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RESUMO

Entre as doencas neurodegenerativas ligada a idadteenca de Alzheimer (DA) e a doenca
de Parkinson (DP) podem ser citadas como das nwapacitantes. A terapéutica farmacologica hoje
existente consiste principalmente no uso de agemies aumentam 0s sistemas de transmissao
afetados, seja pelo uso de inibidores da acetikeslerase, enzima que metaboliza a acetilcolina (na
DA); ou L-dopa e outros agentes que aumentam assirg disponibilidade de dopamina (na DP).
Como o estresse oxidativo € um componente impertamtdesenvolvimento destas doencas, agentes
antioxidantes sdo promissores agentes profilatldn®rsos compostos com acao anticolinesterasica e
antioxidantes ja foram isolados de plantas, comalantamina e huperzina. Por outro lado, apesar do
Brasil possuir uma das maiores biodiversidades alodm, suas plantas ainda foram pouco exploradas
no que se refere ao aproveitamento de seu potdaamhcoldgico. Este projeto ira avaliar o efeito
antioxidante, acao sobre as enzimas acetilcolireesstemonoaminoxidase, entre outros testes a serem

definidos, para plantas medicinais brasileirasus geincipios ativos.

ABSTRACT

Alzheimer’'s disease (AD) and Parkinson’s disease) (Rre some of the most disabling
neurodegenerative pathologies. The current phadogical therapeutic consists mainly on use of
drugs that increase their neurotransmitter systéimshe use of acetylcholinesterase inhibitors, to
blockade the enzyme that metabolizes the acethiyheh@n AD); or L-dopa and other agents that
increase the synthesis and contents of dopaminB@in Since the oxidative stress is an important
factor on the progress of these diseases, antibxedagents are potential prophylactic drugs. Saver
compounds with antioxidant and anticholinesterastivity were isolated from plants, as the case of
galanthamine and huperzine. On the other handjtdesipBrazil has one of the highest biodiversity
of the world, its plants were only superficiallyudied as regards its pharmacological potentials Thi
project will evaluate then vitro antioxidant effect and the action on the enzynoesyécholinesterase,
monoaminoxidase, among other tests to be defirmdBifazilian medicinal plants and their active

principles.



INTRODUCAO

As doencas neurodegenerativas, juntamente com soulisiUrbios causadores de danos
cerebrais, como isquemia e acidente vascular @drettdo entre as principais causas de incapagitaca
em idosos. A Alzheimer caracteriza-se pelo acurdak® proteinag-amildide e tau em suas formas
alteradas, degeneracdo de neur6nios colinérgicoxifpalmente do hipocampo e cértex frontal) e
déficit cognitivo progressivo (Vickers et al., 200@onczor, 2005), enquanto na doenca de Parkinson
ha perda de neurdnios dopaminérgicos da substaegia pars-compacta e aciUmulosiggnucleina
sob a forma dos corpos de Lewis (Lees et al, 2@®ora comuns, a causa destas patologias na
maioria das vezes € incerta e mecanismos celularemoleculares relacionados com o
desenvolvimento destas doencgas sao amplamente gaekug!

A grande maioria dos farmacos hoje empregados gai@ntes com a doenca de Alzheimer
atuam inibindo a acetilcolinesterase, enzima qgeadia a acetilcolina, para compensar o déficitedest
neurotransmissor (Monczor, 2005; DEF 2010/2011). ddso da doenca de Parkinson, entre as
principais estratégias abordadas estdo o uso amrpoe L-DOPA e uso de agentes inibidores da
MAO-B, preferencialmente envolvida com a degradag@aopamina, e inibidores da COMT. Uma
outra abordagem medicamentosa, e que estaria mlaisionada com uma acdo preventiva ou
profilatica tanto na doenca de Alzheimer como nanga de Parkinson, seria o uso de agentes
antioxidantes ou sequestradores de radicais liviesja tentativa de diminuir a morte neuronal
induzida por estresse oxidativo, muito comum nandas neurodegenerativas (Monczor, 2005).

O envolvimento de mecanismos inflamatérios e o dsoagentes antiinflamatérios no
tratamento e prevencdo de processos neurodegeosraimbém tem sido bastante investigado.
Evidéncias apontam para a importancia dos chameldwmsentos chave da resposta inflamatoria,
como 0s metabdlitos da prostaglandina, nos prosessarodegenerativos e nos danos causados por
quadros de isquemia e crise hemorragica cereb@mB(Bt al., 2003; Glushakov et al., 2013). Neste
sentido, uma abordagem que ganha forca é a prpour@agentes farmacologicos capazes de modular
a cascata inflamatodria, limitando o processo infl&mo, reestabelecendo o fluxo cerebral normal,
limitando a morte neuronal aguda e restaurandoragés celulares normais (Doré, 2006; Leonardo
et al., 2013).

Sabe-se da importancia das enzimas antioxidantemaratencdo da homeostase, como
neutralizadoras das espécies ativas de oxigéniaur@®ento na producdo de espécies reativas do
oxigénio (ERO) esta associado com diversas doeneasodegenerativas, incluindo a doencga de
Parkinson e a doenca de Alzheimer (Di Matteo & Egpp2003; Choi et al, 2004). Na doenca de
Parkinson a auto-oxidacao da dopamina, e, prinogate sua oxidacdo enzimatica, produzem grande

guantidade de ERO, e sua inativacdo, predominantendependente da glutationa peroxidade, &
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deficitaria. Baseado neste contexto, o uso de ddtates foi proposto como estratégia terapéutica
para o tratamento de certas doencas neurodegeasrdiista abordagem pode ser dividida em duas
categorias: uso de vitaminas antioxidantes (vitantine analogos, vitamina C) e uso de compostos
“nao-vitaminicos”, notadamente flavonoides e caiteag) além de outros compostos provenientes de
plantas, dotados de potente acao antioxidante ivigget al, 2005).

No que se refere a inibicdo da enzima acetilcdiemase a literatura é repleta de exemplos de
extratos de plantas e principios ativos com estalatle, em especial os alcaloides (Mukherjee.et al
2007). Substéancias de origem vegetal, como osoadesl galantamina e a huperzina A, inibidoras da
acetilcolinesterase, vem sendo empregadas clinitaneen idosos com demenciacdo e pacientes com
doenca de Alzheimer (Zangara, 2003; Takada-Takoal.e 2006). Ainda hoje, o uso de farmacos
inibidores da acetilcolinesterase é a principaraésgia terapéutica utilizada para amenizar a
progressdo da doenca de Alzheimer. De maneira asimdlguns estudos indicam o papel
neuroprotetor de plantas e principios ativos emetosdexperimentais da doenca de Parkinson (Kim
et al., 2004; Chaturvedit al., 2006; Predigeet al., 2008; Costat al, 2010). A cafeina, um alcaloide
presente no café, no guarana e no mate, € um argtgde receptores adenosinérgicos, modulando
indiretamente o sistema dopaminérgico, alvo pradcgle drogas para o tratamento da doenca de
Parkinson. Estudos experimentais mostraram ef@tmoprotetor da cafeina e do acido clorogénico
em modelos da doenca de Parkinson e da doencazleier (Boveet al, 2005; Aguiaret al, 2006;
Arendaskhet al, 2009; Tsagt al, 2011).

A cultura popular brasileira é extremamente rica eremplos de plantas utilizadas
popularmente para a manutencdo da salude e par&zanmndéficits decorrentes do envelhecimento,
entre eles o declinio cognitivo, portanto que sguadram bem no conceito de adaptdogenos (Mendes
& Carlini, 2007; Mendes, 2011). S&do exemplos bemhecidos o guaran@dullinia cupana),
muirapuama PRtychopetalum olacoides), no6-de-cachorro Heteropterys aphrodisiaca), catuaba
(Trichilia catigua), a fafia Pfaffia glomerata), a damianaTurnera diffusa), entre outras. Varias
destas espécies ja foram alvos de algum tipo de@$armacologico que corrobora com seu possivel
efeito benéfico sobre a memoéria (Galvao et al.,.22@a Silva et al., 2004; Siqueira et al., 2004;
Kennedy et al., 2004; 2008).

Diante desse panorama, surge um campo promiseto,ra que se refere a pesquisa de novas
drogas para o tratamento das moléstias ligadasnaelhecimento, como para substancias que
atenuem seus processos degenerativos, as quaisig@adbamar de neuroprotetoras, muito embora
esta terminologia seja questionavel. Assim, a inyasdo de drogas alternativas, originadas de nossa
flora, tem importancia, tanto clinica como econ@nisodendo, além disso, revelar novas estruturas

quimicas, Uteis ao desenvolvimento de drogas miagt
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OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto sera avaliar o poéémeuroprotetor de alguns extratos de
plantas medicinais e principios ativos. Este oljetjeral se desdobra em diferentes metas, que
incluem desde a avaliacdo inicial de diversas am®stegetais (triagem) quanto ao potencial
neuroprotetor e posteriormente avaliacdo daquetes melhor resultado em estudos sobre os
possiveis mecanismos de acdo. Desde que é impodsiamtemao prever se as amostras (e quais
amostras) apresentardo o efeito desejado, os teses avaliar 0s possiveis mecanismos
neuroprotetores, caso existentes, s6 poderdo f@idde posteriormente.

Serdo provavelmente utilizados no estudo as seguipfantas ou principios ativos (a ser
definido futuramente junto ao supervisor de péstataalo):

» Sementes de Guarandaullinia cupana Kunth (Sapindaceae);

* Folhas de Mate Hex paraguariensis (Aquafoliaceae);

» Cascas de MuirapuamaPtychopetalum olacoides Benth (Olacaceae);

» Cascas de Catuaba Anemopaegma arvense (Vell) Stellfeld ex de Souza
(Bignoniaceae);

* Raizes de NoO-de-cachorrdeteropterys aphrodisiaca O. Mach (Malpiguiaceae);

» Cafeina, acido clorogénico e fracao rica em patifen

METODOLOGIA

Os métodos que serdo utilizados neste projeto dguEa ainda estdo sendo definidos
juntamente com o supervisor do pés-doutorado. Ha gmrande variedade de ensaios que possibilitam
avaliar o potencial neuroprotetor de farmacos,iandb seus aspectos antioxidante, anti-inflamatorio
acao inibitéria sobre enzimas chave, protecéo dturas de células, entre outros. Assim, 0os métodos
mostrados a seguir Sdo possiveis ensaios passi@eserem realizados e serdo descritos apenas
brevemente. E importante ressaltar que nesta e@salicitacdo ndo é necessario ter o projeto de

pesquisa pronto, mas sim um plano de trabalho @esenvolvido durante o estagio no exterior.

Avaliacéo da lipoperoxidacdo em homogenato de cénebde rato
A atividade antioxidante serd avaliada neste mode&da medida da inibicdo da
lipoperoxidacdo espontdnea de homogenatos de osrabe ratos na presenca de diferentes
concentracdes das amostras a serem investigadado®)produtos de lipoperoxidacéo espontanea, e
que sera medido no ensaio, € o malonodialdeido (MDAjual sera quantificado pela reacdo com o
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acido tiobarbitarico, formando um composto coloriclga intensidade sera medida a 535 nm em
espectofotometro (Stocks et al.,, 1974). As amositasm acdo antioxidante, ao inibir a
lipoperoxidacdo do homogenato de cérebro, dimiouadproducdo de MDA, que sera detectada
espectrofotometricamente.

A capacidade antioxidante sera obtida para cadeeotracdo das amostras e a concentracao
que inibe 50 % da lipoperoxidacgéo £g}Isera calculada através de regresséao lineagzauntdo o log
da concentracdo na abscissa e a porcentagem dghdnibas ordenadas, de uma média de 3 a 4

ensaios.

Determinacédo da atividade das enzimas catalase, frpxido dismutase e glutationa peroxidase

A determinacdo da atividade das enzimas catalasd)(Guperéxido dismutase (SOD) e
glutationa peroxidase (GSH-Px) sera avaliada arphrtcérebro de animais tratados com os extratos e
principios ativos que se mostrarem mais ativos egtgdos de acdo antioxidantevitro. Apds o
periodo estipulado de tratamento, os animais seréstesiados, perfundidos com solucao salina 0,9%
e em seguida os cérebros serdo retirados e hompgeoe em tampéo fosfato de potassio, para
posterior separacao enzimatica.

Para a determinacdo da atividade da SOD total, smado o método da xantina / xantina
oxidase e citocromo ¢, sendo 0 processo monitgpad@spectrofotdmetro a 550 nm. A atividade da
catalase sera determinada pelo método descritBgems & Sizer (1952), no qual o desaparecimento
do peréxido é observado espectrofotometricame2#0anm. A determinacdo da atividade da GSH-
Px sera realizada pelo monitoramento da oxidacaNAIOPH, no comprimento de onda de 340 nm
(Wendel, 1981).

Todos os resultados serdo normalizados pela ctvacéo de proteinas utilizando o método de

Bradford (1976) usando soro de albumina bovina cpauyéo.

Avaliagéo da inibicdo da enzima acetilcolinesterasa vitro

A atividade e a inibicAo da enzima acetilcolinester serdo calculadas pelo método
espectrofotométrico descrito por Orhan et al. (2@Dzturk et al. (2011). Brevemente, uma mistura
em tampao de fosfato (pH 8,0) contendo acetilcsterase, iodeto de acetiltiocolina (substrato da
colinesterase), reagente de Ellman (4cido 5,50ki$-2-nitrobenzoico - DTNB) e diferentes
concentracbes de cada amostra sera incubada a &7 &Gormacdo do anion amarelo 5-tio-2-
nitrobenzoato sera monitorada no comprimento de oied4d12 nm. Trata-se de um método simples e

rapido para a triagem de substancias potencialnigei'ecomo agentes anticolinesterasicos.



Avaliacdo da inibicdo da enzima monoaminooxidase (AMO)

A atividade inibidoran vitro da MAO-A e da MAO-B pelos extratos sera avaliagigusado o
método descrito por Gnerre et al. (2001) e Jesak €010), com pequenas modificagdes. Para tanto,
serdo empregadas preparacdes de mitocondria deacéesratos, isoladas e incubadas com as drogas
a serem testadas. Os cérebros serdo homogene&adgdo mitocondrial sera extraida e quantificada
(proteinas totais) pelo método de Bradford (Bradlifd®76). A avaliacdo do efeito das amostras sera
feita incubando diferentes concentracbes da mesmanea solucdo contendo a fragdo enziméatica
com a MAO e o substrato quinuramina, juntamente dovgas inibidoras seletivas das isoformas da
MAO: clorgilina (inibidor da MAO-A) e selegilinarfibidor da MAO-B). A atividade enzimatica sera

medida pela formacéo de 4-hidroxiquinolina em egspitometro a 314 nm.

PLANO DE TRABALHO

O periodo programado para o desenvolvimento deslaties de pds-doutorado no exterior é
de um ano, podendo ser prorrogado por 6 mesesantediutorizacdo da UFABC e da agéncia que
eventualmente venha a financiar o pos-doc. Confa@engersas prévias com o supervisor no exterior,
Prof Sylvain Doré, da Universidade da Flérida, osnpiros meses de estagio serdo dedicados a
familiarizacdo com o laboratorio e treinamento tdasicas a serem utilizadas.

O estudo sera conduzido de forma que inicialmegjarsrealizados os testes mais simples, e
que servirdo para o screening (triagem) dos ma&dy@anicos e principios ativos objetos do estudo.
Em um segundo momento, testes mais sofisticad@® sedilizados para avaliar as amostras com
resultados mais expressivos, e finalmente, ouegstes serdo planejados com o uso de agonistas e
antagonistas, ou de ferramentas da biologia maeepalra tentar elucidar os possiveis mecanismos de
acao das substancias neuroprotetoras.

O Prof Doré se compromete a reunir-se comigo seimanse para discutir e avaliar o
andamento dos estudos e planejar os proximos peaspssquisa. Este compromisso esta assumido

na carta de aceite encaminhada por ele.
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