em que resgatou os neurbnios DA na area
substancia negra e terminais nervosos no estriado de danos ocasionados pelo
pesticida. O acido ferulico restaurou a atividade das enzimas antioxidantes e o
conteudo de GSH enquanto inibia a peroxidacao lipidica. Ap6s o tratamento com acido
ferulico, a producdo de mediadores inflamatorios como COX-2 e NOS induzivel e
citocinas pro-inflamatérias também foi reduzida. Além disso, esses efeitos foram
confirmados por uma reducéo na expressao de dois genes /lbal e GFAP, sugerindo
atenuacao da ativacdo microglial e astrocitica. Portanto, pode-se concluir que o0s
efeitos protetores do &cido ferdlico foram mediados por suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias (OJHA et. al., 2015).

Outro estudo mais recente realizado por Zhang et. al. (2018) constatou em seu
estudo que um produto natural derivado da Laminaria japbnica, um polissacarideo
sulfatado denominado Fucoidan protegeu o sistema dopamina e a fungdo mitocondrial
dos neurbnios dopaminérgicos em um modelo de DP induzido por rotenona em ratos,
a medicacao aliviou os déficits comportamentais assim como a expressao do gene
Nrf2 na substancia negra dos ratos com DP. Esse efeito protetor do Fucoidan pode
ser mediado pela reserva da fungdo mitocondrial envolvendo a via do gene Nrf2, para
isso foi utilizado 3 doses escalonadas de 35, 70 e 140 mg/kg da droga em teste em
todas as 3 dosagens apresentou (**p(10,01).

Similar ao nosso estudo, com uma diferenca utilizando outra droga que o
Fucoidan em doses escalonadas, os nossos resultados foram estatisticamente
significantes também em relagédo a rotenona (*p(10,05), estatisticamente significante
em relacdo a miricetina 10 mg/kg e rotenona (****p(10,0001) e ndo estatisticamente
significante em relacdo ao EHB de Syzygium cumini (L.) Skeels na concentragao 500
mg/kg, porém em relacao a miricetina (****p10,0001) o nosso estudo apresentou uma
significancia maior, ou seja, a expressao do gene Nrf2 preservou mais a fungéo
mitocondrial na substancia negra comparado a a¢ao do Fucoidan (**p10,01).

Outra pesquisa realizada por Jo et. al. (2019), investigando os potenciais
mecanismos de protec¢do da gintonina uma glicolipoproteina derivada do ginseng em
um modelo de DP mediada por MPTP in vivo e MPP + in vitro. Nossa hipétese foi de
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que a ativagao do fator nuclear eritrdide 2 relacionado ao fator 2 / heme oxigenase-1
(Nrf2 / HO-1, alvos terapéuticos em potencial para a neurodegeneragdo) com
gintonina poderia anular a neurotoxicidade associada a DP modulando o acumulo de
a-sinucleina, neuroinflamacao, e morte celular apoptética em modelos MPTP / MPP +
de DP. Os achados in vivo e in vitro sugerem que os efeitos neuroprotetores da
gintonina foram associados a regulacao da via Nrf2 / HO-1, que regulou a expressao
de citocinas proé-inflamatdrias e 6xido nitrico sintase e marcadores apoptoticos na
substancia negra e estriada de ratos. Além disso, os efeitos neuroprotetores da
gintonina também foram associados a uma redug¢do no acumulo de a-sinucleina na
substancia negra e no estriado do camundongo. Os efeitos neuroprotetores da
gintonina foram posteriormente validados pela analise dos efeitos da gintonina nas
células SH-SY5Y tratadas com MPP +, o que confirmou os efeitos protetores da
gintonina, importante na terapéutica da DP.

Esse estudo utilizou o uma glicolipoproteina e demonstrou protecdo neuronal
do estriado e substancia negra, uma atividade anti-inflamatéria, porem diferente do
nosso estudo, eles induziram a DP por MPTP e no nosso estudo foi utilizado a
rotenona, porém assim como nosso estudo associaram a expressao do gene Nrf2
como um sinalizador de protegédo neuronal.

A DP por ser uma doenga degenerativa comum do sistema nervoso central em
idosos, com alteracbes patolégicas nos neurénios DA nigroestrial (MARCHIORO et.
al., 2016). Outra pesquisa realizada por Yang et. al. (2019) foram investigar o possivel
mecanismo de sua neuroprotecdo e anti-neuroinflamacéao no estriado e substancia
negra de camundongos estimulados por LPS. Os resultados mostraram que a
miricetina 20 e 50 mg/kg em doses de melhorou a lesdo neuronal e aumentou a
expressao da proteina PSD-95 e da proteina TH no estriado e substancia negra de
camundongos estimulados por LPS. Além do que, a miricetina diminuiu a produgéo
de fatores pré-inflamatérios, incluindo IL-1B, IL-6 e TNFa, diminuiu o nivel de
quimiocina MCP-1 e suprimiu as expressées de COX-2 e iINOS. Enquanto isso, a
miricetina suprimiu a expressdao de HMGB1, TLR4 e MyD88 no nigrostriatum de
camundongos estimulados por LPS, inibiu as vias de sinalizacdo de NF-kB e MAPK
ativadas pelo LPS. Em conclusdo esse estudo, sugeriu que miricetina bloqueia a
ativacao das vias de sinalizacdo NF-kB e MAPK para o neurénio nigroestriado de
lesdo em camundongos estimulados por LPS e é benéfico para o tratamento da
inflamacéao nigroestriada da DP.
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Esse estudo utilizou o mesmo polifenol que utilizamos e demostrou além da
protecdo neuronal do estriado e substancia negra uma atividade anti-inflamatoria
porem diferente do nosso estudo eles induziram a DP por LPS e no nosso estudo foi
utilizado a rotenona.

Vardhan et. al. (2018) destacaram em seu estudo de revisdo que problemas do
Sistema Nervoso Central (SNC) como a doenca de Parkinson, acidente vascular
cerebral e traumatico por lesées cerebrais) estao piorando dia a dia por causa do estilo
de vida, desequilibrio ambiental e problemas genéticos. Em 2015, a OMS informou
que a prevaléncia de problemas no SNC € de 27,8 em 1000 e 3 em cada 100 pessoas
estdo enfrentando algum desses problemas no SNC. No entanto, infelizmente, drogas
sintetizadas quimicamente usadas para controlar esses problemas em pacientes
apresentam efeitos colaterais, e, portanto, precisamos de agentes neuroprotetores
naturais para evitar essas complicacées (VARDHAN et. al., 2018).

Ressaltaram ainda que o Syzygium cumini é uma planta medicinal com
propriedades medicinais relatadas em varios métodos tradicionais e modernos
medicamentos. Compostos fitoquimicos de casca de caule, folhas, flores, frutos e
sementes de Syzygium cumini foram usandos para tratar também muitas doencgas na
medicina moderna. Até o momento, € usado principalmente para tratar diabetes
mellitus, dor, inflamagédo, ulceras e diarréia, e em estudos recentes, foi comprovado
que o Syzygium cumini pode ser usado como quimiopreventivo, radioprotetor e
antineoplastico (VARDHAN et. al., 2018).

A eficacia da Syzygium cumini € bem estudada para muitas doengas
sistémicas, incluindo diabetes, muito precisa ser explorado sobre seu papel nas
doencas neurolégicas. Os fitoquimicos presentes em diferentes partes do Syzygium
cumini estavam mostrando evidéncias de que ele pode mostrar neuroprotecdo de
forma eficaz. Os fitoquimicos que ja foram estudados como neuroprotecédo neles, um
bom niimero desses fitoquimicos esta presente no Syzygium cumini. E importante que
o0 Syzygium cumini possa ser usado como um medicamento natural neuroprotetor
eficaz (VARDHAN et. al., 2018).

A disponibilidade de constituintes fitoquimicos vegetais muito importantes
(corilagina, acido elagico, acido galico, quercetina, miricetina kaempferol, acido
oleandlico, antocianinas e 1, 8 cineol) em Syzygium cumini cujas funcdes
neuroprotetoras ja foram testadas para potenciais neuroprotetores em distlrbios
neurolégicos, destacaram nesta revisdo os compostos fitoquimicos que podem
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desempenhar um papel crucial contra problemas neurol6gicos. Com base em
consideravel evidéncia a planta de Syzygium cumini pode ser usada como uma melhor
abordagem terapéutica nos problemas relacionados ao SNC (VARDHAN et. al., 2018).

Esta revisédo pode esclarecer que apesar do tratamento com EHB de Syzygium
cumini (L.) Skeels na dose de 500 mg/kg e rotenona ndo causou aumento expressivo
da expressao génica do Nrf2 em trés tecidos analisados comparado ao grupo que
utilizou a miricetina 10mg/kg e rotenona. O EHB de Syzygium cumini (L.) Skeels por
ser um extrato rico em compostos fendlicos inclusive a miricetina pode ter relevancia
ou base para estudos com doses graduadas ou fracionamento do extrato que possam
observar o sinergismo de droga e extrato bem como outros efeitos, pois o Syzygium
cumini (L.) Skeels poruma espécie que possui constituintes quimicos com potencial
em propriedades neuroprotetoras para disturbios neurolégicos como a DP.
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7 CONCLUSAO

Nosso estudo evidenciou que o extrato hidroalcéolico rico em polifendis das
folhas de Syzygium cumini L. (Skeels) identificou nove substancias com potencial
terapéutico.

Determinou as doses ideais de uso do extrato através de testes in vitro de
citoxicidade e viabilidade celular, foi observado também atividade antioxidante in vitro
no extrato. Foi realizado também testes cognitivos e comportamentais para avaliar
atividade neuroprotetora in vivo com esta espécie vegetal e com o fitoterapico padrao
que corresponde a miricetina, resultados in vivo nao aparece o grupo da droga a base
de EHB rico em polifenéis de Syzygium cumini, pois o grupo que testamos nao teve
amostra com resultado significativo.

Apés a realizacdo dos testes comportamentais foi realizado a analise do
estresse oxidativo nos ceérebros dos animais das seguintes regides cerebrais:
substancia negra, estriado e hipocampo direito e esquerdo respectivamente para
analises utilizado biologia molecular (PCR-real time). a administracao de rotenona, por
via subcuténea, promoveu aumento atividade da expressao génica do Nrf2 (nuclear
factor erythroid 2 p45-related factor 2) nesses tecidos cerebrais mostrando que este
protocolo foi eficaz na indugédo de estresse oxidativo em todas estas regides, porém
parcialmente, no hipocampo onde teve um aumento, porém inferior ao grupo controle.

O tratamento com a miricetina foi capaz de bloquear quase completamente a
oxidacao ocasionada pela rotenona, provavelmente devido a capacidade antioxidante
deste composto fendlico, enquanto que no tratamento com EHB de Syzygium cumini
(L.) Skeels, na substancia negra e no hipocampo nao demonstrou expressdo
significativa comparado ao grupo da miricetina, ja no estriado houve expressao, porém
em menor proporcao que a miricetina.

O tratamento com EHB de Syzygium cumini (L.) Skeels na dose de 500 mg/kg
mais rotenona nao causou aumento expressivo da expressao génica do Nrf2 nos trés
tecidos analisados comparado ao grupo que utilizou a miricetina 10mg/kg e rotenona.
O EHB de Syzygium cumini (L.) Skeels por ser um extrato rico em compostos fendlicos
inclusive a miricetina pode ter relevancia ou base para estudos com doses graduadas
ou fracionamento do extrato que possam observar o sinergismo de droga e extrato
bem como outros efeitos, pois o Syzygium cumini (L.) Skeels é uma espécie que



94

possui constituintes quimicos com potencial em propriedade neuroprotetoras para
disturbios neurolégicos como a DP.

Pode-se entdao concluir que apesar de ainda necessitarem ser melhor
explorados os Ultimos testes podemos dispor de um produto (APENDICE A) como um
possivel fitoterapico importante para diversas disfungdes associadas ao quadro de

estresse oxidativo e preservacgao neuronal presente na DP.
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COMPOSICOES FARMACEUTICAS ORAIS A BASE DE
SYZYGIUM JAMBOLANUM

Campo da invencio

[001] A opresente 1invengdo trata de composigdes
farmacéuticas por via oral a base de Syzygium jambolanum com
aplicacdes antioxidante e neuroprotetora.

Fundamentos da invenciao

[002] Doengas neurodegenerativas sio  desordens
progressivas do sistema nervoso que afetam a funcdo e
manutencido de populacdes neuronais especificas. A maiorna
destas doencas partilha vanas caracteristicas comuns, tais como:
auséncia de smtomas durante os primewos estagios da doenga e
rapida progressio com o envelhecimento; perdas cognitivas
(principalmente aprendizado e memona); transtornos afetivos, de
humor e de comportamento; desordens motoras; surgimento de
depdsitos proteicos anormais (proteinas mal enoveladas) e perda
progressiva neuronal efou glial A doenga de Alzheimer e a
doen¢a de Parkinson sdo as doencas neurodegenerativas com
mator importancia epidemiologica no mundo.

[003] O estresse oxidativo e a inflamacio estio entre os
principais mecamsmos envolvidos na neurodegeneracio

dopaminérgica caracteristica da Doenca de Parkinson (DP),

Peticio §70180007360, de 3/012018. piz. 618
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exercendo um papel importante na fisiopatologia desta doenca.
Nos ultimos anos, os modelos ammais de DP tém se mostrado
uteis para estudar o papel do estresse oxidativo e da inflamac¢ao na
fisiopatologia da DP, bem como tém indicado que a terapia com
compostos antioxidantes e anti-inflamatorios pode ser uma
alternativa para a prevencdo ou tratamento da DP.

[004]. As doencas neurodegenerativas continuam a ser umas
das principais causas de deficiéncia neurologica e sua prevaléncia
ocorre em todo o mundo, em todos os grupos raciais e étnicos, o
que justifica os esforcos destinados a melhorar o seu tratamento.
Entretanto, até o momento ndo fo1 encontrado uma terapéutica
definitiva que cure ou impeca, de forma efetiva, a progressio
dessas doencas, sendo que, as drogas utilizadas atualmente no
tratamento sdo apenas sintomaticas, uma vez que nenhuma delas
faz desaparecer a degeneracdo neuronal. Desta forma, sustancias
naturais e de baixo custo que possam atuar protegendo as células
do estresse oxidativo, minimizando as alteracdes mitocondriais,
da inflamacdo e apoptose, sdo fortes candidatas ao
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas de
neuroprotecdo, em busca da cura e da prevencio.

[005] Nenhum dos fratamentos disponiveis & capaz de
prevenir a progressdo ou restaurar o dano neuronal caracteristico

da DP. Portanto, o tratamento dos pacientes com DP é apenas
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sintomatico. A terapia de reposicdo dopanunérgica através do uso
da L-3 4-dudroxifenilalanina (L-DOPA) permanece a opgio de
primeira escolha para o tratamento dos smntomas motores da DP.
Confudo, a eficacia da terapia com L-DOPA declina ao longo do
tempo e complicagdes motoras, tais como discinesias e flutuacdes
motoras, tém sido associadas ao seu uso prolongado.

[006] A deficiéncia de terapias neuroprotetoras paraa DP e
as complicacdes associadas as mesmas tém incentivado o
desenvolvimento de estudos com o objetive de desvendar os
mecamsmos fisiopatologicos desta doenca, bem como formular
estratégias terapéuticas capazes de prevemur a neurodegeneracio

[007] Em funcdo da complexidade dos tratamentos, bem
como os significativos efeitos adversos, tem-se buscado a
utilizacdo de produtos vegetais com atividade antioxidante e
neuroprotetora, com o objetivo de munimizar a evolucdo das
doencas neurodegenerativas. Neste contexto, destaca-se a
utilizacdo de Syzygium jambolanum.

[008] No estado do Maranhio a espécie vegetal Syzygium
jambolanum é amplamente utilizada pela populacdo. Estudos
cientificos vém sendo desenvolvidos no Estado, e patentes
indicando produtos e processos ja foram depositados como PI
1101652-3, de Sonia Maria de Farias Freire e colaboradores, que

trata de composicio farmacéutica de lhofilizado de extrato e/ou

Peticio 870180007360, de 13012018, pag 418
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fracdes ativas de partes aéreas de Syzygium cumini, e seu uso na
reducdo arterial. Estudos de avaliacdo da atividade neuroprotetora
foram realizados utilizando o referido extrato, com resultados
satisfatorios em concentragdes de 5 a 500 mg/Kg.

[009] De acordo com Sharma, B; Balomajumder, C.; Roy,
P. Hypoglycemic and hypolipidemic effects of flavonoid rich
extract from Eugenia jambolana seeds on streptozotocin induced
diabetic rats. Food Chem Toxicol. 2008 Tul;46(7):2376-83 (com
modificacdes), o extrato de Syzygium jambolanum rico em
polifendis (ERP), pode ser obtido com o desenvolvimento das
sepuintes etapas: as folhas pulverizadas secas (150g) foram
submetidas a extracdo por maceracdo com etanol: agua (70: 30
v/v) sob agitagdo constante por 24 horas a 25°C (ludromodulo 1:6
m/v). O macerado fo1 filtrado com papel filtro e o po residual
submetido pelo mesmo processo por mais duas vezes, totalizando
trés extracdes. Os exfratos foram reunmidos, centrifugados a
3500rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi concentrado (38°C)
em rotaevaporador para obtencdo do extrato ludroalcoolico bruto
(EHB). O EHB fo1 submetido a particdo com cloroformuo (1:1
v/v), por 3 minutos e a fase organica fo1 lavada com acetato de
efila (1:1 v/v), por 3 minutos. A fracdo do acetato de efila fo1
concentrada a (38°C) e liofilizada, rendendo o extrato rico em

polifendis (ERP).

Peticio 870180007360, de B/01 2018, pag. 918
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[010] E sabido que tradicionalmente os farmacos
disponiveis no tratamento da Doenga de Parkinson (DP) ndo
apresentam eficacia na preven¢do da progressio da doenca, bem
como expde o paciente a efeitos adversos motores.

Objetivo da invenciio:

[011] Com o intmito de solucionar ou minimizar tais
problemas desenvolveu-se a presente inven¢do, que tem como
objetivo a obtencdo de composi¢cdes farmacéuticas utilizando
extrato de Syzygium jambolanum em sua constituicdo ou formula
de forma a obter um produto farmacéutico de origem natural e
com uso terapéutico como antioxidante e neuroprotetor, mais
especificamente na Doenca de Parkinson (DP), sendo alternativa
mais economica e que nio apresenta os efeitos adversos das
terapias convencionais.

Breve descricio da invencio

[012] A presente invencdo refere-se a composigdes
farmacéuticas por via oral a base do extrato rico em polifenois
(ERP) e hofilizado de Syzygium jambolanum com atividade e uso
terapéutico antioxidante e neuroprotetor. As partes aéreas “in
natura” foram pulverizadas e maceradas com etanol 70%, em
segmida particionado e hofilizado. O extrato liofilizado fo1
utihizado em metodologias de atividade antioxidante e de

neuroprotecdo, com malor atividade neuroprotetora em
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comparacio com os ratos que utilizaram apenas solucio salina
(0.1 mL/100g).

Descricio detalhada da invencio

[013] As composigdes farmacéuticas sdo obtidas do extrato
rico em polifendis (ERP) liofilizado, na forma de capsulas, xarope
e solucdo oral, apresentando os segmintes parametros e
especificacdes: coloracdo marrom esverdeada, sem odor, tendo
como objetivo auxiliar como antioxidante e neuroprotetor,
conforme segue:

[014] Processos farmacotécnicos de preparagio das capsulas
confendo liofilizado obtido do extrato rico em polifendis (ERP)
de Syzygium jambolanum.

[015] Preparar as capsulas gelatinosas de acordo com as
técnicas farmacotécnicas classicas, de tal forma que cada capsula
tenha a segmnte composicio:

e Liofilizado do extrato rico em polifendis (ERP) de Syzygium
Jjambolanum.. 10 — 250mg
e Excipiente q.sp
ceeeeeeeeeeeee-1 capsula

[016] Processos farmacotécnicos da preparacfio de xarope

contendo liofilizado obtido do extrato rico em polifendis (ERP)

de Syzyvgium jambolanum

Peticio 8701800073450, da 23002018, pag. 11118
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[017] Preparar o xarope de acordo com as técnicas
farmacotécmcas classicas, de tal forma que cada 2 mL tenha a

seguinte composig¢io:

e Liofilizado do extrato rico em polifendis (ERP).. de

Syzygium jambolanum....________25—100 mg
« Excipiente (1sento de acucar)

[018] Processos farmacotécnicos da preparagio de solucéo
oral — gotas contendo hofilizado obtido do extrato rico em
polifenois (ERP) de Syzygium jambolanum

[019] Preparar uma solucdo oral — gotas de acordo com as
técnicas farmacotécnicas classicas, de tal forma que cada 2 mL
tenha a seguinte composigio:

» Liofilizado do extrato rico em polifendis (ERP) ... de Syzygium
Jjambolanum_...._. 10 — 50 mg
. Excipiente (1sento de agucar)

Descricio detalhada do excipiente

[020] O excipiente sugerido no nas composigdes pode ser
um veiculo suspensor estruturado livre de acticar ou um veiculo
para solucdo oral isento de acucar, dependendo da formulacdo
final, recomendando-se as seguintes composicdes para o0s

excipientes em agua purificada q.s.p 100 mL:

Peticdo 8701900073560, de 23012018, paz. 12718
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1. Agentes flavorizantes (corretivos de sabor):
a. Aroma de uva: 0,07%
b. Vanilina: 0,025%
c. Maltol: 0,030%
d. Xilitol: 0,10 — 0,40g
2. Apgentes umectantes (dispersantes):
a. Glicerina bidestilada: 1- 15%
b. Propilenoglicol: 2 — 10%
¢. Sorbitol 70%: 10 —40 mL
d. Sorbitol em pé: 1 —8g
3. Agente suspensor
a Goma xantana® 0.3 —1.5%
4. Estabilizante microbiologico
a. Metilparabeno: 0,01 — 4%
b. Sorbato de potassio: 0.2 — 0,6%
5.Ajuste de pH entre 4.8 e 6,0
6. Banho-maria com temperatura controlada entre 40 e 55°C.
[021] Outras formas de apresentacdo poderdo futuramente
ser utilizadas e produzidas a partir da formulacgio basica, sem que

com 1ss0 se fiya do escopo da protecio pretendida.
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REIVINDICACOES

1. Composicoes farmaceuticas orais, caracterizado por serem
constifuidas de liofilizado obtido do extrato rico em polifendis
(ERP) de Syzygium jambelanum nas concentracdes de 10 a 250 mg

nas seguintes composicdes: capsulas, xarope e solugdo oral (gotas).

2.  Composicdes farmacéuticas orais, de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado por as capsulas conterem. cada uma, a
seguinie composigao:
Liofilizado do extrato rico em polifencis (ERP) de Syzyginm
Jambolarmum .. ... 10 - 250mg

ECIPIenie Q8 P 1 capsula

3. Composicies farmacéuticas orais, de acordo com a
reivindicacdo 1. caracterizado por xarope ser preparado de tal forma
que cada 2 mL tenha a seguinte composicio:

Liofilizado do extrato rico em polifenois (ERP) de Syzygium

Jambolarmm. ... 25 - 100 mg

Excipiente (isento de agiicar) g5 P oo 2ml

4. Composi¢des farmacéuticas orais, de acordo com a

reivindicagdo 1. caracterizado por a solucdo oral (gotas) ser

preparada de tal forma que cada 2 mL tenha a seguinte composigcio:
Liofilizado do extrato rico em polifendis (ERP) de
Syzyegium jambolamm................ 10 - 50 mg
Excipiente (1sento de agiicar) Q5P oo 2 ml

Pl 370190007360, d= TUOL0I9, pig 1418
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5. Composicies farmacéuticas orais, de acordo com as
reivindicagdes de 2 a 4, caracterizado por o excipiente sugerido nas
composicdes poder ser um veiculo suspensor estrufurado livee de
acicar ou um veiculo para solugdo oral isento de agucar,
dependendo da formwlacio final, sendo, preferencialmente as
seguintes composiches para os excipientes em agua purificada q.s.p
100 ml.:

Agentes flavorizantes (corretivos de sabor):

a. Aroma de uva: 0.07%

b. Vanilina: 0,023%

c. Maltol: 0,030%

d. Xilitol: 0.10 — 0.40¢g

Agentes umectantes (dispersantes):

a. Glicerina bidestilada: 1- 15%

b. Propilenoglicol: 2 — 10%

c. Sorbitol 70%: 10 — 40 mL

d. Sorbitol em po: 1 - 8g

Apgente suspensor

a. Goma xantana: 0.3 - 1.5%

Estabilizante microbiologico

a. Metilparabeno: 0,01 — 4%

b. Sorbato de potassio: 0.2 — 0.6%

Pl 370190007360, d= TVOLROI0, pig. 1518
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RESUMO

COMPOSIGOES FARMACEUTICAS ORAIS A BASE DE
SYZYGIUM JAMBOLANUM

A presente Invencdo trata-se de composicées
farmacéuticas a base de extrato liofilizado de Syzygium
Jambolanum e seu uso no auxilio do tratamento de doencas
neurodegenerativas, como alternativa de origem natural
eficiente sem a complexidade das formulacdes e os
significativos  efeitos adversos apresentados pelos

tratamentos convencionais antioxidante e neuroprotetor.
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EIAFIZ01B-DOCUMENTC -CONSULTA-CONGRU (CONSULTA GUIA CE RECOLHIMERTO DA UMIAOD

0512718 17:23 USOARIO : PATRYCYR

DATA EMISSAC : 05Dezll TIFC : 1 - FAGAMENTC NUMERO : 2018GRE00109
UG/CESTAD EMITENTE : 154041 / 15358 - FUNDACAC UNIVERSICADE DO MARANHAC
UG/GESTAO FAVORECIDA : 183038 / 18801 - INSTITUTC RACICHAL DA PROPRIEDADE IKDU
RECCLHEDOR : 154041 GESTAO : 15258

CODIGD RECOLHIMENWNTC : 72200 - 6 COMPETERCIA: NCOV1A WVENCIMENTC: 14DezlB
0DOC. ORIGEM: 154041 / 15358 / 2018NPODZ161 PROCESSO : 23115.042623/2018
RECUREOD : 1

{=] VALOR DOCUMENTO L 70,00

{-1CESCONTC/ABATIMENTC :

{-)CUTRAS DECTCOES :

{+) MORA/MULTA :

{+] JUROS/ENCARGOS :

{+)CUTROS ACRESCIMOS

{=)1VALOR TOTAL : 70,00

MOSE0 NUMERC/NUMERC REFERENCIA : 00029409161812661B00

CODIGO DE BARBAS : B9610000000 0 TOOODD0OO1010 3 95523127220 9 00360640000 4
CRSERVACAC

FROC. 044202/2018-17 - PAGAMENTIO DE TAXA DE DEPSEITO DE PEDIDD DE EATENTE A SE
R SUBMETIDC FELA UFMA JUNTO AC IKPI, COKFORME C EXPOSTC E DELIBERALO NO FROCES
LAMCADD PCR : 15346471120 - AVELINO OS : 154041 05Dezz01A 15:55
FF1=-AJUOA FF3-SAI PFZ-DADOS CORC/FIN PF4-ESPELHC EF12-RETCEKA
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ANEXO A - Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa Animal
— CEUA/UFMA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS-CEUA
CTAEP:01.0341.2014

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Bioprospeccio das atividades antioxidante e
antiparkinsoniana de formulacoes de extratos das folhas de Syzyvgium cumini (L)
Skeels, aplicivel no controle de doencas neurodegenerativas.” registrada com o n°
23115.007993/2017-13, sob a responsabilidade de Antonio Carlos Romao Borges, que
envolve a producio, manutencio ou ufilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (excefo humanos), para fins de pesquisa cienfifica (ou ensmo) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n* 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e foi considerado
APROVADO pela Comissio de Ftica no Uso de Animais (CEUA - UFMA) da

Universidade Federal do Maranhao.
FINALIDADE ( JENSINOCOPESQUISA () EXTENSAO

Vigéncia da autorizagio 01/09/2017 4 01/01/2019
Espécie/hnhagem/raca Ratos/Wistar (Ratfus norvegicus)
N de animais 20
Peso/Idade 400g/20 dias
Sexo Machos
Origem Biotério Central da UFMA

P -

huedeng Oimgwm. Mﬂn

Profa. Dra. Lus:ﬂrent Amorim Silva
Presidente da Comissdo de Etica no uso de ammais-CEUTA
UFMA
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ANEXO B - Resultados da expressao génica em PCR - real time dos genes das
enzimas oxidativas nos grupos experimentais

20

MNF2 saoD GP CATALASE

Figura A. Médias grupo 01 - NF2 média 3.89 + 2.20); SOD (4.12 + 2.63); GPX (média4.10
+2.76); catalase (média 2.90+2.21).
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Figura B. Médias grupo 02 - NF2 (3.88 £3.25), SOD (2.19+ 2.40), GPX (1.32+2.93), catalase
(2.64£3.16).
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WF2 50D GFx CATALASE

Figura C. Médias grupo 03 - NF2 (1.6440+1.8628) , SOD(2.78%2.83), GPX(1.46+3.08),
CATALASE (4.6833 + 2.82)
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Figura D. Médias grupo 04 - NF2 (6.99+ 5.18), SOD (9.92+7.07) , GPX (9.7348.61),
Catalase (3.51£3.57).
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Figura E. Distribuicdo das médias de Nrf2 nos grupos em estudo.
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Figura F. Distribuicdo das médias de SOD nos grupos em estudo.
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Figura G. Distribuicdo das médias de GPX nos grupos em estudo.
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Figura H. Distribuicdo das médias de CATALASE nos grupos em estudo.

136



NF2 SoD GPX CATALASE  p-

valor

Grupo  Média(DP) 3.90 (+2.20) 4.12(+2.63) 5.00(+2.76) 2.91(¥2.21) 0.029"

1

Grupo  Média(DP) 3.88(+3.25) 2.19(+2.40) 1.32(+2.93) 2.64(+3.16) 0.061

2

Grupo  Média(DP) 1.64 (+1.86) 2.78(+2.83) 1.46(+3.08) 4.68(+2.82) 0.007"

3

Grupo  Média(DP) 6.99 (+5.18) 9.92 (+7.07) 9.73(¥8.61) 3.51(+3.57) 0.653

4

p-valor 0.007" 0.140" 0.009" 0.231

p- valor geral =0.0002"

Tabela A. Andlise comparativa das enzimas antioxidantes entre os grupos. Teste
Kruskall-wallis seguido por Dunn. " Diferencas estatisticamente significantes (p<0.05).
Grupo 1= Controle Negativo (6leo de girassol +salina); Grupo 2= Rotenona 2,5mg;
Grupo 3 = Rotenona 2,5 +Miricetina 10mg; Grupo 4 = Rotenona 2,5+ S. cumini(EHA)
mg.
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