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Pele-pele-peleia eu ndo vou fugir desta guerra ndo

E mais facil morrer estar lutando,
Eu nunca vi pedo gadcho se entregando

Prepare a erva comece a pensar pois a peleia vai comecar

Tradi¢do de mao em mao

Geracao geracdo cuia erva chimarrao
Diferengas eu guardo na guaiaca
Gente pequena gente ruim gente fraca

Prepare a erva comece pensar pois a peleia vai continuar
Sou galcho té na boa toma ai um chimarrao

Revolugéo na coxilha farroupilha

Mano da terra ndo vacila ndo foge da briga

Na aurora pampeana xirt da campanha
Chimarreando néo se espanta ao mirar o pampa
No meu solo Rio Grande povo guerreiro se expande
Que a peleia ndo perde a chance

Prepare a erva comece rezar pois a peleia vai recomecar

Né&o podemos se entregar pros 6mi de jeito nenhum
N&o t&4 morto quem peleia aqui sob o céu azul

N&o podemos se entregar pros 6mi de jeito nenhum
Pois somos todos brasileiros do Rio Grande do Sul

(Tonho Crocco & Trovadores RS/Ultramen, 2000)






RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é um transtorno neurodegenerativo
caracterizada  principalmente  pela destruicdo de  neurdnios
dopaminérgicos. O carater progressivo da doenca, e a presenca de
sintomas motores e ndo motores afetam significativamente a qualidade de
vida de seus portadores. Até o presente momento, ndo existem farmacos
disponiveis capazes de inibir a degeneracdo neuronal, permanecendo
grande interesse na busca de agentes neuroprotetores e modificadores do
curso da doenca. As plantas medicinais sempre forneceram alternativas
terapéuticas importantes frente a diferentes patologias. Nesse sentido, llex
paraguariensis (erva-mate) apresenta significativa importancia na
perspectiva da obtengdo de novo produto com emprego na DP, a medida
gue sua constituicdo quimica apresenta majoritariamente metilxantinas e
compostos fenolicos, 0s quais estdo relacionados com as propriedades
benéficas frente a DP. O presente estudo teve como objetivo caracterizar
gumicamente um extrato hidroetanélico (EHE) a partir das folhas de I.
paraguariensis e investigar as atividades antioxidante e
antiparkinsoniana, em modelos in vitro e in vivo. O EHE de I.
paraguariensis  apresentou nove compostos  majoritarios, as
metilxantinas, cafeina e teobromina, os acidos fendlicos, &cido 3-O-
cafeoilquinico, acido 5-O-cafeoilquinico, acido 4-O-cafeoilquinico, acido
3,4-dicafeoilquinico, 4acido 3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-
dicafeoilquinico, e o flavonoide rutina, identificados através de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) acoplada a detector de
arranjo de diodos (PDA) e A espectrometria de massas (EM). Os teores
dos marcadores cafeina, acido clorogénico e rutina foram de 29,3, 67,5 e
12,4 mg/g, respectivamente. Este extrato demonstrou alto potencial
antioxidante reativo total na concentragdo de 5 pg/mL no ensaio do TAR
(Reatividade antioxidante total) / TRAP (Potencial antioxidante reativo
total). A mesma concentragdo do extrato foi capaz de captar o radical
hidroxil, reduzindo a porcentagem de degradacdo da 2-desoxirribose. No
modelo animal de administracdo intranasal da neurotoxina MPTP (1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina), os resultados indicaram que o
tratamento v.0. com 0 EHE (300 mg/Kg), e com 0s compostos cafeina (10
mg/Kg) e acido clorogénico (20 mg/Kg), isolados e em associacdo (10
mg/Kg de cafeina + 20 mg/Kg de &cido clorogénico) reverteu ou atenuou
os déficits na memoria social de curto prazo, e melhorou o
comportamento aneddnico e tipo-depressivo de ratos. Adicionalmente,
com excecdo do tratamento com acido clorogénico, os demais grupos
tratados reduziram o prejuizo olfatério causado pelo MPTP nos animais.



Entretanto, nenhum dos tratamentos foi capaz de atenuar os prejuizos
motores causados pelo MPTP. Ainda, os tratamentos com o extrato de I.
paraguariensis, cafeina, acido clorogénico e a associacdo de cafeina +
acido clorogénico reduziram a deplecdo dopaminérgica causada pelo
MPTP no bulbo olfatdrio e no estriado. Por outro lado, somente o extrato
e o acido clorogénico foram capazes de atenuar a degeneragdo de
dopamina causada pelo MPTP no cdrtex pré-frontal.

Palavras-chave: llex paraguariensis. Erva-mate. Parkinson. MPTP.
Compostos  fendlicos. Cafeina. Acido clorogénico. CLUE/EM.
Neuroprotecdo. Antioxidante.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized
mainly by loss of dopaminergic neurons. The progressive character of the
disease, and a presence of motors and non-motors significantly affect a
quality of life of patients. Until this moment, there are no available drugs
capable of inhibiting neurodegeneration, with great interest in the search
for neuroprotective agents and modifiers of the course of the disease.
Medicinal plants have always provided important therapeutic alternatives
to different pathologies. In this context, llex paraguariensis (yerba mate)
has significant importance in the perspective of obtaining a new product
with use in PD, since its phytochemical composition is predominantly
based in methylxanthines and phenolic compounds, which are related to
the beneficial properties in PD. The present study aimed to characterize
chemically a hydroethanolic extract (EHE) from leaves of I.
paraguariensis and to investigate the in vitro antioxidant and in vivo
antiparkinsonian activities. The EHE of I. paraguariensis leaves
presented nine major compounds, the methylxanthines, caffeine and
theobromine, the phenolic acids, 3-O-caffeoylquinic acid, 5-O-
caffeoylquinic acid, 4-O-caffeoylquinic acid, 3,4-dicaffeoylquinic acid ,
3,5-dicaffeoylquinic acid and 4,5-dicaffeoylquinic acid, and the flavonoid
rutin, identified by ultra performance performance liquid chromatography
(UPLC) coupled to diode array detector (PDA) and mass spectrometry
(MS). The contents of chemical markers caffeine, chlorogenic acid and
rutin were 29.3, 67.5 and 12.4 mg / g, respectively. This extract showed
high total reactive antioxidant potential at the concentration of 5 ug / mL
in TAR (Total antioxidant capacity) / TRAP (Total reactive antioxidant
capacity) assay. The same concentration of extract was able to scavenge
the hydroxyl radical, reducing the percentage of degradation of 2-
deoxyribose. In the animal model of intranasal administration of the
neurotoxin MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine), the
results indicated that the oral treatment with the standardized extract (300
mg / kg) and with the compounds caffeine (10 mg / kg) and chlorogenic
acid (20 mg / kg), isolated and in combination (10 mg / kg caffeine + 20
mg / kg acid Chlorogenic) reversed or attenuated the deficits in short-term
social memory, and improved the anhedonic and depressive-like behavior
of rats. Additionally, with the exception of treatment with chlorogenic
acid, the other treated groups reduced the olfactory impairment caused by
MPTP in the animals. However, none of the treatments were able to
attenuate the motor damage caused by MPTP. Also, the treatments with
the extract of I. paraguariensis, caffeine, chlorogenic acid and a



combination of caffeine + chlorogenic acid reduced the dopaminergic
depletion caused by MPTP in the olfactory bulb and the striatum. On the
other hand, only extract and chlorogenic acid, are able to attenuate the
dopamine degeneration caused by MPTP in the prefrontal cortex.

Keywords: llex paraguariensis. Yerba mate. Parkinson. MPTP. Phenolic
compounds. Caffeine. Chlorogenic acid.
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APRESENTACAO

As doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) constituem um
problema mundial de salde publica, tanto nos paises ricos quanto nos de
média e baixa renda. No ano de 2015, cerca de 40 milhGes das mortes
ocorridas mundialmente foram atribuidas as DCNT. No Brasil, estudos
recentes demonstram que as DCNT foram responsaveis por
aproximadamente 72,6% das causas de mortes no ano de 2013 e 75% dos
gastos com atencéo & satde no Sistema Unico de Sadde — SUS (BRASIL,
2015; WORLD HEALTH STATISTICS, 2017).

Entre as DCNT, a doenca de Parkinson (DP) é a segunda mais
prevalente entre os idosos. Esta doenca caracteriza-se por ser um
transtorno neurodegenerativo com sintomas que incluem tremor, rigidez
e bradicinesia, afetando profundamente a qualidade de vida dos
portadores, como desconforto fisico, perda de relagdes sociais, de
trabalho e de lazer (NAKABAYASHI et al., 2008; MAHAJAN et al.,
2016; PARKINSON’S DISEASE FOUNDATION, 2016).

O mecanismo com maior respaldo atualmente na literatura
demonstra que estes sintomas sdo resultantes de uma disfuncéo
extrapiramidal pela perda progressiva de neurbnios dopaminérgicos.
Paralelamente, hipoteses tém surgido na literatura sugerindo que a
patogenia da DP decorre principalmente de fatores como estresse
oxidativo (BLESA et al., 2015; MANOHARAN et al., 2016; ZHAO et
al., 2017), inflamacdo (HIRSCH et al., 2012), disfuncdo mitocondrial
(JIN et al., 2014) e protedlise alterada (SURMEIER et al., 2017),
acarretando em morte neuronal por apoptose (JENNER; OLANOW,
2006; MASSANO; BATHIA, 2012).

Com a evolugdo do conhecimento acerca da fisiopatologia e
sintomatologia no decurso temporal da DP, atualmente ja sdo conhecidas
outras disfungBes ndo motoras que precedem os classicos sintomas
motores. Os sintomas ndo motores iniciais da DP sdo importantes para o
desenvolvimento de estratégias de diagnoéstico mais precoce, fato que
parece ser essencial para o sucesso da farmacoterapia (BRAAK et al.,
2004; CHAUDHURI; SCHAPIRA 2009; GRINBERG et al., 2010;
PRASHANT et al., 2014; PALMERI et al., 2017).

Até 0 momento ndo existe cura para a DP. O tratamento
farmacolégico atualmente utilizado tem como objetivo diminuir os
sintomas motores, proporcionando melhoria na qualidade de vida dos
pacientes. Estas estratégias farmacoldgicas consistem basicamente no
restabelecimento da disfuncdo dopaminérgica por meio da administragéo
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de farmacos precursores de dopamina, como a levodopa (L-DOPA),
agonistas dopaminérgicos, como a bromocriptina, inibidores da
degradacdo de dopamina, como a selegilina e o tolcapone, bem como
antagonistas colinérgicos (GIROUX, 2007; CONNOLLY; LANG, 2014;
RASCOL et al., 2016).

Entre os farmacos citados anteriormente, a L-DOPA, descoberta
na década de 1960, permanece como 0 tratamento farmacoldgico mais
efetivo na DP (CONNOLY; LANG, 2014). Todavia, a administracdo
cronica deste farmaco leva ao desenvolvimento de significativos efeitos
colaterais como distdrbios psiquiatricos, flutuages motoras e
movimentos involuntarios anormais, conhecidos como discinesias. A
prevaléncia das discinesias em pacientes parkinsonianos tratados com L-
DOPA durante os primeiros cinco anos é cerca de 50%, chegando a atingir
90% apo6s o periodo de nove anos de tratamento (BHIDE et al., 2013).
Adicionalmente, existem diversos efeitos colaterais agudos e tardios,
como efeitos periféricos, sendo eles, distlrbios gastrintestinais,
bradicardia, taquicardia, arritmia, boca seca e cefaleias; bem como efeitos
centrais: ataxia, distirbios motores e do sono, e deficiéncias cognitivo-
psiquiatricas (KARIYA et al., 2005).

Diante dos significativos efeitos adversos citados e do carater
meramente paliativo da atual farmacoterapia, € possivel perceber
recentemente aumento no nimero de trabalhos epidemiolégicos, clinicos
e pré-clinicos, todos visando melhorar essas limitagfes. Dessa forma, o
desenvolvimento de novas terapias baseadas em neuroprotecdo torna-se
relevante, visto que ainda existe grande interesse na descoberta de novas
substancias realmente efetivas para este tipo de tratamento, e que
poderiam representar tratamentos alternativos ou adjuvantes para o alivio
dos sintomas motores e ndo motores da DP, com reduzidos efeitos
colaterais e, principalmente, que pudessem impedir ou retardar o avanco
do processo neurodegenerativo (CAMPOS et al., 2011; KOPULLA etal.,
2012; FOLLMER; NETTO, 2013; JIN et al., 2014; ZHOU et al., 2015;
DE FARIAS et al., 2016).

Paralelamente ao fato mencionado acima, tem sido observada uma
tendéncia mundial a utilizagdo de agentes terapéuticos de origem vegetal,
porém com exigéncias de qualidade e seguranca equivalentes aos
medicamentos classicos (POLETTO et al., 2011). Dessa forma, a
caracterizagdo quimica de um extrato utilizando técnicas apropriadas
confere qualidade ao produto intermediario, aspecto essencial para
garantir um produto final estavel, seguro e terapeuticamente eficaz
(CHAN, 2003; BOOKER et al., 2016). O desenvolvimento de
medicamentos fitoterapicos é um segmento da pesquisa farmacéutica que
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vem crescendo exponencialmente em nivel mundial nos Gltimos anos
(ZOLLNER; SCHWARZ, 2013). Aliado a isso, a imensa biodiversidade
da flora nativa brasileira demonstra potencial para colocar o pais em
destaque neste segmento da inddstria farmacéutica (ZUANAZZI;
MAYORGA, 2010; DUTRA et al., 2016).

Plantas medicinais sempre forneceram alternativas terapéuticas
importantes frente a uma série de doencas do SNC. Ginkgo biloba
(CHRISTEN, 2004; SHI et al., 2010), Panax ginseng C.A. Mey (KIM et
al., 2013), e algumas espécies dos géneros Passiflora (DE-PARIS et al.,
2001; REGINATTO et al.,, 2006; SENA et al., 2009) e Valeriana
(FERNANDEZ et al., 2004) sdo exemplos de espécies vegetais que
tiveram seu potencial farmacologico sobre o SNC comprovado
cientificamente. Especificamente em relacdo a DP, Panax ginseng C.A.
Mey (KIM et al., 2003; VAN KAMPEN et al., 2003; HU et al., 2011;
BEAMER; SHEPHERD, 2012; VAN KAMPEN et al., 2014), Ginkgo
biloba (KIM et al., 2004; KANG et al., 2007; ROJAS et al., 2008; 2009;
JESCHKE et al, 2011) e Mucuna pruriens L. (DC)
(KATZENSCHLAGER et al., 2004; PATHAK-GANDHI; VAIDYA,
2017) apresentam potencial antiparkinsoniano relatado na literatura.

Neste contexto, llex paraguariensis A. St. Hilaire, conhecida
popularmente como erva-mate é uma espécie vegetal que se destaca por
apresentar relatos na literatura de potenciais atividades antioxidante
(SCHINELLA et al, 2000; VALERGA; RETA; LANARI, 2012),
antiinflamatéria (SCHINELLA et al., 2014; LUZ et al., 2016) e
antiparkinsoniana (MILIOLI et al, 2007), além de estudos
epidemiolégicos demonstrando associacdo inversa entre 0 consumo de
erva-mate e DP (GATTO et al., 2015). Dessa forma, |. paraguariensis
apresenta-se como uma fonte vegetal com potencial para obtengdo de um
novo produto neuroprotetor para o tratamento da DP.

Com base nos dados anteriormente destacados, iniciou-se pesquisa
nos Laboratérios de Farmacognosia e de Farmacotécnica, ambos do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), com o desenvolvimento e caracterizacdo de um
extrato hidroetandlico (EHE) a partir de folhas de I. paraguariensis. Para
isso foi realizado um planejamento fatorial, visando a obtencdo de um
extrato com altos teores de compostos fendlicos e pronunciado potencial
antioxidante. Esta etapa do planejamento faz parte da dissertacdo de
mestrado da aluna Larissa Probst dos Santos (SANTOS, 2016), do
Programa de Pés Graduacdo em Farmacia da UFSC, orientada pela
professora Dra. Angela Machado de Campos e coorientadora da presente
Tese.
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No presente estudo, a obtencdo do extrato de folhas de |I.
paraguariensis foi realizada com base nos pardmetros estudados na
dissertacdo mencionada anteriormente. Tais condigdes de extracdo foram
otimizadas, considerando as diferencas nas caracteristicas da matéria-
prima vegetal utilizada. Este extrato foi caracterizado quimicamente por
meio de Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE), acoplado a
espectrometria de massas (EM) e deteccdo de arranjo de diodos (DAD),
sendo realizada a identificagdo dos compostos majoritarios presentes no
extrato, bem como a quantificagdo dos marcadores quimicos
selecionados.

Sequencialmente, foi realizado um estagio doutoral no Centro de
Estudos em Estresse Oxidativo do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), através de
colaboragdo estabelecida com o grupo de pesquisa liderado pelos
professores Dr. José Claudio Fonseca Moreira e Dr. Daniel Pens Gelain.
O estagio teve inicio em janeiro de 2015 e término em mar¢o do mesmo
ano, tendo como meta principal a avaliacdo do potencial antioxidante in
vitro do EHE de |. paraguariensis.

A partir dos dados obtidos, a etapa subsequente do trabalho
consistiu na avaliacdo dos efeitos da administracdo do extrato de I.
paraguariensis em modelo animal da DP. Para isso foi estabelecida
parceria com o grupo de pesquisa coordenado pelo professor Dr. Rui
Daniel Prediger. Assim, esta etapa do trabalho foi realizada no
Laboratério Experimental de Doencas Neurodegenerativas (LEXDON),
do Departamento de Farmacologia da UFSC.

Dessa forma, esta tese foi organizada em trés capitulos, os quais
descrevem uma revisao bibliografica sobre os aspectos relacionados a DP
e o potencial emprego farmacéutico de |. paraguariensis nesta patologia
(Capitulo 1); a caracterizacdo quimica e avaliacdo da atividade
antioxidante in vitro do extrato de I. paraguariensis (Capitulo II); e, por
fim, a avaliacdo da atividade antiparkinsoniana in vivo do extrato
hidroetandlico de I. paraguariensis (Capitulo I11).



29

CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA: llex paraguariensis
A. ST. HILAIRE E SEU POTENCIAL EMPREGO NA DOENCA
DE PARKINSON.

Nessa revisdo de literatura serdo abordados, em um primeiro
momento, aspectos gerais relacionados a doenca de Parkinson (DP),
como epidemiologia, etiologia, neuropatologia, sintomatologia e
tratamento. Sequencialmente serdo apresentados dados a respeito da
importancia de espécies vegetais no desenvolvimento de medicamentos,
especialmente com potencial farmacoldgico no sistema nervoso central
(SNC). Por fim, serdo abordados dados relativos a espécie llex
paraguariensis, como aspectos botanicos, sociais, econdmicos, quimicos
e farmacoldgicos.

1.1 DOENCA DE PARKINSON
1.1.1 Epidemiologia e etiologia

O aumento da expectativa de vida e o envelhecimento da
populacdo mundial é notavel. No Brasil, a evolucdo das taxas de
mortalidade, natalidade e fecundidade a partir de 1950 caracterizou 0
processo de transicdo demografica e epidemioldgica. De uma populagédo
predominante jovem em um passado nem tdo distante, observa-se, nos
dias atuais, um contingente, cada vez mais importante, de pessoas acima
dos 65 anos de idade. Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE), atualmente, o percentual de pessoas nessa faixa
etaria é de 8,46% (IBGE, 2017). Paralelamente & transicdo demografica,
observa-se mudanca nos padrdes de morbimortalidade, com predominio
das doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT). Tal cenario de
crescimento das DCNT € ainda mais preocupante na populacéo idosa,
especialmente em fungéo das alteragdes bioldgicas e sociais intrinsecas
ao envelhecimento (BRASIL, 2010; DUARTE; BARRETO, 2012;
VASCONCELOS; GOMES, 2012)

A doenca de Parkinson (DP) destaca-se por acometer 0,1% da
populacdo mundial e 1% dos individuos a partir dos 60 anos, aumentando
com o avanco da idade (FRITSCH et al., 2012). Assim, a DP é a segunda
patologia mais prevalente entre os idosos, sendo que no Brasil, 3,3 % dos
individuos com mais de 65 anos apresentam esta patologia (DORSEY et
al., 2007; NAKABAYAGSHI, et al., 2008; BRASIL, 2010).
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A etiologia primaria da DP permanece desconhecida, entretanto, a
sua caracteristica multifatorial é consenso entre os pesquisadores. O
envelhecimento representa o principal fator de risco para o surgimento da
DP, e sua incidéncia aumenta com o avanco da idade. Além deste, outros
fatores sdo considerados responsaveis pelo aumento desta patologia,
como o histdrico familiar e a exposi¢do a contaminantes ambientais, tais
como alguns tipos de metais, virus e agrotoxicos (POSTUMA;
MONTPLAISIR, 2009; COLLIER et al., 2011; POLITO et al., 2016).

1.1.2 Neuropatologia

A perda de neurénios dopaminérgicos do mesencéfalo é a principal
caracteristica neuropatoldgica da DP. Esta perda neuronal ocorre mais
especificamente na regido denominada substancia negra parte compacta
(SNpc), a qual projeta suas fibras dopaminérgicas para o estriado,
localizado nos nicleos da base (Figura 1). Devido a neurodegeneracao na
SNpc, o estriado tem seus niveis de dopamina (DA) reduzidos, resultando
em distarbios motores (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).
Adicionalmente a reducdo de DA, pode ser observada também uma
reducdo dos seus metabdlitos, acido homovanilico (HVA) e acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC), assim como na expressao de tirosina
hidroxilase (TH) e DOPA-descarboxilase (DDC), enzimas envolvidas na
sua sintese (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; PIFL; KISH;
HORNYKIEWICZ, 2012).

De forma paralela a degeneragdo da via nigroestriatal, a presenca
de corpos de Lewy constitui um marcador neuropatolégico de grande
importancia para o diagndstico definitivo da DP, embora ndo seja
especifico para diferenciar as formas idiopatica (sem etiologia definida)
ou genética da doenca. Os corpos de Lewy (Figura 1) consistem em
inclusdes citoplasmaticas nucleares formadas por agregados proteicos
oxidados, nitrados e ubiquitinados, sendo que em sua constituicao
predomina a proteina a-sinucleina, além de ubiquitina, parquina e
neurofilamentos (EVERSE; COATES, 2005; GUERRERO et al., 2013).
Estas inclusbes citoplasmaticas também podem ser encontradas no
cérebro de idosos normais, embora a presenca dos corpos de Lewy tenha
sido verificada em cerca de 85% dos pacientes clinicamente
diagnosticados como portadores da DP. Diante disso, outras
anormalidades celulares sdo indicadas por estarem envolvidas na
neuropatologia da DP, como a excitotoxicidade glutamatérgica, disfuncéo
mitocondrial e o estresse oxidativo (YACOUBIAN; STANDAERT,
2009; CHINTA et al., 2013).
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Figura 1 - Neuropatologia da doenca de Parkinson (DP). Representacdo da via
nigroestriatal A) normal; B) acometida pela DP; C) Presenca de corpos de Lewy
na substancia negra parte compacta, evidenciados por imunohistoquimica através
da marcacgdo para sinucleina e ubiquitina.
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Fonte: Adaptado de Dauer e Przedborski (2003).
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O envolvimento do glutamato, um dos principais
neurotransmissores excitatérios do sistema nervoso central (SNC), tem
sido apontado na neuropatolgia da DP. Niveis extracelulares de glutamato
superiores a taxa fisioldgica ativam excessivamente os receptores N-metil
D-Aspartato (NMDA), causando a excitotoxicidade glutamatérgica. Este
fato envolve influxo de célcio extracelular exacerbado, ativando enzimas
dependentes de célcio que participam do catabolismo de proteinas,
fosfolipideos e &cidos nucléicos, levando a disfuncdo mitocondrial,
rompimento da membrana plasmatica e alteragbes no citoesqueleto
(GREENAMYRE, 2001; CAUDLE; ZHANG, 2009).

Os neurdnios do corpo estriado recebem muitas aferéncias,
predominando as glutamatérgicas, de areas corticais, limbicas e
talamicas, além de aferéncias dopaminérgicas do mesencéfalo, tanto da
parte compacta quanto da area tegumentar ventral da substancia negra.
Enquanto as sinapses glutamatérgicas servem como uma espécie de
gatilho dos circuitos estriatais, as sinapses dopaminérgicas tém um papel
modulatorio sobre a neurotransmissao glutamatérgica (SCHIFFMANN et
al., 2007).

Outro fator associado a neuropatogénese da DP é o estresse
oxidativo, causado pela excessiva geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs). EROs é um termo que inclui radicais livres e espécies
ndo radicalares, como perdxido de hidrogénio (H202), anions superoxido
(O2), radicais hidroxila (OH") e hidroperoxil (HO2). No intuito de manter
sua integridade estrutural e funcional, as células aerdbicas, em seu
metabolismo basal produzem constantemente EROs, as quais sao
continuamente inativadas pela acdo de agentes antioxidantes endgenos,
como as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa (GSH), glutationa peroxidase (GPx) e redutase (GR), além de
antioxidantes ex6genos, como a vitamina C e alguns compaostos fendlicos.
O estresse oxidativo é definido como um distirbio no balanco
pré/antioxidante, em favor do primeiro, podendo acarretar danos ao DNA,
lise mitocondrial, influxo e deshalanco intracelular de célcio, oxidacéo de
proteinas, lipoperoxidacdo de membranas celulares €, consequentemente,
danos celulares. Estes diferentes eventos celulares associados induzem a
morte dos neurdnios dopaminérgicos (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003;
HALLIWELL, 2006; MOSLEY et al., 2006; HENCHCLIFFE; BEAL,
2008; ZHOU et al., 2008; JIN et al., 2014; BLESA et al., 2015).

De acordo com os dados citados acima, as EROs podem contribuir
no processo de toxicidade neuronal e estdo associadas as condigdes
neuropatolégicas agudas e crbnicas. Além disso, o H.O, produzido
durante o processo redox, além de ser altamente soltvel, difusivel e capaz
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de atravessar a membrana celular é utilizado como fonte exdgena de
EROs (ZHU et al., 2005). Diante disso, o envolvimento do estresse
oxidativo na patogénese de doencgas neurodegenerativas, como a DP tem
sido muito investigado pela comunidade cientifica (PIECHOTA-
POLANCZYK; FICHNA, 2014; BLESA et al., 2015; HERRERA et al.,
2017; ZHAO et al., 2017).

A andlise de tecidos cerebrais post-mortem de pacientes portadores
da DP forneceu evidéncias do estado de desbalango oxidativo, sugerindo
0 estresse oxidativo como fator importante no processo de
neurodegeneracdo da SNpc associada a DP. Anormalidades na atividade
do complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial e niveis de glutationa
diminuidos na SNpc, por exemplo, parecem ser uma das primeiras
mudancas bioquimicas observadas na doenca. Também é observado um
aumento da peroxidacdo lipidica nesta estrutura cerebral e aumento dos
niveis de malondialdeido e 4-hidroxinonenal, produtos gerados pela
peroxidacdo lipidica (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; HALD;
LOTHARIUS, 2005; ZHOU et al, 2008; BLESA et al., 2015;
MANOHARAN et al., 2016).

A longa duragéo de vida e o fato dos neurdnios ndo se dividirem,
podem contribuir para a wvulnerabilidade seletiva das diferentes
populagdes neuronais (GANDHI; ABRAMOV, 2012). Adicionalmente,
durante o envelhecimento ocorre um desequilibrio das defesas
antioxidantes enziméticas e ndo enzimaticas, com decorrente aumento do
dano oxidativo e nitrosativo neuronal (CAMOUGRAND; RIGOULET,
2001; ROMANO et al., 2010). Outra hip6tese interessante para a
vulnerabilidade do cérebro, é que durante o processo de envelhecimento
os neurdnios dopaminérgicos da substancia negra “pars compacta”,
apresentam um mecanismo auténomo que utilizam canais de calcio,
resultando em oscilacdes intracelulares do calcio (WANG; MICHAELLS,
2010).

Adicionalmente, em relacdo & vulnerabilidade seletiva citada
anteriormente, os neur6nios dopaminérgicos sdo significativamente
afetados. A dopamina, em condicdes fisiol6gicas normais, sofre oxidacao
ndo enzimética pelo oxigénio molecular transformando-se em H.0- e
quinonas. Enzimaticamente (Figura 2), a dopamina é majoritariamente
desaminada pela monoamina oxidase-B (MAO-B), formando H.0; e 3,4-
diiidroxifenilacetaldeido (DOPAL). Este Gltimo, por sua vez é oxidado
pela enzima aldeido desidrogenase (AD), formando DOPAC, o qual é
metilado pela enzima catecol-O-metiltransferase (COMT) originando
HVA (HERRERA et al., 2017). Diante disso, a oxida¢do da dopamina
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pode induzir vulnerabilidade seletiva dos neurdnios dopaminérgicos e
morte celular.

Figura 2 — Metabolismo enzimatico da dopamina. MAO-B = monoamino
oxidase B; DOPAL = 3,4-diidroxifenilacetaldeido; AD = aldeido desidrogenase;
DOPAC = acido 3,4-diidroxifenilacético; COMT = catecol-O-metiltransferase.
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Fonte: Adaptado de Galvin (2006).

Desta forma, tanto a auto-oxida¢do da dopamina quanto o seu
metabolismo enzimatico envolvem a formacéo de H2O2, que na presenca
do fon Fe?* pode ser facilmente reduzido através da reacdo de Fenton
(H202 + Fe?* = Fe** + OH' + OH"), formando o radical hidroxila (OH"),
espécie altamente reativa e capaz de reagir com macromoléculas celulares
(HALD; LOTHARIUS, 2005). A catalise do radical hidroxila mediada
pelo ferro pode ser um mecanismo patogénico chave que contribui com o
estresse oxidativo observado na DP, visto que 0s niveis de ferro na SNpc
ndo sdo maiores que em outras areas do cérebro, mas estdo aumentados
nos pacientes com DP (AYTON et al., 2014; JIANG et al., 2017).

1.1.3 Sintomatologia

A DP caracteriza-se por apresentar sinais clinicos bastante
evidentes, como distirbios motores irreversiveis e incapacitantes, 0s
quais incluem rigidez muscular, instabilidade postural, tremor em
repouso, fraqueza muscular e escassez de movimentos voluntarios.
Todavia, estes critérios clinicos sdo desenvolvidos pelos pacientes
parkinsonianos somente quando aproximadamente 60-70% dos neurdnios
da SNpc j4 estdo degenerados e os niveis de DA reduzidos de 70 a 80%
(PREDIGER et al., 2012). Dessa forma, o processo neurodegenerativo
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esta em estagio avancado quando o diagndstico é estabelecido, fato que
pode justificar a baixa eficicia clinica de substdncias e agentes
neuroprotetores testados no tratamento da DP.

Embora os sintomas motores sejam 0s mais evidentes na DP,
atualmente ja sdo conhecidas outras disfungdes e sintomas presentes em
estagios mais precoces, precedendo o surgimento dos sintomas motores.

Nesse sentido, Braak e colaboradores (2003) introduziram uma
nova visdo sobre o decurso temporal da DP, apontando os sintomas nédo
motores, 0 aparecimento dos sintomas olfatérios iniciais (hiposmia),
sintomas cognitivos (perda de memdrias operacionais) e emocionais
(depressdo e ansiedade), até o aparecimento das alteragBes motoras
classicas. Adicionalmente, a “hip6tese de Braak” compreende também o0s
processos patoldgicos subjacentes a cada estagio (Figura 3), além dos
sintomas clinicos. Esses sintomas iniciais da DP sdo extremamente
importantes para o desenvolvimento de estratégias de diagnéstico mais
precoce, fato que parece ser essencial para o sucesso da farmacoterapia,
sobretudo se considerarmos o avancado quadro degenerativo no
aparecimento dos sintomas motores (OWEN, 2004; CHAUDHURI et al.,
2011; PRASHANT et al., 2014).

Figura 3 — Principais caracteristicas da doenca de Parkinson: neurodegeneracao
progressiva dos neurdnios dopaminérgicos e aparecimento dos sintomas motores
e ndo motores.
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1.1.4 Tratamento

Nos ultimos 25 anos, 0s pacientes parkinsonianos tiveram um
aumento consideravel em suas opcGes de farmacoterapia disponiveis. O
objetivo principal do tratamento farmacoldgico utilizado atualmente na
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DP é restaurar a atividade dopaminérgica no SNC. Isso tem sido realizado
através da administracdo de diferentes agentes farmacoldgicos, tais como
0 precursor da sintese de dopamina levodopa (L-DOPA), agonistas dos
receptores dopaminérgicos (ex: bromocriptina e pramipexol), inibidores
das enzimas que metabolizam a dopamina, catecol-O-metiltransferase
(COMT) e monoaminoxidase B (MAO-B) (ex: entacapone e selegilina,
respectivamente) e farmacos que aumentam a liberagéo de dopamina e/ou
inibem sua recaptacdo, como a amantadina. Apesar de ndo atuarem
diretamente sobre o sistema dopaminérgico, os farmacos anticolinérgicos
(ex: biperideno e triexifenidil) auxiliam no restabelecimento temporario
da neurotransmissdo dopaminérgica por aumentarem a liberacdo de
dopamina em terminais pré-sinapticos (GIROUX, 2007; CONNOLLY;
LANG, 2014; RASCOL et al., 2016).

O tratamento medicamentoso, até a década de 1960, era limitado
aos anticolinérgicos, os quais apresentam baixa eficacia e efeitos
colaterais  gastrointestinais e  neuropsiquiatricos  frequentes
(KATZENSCHLAGER; POEWE, 2014). Um aumento impactante na
gualidade de vida dos individuos com DP, com escores de incapacidade
e mortalidade significativamente reduzidos, foi obtido com a introducéo
da L-DOPA em 1961. Apesar disso, existem limitacdes em seu emprego,
pois ap6s ser administrada, grande parte da L-DOPA sofre
descarboxilagdo por enzimas da mucosa intestinal e em outros locais
periféricos, fazendo com que apenas cerca de 1% do farmaco inalterado
alcance o SNC (DURSO et al., 2000). Diante desse fato, a L-DOPA ¢é
geralmente associada a outros farmacos no tratamento farmacolégico
empregado na DP. Exemplos de sucesso dessa associagdo envolvem 0s
farmacos carbidopa ou benserazida, os quais inibem a degradacdo
periférica da L-DOPA pela enzima dopa descarboxilase. Tal associa¢éo
permite uma reducdo da dose de L-DOPA necessaria para atingir a
concentracdo terapéutica adequada (FREITAS et al., 2016; KIANIRAD;
SIMUNI, 2016; AQUILONIUS; NYHOLM, 2017).

A administracdo da L-DOPA esta associada a um grande nimero
de efeitos indesejaveis, como nauseas, vomitos e arritmia cardiaca,
causados por sua degradagdo periférica. Efeitos importantes observados
em longo prazo sdo o surgimento de discinesias (movimentos
involuntarios de contracdo muscular) e flutuagdes motoras. A inducdo de
discinesias pode ser mais debilitante que a doenga em si e faz com que
muitos pacientes abandonem o tratamento com L-DOPA (RASCOL etal.,
2003; GIROUX, 2007; RASCOL, 2010; OLANOW, 2015).

Os agonistas dopaminérgicos, como a bromocriptina e 0
pramipexol, usados como monoterapia tratam de forma eficaz os sintomas
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motores. Estudos clinicos j& evidenciaram que o uso precoce dessa classe
de farmacos pode reduzir ou retardar as complicacfes motoras observadas
com o uso da L-DOPA (RASCOL etal., 2010; 2011; STAYTE; VISSEL,
2014). Dessa forma, os agonistas dopaminérgicos podem ser
considerados um tratamento inicial eficaz. No entanto, eles também
apresentam alguns efeitos adversos como nauseas, vomitos, sonoléncia,
quadros de alucinacdo e delirio (GIROUX, 2007; RASCOL, 2011,
RIZEK et al., 2016).

Figura 4 — Representagdo esquematica das estratégias farmacoldgicas
empregadas atualmente na doenca de Parkinson.
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Fonte: Adaptado de Singh; Pillay; Choonara (2007).

E possivel destacar também a amantadina, um antagonista dos
receptores NMDA para glutamato, que facilita a transmissdo
dopaminérgica no estriado, melhora 0s sintomas motores e reduz a
severidade das discinesias. No entanto, este farmaco promove um grande
nimero de efeitos colaterais como perda da libido, tonturas e confuséo
mental (RASCOL et al., 2014; PAHWA et al., 2015)
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No Brasil, através das estratégias dos Componentes Basico e
Especializado da Assisténcia Farmacéutica, a Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME) (BRASIL, 2015) contempla
alguns medicamentos para o tratamento da DP. Na Atencdo Basica, no
Anexo | da RENAME estdo presentes as associacdes de
levodopa/carbidopa e levodopa/benserazida. No Anexo Il1, por sua vez,
sdo contemplados os farmacos amantadina, bromocriptina, entacapona e
tolcapona, pramipexol e selegilina.

Cabe ressaltar que os medicamentos atualmente disponiveis
apresentam-se como alternativa terapéutica paliativa da DP, pois a funcéo
dopaminérgica no SNC ¢é restabelecida temporariamente. Os farmacos
atuais ndo apresentam acdo neuroprotetora sobre o processo de
neurodegeneracdo, o qual continua sua progressdo (GIROUX, 2007;
CONNOLLY; LANG, 2014). Diante disso, outros tratamentos estdo
sendo investigados com o intuito de alcangar alternativas terapéuticas
com maior eficacia. Alguns exemplos podem ser citados como 0s
antagonistas dos receptores para adenosina, antagonistas dos receptores
glutamatérgicos, agonistas dos receptores para serotonina, antagonistas
dos receptores adrenérgicos, bloqueadores de canais de calcio, quelantes
de ferro, anti-inflamatdrios, antioxidantes, entre outros (STAYTE;
BRYCEVISSEL, 2014).

Diante das evidéncias do envolvimento do estresse oxidativo na
patogénese da DP, a terapia com antioxidantes ou sua combina¢do com
métodos de tratamento classicos pode representar uma estratégia atrativa
para a prevencdo ou tratamento da neurodegeneracdo dopaminérgica
estriatal (NAKAMURA; CHO; LIPTON, 2012; PIECHOTA-
POLANCZYK; FICHNA, 2014; BLESA et al., 2015; HERRERA et al.,
2017; ZHAO et al., 2017).

A protecdo conferida por antioxidantes exdgenos, como as
vitaminas C, D e E, as metilxantinas, os flavonoides e os acidos fenélicos
frente aos radicais livres pode ocorrer em diferentes aspectos. O primeiro
mecanismo de defesa é impedir a geracdo dessas espécies, principalmente
através da inibicdo das reaces em cadeia com os ions metalicos (ferro e
cobre), impedindo o dano lipidico, mitocondrial, proteico e do DNA,
evitando assim a consequente morte celular. Adicionalmente, o0s
antioxidantes podem atuar promovendo o reparo das lesGes produzidas
por espécies reativas, como reparo da molécula do DNA e a reconstitui¢éo
de membranas celulares danificadas (KARDANI; ROY, 2015; KUMAR,;
ANILAKUMAR; NAVEEN, 2015; ARROZI et al., 2016; COSTA et al.,
2016; CALVELLO et al., 2017; McBEAN; LOPEZ; WALLNER, 2017,
REGLODI et al., 2017).
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Vaérios estudos ja comprovaram que a cafeina e seus metabolitos
possuem a capacidade de inibir o dano oxidativo induzidos por espécies
reativas do oxigénio (COSTA et al., 2010; LEE, 2000; JOGHATAIE et
al., 2004; PALACIOS et al, 2012; KARDANI; ROY, 2015;
KHADRAWY et al., 2017). A cafeina, apontada como a substancia
psicoativa mais consumida no mundo, tem sido muito estudada em
relagdo as suas propriedades sobre 0 SNC. No contexto do presente
trabalho, estudos epidemioldgicos tém demonstrado a relagdo inversa
entre o consumo de cafeina e o risco de desenvolvimento da DP (ROSS
etal., 2000; ASCHERIO et al., 2001; ASCHERIO et al., 2004; XU et al.,
2006; COSTA et al., 2010; LIU et al., 2012; PALACIOS et al., 2012; Ql;
LI, 2013).

Baseado nesses resultados, muitos pesquisadores tém investigado
os efeitos da cafeina na DP em estudos pré-clinicos. Em modelos animais
utilizando a neurotoxina MPTP, o potencial neuroprotetor da cafeina foi
demosntrado por diversos estudos (CHEN et al., 2001; 2007; 2008; 2010;
PREDIGER, 2010; XU et al., 2002; 2010; 2016; BAGGA; PATEL,
2016). Chen e colaboradores (2001), por exemplo, demonstraram que a
cafeina (5-30 mg/kg) reduziu de maneira dose-dependente a perda
neuronal dopaminérgica no estriado de camundongos expostos ao MPTP,
em diferentes protocolos (dose Unica e multiplas doses de exposigdo a
toxina). Adicionalmente, XU e colaboradores (2002) verificaram o0s
efeitos da cafeina em camundongos lesionados com MPTP tratados
diariamente com cafeina ou salina por mais de uma semana e 0s
resultados obtidos mostraram que a administracéo diéria de cafeina, em
condi¢des que produzem toleréncia locomotora, ndo reduziu o efeito
protetor da cafeina contra a toxicidade neuronal induzida pelo MPTP.

Em algumas das hipoteses apresentadas, a cafeina parece exercer
uma acdo central que melhora a atividade do sistema dopaminérgico.
Segundo Chen e colaboradores (2007) a acdo neuroprotetora da cafeina
em modelo experimental da doenca de Parkinson utilizando
camundongos tratados com MPTP, induziu uma reducdo da perda dos
neurdnios dopaminérgicos estriatais, efeito que parece estar relacionado
também ao bloqueio dos receptores de adenosina do tipo A2A.

Estudos fornecem fortes evidéncias experimentais de que 0s
receptores A2A podem contribuir para a degenera¢do dos neurdnios
dopaminérgicos nigroestriatais enquanto, por outro lado, antagonistas
desses receptores, como a cafeina, apresentam propriedades
neuroprotetoras (XU et al., 2005; KALDA et al., 2006; RODRIGUES et
al., 2015; RIOS et al., 2016; XU et al., 2016).
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O interesse na pesquisa de antagonistas de receptores de adenosina
do tipo A2A como possivel estratégia terapéutica ndo dopaminérgica para
a DP tem aumentado consideravelmente nos Gltimos anos, tanto em
estudos pré-clinicos, como clinicos e epidemioldgicos (CHEN et al.,
2007; PREDIGER, 2010; PREDIGER et al., 2015; RODRIGUES et al.,
2015; XU et al., 2016).

Muitos antagonistas dos receptores A2A desenvolvidos exibem
propriedades antiparkinsonianas, melhorando a atividade motora em
modelos animais da DP e, em pacientes portadores da doenga (LEWITT
et al.,, 2008). A distribuicdo dos receptores A2A no estriado, o
antagonismo molecular e as interacbes comportamentais entre 0s
receptores da adenosina e da dopamina proporcionam uma base
anatbmica e neuroquimica para a observacdo clinica de que o0s
antagonistas A2A melhoram a atividade motora na DP (CHEN et al.,
2007; QI; L1, 2014).

Nesse sentido, é possivel verificar a existéncia de estudos clinicos
recentes avaliando a eficacia de alguns antagonistas de receptores A2A
na terapia de algumas doencas. Embora alguns resultados tenham
demonstrado algum sucesso, inimeros farmacos falharam nesses ensaios
clinicos. Especificamente para o tratamento da DP, até o momento, o
tnico exemplo de sucesso é o farmaco Istradefylline, andlogo da cafeina
gue esta sendo testado no Japao e encontra-se em testes clinicos de fase 3
(para revisdo ver STOCKWELL et al., 2017).

Behan e Stone (2002) demonstraram que o 8-(3-clorostiril)-cafeina
(CSC), um antagonista especifico dos receptores A2A derivado da
Xantina, assim como a cafeina, possui atividade protetora frente a danos
excitototdxicos e danos causados por radicais livres, sugerindo que esses
compostos podem agir prevenindo os danos neuronais resultantes de uma
variedade de estimulos lesivos presentes na DP.

Em sua revisdo, Pohanka (2015) descreve alguns efeitos
farmacoldgicos previamente relatados para a cafeina, 0s quais sugerem o
possivel emprego dessa metilxantina na DP. Entre as atividades estdo a
inibicdo da enzima acetilcolinesterase (POHANKA; DOBES, 2013;
POHANKA, 2014), o antagonismo de receptores de adenosina
(SULLIVAN et al., 1995; PREDIGER 2010), e a inibicdo da enzima
monoaminaoxidase (PETZER; PIENAR; PETZER, 2013; PETZER et al.,
2014). Adicionalmente, o emprego da cafeina no tratamento da DP foi
avaliada em estudo clinico de fase 3 (NCT01738178) (para revisdo ver
STOCKWELL etal., 2017).

Outro composto que tem sido estudado em relacdo as suas
propriedades sobre 0 SNC é o &cido clorogénico (ACG). Mikami e
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Yamazawa (2015) demonstraram a capacidade do ACG em inibir a morte
neuronal induzida por glutamato em culturas celulares priméarias do
cortex cerebral de ratos. Adicionalmente, 0 ACG preveniu 0 aumento de
concentracdes intracelulares de Ca?* causada pela adicédo de glutamato a
cultura celular neuronal.

Teraoka e colaboradores (2012) avaliaram o potencial efeito
protetor in vitro do acido clorogénico na toxicidade dopaminérgica
relacionada a a-sinucleina em cultura de células PC12 (derivadas de uma
linhagem de tumor neuroenddcrino da glandula adrenal de ratos, que
exibem caracteristicas de neurdnios). Os resultados obtidos pelos autores
demonstraram que o ACG inibiu a oxidagdo da DA e a interacdo direta da
DA oxidada a a-sinucleina, além de inibir a oligomerizacdo da a-
sinucleina em células.

Adicionalmente, Kwon e colaboradores (2010) demonstraram
potencial neuroprotetor do acido clorogénico nos déficits de memoria e
aprendizado induzidos por escopolamina (0,5 mg/kg, i.p.) em
camundongos. No mesmo trabalho, em ensaios in vivo e ex vivo, 0 ACG
inibiu a atividade da enzima acetilcolinesterase no hipocampo e cortex
frontal, além de apresentar significativa atividade de captacéo de radicais
livres e inibicdo da lipoperoxidacao.

A neurodegeneracdo oxidativa induzida por HO, é
conhecidamente um dos fatores envolvidos na etiologia da DP. Kim e
colaboradores (2012) demonstraram que os pré-tratamentos com café,
café descafeinado ou &cido clorogénico inibiram a apoptose neuronal
induzida por HO,. O efeito neuroprotetor apresentado pelo café
descafeinado foi similar ao café cafeinado, indicando que o ACG e outros
compostos presentes no café exercem papel importante em tais beneficios
sobre 0s neurdnios.

A producdo de quimiocinas pro-inflamatérias e ativacdo da
microglia contribui para a progressdo da DP (MACHADO et al., 2016).
Nesse sentido, Shen e colaboradores (2012), em ensaios in vitro e in vivo,
evidenciaram que o &cido clorogénico suprimiu significativamente a
producédo de 6xido nitrico e TNF-a na ativacdo da microglia estimulada
por lipopolissacarideo, prevenindo a neurodegeneracdo dopaminérgica.

Considerando os dados apresentados anteriormente, o &cido
clorogénico apresenta potencial beneficio frente a degeneracdo de
neurdnios dopaminérgicos na DP.

Diante do exposto, o desenvolvimento de abordagens
neuroprotetoras ou modificadoras da DP, paralelamente ao alivio
sintomatico permanecem relevantes. Todavia, € essencial enfatizar a
complexidade envolvida no desenvolvimento de qualquer tipo de
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abordagem para a DP, diante de sua natureza progressiva, do conjunto de
sintomas motores e ndo motores, e dos proprios efeitos adversos do
tratamento farmacologico.

1.2 ESPECIES VEGETAIS E O DESENVOLVIMENTO DE
MEDICAMENTOS

As espécies vegetais sdo utilizadas com finalidades terapéuticas
desde os primoérdios da humanidade. Apesar da producdo de farmacos
sintéticos ter impulsionado uma revolucdo na indistria farmacéutica, os
medicamentos de origem natural continuam demonstrando sua
importancia médica e econdmica. Acido salicilico, atropina, efedrina,
morfina, digoxina, taxol, vincristina e vimblastina sdo alguns exemplos
de farmacos de amplo uso na prética clinica, ratificando a importancia dos
estudos com espécies vegetais (VERPOORTE, 2000; GILANI;
RAHMAN, 2005; CHATTOPADHYAY; NAIK, 2007; SHEN, 2015;
NEWMAN; CRAGG, 2016).

O interesse em medicamentos derivados de plantas aumentou
significativamente em todo o mundo. Entretanto, este interesse ocorre
majoritariamente nos paises desenvolvidos, com destaque para alguns
paises europeus, asiaticos e os EUA. Estima-se que o mercado global para
esta classe de medicamentos alcance o montante aproximado de 27
bilhdes de délares por ano (DUTRA et al., 2016).

O Brasil esta entre os dez maiores mercados farmacéuticos, tendo
movimentado cerca de 28 bilhdes de délares em 2014, constituindo-se,
portanto, em mercado atrativo para os sistemas nacional e internacional
Além disso, um fato a ser considerado é que o Brasil possui um grande
diferencial competitivo: sua biodiversidade, a qual compreende mais de
55 mil espécies de plantas superiores (20-22% do total existente no
planeta). Apesar dessa abundante biodiversidade e o grande interesse da
populacdo no uso da medicina tradicional, o mercado brasileiro de
fitoterapicos é responsavel por apenas cerca de 5% do mercado
farmacéutico brasileiro. Portanto, a exploracdo desses recursos é uma
estratégia para o desenvolvimento de produtos inovadores, especialmente
se considerarmos que produtos naturais sdo a base da farmacoterapia
moderna (DUTRA et al., 2016; NEWMAN; CRAGG, 2016).
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1.2.1 Potencial emprego de plantas medicinais em doengas
neurodegenerativas

A etnofarmacologia ¢ uma ciéncia multidisciplinar que estuda a
utilizacdo de espécies vegetais para fins terapéuticos por parte de
comunidades tradicionais, transformando em conhecimento cientifico o
saber popular/tradicional. (ELISABETSKY, 2002; RODRIGUES;
CARLINI, 2002; HEINRICH, 2014).

O potencial terapéutico de acdo sobre o SNC demonstrado por
algumas plantas por meio do conhecimento popular tem sido estudado por
pesquisadores no mundo todo em diferentes modelos experimentais.
Neste contexto, Ginkgo biloba, Panax ginseng e Mucuna pruriens L.
(DC) podem ser citadas como exemplos de espécies vegetais com
potencial frente a doengas neurodegenerativas como a DP (KIM et al.,
2003; VAN KAMPEN et al, 2003; CHRISTEN, 2004,
KATZENSCHLAGER et al., 2004; KIM et al., 2004; KANG et al., 2007;
ROJAS et al., 2008; 2009; SHI et al., 2010; JESCHKE et al.,; HU et al.,
2011; BEAMER; SHEPHERD, 2012; VAN KAMPEN et al., 2014;
PATHAK-GANDHI; VAIDYA, 2017).

No entanto, grande parte das plantas utilizadas tradicionalmente e
que apresentam atividade no SNC permanecem sem a identifica¢do do
composto ou classe de compostos responsaveis por tal efeito, sendo que
em alguns casos, pode ser atribuida a um sinergismo entre os diferentes
metabolitos presentes na espécie (GURIB-FAKIM, 2006; CAMPOS et
al., 2011).

E preciso destacar que uma grande parcela dos farmacos e
medicamentos atualmente disponiveis para tratamento de desordens no
SNC possuem efeitos colaterais indesejaveis, como hipotenséao e sedagéo,
além de potencial para dependéncia e abuso (FAVA; KENDLER, 2000;
NESTLER et al., 2002; BROWN et al.,, 2007; NESTLER, 2013).
Considerando também que doengas neurodegenerativas como a DP
constituem um grande desafio social e econdmico, com alto impacto sobre
0s sistemas de saude publica em todo o mundo, o uso de espécies vegetais
com agdo no SNC, como propriedades ansioliticas, por exemplo, ja foram
descritas como adjuvantes no tratamento dessas doengas, proporcionando
melhora na qualidade de vida dos pacientes (CAMPOS et al., 2011).

Dessa forma, é importante ressaltar que a procura por novas
terapias por parte da industria farmacéutica mundial mantem-se relevante,
especialmente porque o mercado de fitoterapicos é um mercado atrativo
(CRAGG etal., 2012; MCCHESNEY et al., 2012; BOOKER et al., 2016;
DUTRA et al., 2016).



44

1.3 llex paraguariensis: ESPECIE VEGETAL DE INTERESSE
FARMACEUTICO

llex paraguariensis, conhecida popularmente como erva-mate, é
uma espécie vegetal que vem sendo utilizada ha séculos por parcelas
significativas das populagdes do sul do Brasil, Argentina, Paraguai,
Uruguai e, em menor escala, do Chile, na forma de infusdo (chimarréo e
cha-mate) ou maceracdo (tereré). Sua utilizacdo popular esta intimamente
ligada ao fato dela apresentar propriedades diuréticas, digestivas e
estimulantes do SNC (PIO-CORREA, 1978; ANTONI, 1995;
BLUMENTHAL; BRINCKMANN, 2000; WICHTL, 2003).

Sob o ponto de vista de inovacdo e desenvolvimento, a conducéo
de estudos com extratos de erva-mate é bastante promissora. No mercado
internacional, a oferta de matéria-prima para fins de producéo em escala
industrial € um dos gargalos enfrentados no desenvolvimento de um
medicamento fitoterdpico. Com isso, a existéncia de cultivo ja
amplamente estabelecido no sul do Brasil é outro fator que torna a erva-
mate uma espécie vegetal promissora, com demanda garantida de
matéria-prima para o setor industrial (VASCONCELOS, 2012).

1.3.1  Aspectos botanicos, sociais e econémicos

llex paraguariensis A. St. Hilaire (Aquifoliaceae) (Figura 5) é uma
espécie arborea classificada pelo naturalista francés August Saint Hilaire,
em uma publicacdo de 1825, conforme documentado na obra Memérias
do Museu de Histéria Natural de Paris (CARVALHO, 1994).
Amplamente distribuida pela América do Sul, esta espécie vegetal cresce
em regides subtropicais e temperadas da Argentina, Brasil, Paraguai e
isoladamente em algumas regiées no Uruguai. No Brasil, |I.
paraguariensis tem ocorréncia nos estados de Minas Gerais e Rio de
Janeiro, mas sua maior area de distribuicdo ocorre no Parana, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul (PIO-CORREA, 1978;
CARVALHO, 1994; GIBERTI, 1995; TORMEN, 1995).

A erva-mate apresenta-se como uma arvore que cresce lenta ou
moderadamente, podendo atingir até 25 metros de altura em seu habitat
natural. Arvores com uma média de trés a cinco metros de altura s&o
encontradas em cultivo agricola (PIO-CORREA, 1978; CARVALHO,
1994).
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Figura 5 — Folhas de llex paraguariensis
b
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Fonte: www.tropicos.or

A cultura agricola da erva-mate é altamente relevante no sul do
Brasil, Paraguai e Argentina, tendo em vista que suas folhas e ramos sdo
matéria-prima para bebidas e chas, especialmente nas formas tradicionais
de chimarréo e tereré. Descoberta pelos indios e adotada posteriormente
por colonizadores, a cultura de utilizacdo da erva-mate representa uma
forte expresséo cultural nas regiGes onde é nativa. Estima-se que mais de
um litro dessas bebidas por dia seja ingerido por aproximadamente 30%
da populagéo na América do Sul (PASINATO, 2004; HECK; DE MEJIA,
2007).

O mercado da erva-mate, até pouco tempo, era limitado as regides
produtoras, visto que o setor ervateiro comercializava a matéria-prima
vegetal quase que exclusivamente na sua forma tradicional de chimarrdo
(VALDUGA, 2002; VASCONCELOS, 2012; OLIVEIRA; WAQUIL,
2015). Mais recentemente, a indUstria ervateira passou a concentrar
esforcos na ampliacdo do mercado da erva-mate lancando novos
produtos, como 0s compostos de erva-mate e o cha aromatizado.
Adicionalmente, as industrias quimica e farmacéutica passaram a
demandar maiores quantidades desta matéria-prima, visando a obtencéo
de produtos de higiene e beleza, os quais utilizam a esséncia de erva-mate
em formas farmacéuticas e cosméticas, tais como cremes e sabonete
liquido (DE MEJIA, 2007; CARDOZO-JUNIOR; MORAND, 2016).

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2015), o valor da producédo de |. paraguariensis no
extrativismo vegetal brasileiro atingiu em 2015 um montante de
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aproximadamente 400 milhGes de reais. Considerando também que
99,9% da producdo esta concentrada na regido sul do Brasil, este valor
denota a importancia econdmica da cultura da erva-mate nesta regido,
especialmente se considerarmos que é esta espécie € cultivada por
pequenos agricultores.

Outro fato a ser destacado é que a cadeia produtiva de plantas
medicinais é altamente agregadora de valor. Esta cadeia produtiva
apresenta um preco médio de USD 41,10 por kg no comércio exterior,
enquanto que um bom referencial, que é a soja e derivados, tem valor de
USD 0,23 por kg. Um método comparativo de potencial do setor,
empregado em economia, € o coeficiente de agregacgdo de valor na cadeia,
gue medido para estes dois itens, plantas medicinais e soja, €
respectivamente, de 16,24 e 2,22 (ZUANAZI; MAYORGA, 2010).
Considerando que a cadeia produtiva do mate é realizada basicamente por
pequenos agricultores, a possibilidade de aumentar o valor agregado ao
produto, além da importancia econdmica, pode gerar uma melhora na
qualidade de vida desses produtores.

1.3.2  Aspectos quimicos e farmacoldgicos

A composi¢do quimica de I. paraguariensis é bastante complexa,
sendo que diversos grupos de metabdlitos secundarios ja foram descritos
para a espécie (Quadro 1), como as metilxantinas, cafeina e teobromina
(FILIP et al., 1998; REGINATTO et al., 1999) e os éacidos fendlicos, os
guais encontram-se em grande concentracao nesta espécie vegetal (FILIP
et al., 2001; DE SOUZA et al., 2011), como o acido clorogénico, neo-
clorogénico, os acidos 3,4-dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico e 4,5-
dicafeoilquinico, além do 4cido tricafeoilquinico. Adicionalmente, estdo
presentes os flavonoides rutina, quercetina e glicosideos de quercetina
(RICCO; WAGNER; GURNI, 1991; FILIP et al., 2001; DE SOUZA et
al., 2011) e as saponinas (SCHENKEL; MONTANHA; GOSMANN,
1996; SUGIMOTO et al., 2009; DE SOUZA et al., 2011).
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Quadro 1 - Principais metabdlitos secundarios das folhas de llex paraguariensis
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Além das propriedades estimulantes do SNC ligadas ao uso
popular, cabe destacar que outras atividades farmacol6gicas ja foram
investigadas para |. paraguariensis, tais como as atividades antioxidante
(GUGLIUCCI; STAHL, 1995; SCHINELLA et al., 2000; FILIP et al.,
2000; 2007; VALERGA,; RETA; LANARI, 2012; BOAVENTURA et al.,
2015; OH et al., 2016); antiparkinsoniana (MILIOLI et al., 2007), anti-
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inflamatdria (PIMENTEL et al., 2013; SCHINELLA et al., 2014; LUZ et
al., 2016; MUNOZ-CULLA et al., 2016), antiviral (MULLER et al.,
2007; LUCKEMEYER et al., 2012); antiobesidade (STEIN et al., 2005;
PANG; CHOI; PARK, 2008; GAMBERO; RIBEIRO, 2015; KIM et al.,
2015); antidiabética (OLIVEIRA et al., 2008; GUGLIUCCI et al., 2009;
KLEIN etal., 2011; PEREIRA et al., 2012; BOAVENTURA et al., 2013)
e anticarcinogénica (RAMIREZ-MARES; CHANDRA; DE MEIJIA,
2004; DE MEJIA et al., 2010; PEREZ et al., 2014). A literatura também
tem demonstrado que o consumo de erva-mate pode evitar a dislipidemia,
reduzindo o colesterol sérico e os triglicerideos, contribuindo para a
prevencdo de aterosclerose (WILHELM-FILHO; DA SILVA, 2006;
BRACESCO et al., 2011 GOSMANN et al., 2012; MOSIMANN).

Apesar da ampla producdo, da complexidade quimica ja
estabelecida, assim como dos relatos de diversas propriedades
farmacoldgicas, existem poucos estudos que descrevam propriedades
neurofarmacolégicas de 1. paraguariensis. Um destes estudos foi
realizado por nosso grupo de pesquisa (SANTOS et al., 2015), no qual
foram demonstradas as atividades tipo-ansiolitica, estimulante e
nootropica do extrato hidroetanélico de folhas de erva-mate
administrados via oral. Os resultados obtidos no tratamento cronico com
0 extrato hidroetandlico indicaram um efeito tipo-ansiolitico, aumento da
atividade motora e da atividade da acetilcolinesterase. Além disso, 0
tratamento agudo com o extrato aquoso foi capaz de prevenir o déficit de
meméria induzido por escopolamina no teste tipo step-down.

Colpo e colaboradores (2007) verificaram efeito neuroprotetor e
reducdo da discinesia orofacial do extrato aquoso de I. paraguariensis em
ratos submetidos ao modelo de inducdo de déficit de memoria induzida
por haloperidol. Os animais receberam tratamento crénico (sem restrigao)
com o extrato preparado por infusdo de amostra comercial de erva-mate.

O efeito tipo-antidepressivo de |. paraguariensis foi demonstrado
em estudo realizado por Reis e colaboradores (2014), onde ratos Wistar
que receberam extrato aquoso (dose estimada em 2,31g/Kg/dia ad
libitum) durante quatro semanas apresentaram reducédo significativa do
tempo de imobilidade no teste do nado forcado, semelhante ao grupo
tratado com selegilina (10 mg/Kg, i.p.). Os autores descartaram um
possivel envolvimento da inibicdo da MAO no efeito tipo-antidepressivo
observado, visto que a atividade da enzima ndo foi alterada pelo
tratamento. Adicionalmente, os resultados obtidos no teste do campo
aberto permitiu aos autores inferir que tal efeito ndo estava associado a
atividade locomotora.
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A presenca dos compostos fendlicos € referenciada como
responsavel pela atividade antioxidante observada para a erva mate
(FILIP et al., 2000; PERES et al., 2013; BOADO et al., 2015). Além do
efeito antioxidante, compostos fendlicos parecem exercer atividade do
tipo ansiolitica em camundongos (VIGNES et al., 2006; BOUAYED et
al., 2007; BOUAYED, 2010). Kwon e colaboradores (2010)
demonstraram efeito antioxidante e neuroprotetor do acido clorogénico
em camundongos com prejuizo de memdria de curta duracdo induzida por
escopolamina (0,5 mg/kg, i.p), avaliada no teste do labirinto em Y e no
teste do labirinto aquatico de Morris. O acido fendlico inibiu
significativamente a atividade da enzima acetilcolinesterase e diminuiu
os niveis de malondialdeido no hipocampo e cértex frontal em ensaio ex
vivo. Adicionalmente, os autores demonstraram inibicdo in vitro da
atividade da acetilcolinestrease (ICs,=98,17 ug/mL) e atividade de
captagdo de radicais livres (ICs0=3,09 ug/mL) de maneira dose-
dependente.

Considerando que o é&cido clorogénico é um dos compostos
majoritarios da erva-mate, os resultados demonstrados no paragrafo
anterior sugerem o envolvimento deste acido fendlico na pronunciada
acdo antioxidante relatada para esta espécie vegetal.

No que tange a atividade antiparkinsoniana, Milioli e
colaboradores (2007) constataram que o extrato hidroalcodlico (50%) de
erva-mate apresentou atividade antiparkinsoniana em dois modelos
animais de DP. No modelo comportamental de tratamento com a
neurotoxina MPTP (40 mg/kg s.c.), 0 extrato administrado via i.p. em
camundongos foi capaz de prevenir a hipolocomocdo induzida pela
neurotoxina nas doses de 250 e 500 mg/kg. No modelo de catalepsia
induzida por reserpina, o extrato administrado via i.p. foi capaz de
reverter os efeitos de enrijecimento dos membros também nas duas doses
testadas (250 e 500 mg/kg). Os autores sugeriram que o efeito observado
estaria relacionado a alta concentragéo de fendlicos totais presentes no
extrato. Diante dos resultados observados, 0s pesquisadores sugeriram
gue o extrato hidroalcodlico de I. paraguariensis poderia proteger a
degeneracdo neuronal que ocorre na DP, através de sua capacidade
antioxidante, atribuida ao teor de compostos fendlicos totais, o que inclui
os flavonoides rutina e quercetina.

No ano seguinte, Prediger e colaboradores (2008) demonstraram
melhora cognitiva em roedores apés a administracao oral e intraperitoneal
de extrato hidroalcoo6lico (50%) de erva-mate nas doses de 62,5, 125 e
250mg/Kg, verificando diferente modulagéo na aprendizagem e meméria
de curto e longo prazo. Os resultados indicaram melhora da memoria de
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curto prazo em doses intermediarias e prejuizo da meméria de longo prazo
ou nenhum efeito em doses mais elevadas. Os autores sugeriram ainda
que essa diferenca poderia estar associada a acao do extrato em diferentes
estruturas cerebrais e/fou a interagdo com diferentes sistemas
neurotransmissores. Por outro lado, os autores sugeriram a necessidade
de pesquisas adicionais para determinar exatamente 0S mecanismos
moleculares e sitios anatdmicos envolvidos na mediacao dos efeitos do
extrato hidroalcodlico de |. paraguariensis nos processos de
aprendizagem e memoria. Apesar disso, 0s autores especularam que a
cafeina, através do bloqueio ndo especifico de receptores de adenosina,
possa ter sido responsavel pelos resultados observados, uma vez que a
administragdo de cafeina isoladamente (1 ou 10mg/Kg) e em associacdo
com o extrato (Img/Kg de cafeina e 62,5mg/Kg de extrato) apresentou
resultados semelhantes sobre memoria social dos animais.

Considerando ainda o papel do estresse oxidativo na fisiopatologia
de doencas neurodegenerativas como a DP, assim como a alta
concentracdo de compostos fenolicos em I. paraguariensis, € importante
lembrar da potencial atividade antioxidante demonstrada pela erva-mate
em diversas investiga¢@es tanto in vitro quanto in vivo (GUGLIUCCI,
STAHL, 1995; SCHINELLA et al., 2000; FILIP et al., 2000; 2007;
VALERGA; RETA; LANARI, 2012). Os efeitos antioxidantes
verificados nestes estudos também demonstraram correlagdo com a
presenca de compostos fenolicos, que constituem algumas das principais
classes de compostos fendlicos presentes em espécies vegetais, e sao
amplamente conhecidos por seus efeitos benéficos relacionados ao
estresse oxidativo (MUSHTAQ; WANI, 2013).

Kang e colaboradores (2013) verificaram que o flavonoide
quercetina inibe fortemente a metilacdo de levodopa mediada pela enzima
catecol-O-metiltransferase (COMT) in vitro. Considerando que entre as
novas estratégias terapéuticas propostas para alcancar a neuroprotecédo na
DP, estdo incluidas substancias captadoras de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, e moléculas anti-inflamatorias, como 0s compostos
fendlicos, espécies ricas nesses compostos constituem ferramentas
promissoras para o tratamento da DP (AQUILANO et al., 2008).

1.4 DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO DE
MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS

A caracterizacdo e padronizacdo de um medicamento fitoterapico
agrega valor tecnoldgico ao desenvolvimento de formas farmacéuticas a
base de plantas medicinais, garantindo a qualidade e a eficicia do
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medicamento, além de diferencia-las daquelas formas farmacéuticas
contendo somente o material vegetal moido. A padronizagdo do extrato
por processos tecnoldgicos adequados € um passo crucial na manutengdo
dos seus ativos na producdo em larga escala, garantindo
consequentemente, a constancia da acdo farmacol6gica desejada (CHAN,
2003; BOOKER et al., 2016).

O processo extrativo &, literalmente, o0 processo de retirada das
substancias e frages ativas contidas na matéria-prima vegetal (MPV),
obtendo-se a solugdo extrativa ou extrato. Padronizar e controlar a etapa
de extracdo é essencial para garantir efetividade e reprodutibilidade, uma
vez que esta delimita a constituicdo quimica do produto preparado. Entre
os diversos métodos extrativos existentes e que podem ser empregados
em escala industrial, estdo a maceracgdo e a percolagdo, 0s quais sdo 0s
mais utilizados em decorréncia da sua simplicidade e baixo custo de
execucdo (BASSANI; PETROVICK, 2016). Por outro lado, é possivel
observar a necessidade do desenvolvimento de novos métodos de
extracdo, mais rapidos e eficientes, mediante a crescente demanda por
produtos fitofarmacéuticos.

Nesse contexto, o processo de extracdo por forga de cisalhamento,
também conhecido por turboextracdo deve ser considerado. Este método
utiliza forca mecénica para facilitar a extracdo através de dois
mecanismos: reducdo do tamanho de particula da matéria-prima e quebra
das células vegetais. A reducdo do tamanho de particula facilita o acesso
do solvente a matéria-prima vegetal pelo aumento da area de superficie
disponivel para extracdo sélido-liquido. Ja a quebra das células vegetais
facilita o processo de difusdo dos componentes quimicos do interior das
células para 0 meio extrativo. Isso permite a preparacdo de extratos
altamente concentrados em um curto periodo de tempo, quando
comparado a métodos tradicionais como a maceragdo. A turboextracao
pode ser realizada em equipamentos denominados ultra
homogeneizadores. Este é constituido por um sistema rotor-estator, onde
0 rotor esta localizado na parte interna da haste de extracdo, o qual
promove a succ¢do mecénica da suspensao planta-solvente por pequenas
aberturas do estator fixo (DE SOUZA et al., 2010).

Outra ferramenta tecnoldgica amplamente utilizada no contexto do
delineamento de fitoterapicos é a transformacéo das solugdes extrativas
em produtos secos. A producdo de extratos secos representa um atrativo
para a indudstria farmacéutica, uma vez que conferem ao material maior
estabilidade fisico-quimica e microbiol6gica, e maior facilidade de
manuseio e estocagem. Através da modificacdo de algumas
caracteristicas do processo de secagem, e também do uso de adjuvantes,
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é possivel alterar e controlar algumas propriedades do p6 obtido, como:
aparéncia, tamanho médio das particulas, distribuicdo do tamanho,
densidade aparente, densidade da particula, porosidade, fluidez,
estabilidade, solubilidade, retencdo de atividade, aroma e sabor. Os
extratos secos podem ser obtidos por diversas técnicas de secagem, dentre
as quais se destaca a liofilizacdo, o qual realiza a remogéo da agua por
sublimacdo, através do congelamento do extrato fluido e o emprego de
vacuo (BASSANI; PETROVICK, 2016).

A determinacdo de marcadores quimicos apresenta importancia
significativa para o controle de qualidade dos produtos e processos na
cadeia de producéo de um medicamento fitoterapico. A RDC n° 26, de 13
de maio de 2014, define marcador como uma substancia ou classe de
substancias utilizada como referéncia no controle da qualidade da
matéria-prima vegetal e do fitoterapico, preferencialmente tendo
correlagdo com o efeito terapéutico. O marcador pode ser do tipo ativo,
qguando relacionado com a atividade terapéutica do fitocomplexo, ou
analitico, quando ndo demonstrada, até 0 momento, sua relacdo com a
atividade terapéutica.

Entre as diferentes metodologias analiticas existentes para a
avaliagdo dos marcadores quimicos, destacam-se as técnicas
cromatograficas, as quais sdo altamente sensiveis, como a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas, empregadas tanto para fins
de identificacdo dos componentes da matriz, quanto para o doseamento.

Outro requisito é que o método escolhido deve ser validado para
demonstrar que é apropriado para a finalidade pretendida. Para o registro
de fitoterapicos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
por meio da resolugdo RDC n° 26 de 13 de maio de 2014, exige dos
fabricantes os métodos para o controle de qualidade. De acordo com a
Resolu¢do RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, a validacdo deve
demonstrar, de forma documentada e mediante critérios objetivos, que o
método analitico produz resultados confidveis e é adequado a finalidade
gue se destina. Para tanto, o método deve ter definido os seguintes
pardmetros:  linearidade, precisdo (repetibilidade e precisdo
intermediaria), limites de quantificagdo e de deteccdo, exatiddo e
especificidade. Além da legislagdo brasileira, outros documentos oficiais,
como os descritos pelo ICH (International Conference on Harmonisation)
Q2 (R1) (2005) descrevem os parametros que devem ser avaliados para
validagdo de um método analitico.
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CAPITULO 2 - CARACTERIZACAO QUIMICA E AVALIACAO
DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DO EXTRATO DE
llex paraguariensis A. ST. HILAIRE.

2.1 INTRODUCAO

Devido a grande diversidade quimica de sua composicdo, as
plantas medicinais permanecem sendo amplamente estudadas como
importante fonte de produtos para a salide humana. O avancgo terapéutico
dos fitoterapicos é grande, principalmente pelo fato de associarem o
conhecimento popular ao desenvolvimento tecnoldgico. Seguindo este
pensamento, o futuro dos farmacos, oriundos de espécies vegetais, requer
a caracterizacdo quimica e desenvolvimento de métodos qualitativos e
guantitativos que possam contribuir para uma eficiente descoberta,
desenvolvimento e comercializacdo de fitoterapicos (CHAN, 2003;
CRAGG et al., 2012; BOOKER et al., 2016).

Para a caracterizagdlo de um material vegetal, técnicas
cromatogréficas sdo as mais utilizadas, com a execuc¢do de mdaltiplas
determinacOes, para que possa garantir com exatidao a estabilidade da
composic¢do quimica dos extratos, garantindo também a constancia da
atividade do extrato. Para isso, a validacdo do processo analitico deve
garantir, através de evidéncias experimentais, que 0 método atenda as
exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados gerados (RENGER, 2000; KLEIN et al., 2009).

Nesse contexto, a erva-mate (llex paraguariensis) pode ser
considerada para inumeras possibilidades. Um dos focos principais dos
estudos sobre erva-mate envolve o conhecimento de compostos presentes
em extratos produzidos a partir da suas folhas, e a avaliagdo de suas
propriedades antioxidantes. A ampla gama de efeitos benéficos
reportados, principalmente o antioxidante, tornam os extratos de I.
paraguariensis uma potencial alternativa terapéutica futura no tratamento
de desordens que contemplam o estresse oxidativo na sua patogénese
SCHINELLA et al., 2000; VALERGA; RETA; LANARI, 2012).

A relacdo entre o estresse oxidativo e doengas neurodegenerativas
tem sido bastante abordado pela comunidade cientifica (BLESA et al.,
2015; COBB; COLE, 2015; KENNEDY et al., 2012; MANOHARAM et
al., 2016; ZHAO et al., 2017). O consumo de O, apresentado pelo cérebro
é cerca de 10 vezes maior que outros tecidos, bem como a presenca de
defesas antioxidantes insuficientes, sdo apontadas como possiveis causas
deste 6rgdo ser um dos principais alvos do estresse oxidativo
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(HALLIWELL, 2006; SULTANA et al., 2013). Assim, 0 SNC necessita
de alternativas de defesa antioxidante principalmente de origem exdgena.
A elevada quantidade de mitocéndrias, com alta capacidade oxidativa,
responsaveis pelo aumento da producdo de EROs, apresenta-se como
outra razdo que comprova a necessidade de uma maior protecdo
antioxidante para o cérebro (KUDIN et al., 2005; HERRERA et al.,
2017). No processo de ativacdo da fosforilagdo oxidativa mitocondrial
ocorre uma liberacdo aumentada do radical &nion superdxido (O»-) o qual
sofre a acdo da enzima superoxido dismutase (SOD) produzindo H2O»,
alterando, consequentemente, o balaco redox das células neuronais
(MALINSKA et al., 2010).

As enzimas MAO-A e MAO-B desempenham um papel muito
importante no catabolismo oxidativo dos neurotransmissores incluindo a
serotonina, dopamina e epinefrina (EDMONDSON et al., 2009). A
dopamina e seus precursor (L-DOPA), bem como a serotonina e
norepenefrina, sofrem auto-oxidacgdo, aumentando Oz-, H2O», quinonas e
semiquinonas que induzem a diminuicdo dos niveis de glutationa
reduzida (GSH) (WANG; MICHAELLIS, 2010).

Adicionalmente ao aumento do H»O, decorrente da disfungéo
mitocondrial e do metabolismo de neurotransmissores, o tecido neuronal
apresenta elevadas quantidades de ferro, fato que torna favoravel a
Reacdo de Fenton, onde o H»O; é convertido em radical hidroxil (HO.),
uma das EROs mais deletérias aos sistemas biologicos (HALLIWELL,
2006; GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010). Vale ressaltar que ferro €
um cofator essencial para muitas proteinas envolvidas na fungdo normal
do neurdnio. Entretanto, alteracbes no metabolismo desse metal de
transi¢do, contribuem para 0 aumento do dano oxidativo, agregacdo de
proteinas, principalmente a-sinucleina, bem como a formagdo de
produtos finais de glicacdo avancada nas células neuronais (ZHANG et
al., 2016). Esses metais de transicdo também aceleram a lipoperoxidacao
(LPO) (HALLIWELL, 2006). Dessa forma, o aumento da formac&o de
radicais livres e ERs associado a excitotoxidade e inflamacao contribuem
para a progressdo das doencas neurodegenerativas (ZHANG et al., 2016).

As reac0es citadas anteriormente, aliadas aos altos niveis de &cido
graxos poli-insaturados nas membranas neuronais contribuem para
iniciacdo e propagacdo do processo de LPO. Tal processo facilita a
formacdo de radicais livres que atacam diretamente as membranas
neuronais e induzem a oxidagdo de produtos dos acidos graxos poli-
insaturados, especialmente o 4&cido araquidénico e o 4cido
docosaexaendico (HALLIWELL, 2006; SULTANA et al., 2013). A
peroxidacdo desses compostos produz uma série de compostos, como o
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malondialdeido e o 4- hidroxinonenal os quais afetam diretamente a
homeostase neuronal contribuindo assim para a disfuncdo cerebral
(PERLUIGI et al., 2012).

E amplamente aceito pela literatura cientifica que a eficacia
terapéutica de uma espécie vegetal geralmente estd relacionada ndo
somente a um simples composto ou grupo de compostos, mas por Varios
grupos de constituintes, e até mesmo o sinergismo entre eles. Neste caso
a analise quimica deve ser confirmada ndo somente por um simples
composto, mas caracterizada de forma mais completa possivel
(CAPASSO et al., 2000; GERTSCH, 2011).

Conforme previamente descrito na revisdo da literatura,
apresentada no Capitulo 1 da presente tese, os compostos fendlicos e as
metilxantinas sdo os metabolitos de maior importancia identificados na
espécie vegetal |. paraguariensis, sendo apontados como responsaveis
pelas atividades farmacoldgicas de interesse para esse trabalho. Dessa
forma, a caracterizacdo quimica do extrato desenvolvido, bem como a
quantificacdo dos compostos majoritarios, torna-se relevante para o
controle de qualidade e para a melhor compreensédo acerca da atividade
farmacoldgica detectada.

Vale ressaltar também o envolvimento do estresse oxidativo na
evolugdo da DP (Figura 6), o qual é decorrente do aumento da producéo
de EROs causado por multiplos fatores, tais como: metabolismo
dopaminérgico; deficiéncia na liberacdo e/ou estoque de dopamina;
toxinas ambientais e neurotoxinas; disfuncdo mitocondrial; dano proteico
e neuroinflamacéo. Diante disso, espécies vegetais com pronunciada acéo
antioxidante apresentam potencial para serem estudadas em modelos
experimentais da DP, na busca de agentes capazes de cessar ou atenuar o
progresso da neurodegeneragdo (RAMASSAMY, 2006;
HENCHCLIFFE; BEAL, 2008; ZHOU et al., 2008; KOPULLA et al.,
2012; JIN et al., 2014; BLESA et al., 2015; DEY et al., 2015).
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Figura 6 - Esquema representativo do envolvimento do estresse oxidativo
no processo de neurodegeneracdo dopaminérgica.
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Fonte: Adaptado de Blesa e colaboradores (2015).

Diante disso, este capitulo aborda a caracterizagdo fitoquimica do
extrato hidroetanolico das folhas de |. paraguariensis, bem como o
desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica empregada na
guantificacdo dos marcadores quimicos escolhidos.

Adicionalmente, o presente capitulo descreve a investigacdo do
perfil antioxidante in vitro do EHE extrato de I. paraguariensis. Esta parte
do trabalho foi realizada em um estagio doutoral no Centro de Estudos
em Estresse Oxidativo do Departamento de Bioquimica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sob supervisdo do Professor Dr.
Daniel Pens Gelain.

2.2 OBJETIVOS
2.2.1 Objetivo geral

Caracterizar quimicamente o extrato hidroetanélico (EHE) de
folhas de llex paraguariensis e investigar seu potencial in vitro sobre
pardmetros de estresse oxidativo.

2.2.2 Objetivos especificos

o Caracterizar quimicamente o EHE das folhas de |I.
paraguariensis em relacdo aos perfis qualitativo e quantitativo
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por cromatografia liquida de ultra eficiéncia, com detec¢do por
ultravioleta e espectrometria de massas;

. Desenvolver e validar metodologia de CLUE/PDA e
CLUE/EM para identificar e quantificar os compostos
majoritarios no EHE das folhas de I. paraguariensis.

. Avaliar o potencial antioxidante in vitro do extrato de I.
paraguariensis através dos ensaios do potencial antioxidante
reativo total (TRAP) e reatividade antioxidante total (TAR), e
atividade de captagéo do radical hidroxila;

2.3 METODOLOGIA

2.3.1 Preparacgdo e caracterizagdo quimica do extrato de llex
paraguariensis

2.3.1.1 Coleta da matéria-prima vegetal (MPV)

Partes aéreas de llex paraguariensis St. Hil. foram coletadas no
municipio de Erechim, Rio Grande do Sul, em outubro de 2012. A
identificacdo boténica foi realizada pela Professora Branca Maria Aimi
Severo e material testemunho estda depositado no Herbario da
Universidade de Passo Fundo (RSPF 11074). As folhas foram
imediatamente congeladas, liofilizadas e moidas em moinho de facas.
Posteriormente, a MPV foi fracionada de acordo com a faixa
granulométrica usando tamises com abertura de malha de 1,0 mm. A
MPV resultante desta fragdo granulométrica foi armazenada a -20 °C até
0 momento da preparagdo do extrato.

2.3.1.2 Preparacédo do extrato

A matéria prima vegetal (MPV) foi extraida por turboliza¢do
durante 5 minutos, utilizando como liquido extrator (LE) etanol 20° GL
com uma relacdo MPV:LE de 1:5 (m/v). Ap6s a filtracdo, o etanol foi
eliminado sob pressdo reduzida em evaporador rotatério, sendo
posteriormente dividido em duas partes. Uma parte foi congelada e
submetida a liofilizacdo para secagem completa, originando o extrato
hidroetandlico (EHE), ou extrato bruto (EB) A outra parte foi particionada
com n-butanol, originando as fracbes butandlica (FrBuOH) e residual
aquosa (FrRAQ). Vale ressaltar que, somente o EHE foi o extrato utilizado
em todos os ensaios realizados e descritos na presente tese. As fragdes
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FrRAQ e FrBuOH, oriundas do fracionamento descrito anteriormente,
bem como o EB foram utilizadas no estudo que avaliou a atividade anti-
inflamatdria em um modelo animal de pleurisia, realizado em coautoria
com a Farmacéutica Ana Beatriz Gobbo Luz (LUZ et al., 2016). Este
trabalho foi publicado (Anexo A) e fez parte da dissertacdo de mestrado
também desenvolvida e ja apresentada no Programa de Pés-graduacdo em
Farmécia da UFSC.

2.3.1.3 Secagem do extrato

O etanol presente no extrato liquido foi eliminado sob pressao
reduzida em evaporador rotatorio. Essa solucdo foi congelada a -20 °C
por 24 horas e liofilizada durante 48 horas (LD1500, Terroni) a -40 °C,
sob pressdo constante, ap6s estabilizagdo do sistema. Posteriormente, o
extrato seco EHE foi armazenado em dessecador.

2.3.1.4 Caracterizagdo quimica do extrato por cromatografia liquida
de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas e
detector de arranjo de diodos

O perfil quimico do extrato do EHE foi determinado por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE), em sistema Acquity™
(Waters, MA, USA), acoplada a espectrometria de massas (EM) de alta
resolucdo (Xevo G2 QTof model), equipado com fonte de ionizagéo eletro
spray. Os dados foram adquiridos pelo software MassLynx v.4.1. Os
pardmetros do espectrdmetro de massas foram ajustados da seguinte
maneira: ionizacdo em modo negativo; voltagem do capilar, 2,0 kV;
temperatura da fonte, 90 °C; temperatura de dessolvatagdo, 350 °C, fluxo
do gas de nebulizacdo, 30 L/h; fluxo do gas de dessolvatagdo, 600 L/h e
voltagem do cone de 40 V. Os espectros foram adquiridos na faixa entre
100 a 1000 m/z com tempo de intervalo de aquisicdo de 0,5 s.

Adicionalmente a CLUE/EM, a identificagdo dos compostos
majoritarios foi realizada através de CLUE com detector de arranjo de
diodos (DAD) em sistema Acquity™ (Waters, MA, USA), bomba
guaternaria, desgaseificador e injetor automatico. O método empregou
uma coluna Waters BEH C18 (1,7 um, 50 x 2,1 mm) mantida a 40°C, com
um gradiente de fase moével de &cido férmico/dgua, pH 2,5 (A) e
acetonitrila (B), programado da seguinte maneira: de 0 a 5 min, gradiente
linear de A-B (97:3 v/v) para A-B (90:10 v/v); de 5 a 6 min, isocratico A-
B (90:10) v/v); de 6-9 min, gradiente linear para A-B (80:20 v/v) e de 9-
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10 min, gradiente linear para A-B (10:90 v/v). O fluxo foi mantido
constante em 0,3 mL/min e o volume de injecéo foi de 5 pL.

Os picos foram caracterizados pela comparagdo do tempo de
retencdo, espectro de UV e por co-injecdo da amostra com substancias
guimicas de referéncia. Como amostras auténticas foram utilizadas as
metilxantinas cafeina e teobromina, os &cidos fendlicos, &cido
clorogénico, acido 4-O-cafeoilquinico, e o flavonoide rutina. Todas as
substancias quimicas de referéncia foram adquiridas da Sigma-Aldrich®
Co. (St. Louis, EUA). Através de CLUE/DAD foram quantificados os
compostos cafeina, acido clorogénico e rutina. A cafeina foi quantificada
a 280 nm, enquanto os compostos fendlicos acido clorogénico e rutina
foram quantificados a 320 nm. Todas as analises foram realizadas em
triplicata e a area do pico foi mensurada. Os extratos foram analisados na
concentracdo de 500 pg/mL, e os resultados foram expressos em
miligramas do composto por grama de extrato (mg composto/g extrato).

2.3.1.5 Validagdo da metodologia de quantificagdo por CLUE-PDA

Os procedimentos analiticos foram validados de acordo com
diretrizes internacionais preconizadas (ICH-GUIDELINE, 2005). Os
pardmetros avaliados foram especificidade, faixa de linearidade, exatid&o,
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), limite de quantificacdo
(LQ) e limite de detec¢do (LD).

A especificidade foi avaliada utilizando-se a co-injecdo com as
substancias de referéncia disponiveis, e através da ferramenta pureza do
pico determinada pelo espectro fornecido pelo detector por arranjos de
diodos.

A faixa de linearidade compreende o intervalo no qual é possivel
obter resultados dequados para 0 componente da amostra e proporcionais
a concentracdo do analito, levando em consideracdo a precisdo e a
exatiddo do método. Foram construidas curvas de calibracdo das
sunstancias quimicas de referéncia, em triplicata, utilizando oito
diferentes concentragfes, nas faixas: 0,05 — 50 pg/mL para a cafeina; 0,05
— 100 pg/mL para o acido clorogénico; e 0,25 - 50 pug/mL para a rutina.
As equagoes de regressao foram “y = 39,320x + 2074,9” para a cafeina,
“y =46,696x — 1896” para o acido clorgénico, e “y = 15,618x + 178,92”
para a rutina. Dessa forma, a linearidade foi avaliada pelo calculo de
regressao linear baseado no coeficiente de coeficiente linear (r?).

Em relagdo a precisdo, foram determinadas a repetibilidade e a
precisdo intermediaria. A repetibilidade foi obtida através da injecdo em
triplicata, no mesmo dia, de trés concentracdes dos padrdes, sendo uma
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concentragcdo do extremo inferior, uma do extremo superior e uma
intermediaria da curva analitica. A precisdo intermediaria foi avaliada em
triplicata, em trés dias diferentes através da injecdo de uma concentracao
intermediaria da faixa da curva de calibragdo. Os dois niveis avaliados
demonstram seus resultados através do desvio padrdo relativo (DPR) em
porcentagem.

A exatidao foi avaliada através de ensaio de recuperacdo, que
consiste na adicdo da substdncia de referéncia ao extrato. Para isso,
amostras foram contaminadas com os padrdes em concentracBes
intermediaria considerando a faixa de trabalho da curva analitica de cada
substancia de referéncia. Os padrfes, as amostras sem a adicdo dos
padrbes e as amostras contaminadas foram analisadas em triplicata. O
calculo da porcentagem (%) de recuperacdo foi realizado através da
aplicacéo da equagdo 1, onde Aam + pad COrresponde a area do pico da
amostra contaminada com o padrdo; Aam é a &rea do pico da amostra ndo
contaminada e Apag COrresponde a area do pico do padrao.

x Aam +pad— A
% Recuperagio = —antPd AT %100

Aow Equacéo 1

O parametro de sensibilidade compreende a determinagdo do
limite de quantificacdo e detec¢do. O limite de quantificacdo (LQ)
representa a menor concentracdo do analito que pode ser medida com uma
precisdo especificada. Usualmente, é avaliado pelo desvio padrao relativo
(DPR). O limite de deteccdo é a menor concentracdo do analito que
produz resposta considerada detectavel. Normalmente é avaliada através
da relagdo sinal:ruido, em uma proporcdo 3:1 (CASS; DEGANI, 2001,
ICH, 2005).

2.3.2 Determinacédo do perfil antioxidante in vitro

2.3.2.1 Avaliacdo do potencial antioxidante reativo total (TRAP) e
da reatividade antioxidante total (TAR)

O potencial antioxidante reativo total (TRAP) foi determinado de
acordo com Dresch et al. (2009) e Lissi et al. (1995), por meio da reacéo
entre uma fonte geradora de radical peroxil, o AAPH e luminol,
produzindo quimiolumiscéncia. Uma solucdo de reac¢do contendo AAPH
(10 mM) e luminol (4 mM) em tampdo glicina (100 mM, pH 8,6) foi
incubada a 21 °C por duas horas. Posteriormente, o extrato de |I.
paraguariensis (5 pg/mL), Trolox (1 pM) ou veiculo (dgua destilada)
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foram adicionados ao sistema. O perfil do TRAP foi obtido pela medida
da quimioluminescéncia em um cintilador liquido. Para calcular a area
sob a curva, os resultados foram transformados em porcentagem. Uma
menor area significa um maior potencial antioxidante total. O TAR,
indice determinado pela medida do decaimento inicial da
quimioluminescéncia, foi calculado pela razéo entre 10 e I, onde 10 é a
emissdo inicial de quimioluminescéncia e | a medida da instantanea
guimioluminescéncia apds a adi¢cdo das amostras ou Trolox.

2.3.2.2 Avaliacdo da capacidade de captagdo do radical hidroxila
(OH-)

O efeito do extrato de I. paraguariensis na captura do radical
hidroxila (OH-) proveniente da degradacdo da 2-desoxirribose foi
avaliada de acordo com Lopes e colaboradores (1999). O extrato foi
adicionado ao sistema reacional, constituido por 2-desoxirribose (2-DR),
sulfato ferroso (60 mM), H202 (1 mM) e tampéao fosfato (20 mM, pH 7,2),
sendo incubado a temperatura ambiente durante 10 minutos. Em seguida,
foram adicionados acido fosférico (4%) e acido- 2-tiobarbiturico (TBA
1%) em solucéo hidréxido de sédio (50 mM). A reacdo foi aquecida a 95
°C em banho maria por 15 minutos. Apos resfriamento, foi realizada
leitura em comprimento de onda de 532 nm. As analises foram efetuadas
em triplicata, e os resultados expressos em percentual de degradacdo da
2-desoxirribose (% 2-DR) comparados ao controle.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A obtencdo e caracterizacdo quimica do extrato de |I.
paraguariensis, bem como a validacdo da metodologia analitica para
quantificagdo dos marcadores quimicos encontram-se publicadas nos
periodicos International Immunopharmacology (Volume 36, 2016,
Paginas 165-172) (Anexo A) e Data in Brief (Volume 8, 2016, Paginas
295-29) (Anexo B).

2.4.1 Preparacdo e caracterizacdo quimica do extrato de llex
paraguariensis

A caracterizacdo do extrato torna-se um passo crucial no
direcionamento e manutencdo das suas propriedades farmacolégicas,
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considerando a complexidade quimica da erva-mate e a influéncia da
variabilidade quali e quantitativa (CHAN, 2003).

Na cadeia produtiva de fitoterapicos, uma das mais importantes
etapas € o processo de transformacao da matéria-prima vegetal (MPV) em
insumo farmacéutico ativo, 0 extrato. O processo extrativo tem por
finalidade a retirada, da forma mais seletiva e completa possivel, dos
compostos biologicamente ativos contidos na MPV. Diante disso, a
escolha de um liquido extrator eficiente, seletivo e adequado
tecnologicamente é essencial, sendo facilmente eliminado, além de
apresentar baixa toxicidade para o ser humano.

Neste trabalho, empregou-se o processo de extragdo por forca de
cisalhamento, a turboextracéo. Este método utiliza forca mecénica para
facilitar a extracdo através de dois mecanismos: reducdo do tamanho de
particula da MPV e quebra das células vegetais. Isso permite a preparacdo
de extratos altamente concentrados em um curto periodo de tempo,
guando comparado a métodos tradicionais como a maceracdo (DE
SOUZA et al., 2010). Arend e colaboradores (2011) utilizaram a
maceragdo como método extrativo de folhas Cecropia glaziovii visando
extrair altos teores de ACG. Entretanto, mantendo constantes todos 0s
outros parametros de extracdo, os autores observaram uma reducdo nos
niveis do ACG com o aumento do tempo de extragéo de 4 para 8 dias. De
fato, o longo periodo de contato entre o solvente e o material vegetal,
caracteristicos desta técnica de extracdo, pode resultar em degradacéao
guimica, enzimatica ou microbioldgica desse composto. Adicionalmente,
Da Silveira e colaboradores (2014), utilizando a infusdo como método de
extracdo, avaliaram a extracdo do flavonoide rutina a partir de folhas de
erva-mate. Entre outros fatores, os autores avaliaram em seu trabalho, o
tempo de extragdo (3 a 15 min) e a temperatura (58 a 90 °C), evidenciando
que o aumento de ambos os fatores resulta em menor teor de rutina nas
solucdes extrativas.

Outro parametro de qualidade considerado importante na obtencéo
de extratos vegetais é a granulometria. A extracdo dos metabolitos
presentes em diferentes MPVs tem relacdo direta com a area superficial
e, consequentemente, com o contato com o liquido extrator. O elevado
cisalhamento, caracteristico da turbo-extragdo, reduz e padroniza o
tamanho das particulas durante o processo extrativo, diminuindo a
influéncia deste parametro sobre a qualidade da extracdo. Neste estudo, a
amplitude de tamanho de particula da MPV foi minimizada, diante do
fracionamento de acordo com a faixa granulométrica, sendo descartada a
fracdo de particulas da MPV com didmetro superior a 1,0 mm.
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Uma das principais formas de secagem de extratos € a liofilizag&o,
cujo mecanismo envolvido é a sublimacdo da agua do extrato liquido
congelado através da utilizacdo de vacuo. Considerando sua utilizacéo
como forma farmacéutica intermediaria, os extratos secos apresentam
inlmeras vantagens quando comparados aos extratos liquidos, como
aumento da estabilidade, aumento na homogeneidade de distribuigdo dos
constituintes da preparacdo e maior precisdo na pesagem.

A caracterizagdo do extrato seco foi realizada através da
identificacdo da composi¢do quimica e quantificacdo das substancias
majoritarias, etapa importante para o controle de qualidade de extratos
vegetais (LI et al., 2008).

A Figura 7 mostra o cromatograma do EHE das folhas de I.
paraguariensis, com deteccdo em 280 nm, enquanto os parametros de
identificaclo de cada composto estdo sintetizados na Tabela 1.

Figura 7: Cromatograma do EHE das folhas de I. paraguariensis por
CLUE/DAD com deteccdo em 280nm. 1, teobromina; 2, &cido 3-O-
cafeoilquinico; 3, é&cido 5-O-cafeoilquinico; 4, cafeina; 5, é&cido 4-O-
cafeoilquinico; 6, rutina; 7, é&cido 3,4-dicafeoilquinico; 8, acido 3,5-
dicafeoilquinico, e 9, acido 4,5-dicafeoilquinico.
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Fonte: desenvolvido pelo autor.

As analises realizadas por CLUE-PDA e CLUE-EM permitiram a
identificacdo de nove compostos majoritarios no extrato de |.
paraguariensis, as metilxantinas, cafeina e teobromina, os &cidos
fenodlicos, acido 3-O-cafeoilquinico, acido 5-O-cafeoilquinico (&cido
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clorogénico), &cido 4-O-cafeoilquinico, acido 3,4-dicafeoilquinico, acido
3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico, e o flavonoide rutina.

Tabela 1: Caracteristicas de identificagdo dos compostos fendlicos e
metilxantinas do EHE de llex paraguariensis.

Pico Identificagdo TR ) max [M-HI Erro/ *Referéncia
(min) mDa
1  Teobromina 14 272 n.d. SQR
Acido 3-0- (An et al, 2013;
cafeoilquinico 2.05 325-296 353.0903 -3.1  hyiora et al, 2011)
Acido 5-O- i i SQR; (Granica et al,
3 cafeoilquinico 4.1 325-296 353.0903 -1.3 2015; Dartora et al, 2011)
4 Cafeina 455 273 n.d. SQR
Acido 4-0- i SQR; (Granica et al,
5 cafeoilquinico 4.85 325-296 353.0903 0.3 2015; Dartora et al, 2011)
. i ) SQR; (An et al, 2013;

6 Rutina 7.5 353-255 609.1376 -5,4 Dartora et al, 2011)
Acido 3,4- (Li et al, 2015;
dicafeoilquinico 7.91 325-296 515.1198 -2.0  piyor et al, 2011)
Acido 3,5- (Li et al, 2015;
dicafeoilquinico 8.05 325-296 515.1152 -6.9 by iyor et al, 2011)
Acido 4,5- (Li et al, 2015;
dicafeoilquinico 8.52 325-296 515.1105 102 1,y et al, 2011)

n.d. — ndo detectado

2 Identificagdo baseada no espectro de massas, perfil cromatografico e dados da
literatura.

SQR — Substancia quimica de referéncia

A determinacdo de um marcador quimico é significativamente
importante com vistas ao controle de qualidade, tanto de produtos
intermediarios como os extratos secos, quanto para a forma farmacéutica
final de um medicamento fitoterdpico. A escolha do marcador quimico
esta relacionada a diversos fatores e, preferencialmente, mas néo
obrigatoriamente, & atividade farmacolégica pretendida ao
fitomedicamento (LI et al., 2008). Neste trabalho, a escolha dos
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marcadores quimicos para o extrato hidroetandlico de I. paraguariensis
levou em consideracao os compostos majoritarios de cada uma das classes
apontadas como responsaveis pelas principais  propriedades
farmacoldgicas de interesse para esse trabalho, como as atividades
antioxidante e sobre o SNC, sendo eles a cafeina, o acido clorogénico e a
rutina. Os teores dos marcadores quimicos presentes no extrato estdo
apresentados na Tabela 2, e serdo apresentados em forma de Anexo por
estarem publicados em um artigo (Anexo A) realizado em coautoria e
serem parte de dissertagdo de mestrado também desenvolvida e ja
apresentada no Programa de Pos-graduacdo em Farmécia da UFSC pela
Farmacéutica Ana Beatriz Gobbo Luz (LUZ et al., 2016).

Tabela 2 — Teor dos marcadores quimicos no extrato de llex paraguariensis.
Cafeina (mg/g) Acido clorogénico (mg/g) Rutina (mg/g)
Extrato 29,3+0,06 67,5+0,3 12,4 £0,04

Os teores foram determinados por CLUE-PDA e os dados séo valores de média
+ D.P (N = 3) expressos como mg/g de extrato.

Adicionalmente a escolha dos marcadores quimicos, outro
requisito essencial para o controle de qualidade, é a validagdo dos
métodos analiticos empregados. A validacdo fornece uma evidéncia
documentada de que o método é confidvel para aquilo que se aplica
(LANGCAS, 2008). Neste trabalho, por se tratar de métodos analiticos que
empregam matrizes vegetais, a validacdo consistiu em uma série de
procedimentos onde os parametros avaliados foram especificidade,
linearidade, exatiddo, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria),
limite de quantificacdo e limite de detec¢do (CASS; DEGANI, 2001;
ICH, 2005). Os parametros avaliados estiveram de acordo com o
preconizado pela literatura (Tabela 3).

A faixa de linearidade foi calculada a partir dos coeficientes de
correlacdo linear, obtidos através da equacdo da reta da curva analitica, a
partir de injecdes em triplicata das oito diferentes concentracdes de cada
substancia de referéncia, nas faixas: 0,05 — 50 pg/mL para a cafeina (r> =
1); 0,05 — 100 pg/mL para o &cido clorogénico (r? = 0,9999); e 0,25 - 50
ug/mL para a rutina (r2 = 0,9999). As equagdes de regressdo foram “y =
39,320x + 2074,9” para a cafeina, “y = 46,696x — 1896” para o acido
clorgénico, e “y = 15,618x + 178,92” para a rutina. Todos 0s coeficientes
de correlacdo linear obtidos demonstram que o método apresenta faixa
linear satisfatdria e dentro da especificagdo, demonstrando que os
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resultados sdo proporcionais as concentragbes da faixa testada, o que
garante a eficiéncia da metodologia desenvolvida.

Tabela 3: Parametros validados no métodos analitico por cromatografia liquida
de ultra eficiéncia para quantificacdo de cafeina, acido clorogénico e rutina no
extrato hidroetandlico de I. paraguariensis.

Precisdo? -
Exatidao®

oA Recuperagdo) LQ° LD¢
Composto L Precisao (
P Repetibilidade 0 mediaria (hg/mL) (ng/mL)
Média D.P.R. Média D.P.R. Média D.P.R.
(Mg/mL) (%) (ugimb) (%) (%) (%)

005 317

Cafeina 1000 026 10.00 101 1009 1.07 005  0.015
50.00 0.34

— 005 477

clo'raé)cg;gr?ico 5000 349 5000 1.02 995 117 005 001
100.00 0.18
025 407

Rutina 1000 337 1000 168 97.6 153 025 001
50.00 0.82

2 Limite: Desvio Padrdo Relativo (D.P.R.) < 5%

b: A porcentagem de recuperacio foi determinada através da injegdo em triplicata
de amostras contaminadas com solugdes de referéncia.

¢ LQ = limite de quantificacdo; LD = limite de detec¢do

A precisdo é utilizada para avaliar a dispersao dos resultados entre
ensaios independentes, tendo como resultado o desvio padrdo relativo
(DPR) entre as analises. A precisdo foi determinada em dois niveis,
repetibilidade e precisdo intermediaria. A partir da analise dos resultados
expressos na tabela 3, é possivel verificar que todos encontram-se abaixo
de 5%, limite considerado pela AOAC (2002) adequado para a
concentracdo em questdo. Sendo assim, é possivel considerar 0 método
preciso perante as exigéncias estabelecidas.

A exatidao foi avaliada a partir do ensaio de recuperacéo, o qual
utilizou as concentrac@es 10, 50 e 10 ug/mL de cafeina, acido clorogénico
e rutina, respectivamente para realizar as analises. Os resultados obtidos
expressos na tabela 5 demonstram a exatiddao do método. Segundo AOAC
(2002), a faixa de recuperagdo recomendada para analitos de origem
vegetal com alguma atividade biolégica ou nutricional, em concentragéo
na faixa de 10 pg.mL-1, encontra-se entre 80 e 115%.

A especificidade do método foi avaliada a partir da co-injecéo da
amostra com as substancias quimicas de referéncia. Dessa forma, foi
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possivel observar o aumento proporcional das areas dos picos
correspondentes a cada padrdo. Outra forma utilizada para a determinacao
do mesmo parametro foi a verificagdo do grau de pureza dos picos
relativos aos padrdes, a qual é possivel devido a utilizacdo do detector
DAD. O detector referido fornece informacdes a partir da analise do
espectro de UV-Vis dos picos, possibilitando concluir sobre sua pureza.
Com base nas duas técnicas descritas, foi possivel verificar que o método
possui especificidade para as substancias de interesse, ou seja, 0 método
é capaz de quantificar o composto de interesse sem a interferéncia de
outras substancias (co-eluicdo).

O limite de deteccdo € responsdvel por determinar a menor
guantidade de analito detectdvel em uma amostra com confiabilidade,
enquanto que o limite de quantificacdo se refere a menor concentracdo do
analito presente na amostra que pode ser quantificada com precisdo e
exatidao aceitdveis como base em condigdes preestabelecidas (ICH -
GUIDELINE, 2005). Os resultados encontrados (Tabela 3) demonstram
gue 0 método apresenta boa sensibilidade.

2.4.2 Determinacédo do perfil antioxidante in vitro do extrato de
llex paraguariensis

O estresse oxidativo é um dos principais mecanismos propostos
para a neurodegeneracdo ocorrida na DP (JENNER, 2003; ZHOU;
HUANG; PRZEDBORSKI, 2008). Este fendbmeno é resultante da
excessiva producdo de EROs, excedendo a capacidade antioxidante
celular. O metabolismo da dopamina, por exemplo, origina inimeras
moléculas pré-oxidantes, causando grande exposicdo dos neurdnios
dopaminérgicos, principalmente da substancia negra ao estresse
oxidativo. Adicionalmente, fatores como o envelhecimento do cérebro,
predisposicdo genética, disfuncdo mitocondrial e exposicdo a toxinas
ambientais desencadeiam grande producdo de espécies reativas,
diminuindo os niveis de antioxidantes end6genos como a glutationa,
causando dano ao DNA, a proteinas e lipideos na SNpc (LOTHARIUS et
al., 2005; HENCHCLIFFE; BEAL, 2008, ZHOU; HUANG;
PRZEDBORSKI, 2008; HERRERA et al., 2017).

O TRAP do extrato de I. paraguariensis foi avaliado através da
quantificacdo da intensidade da quimiluminescéncia gerada pela reacéao
de termolise entre radicais peroxilas e o luminol. Nesta técnica, a
decomposicdo térmica do AAPH resulta na formacdo de radicais
peroxilas, os quais reagem com o luminol adicionado ao meio reacional.
Dessa forma, a luminescéncia produzida é diretamente proporcional a
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concentragcdo desses radicais. Portanto, quando compostos com
capacidade antioxidante sdo adicionados ao sistema de rea¢do em solucao
tampdo, eles promovem a captura dos radicais peroxilas formados,
levando a diminuigdo da quimiluminescéncia, sendo esta proporcional a
capacidade antioxidante da amostra (LISSI; PASCUAL; DEL
CASTILLO, 1992).

Através da andlise da area sob a curva dos valores de
guimiluminescéncia ao longo do tempo foi possivel avaliar a capacidade
ndo enzimdtica do extrato em reduzir a producdo de EROs. No TRAP,
quando a perda da quimiluminescéncia se estende ao longo do tempo, 0
valor de area sob a curva (AUC) torna-se baixo maior a atividade
antioxidante. Os resultados ilustrados na Figura 8A demonstraram que 0
extrato de I. paraguariensis reduziu significativamente o valor da AUC
na concentragdo de 5 pg/mL em relacdo ao sistema (considerado neste
ensaio como 100% de producdo de radicais). Embora a reducédo
evidenciada tenha sido menor ao apresentado para o Trolox (400 nM),
este resultado demonstra a alta capacidade de captacdo de radicais livres
do extrato em uma baixa concentragdo (5 pg/mL).

Figura 8 - Potencial antioxidante reativo total (TRAP) e Reatividade antioxidante
total (TAR) do extrato de llex paraguariensis.
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A duracdo e o perfil de reducdo na luminescéncia podem variar
para diferentes compostos. Para o Trolox, a diminuicdo da
quimiluminescéncia é imediata, mas a eficiéncia desta capacidade
decresce com o tempo, ndo sendo duradoura (LISSI et al., 1992).
Enquanto o TRAP mede o tempo que a amostra mantém o sequestro do
radical livre, o indice TAR reflete a capacidade e rapidez de uma
substancia ou de uma mistura delas em participar do processo de
transferéncia de elétrons aos radicais derivados do luminol
(DESMARCHELIER et al., 1997), medindo a capacidade em reagir
frente ao aumento de radicais livres.

Os resultados obtidos para o indice TAR (Figura 8B) ndo
demonstraram diferenga estatisticamente significativa (P=0,2248) entre o
Trolox (400 nM) e o extrato de |. paraguariensis na concentracdo de 5
pg/mL, evidenciando a potencial capacidade na reatividade antioxidante
inicial para o extrato de I. paraguariensis, semelhante ao Trolox.

De forma resumida, é possivel verificar que o comportamento
verificado para o extrato de I. paraguariensis nos parametros TRAP e
TAR indicam importante potencial no sequestro de espécies reativas, com
inicio rapido e grande duracéo de acdo.

Outro ensaio que avalia o potencial antioxidante de uma amostra é
a capacidade de captacdo do radical hidroxila, o qual € considerado o mais
reativo entre as EROs, e sua formag&o ocorre a partir do anion superéxido
e H,O2 na presenca de ions metalicos. Este radical pode reagir com
lipidios, proteinas e moléculas de DNA, acarretando em danos celulares
gue podem ser irreversiveis (LEE et al., 2004).

A atividade de captacdo do radical OH- foi avaliada através da
degradacdo oxidativa da 2-DR por um sistema gerador do radical
(LOPES; SCHULMAN; HERMES-LIMA, 1999). Esta degradacdo
resulta na formacdo de MDA, o qual se condensa com o TBA, formando
um produto final de coloragdo r6sea, mensurado através de
espectrofotometria na regido do Visivel.

Na Figura 9 estdo ilustrados os valores de porcentagem de
degradacdo da 2-DR induzida pelo radical OH" obtidos no ensaio. Os
resultados demonstram a capacidade do extrato de I. paraguariensis na
captura do radical hidroxila em baixa concentracéo (5 pg/mL).
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Figura 9 — Capacidade de captagdo do radical hidroxila (OH")
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Através do ensaio do ABTS, Peres e colaboradores (2013)
avaliaram a capacidade antioxidante de infusfes de llex paraguariensis,
bem como dos principais compostos fendlicos isoladamente. Os
resultados obtidos pelos autores demonstraram que a atividade
antioxidante apresentada nédo era proporcional ao teor de cada metabdlito.
Os compostos majoritarios do extrato avaliado no estudo, o acido 4,5-
dicafeoilquinico e 4&cido 5-O-cafeoilquinico apresentaram menor
capacidade antioxidante, embora em concentragdes 10 vezes superior aos
glicosideos de quercetina e o acido 3-O-cafeoilquinico, os quais
apresentaram os maiores valores de atividade antioxidante equivalente ao
Trolox.

As evidéncias acerca do envolvimento do estresse oxidativo na
evolucdo da DP impulsionaram o desenvolvimento de estudos com
compostos antioxidantes, na busca de agentes capazes de cessar ou
atenuar o progresso da neurodegeneracdo. Nesse contexto, 0s compostos
de origem natural como os compostos fendlicos e as metilxantinas,
apresentam grande potencial para serem estudados em modelos
experimentais da DP (RAMASSAMY, 2006; HENCHCLIFFE; BEAL,
2008; ZHOU et al., 2008; KOPULLA et al., 2012; JIN et al., 2014;
BLESA etal., 2015; DEY etal., 2015).
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O estudo da erva-mate quanto a sua habilidade em captar ERO tem
sido correlacionado com a atividade tipo peroxidase, a qual é diretamente
proporcional aos teores de compostos fendlicos de I. paraguariensis. Do
ponto de vista bioldgico, isto significa que estes metabdlitos podem atuar
de maneira similar ao sistema antioxidante enzimatico natural,
funcionando como mecanismo de defesa (ANESINI; FERRARO; FILIP,
2006). Adicionalmente, Anesini e colaboradores (2012) demonstraram
gue o &cido clorogénico e a rutina presentes nos extratos aquosos das
amostras de |. paraguariensis investigadas, contribuem diretamente para
a atividade antioxidante detectada para a espécie através da captacdo de
radicais DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) e prevencdo da
peroxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) induzida por
radicais livres, inibindo consequentemente a oxidagdo de DNA
(GUGLIUCCI; STAHL 1995; GUGLIUCCI 1996; BRACESCO et al.,
2003).

Em 2016, Valduga e colaboradores avaliaram o potencial de
captacdo do radical DPPH de diferentes progénies de erva-mate. Os
autores demonstraram que a atividade antioxidante apresentada pelo
extrato aquoso de llex paraguariensis estava relacionada aos teores de
acido clorogénico.

Conforme previamente citado, o sistema nervoso central (SNC) é
especialmente sensivel ao estresse oxidativo. Uma das razbes é o alto
consumo de oxigénio, devido a alta quantia de adenosina trifosfato (ATP)
necessaria na manutencdo da homeostase intracelular neuronal.
Adicionalmente, a lipoperoxidag&o é favorecida pela presenca de grandes
guantidades de &cidos graxos poli-insaturados, alvos preferenciais no
processo de peroxidacdo lipidica e pelas baixas concentracGes de
antioxidantes, tornando os neurdnios mais susceptiveis aos danos
induzidos por EROs (HALLIWELL, 2006). Assim, o estresse oxidativo
esta associado a neurodegeneracdo presente em desordens neuroldgicas
como a doenga de Parkinson (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; BLESA
etal., 2015).

Em resumo, o conjunto de resultados demonstrados neste capitulo
demonstrou o pronunciado potencial do extrato hidroetandlico de llex
paraguariensis frente ao estresse oxidativo, apresentando-se como agente
promissor contra a neurodegenera¢do envolvida na doenca de Parkinson
e justificando a avaliacdo do seu efeito em modelo animal experimental.
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CAPITULO 3 - AVALIACAO DA  ATIVIDADE
ANTIPARKINSONIANA in vivo DO EXTRATO DE llex
paraguariensis A. ST. HILAIRE.

3.1 INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) é uma patologia neurodegenerativa
caracterizada pela perda de neurdnios dopaminérgicos e esta entre as
DCNT de maior incidéncia, afetando significativamente a qualidade de
vida de seus portadores. Embora a idade continue sendo o fator de risco
mais importante documentado até 0 momento, parece consenso entre 0s
pesquisadores a etiologia multifatorial da DP, sendo apontados fatores de
risco genéticos e ambientais, incluindo exposicdo a pesticidas e outros
compostos toxicos, além de histérico familiar positivo (MASSANO;
BATHIA, 2012; POLITO et al., 2016).

A exposicdo a toxinas ambientais durante o desenvolvimento ou
mesmo na idade adulta tem sido indicada como causadora de
neurodegeneracdo dopaminérgica significativa em longo prazo. Dessa
forma, o numero de neurdnios dopaminérgicos alcangaria niveis
inferiores ao necessario para manter a funcdo motora normal. A Figura 10
ilustra esse quadro, que associado ao envelhecimento, desencadearia o
aparecimento da DP (LANDRIGAN et al., 2005).

Figura 10 — Desenvolvimento da doenca de Parkinson implicada pela
exposicdo a toxinas ambientais.
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Nos Ultimos anos, percebe-se um aumento no ndmero de estudos
(pré-clinicos e clinicos) com o intuito de identificar fatores ambientais
que podem estar envolvidos na etiologia da DP (PRIYADARSHI et al.,
2001; PREDIGER et al., 2006; PREDIGER et al., 2012; GOLDMAN,
2014). Dentre os contaminantes ambientais toxicos, o derivado da
meperidina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) é capaz de
matar seletivamente os neurdnios dopaminérgicos da substancia negra
parte compacta (SNpc). Esta constatacdo obtida em 1976, na California,
marcou o inicio da teorizago sobre o envolvimento de toxinas ambientais
no desenvolvimento da DP, e foi obtida diante da observacdo de heroina
contaminada com o MPTP, cujos usuarios desenvolveram sintomas
caracteristicos da doenca ainda jovens (LANGSTON et al., 1983;
LANGSTON et al., 1984). A partir da constatagéo acerca dos efeitos do
MPTP, este passou a ser administrado em animais de laboratério,
principalmente roedores e primatas, e tem sido utilizado como um modelo
para 0 estudo da DP (BLANDINI; ARMENTERO, 2012;
BINUKUMAR; PANT, 2016; MACHADO et al., 2016).

A neurotoxicidade induzida pelo MPTP tem seu mecanismo
relacionado, inicialmente, a facilidade de sua passagem pela barreira
hemato-encefalica (BHE), em decorréncia da sua elevada lipofilicidade
(MARKEY et al., 1984). Através da agdo da enzima monoamina oxidase
B (MAO-B) no cérebro, principalmente nas células da glia, ocorre a
conversdo do MPTP no ion 1-metil-4-fenil piperidinio (MPP+), o qual é
entdo captado pelo sistema de transporte da dopamina nos terminais
dopaminérgicos nigroestriatais. Este fator é determinante para a relativa
seletividade dopaminérgica apresentada pelo MPTP.

Uma das principais hipGteses sobre o mecanismo de
neurotoxicidade induzido pelo acimulo do ion MPP+ em neurdnios
dopaminérgicos em modelos animais, seria 0 envolvimento de estresse
oxidativo nesse processo, de forma semelhante a observada na DP. A
inibicdo do complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial pelo ion
MPP+, além de reduzir a producdo de ATP, estimula a producdo de
radicais livres e espécies reativas de oxigénio (HASEGAWA et al., 1990;
SRIRAM et al., 1997). Corroborando com esta hip6tese, camundongos
transgénicos apresentando expressdao aumentada das enzimas Cu/Zn-
superdxido dismutase e Mn-superdxido dismutase sdo mais resistentes
aos danos oxidativos induzidos pelo MPTP (PRZEDBORSKI et al.,
1992). Em contrapartida, os efeitos neurotoxicos do MPTP sdo
exacerbados em camundongos que apresentam deficiéncia destas
enzimas.
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Além disso, o tratamento com diferentes antioxidantes, como a
vitamina E, betacaroteno e acido ascorbico, demonstrou capacidade de
atenuacdo na neurotoxicidade induzida pelo MPTP (40 mg/kg) em
camundongos, dimunuindo significativamente a perda de dopamina
estriatal (PERRY et al, 1985).

Conforme mencionado anteriormente o envolvimento de fatores
ambientais na etiologia da DP ja ¢ bem conhecido. Neste sentido, a
cavidade nasal é hipotetisada como uma das portas de entrada para as
toxinas ambientais no organismo (“teoria da vetorizagdo olfatoria”)
(DOTY, 2008). Dessa maneira, 0 modelo da administracdo i.n. de MPTP
desenvolvido no  Laboratério  Experimental de  Doencas
Neurodegenerativas (LEXDON) da UFSC, tem sido capaz de reproduzir,
tanto a via de contato entre as toxinas e 0 organismo humano, quanto as
caracteristicas de toxicidade do MPTP com o avanco do processo
neurodegenerativo e sintomas da DP (PREDIGER et al., 2006;
PREDIGER et al., 2009; PREDIGER et al., 2010; PREDIGER et al.,
2012).

Reproduzindo o quadro clinico da DP principalmente nas fases
iniciais, ratos submetidos a administracéo i.n. de MPTP apresentam uma
disfuncdo precoce na discriminacdo olfatéria, reconhecimento social e
meméria operacional no labirinto aquético de Morris. Adicionalmente,
evidenciando neurodegeneraco, a infusdo i.n. de MPTP em ratos Wistar,
causa significativa reducdo nos niveis da enzima tirosina hidroxilase no
bulbo olfatdrio, estriado e substdncia negra, além de reduzir as
concentracBes de dopamina em &reas cerebrais como bulbo olfatério,
estriado e cortex pré-frontal (PREDIGER et al., 2012).

Considerando o exposto, os potenciais antioxidante (SCHINELLA
et al., 2000; VALERGA; RETA; LANARI, 2012), anti-inflamaté6rio
(SCHINELLA et al., 2014; LUZ et al.,, 2016) e antiparkinsoniano
(MILIOLI et al., 2007) descritos para llex paraguariensis, além da
associacdo epidemioldgica inversa entre 0 consumo de erva-mate e DP
(GATTO et al., 2015), realizou-se a investigacdo dos efeitos do
tratamento com o extrato hidroetandlico (EHE) de I. paraguariensis, e
com 0s compostos majoritarios cafeina e acido clorogénico, isolados e em
associacdo, sobre as alteragcbes comportamentais e nheuroquimicas
induzidas pela administracdo i.n. de MPTP em ratos Wistar.

Esta parte do trabalho foi realizada no Laboratdrio Experimental
de Doencas Neurodegenerativas (LEXDON) do Departamento de
Farmacologia da UFSC, sob supervisdo do Professor Dr. Rui Daniel
Schroder Prediger.
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos do extrato hidroetandlico de Illex
paraguariensis, e dos compostos cafeina e acido clorogénico sobre as
alteragBes comportamentais e neuroquimicas induzidas pela
administragdo intranasal de MPTP em um modelo animal da doenca de
Parkinson.

3.2.2 Objetivos especificos

o Investigar o efeito do tratamento com o EHE de I.
paraguariensis, e com 0s compostos cafeina e acido clorogénico,
isolados e em associacdo, no prejuizo olfatdrio induzido pela
administracdo i.n. de MPTP em ratos, através do teste de
discriminacg&o olfatoria.

o Avaliar o efeito do tratamento com o extrato EHE de 1.
paraguariensis, e com os compostos cafeina e acido clorogénico,
isolados e em associacdo, sobre o dano na meméria de curta
duragdo, causado pela infusdo i.n. de MPTP em ratos, por meio do
teste de reconhecimento social.

o Estudar o efeito do tratamento com o EHE de I.
paraguariensis, e com os compostos cafeina e acido clorogénico,
isolados e em associagao, sobre 0s prejuizos emocionais causados
pela administracdo i.n. de MPTP em ratos, através do splash teste
e nado forcado.

o Avaliar o efeito do tratamento com o EHE de I.
paraguariensis, e com 0s compostos cafeina e acido clorogénico,
isolados e em associacdo, sobre o déficit motor induzido pela
infusdo i.n. de MPTP em ratos, através do teste do campo aberto.

) Investigar o efeito do tratamento com o EHE de I.
paraguariensis, e com 0s compostos cafeina e acido clorogénico,
isolados e em associacdo, sobre a diminuicdo das concentracGes de
dopamina induzida pela administracdo i.n. de MPTP no bulbo
olfatorio, estriado e cortex pré-frontal de ratos através de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) acoplada a
espectrometria de massas (EM).
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3.3 METODOLOGIA
3.3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com aproximadamente trés
meses de idade e peso corporal variando entre 270 e 340 g provenientes
do biotério central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
Para o teste de reconhecimento social, foram utilizados além desses
animais, ratos Wistar machos jovens com aproximadamente um més de
idade e peso corporal variando entre 100 e 150 g. Os animais foram
alojados em grupos de cinco animais por caixa (42 x 34 x 17 cm) e
mantidos em condi¢6es controladas de umidade e temperatura (22 + 1°C),
com ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas das 7:00 as 19:00 h),
tendo livre acesso a agua e a comida. Todos o0s procedimentos
experimentais utilizados no presente estudo foram conduzidos
cuidadosamente de acordo com as normas previstas pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da UFSC (CEUA/UFSC - Protocolo PP830).

3.3.2  Administragdo intranasal do MPTP

A administracdo intranasal de MPTP em ratos foi realizada através
de procedimento semelhante ao descrito por Prediger e colaboradores
(2010). Os animais foram levemente anestesiados com isoflurano a 0,96%
(0,75 CAM; Abbot Laboratorios do Brasil Ltda, RJ, Brasil) utilizando um
sistema vaporizador (SurgiVet Inc., WI, EUA) e um tubo PE-10 de 7 mm
inserido pelas narinas. O tubo foi conectado a uma bomba peristéltica
programada para realizar uma infusdo de 12,5 pl/min, como pode ser
observado na Figura 11. O MPTP-HCI (Cloridrato de 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina) (Sigma Chemical Co., USA) foi dissolvido em
NaCl 0,9% na concentragdo de 20 mg/ml, apés o qual foi infundido
durante quatro min (1 mg/narina). O controle consistiu de solugdo salina
administrada pela via intranasal. Apds intervalo de um minuto para o0s
animais recuperarem a funcéo respiratéria normal esse procedimento foi
repetido com infusdo através da narina contralateral.
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Figura 11 - Esquema do procedimento para administracdo intranasal do MPTP
(1 mg/narina).
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Fonte: Prediger e colaboradores (2010).

3.3.3  Protocolo experimental

O protocolo experimental consistiu na administragdo por via oral
(gavagem) de um volume constante de 0,1mL/100g de peso corporal das
solucbes com dois dias de pré-tratamento. Apo6s a administracdo i.n. do
MPTP, os animais foram submetidos a 21 dias consecutivos de
tratamento, sendo que os testes comportamentais tiveram inicio no
segundo dia e foram encerrados no 21° dia de tratamento (Figura 12).
Todos os testes comportamentais foram conduzidos entre a manha e inicio
da tarde (8:00 — 14:00h), enquanto os tratamentos foram realizados no
final da tarde (16:00 — 18:00h).

A sequéncia de execucdo dos testes comportamentais foi a
seguinte: discriminacéo olfatoria (dia 2), reconhecimento social (dia 5);
splash teste (dia 12); nado forcado (dias 13 e 14) e campo aberto (dia 21).
Para tanto, os animais foram subdivididos em seis grupos experimentais
de acordo com o tratamento: (I) controle, (1) controle MPTP, (1) 1.
paraguariensis (300 mg/kg), (IV) cafeina (10 mg/kg), (V) é&cido
clorogénico (20 mg/kg) e (V1) cafeina (10 mg/kg) + acido clorogénico
(20 mg/kg). Cafeina (Sigma Chemical Co., USA), &cido clorogénico
(Sigma Chemical Co., USA) e o EHE de llex paraguariensis foram
dissolvidos em &gua destilada. Os controles (I e Il) receberam agua
destilada;

Imediatamente apds o Gltimo teste comportamental os animais
foram eutanasiados por decapitacdo, seus cérebros foram removidos e as
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estruturas, bulbo olfatério, estriado e coértex pré-frontal isoladas e
armazenadas a -80°C, para o doseamento de dopamina por CLUE-EM.

Figura 12 - Representagdo esquematica dos procedimentos realizados durante o
protocolo experimental.

Discriminacio olfatoria
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T Pré-tratamento l’ Coleta estruturas J

Tratamento cerebrais

Fonte: Autor.
3.3.4 Avaliacdo comportamental
3.3.4.1 Discriminacéo olfatoria

A funcdo olfatéria dos animais foi avaliada dois dias apds a
administracdo i.n. do MPTP através do teste de discriminacdo olfatoria
realizado seguindo o protocolo previamente descrito por Prediger e
colaboradores (2006, 2009). A caixa de discriminacdo olfatéria consiste
em dois compartimentos idénticos (30 x 30 x 20 cm) separados por uma
abertura que permite 0 acesso dos animais aos dois compartimentos
(Figura 13). O chdo de um dos compartimentos foi forrado com a
serragem retirada da gaiola na qual o rato ficou isolado por 48 horas,
enquanto que o outro compartimento foi forrado com serragem limpa e
inodora. O experimento consiste em colocar o animal na caixa de
discriminag&o olfatoria e registrar, durante um periodo de cinco minutos,
0o tempo dispendido pelo animal investigando cada um dos
compartimentos. As porcentagens de permanéncia foram calculadas
através do tempo de permanéncia em um dos compartimentos dividido
pela soma do tempo de permanéncia nos dois compartimentos,
multiplicado por 100.
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Figura 13 — llustracéo do teste de discriminagdo olfatéria.

Familiar Niao familiar

Fonte: Adaptado de Tadaiesky (2010).

3.3.4.2 Reconhecimento social

A memoria social de curto prazo foi avaliada cinco dias apds
administracdo i.n. do MPTP através do teste de reconhecimento social, 0
qual foi realizado de acordo com procedimento previamente descrito
(PREDIGER; TAKAHASHI, 2005; LOPES et al., 2016). Os ratos jovens
foram isolados por 20 minutos em caixas plasticas antes do experimento.
O teste consistiu em duas apresentacfes sucessivas (cinco min cada) de
um rato jovem (um més de idade), separadas por um intervalo de 30
minutos. Durante a primeira apresentacdo, um rato jovem foi colocado na
caixa-moradia do rato adulto, sendo registrado o tempo que o rato adulto
investigou o rato jovem. Ao final da primeira apresentacéo, o rato jovem
foi retirado da caixa do rato adulto, ficando isolado por 30 min. A seguir,
0 mesmo rato jovem foi reapresentado ao rato adulto, registrando-se
novamente o tempo de investigagdo utilizado pelo rato adulto durante a
segunda apresentagao.

Os resultados foram expressos através da razdo do tempo na
segunda apresentacdo pelo tempo na primeira apresentacdo, parametro
denominado de Razéo de duracéo da investigacdo (RDI).

3.3.4.3 Splash teste
O splash teste foi realizado 12 dias apds a administracdo i.n. do

MPTP, de acordo com o procedimento descrito por Matheus e
colaboradores (2016), com pequenas modificagdes. O teste consistiu em
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borrifar por duas vezes uma solugdo de sacarose 10% sobre o dorso do
rato. Posteriormente, os animais foram colocados em caixas de acrilico
para a avaliagdo comportamental durante cinco minutos. Foram
registrados os tempos de laténcia (tempo para o inicio da autolimpeza) e
0 tempo total de autolimpeza direcionado ao dorso, como medidas de
autocuidado e comportamento motivacional (WILLNER, 2005). Ao final
de cada teste, a caixa de acrilico foi cuidadosamente limpa com solucéo
de etanol 10% e seca.

3.3.4.4 Nado forgado

O teste do nado forcado foi realizado 14 dias ap6s a administragédo
do MPTP de acordo com o procedimento previamente descrito por
Porsolt, Le Pichon & Jalfre (1977). Os ratos foram colocados
individualmente em cilindros de cloreto de polivinila (PVC) individuais
medindo 60 cm de altura e 30 cm de didmetro, 0s quais estavam
preenchidos até a metade com agua a 25 + 1 °C. Foram realizadas duas
sessdes de natagdo, uma inicial de 15 min (pré-teste), seguida por outra
de teste ap6s 24 horas com duracdo de apenas cinco minutos. A duracéo
total dos comportamentos de imobilidade e de escalada foi aferida
manualmente e continuamente durante todo o periodo da sessao de teste.
O animal foi considerado imovel quando flutuava ou fazia apenas os
movimentos necessarios para manter a sua cabeca acima do nivel da agua.
O comportamento de escalada foi considerado quando o animal realizava
movimentos com as patas anteriores em direcdo ao topo das paredes do
cilindro. A figura 14 ilustra os comportamentos avaliados durante a
sessdo de teste do nado forgado. Os experimentos foram executados com
iluminacéo de 40 lux e a 4gua foi trocada apds o final de cada sessao.
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Figura 14 - Comportamentos avaliados no teste do nado forgado.
Imobilidade Escalada

30 cm

Fonte: Adaptado de Cryan; Markou; Lucki (2002).
3.3.4.5 Campo aberto

O teste do campo aberto foi realizado 21 dias apds a administracdo
i.n. do MPTP para determinar a atividade locomotora horizontal
espontanea dos animais (LEMOS et al., 2016). Este teste foi realizado
durante 5 minutos de livre exploragéo dos ratos em uma arena de madeira
e férmica (100 x 100 cm). Cada animal foi colocado no centro do campo
aberto e as imagens registradas por um sistema de camera de video. A
distancia total percorrida (m) pelos animais foi avaliada com o auxilio do
programa analisador de imagens ANY-Maze™.

3.3.5  Avaliagéo neuroquimica
3.3.5.1 Determinacéo dos niveis cerebrais de dopamina por CLUE-EM
Com o objetivo de verificar possiveis alteracdes nos niveis de

dopamina (DA) apds o tratamento intranasal com MPTP, os niveis
enddgenos de DA foram analisados por cromatografia liquida de ultra
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eficiéncia (CLUE) acoplada a espectrometria de massas (EM). Esta
metodologia foi adaptada de estudo realizado previamente por nosso
grupo de pesquisa (CUNHA et al., 2016).

Para isso, 21 dias ap6s administracdo i.n. de MPTP os ratos foram
submetidos a eutanasia por decapitacéo e seus cérebros foram removidos.
As estruturas bulbo olfatério, estriado e cortex pré-frontal foram
dissecados em placa de Petry cercada por gelo seco, pesados e
armazenados em freezer a -80 °C.

Os tecidos cerebrais foram homogeneizados com agua purificada
(1:5 m/v) e submetidos a sonicacdo durante 15 minutos em banho
ultrassonico resfriado. Posteriormente, 0s homogenatos foram
centrifugados (14000 rpm, 4 °C) por 10 minutos e o sobrenadante foi
utilizado para a quantificacdo de DA.

Para estas andlises foi utilizado cromatégrafo Waters® modelo
Acquity®, equipado com desgaseificador on line e amostrador
automatico. A fase estacionaria empregada foi uma coluna Waters BEH
C18 (50 x 2,1 mm — 1,7 um), mantida a 40 °C. Como fase movel foi
utilizado um gradiente linear composto por agua ultrapurificada (A) e
acetonitrila (B) para a analise de dopamina, programado da seguinte
maneira: 99% A de 0 a 3,0 min, de 99 a 10% A de 3,0 a 4,5 min, 10% A
de 4,5 a 7,0 min, de 10 a 99% A de 7,0 a 8,5 min, e 99% A de 8,5 a
10,0 min. O fluxo foi de 0,2 mL/min e o volume de injecéo de 5 pL.

A quantificagdo foi realizada por CLUE acoplada a detector de
espectrometria de massas de alta resolugdo tipo quadrupolo-tempo de voo
(QTof) modelo Xevo G2-XS® (Waters®). A fonte de ionizacao utilizada
foi electrospray (ESI), modo positivo, e os dados foram processados
através do software MassLynx v.4.1. A faixa de aquisicdo foi de 50 —
1000 Da, com temperatura da fonte de 90°C. O fluxo do gas de
dessolvatacdo foi de 900 L/h a 350 °C. A voltagem do capilar foi de 1.2
kV, enquanto o fluxo de nitrogénio no cone foi de 200 L/h. Para assegurar
a exatiddo e reprodutibilidade da massa, as andlises foram registradas
utilizando o0 modo "lockspray" com composto de referéncia Leucina (m/z
556,2771 Da). As areas foram medidas a partir dos picos dos ions
extraidos a m/z 154,0860 Da, com tolerancia para 0s parametros tempo
de retengdo e exatiddo de massa de 0,4 minutos e 0,02 Da,
respectivamente. A curva de calibracdo para o cloridrato de dopamina
(Sigma-Aldrich®) foi obtida na faixa linear de 50-2000 ng/mL,
resultando na equagéo "y = 1.7388x - 42.069" (r> = 0,999). O limite de
quantificacdo (LLOQ) de dopamina foi de 50 ng/mL, o qual foi definido
por uma relacdo sinal:ruido de 10:1. Os resultados foram expressos em
nanogramas de dopamina por grama de tecido cerebral (ng/g).
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3.3.6  Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média + erro padrdo da média
(E.P.M.). As comparacdes estatisticas dos resultados foram realizadas por
andlise de variancia (ANOVA) de uma via. Posteriormente, 0s grupos
foram comparados entre si empregando-se o teste post-hoc de Newman-
Keuls. A probabilidade aceita como indicativo da existéncia de diferenca
estatisticamente significativa foi P < 0,05. Todas as comparacdes
estatisticas foram efetuadas utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Novas estratégias terapéuticas visando cessar ou atenuar o avango
da neurodegeneracdo encontrada na DP podem apresentar um grande
impacto no tratamento desta doenca. Neste contexto, o uso terapéutico de
compostos com pronunciada acdo antioxidante pode ser benéfico frente a
desordens neurodegenerativas. Dessa forma, compostos de origem
natural que apresentam propriedades neuroprotetoras, como 0S compostos
fendlicos e as metilxantinas (RAMASSAMY, 2006; ZHOU et al., 2008;
CALVELLO etal., 2017; REGLODI et al., 2017), constituem potenciais
modelos estruturais para estudos mais especificos frente a esta patologia.

3.4.1 Efeitos dos tratamentos sobre a fungéo olfatéria

Para verificar a capacidade olfatéria dos animais, o teste de
discriminacédo olfatéria foi realizado 48 horas ap6s a administracédo i.n. do
MPTP, sendo avaliada pela preferéncia do rato em permanecer no
compartimento impregnado com o seu odor (compartimento familiar) em
relagdo ao compartimento inodoro (ndo familiar), visto que ratos machos
adultos preferem permanecer em ambientes impregnados com seu proprio
odor (PREDIGER et al., 2006, 2010). A Figura 15 apresenta os efeitos
dos tratamentos no teste de discriminacao olfatdria dois dias apés infusao
i.n. do MPTP.
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Figura 15 - Efeitos dos tratamentos no tempo de permanéncia em cada
compartimento no teste de discriminacdo olfatéria dois dias apds infuséo
intranasal do MPTP.
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Dados expressos como média + E.P.M (n = 8 animais por grupo). *P < 0.05
comparado ao grupo controle; #P < 0,05 comparado ao grupo MPTP (ANOVA
de uma via, seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls).

A andlise estatistica (ANOVA de uma via) revelou efeito
significativo dos tratamentos (Fss2 = 39,22, p < 0,0001) sobre a
capacidade de discriminacdo olfatéria dos ratos. Como esperado, 0s
animais do grupo controle foram capazes de discriminar os dois
compartimentos, permanecendo tempo significativamente maior no
compartimento familiar. Por outro lado, os animais que receberam a
infusdo i.n. do MPTP (grupo controle MPTP) apresentaram significativo
déficit olfatério, haja vista que permaneceram maior tempo no
compartimento ndo familiar.

A utilizacdo do teste post-hoc de Newman-Keuls indicou que os
tratamentos com o extrato de |. paraguariensis, cafeina e A&cido
clorogénico atenuaram o déficit olfatério causado pelo MPTP. Por outro
lado, o tratamento com a associacdo de cafeina e acido clorogénico nédo
apresentou diferenca no tempo de permanéncia no compartimento
familiar quando comparado ao grupo MPTP, sendo incapaz de diminuir



88

0 prejuizo olfatério dos animais, caracteristico deste modelo, e
previamente demonstrado por outros trabalhos em decorréncia de lesdo
de neur6nios dopaminérgicos (PREDIGER et al., 2006; 2010).

A perda da capacidade olfatéria € uma alteragdo amplamente
descrita na DP, caracterizada por ser um dos sintomas mais precoces da
doenca, podendo alcancar niveis de até 95% de comprometimento da
funcdo olfatéria (ZIEMSSEN; REICHMANN, 2007).

Até o momento, o efeito de |. paraguariensis sobre o déficit
olfatorio precoce presente na DP, avaliado sob o paradigma do teste de
discriminacdo olfatéria ndo é relatado na literatura. Por outro lado,
Prediger, Batista e Takahashi (2005) demonstraram que o tratamento
agudo com cafeina em ratos foi capaz de reverter o prejuizo olfatdrio
relacionado ao envelhecimento, através do antagonismo de receptores de
adenosina do tipo A2A.

Embora em nosso trabalho tenha sido utilizado o modelo do MPTP
para induzir o dano olfatorio, o efeito de atenuacdo demonstrado pela
cafeina encontra respaldo nos resultados previamente descritos pelos
autores. Contudo, é importante destacar que o beneficio olfatdrio
evidenciado para o extrado de |. paraguariensis parece ndo ser
exclusivamente mediado pela cafeina, haja vista que o acido clorogénico
administrado isoladamente também apresentou capacidade de atenuacao
do dano olfatério.

Dessa forma, é possivel sugerir que o efeito observado possa nao
ser resultante unicamente do antagonismo dos receptores A2A, bem como
pode estar associado & diminuicdo de estresse oxidativo mediado pelo
acido clorogénico, cujo potencial antioxidante é amplamente
comprovado, conforme previamente descrito na revisdo bibliografica
apresentada no capitulo 1 da presente tese.

Entretanto, para que essas sugestdes sejam elucidadas, ensaios
adicionais precisam ser conduzidos, como por exemplo a avaliagdo dos
pardmetros de estresse oxidativo nas estruturas cerebrais avaliadas neste
trabalho, especialmente no bulbo olfatério.

3.4.2  Efeitos dos tratamentos sobre o desempenho cognitivo

O efeito dos tratamentos sobre o desempenho dos animais no teste
do reconhecimento social foi realizado sete dias apds a administrac&o i.n.
do MPTP e o resultado esta apresentado na Figura 16. A analise dos dados
pelo teste de ANOVA de uma via demonstrou efeito significativo dos
tratamentos na meméria social dos animais (Fs42 = 7,419, p < 0,0001).
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Adicionalmente, foi identificada uma reducéo significativa nos valores de
RDI em todos os tratamentos, quando comparados ao grupo do MPTP.
Por fim, foi possivel observar que, com excecdo da cafeina, os demais
tratamentos apresentaram valores de RDI semelhantes ao grupo controle,
evidenciando o potencial de reversdo do déficit causado pelo MPTP na
meméria de curta duragdo dos animais.

Figura 16 - Efeitos dos tratamentos sobre a memoria de reconhecimento social
sete dias ap6s infusdo intranasal do MPTP.
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Dados expressos como média + E.P.M. (n = 8 animais por grupo) da RID (razéo
entre a segunda exposicdo e a primeira exposi¢ao) quando 0 mesmo rato jovem
foi exposto por 5 min com um intervalo de 30 min. *P < 0,05 comparado ao
grupo controle; #P < 0,05 comparado ao grupo MPTP (ANOVA de uma via
seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls).

Dentre as amostras investigadas, o acido clorogénico parece ser 0
principal componente quimico relacionado ao efeito observado, uma vez
gue a cafeina administrada isoladamente ndo reduziu o valor de RDI ao
nivel do controle. Entretanto, quando em associagdo com &cido
clorogénico é possivel visualizar reducdo da RDI semelhante ao controle,
assim como o tratamento com acido clorogénico isoladamente.

De acordo com a hipétese de Braak e colaboradores (2003) e
reproduzindo o quadro clinico da DP, ratos e camundongos submetidos a
administracdo i.n. de MPTP apresentaram uma disfuncdo precoce na
memoéria de reconhecimento social (PREDIGER et al., 2006; 2012).

A memodria social, avaliada através do teste de reconhecimento
social, ¢ um modelo especifico de memoria olfatéria de curto prazo, tendo
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como base a capacidade de discriminacdo olfatéria em roedores, a qual
pode ser facilitada por compostos que melhorem os processos de
aprendizado e memoria. Por outro lado, este tipo de memoria pode ser
prejudicada por processos fisiopatolégicos como o envelhecimento, que
sabidamente interfere no aprendizado e memdria (TERRANOVA et al.,
1994; PREDIGER et al., 2005). Na reapresentacdo do mesmo rato jovem
(familiar) ap6s um intervalo de 30 minutos, o rato adulto tem a capacidade
de reconhecer este rato jovem, sendo possivel demonstrar os efeitos do
tratamento na memoria social dos animais. Valores de razdo de duracdo
da investigacdo (RDI) préximos de um (1) sugerem prejuizos nesse tipo
de memodria, pois indicam tempos de investigagdo semelhantes durante as
duas apresentagdes. Em contrapartida, valores de RDI abaixo de um (1)
sugerem que o animal idoso foi capaz de reconhecer o jovem (DANTZER
etal., 1987; PREDIGER et al., 2004; LOPES et al., 2016).

Nossos resultados evidenciaram a protecdo ou atenuagdo frente aos
prejuizos na memoria social de curto prazo causados pelo MPTP, a
medida que no teste de reconhecimento social, os animais dos grupos
tratados com o extrato e com 0s compostos isolados apresentaram tempo
menor de investigacdo ao animal jovem na segunda apresentacdo. Este
comportamento foi demonstrado por uma razdo na duracdo de tempo de
investigacdo (RDI) significativamente menor quando comparados ao
grupo MPTP.

Outros trabalhos utilizando modelos experimentais diferentes do
realizado em nosso trabalho demonstraram previamente o potencial efeito
de I. paraguariensis sobre déficits na memoria. Santos e colaboradores
(2015), através do teste tipo step-down, demonstraram que o tratamento
agudo com extrato aquoso de |. paraguariensis na dose de 300 mg/kg foi
capaz de prevenir o prejuizo de memoria induzido por escopolamina.
Adicionalmente, Colpo e colaboradores (2007) verificaram melhora
significativa nos déficits de meméria induzidos por haloperidol através
do tratamento cronico com extrato aquoso de |. paraguariensis. Os
animais receberam tratamento crénico (sem restricdo) com o extrato
preparado por infusdo de amostra comercial de erva-mate.

O déficit cognitivo é um sintoma comum em pacientes com DP,
ocorrendo nos estagios iniciais da doencga, antes mesmo do aparecimento
dos sintomas motores classicos. Cabe ressaltar que com o progresso da
doenca a magnitude desses sintomas aumenta (BRAAK et al., 2003;
CHAUDHURI; SCHAPIRA 2009; GRINBERG et al., 2010; GARCIA-
RUIZ; CHAUDHURI; MARTINEZ-MARTIN, 2014; PALMERI et al.,
2017).
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Resultados positivos acerca do potencial efeito benéfico sobre a
memoria de roedores foram obtidos por Prediger e colaboradores (2008)
com a administragdo de extrato hidroalcodlico (50%) de |I.
paraguariensis. Administradas via intraperitoneal, doses inferiores a
utilizada em nosso trabalho (62,5, 125 e 250 mg/Kg) demonstraram
diminuicdo do tempo de investigacdo ao animal jovem na segunda
exposicdo apds um periodo de 120 minutos. Contudo, quando
administrado por via oral, somente a dose de 125 mg/Kg demonstrou o
mesmo efeito. Adicionalmente, a administracdo via i.p. de cafeina na dose
de 10 mg/mL melhorou a meméria de reconhecimento social dos animais.
Embora as vias de administracdo tenham sido diferentes, os resultados
obtidos em nosso trabalho demonstraram a capacidade da cafeina em
reverter o dano causado pelo MPTP na meméria social de curto prazo na
mesma dose.

Ja é bem estabelecido que as metilxantinas, como a cafeina,
produzem melhora do processo cognitivo em distintos modelos animais e
em humanos, bem como efeito neuroprotetor (RIEDEL et al., 1995;
ANGELUCCI et al, 1999; PREDIGER et al., 2005; CUNHA,;
AGOSTINHO, 2010; KUMRAL et al., 2010). Adicionalmente, estudos
tem sugerido o uso da cafeina como uma possivel abordagem terapéutica
para doencas neurodegenerativas (MAIA; MENDONCA, 2002;
DALL’IGNA et al., 2007).

Outro fato a ser destacado é que a cafeina vem sendo apontada
COMO UM COMPOSto Promissor por reverter comprometimentos e prejuizos
da memoria associados a diferentes condiges, demonstrando capacidade
de oferecer protecdo contra prejuizos cognitivos em modelos
experimentais de envelhecimento, das doengas de Parkinson e de
Alzheimer (PREDIGER et al., 2005 a, b; CUNHA, 2008; TAKAHASHI
et al., 2008; PANDOLFO et al., 2013).

Em relacdo aos mecanismos envolvidos, vem sendo demonstrado
que a maioria dos efeitos da cafeina no SNC é decorrente do antagonismo
ndo seletivo dos receptores para adenosina (A1, A2A, A2B e A3), os quais
pertencem a familia de proteinas acopladas a proteinas G. A cafeina se
liga com maior afinidade aos receptores adenosinérgicos do tipo Al
(acoplados a proteina G inibitoria) e A2A (acoplados a proteina G
estimulatéria) sendo que estes representam os receptores para adenosina
mais amplamente expressos no encéfalo de mamiferos. A adenosina,
produzida em varios tecidos como um subproduto da degradacéo do ATP
desempenha diferentes fungdes na modulacdo da atividade de tecidos
periféricos e centrais. Uma das a¢fes da adenosina no SNC consiste na
inibicdo da liberagdo de varios neurotransmissores, principalmente



92

glutamato, através de receptores pré-sinpticos. Adicionalmente, o
antagonismo de adenosina pode levar ao aumento da liberacdo de
neurotransmissores incluindo noradrenalina, serotonina, acetilcolina
(NEHLIG; DAVAL; DEBRY, 1992; DAVAL etal., 1996; FREDHOLM,
2003; FREDHOLM; SVENNINGSSON, 2003; FREDHOLM et al.,
2005). E interessante ressaltar a interacao entre cafeina e dopamina, sendo
gue o sistema dopaminérgico estd envolvido em diversos processos
bioldgicos como atividade motora e ainda, associado ao aprendizado e
memoria (JAY et al., 2004; JAY; DUNNETT, 2007).

O écido clorogénico, um dos compostos majoritarios do EHE de
llex paraguariensis caracterizado em nosso trabalho, é outro
representante da classe dos polifenois cujo efeito benéfico sobre a funcéo
cognitiva ja foi investigado. Corroborando com os resultados do presente
trabalho, Kwon e colaboradores (2010) evidenciaram a melhora do déficit
cognitivo na meméria de trabalho e de curta duragdo induzido por
escopolamina em camundongos tratados v.0. com acido clorogénico nas
doses de 6 e 9 mg/Kg.

Adicionalmente, trabalhos apontam para o potencial benéfico de
plantas ricas em flavonoides que levam a uma melhora da funcéo
cognitiva. Esses compostos sdo capazes de afetar diversos processos do
aprendizado e meméria, como meméria de trabalho, de curta e longa
duracdo. Pu e colaboradores (2007) relatam o efeito neuroprotetor da
quercetina e da rutina, flavonoides capazes de melhorar o prejuizo na
meméria espacial e a morte neuronal no modelo de isquemia cerebral
repetida. Em virtude da potencial atividade antioxidante destes compostos
é possivel observar o efeito benéfico em doengas neurodegenerativas,
uma vez que um dos mecanismos envolvidos na patologia dessas doencas
é 0 estresse oxidativo. Embora se acredite que a atividade antioxidante
dos flavonoides seja um mecanismo de acdo que explique o efeito
benéfico sobre diversos aspectos do aprendizado e memoria, outros
fatores também sdo apontados como responsaveis por tal efeito, como
ativacdo da sinalizacdo sinaptica e melhora do fluxo vascular cerebral e
periférico, inibindo a apoptose desencadeada por espécies neurotdxicas,
e promovendo protecdo e diferenciacdo neuronal (SPENCER, 2010;
MANDEL et al., 2012; COSTA et al., 2016).

3.4.3 Efeitos dos tratamentos sobre parametros emocionais
O efeito dos tratamentos sobre o desempenho dos animais no

splash teste foi avaliado 12 dias ap6s a administracdo i.n. do MPTP e estdo
ilustrados na Figura 17. A andlise estatistica mostrou efeito significativo
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dos tratamentos (Fs42 = 8,119; P < 0,0001) sobre o tempo de autolimpeza
dos animais (Fig. 17A). Quando comparados ao grupo MPTP, o teste
post-hoc de Newman-Keuls revelou que os tratamentos aumentaram o
tempo de autolimpeza dos animais.

Figura 17 - Efeitos dos tratamentos sobre os pardmetros emocionais
relacionados a anedonia, tempo de autolimpeza (A) e tempo de laténcia (B) no
splash teste 12 dias ap6s administragdo intranasal do MPTP.
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Dados expressos como média + E.P.M. (n = 8 animais/grupo). *P < 0,05
comparado ao grupo controle; #P < 0,05 comparado ao grupo MPTP (ANOVA
de uma via seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls).

A ANOVA de uma via também revelou efeito significativo dos
tratamentos (Fs42 = 38,24; P < 0,0001) sobre o tempo de laténcia dos
animais para inicio da autolimpeza (Figura 16B), engquanto o teste de
Newman-Keuls novamente demonstrou que os tratamentos reduziram o
tempo de laténcia quando comparados ao grupo MPTP e foram capazes
de melhorar o comportamento dos animais relacionado & anedonia. Os
resultados obtidos em nosso trabalho sugerem que tanto o extrato de I.
paraguariensis como a cafeina melhoraram o comportamento tipo-
depressivo relacionado a anedonia.

A anedonia pode ser definida como a diminuicao na capacidade de
sentir prazer e tambhém como a falta de reatividade a estimulos prazerosos
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Adicionalmente,
a anedonia pode ser avaliada em modelos pré-clinicos através do
comportamento de autolimpeza no splash teste, permitindo ser inferidos
possiveis mecanismos neurobioldgicos envolvidos com a anedonia e a
depressdo (ISINGRINI et al., 2010; OVERSTREET, 2012).
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No modelo animal utilizado neste trabalho, o efeito dos
tratamentos sobre o comportamento anedonico, avaliado através do
splash teste, foi baseado no fato de que, devido a sua viscosidade, a
solucdo de sacarose fica aderida aos pelos dos ratos, os quais iniciam o
comportamento de autolimpeza considerados semelhantes a alguns
sintomas de anedonia e comportamento apatico, 0s quais estdo presentes
na depressdo (WILLNER, 2005; VURAL et al., 2007; ISINGRINI et al.,
2010; OVERSTREET, 2012).

Além dos déficits na memoria discutidos anteriormente,
comumente ocorrem desordens depressivas em pacientes com DP,
afetando consideravelmente a qualidade de vida dos pacientes nos
estagios iniciais da doenca (MARTINEZ-MARTIN, 2011). Embora o0s
sintomas motores sejam aliviados pelos tratamentos farmacolégicos
atualmente empregados na DP, 0s prejuizos na cognicdo e emocgdo
causados pela doenga, sd8o pouco responsivos a esses tratamentos
(HEMMERLE; HERMAN; SEROOGY, 2012; GARCIA-RUIZ;
CHAUDHURI; MARTINEZ-MARTIN, 2014).

Nesse sentido, o efeito dos tratamentos sobre o comportamento
tipo-depressivo dos animais foi avaliado através do teste do nado forcado,
ensaio realizado 14 dias ap6s a administracdo i.n. do MPTP. Os resultados
demonstraram que o comportamento tipo-depressivo foi atenuado tanto
pelo tratamento com o extrato, quanto pela cafeina, acido clorogénico, e
a associacdo dos dois compostos. Esse efeito pode ser ilustrado pela
diminuicdo no tempo de imobilidade dos animais no teste do nado
forcado, e também pelo aumento no tempo de escalada, quando ambos
foram comparados aos animais do grupo MPTP. A analise estatistica
revelou que os tratamentos influenciaram significativamente (Fs42 =
109,5; P < 0,0001) o tempo de imobilidade dos animais (Figura 18A),
sendo possivel observar também que todos os tratamentos diminuiram o
tempo de imobilidade quando comparados ao grupo MPTP, sugerindo
uma reducdo no comportamento tipo-depressivo dos animais, dados que
corroboram os resultados obtidos no ensaio do splash teste.

Adicionalmente, foi verificada influéncia significativa (Fs42 =
121,3; P < 0,0001) no tempo de escalada dos animais (Figura 18B). A
redugdo causada pelos tratamentos no comportamento depressivo dos
ratos demonstrada pela diminuicdo do tempo de imobilidade ¢é
corroborada pelo aumento significativo do tempo de escalada, quando
comparado ao grupo MPTP. Este aumento significativo no tempo de
escalada, também foi utilizado como parametro de avaliacdo da atividade
motora dos animais, sugerindo uma reducdo nos prejuizos motores
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causados pela administracdo do MPTP em todos os grupos tratados com
as amostras testes.

Figura 18 - Efeitos dos tratamentos sobre o0s pardmetros emocionais
relacionados a depressdo tempo de imobilidade (A) e tempo de escalada (B) no
nado forgado 14 dias ap6s a infusdo intranasal do MPTP.
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Dados expressos como média + E.P.M. (n = 8 animais por grupo). *P < 0,05
comparado ao grupo controle; #P < 0,05 comparado ao grupo MPTP (ANOVA
de uma via seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls).

Embora ndo tenha sido em um modelo que mimetize a DP,
resultados semelhantes aos demonstrados neste trabalho foram descritos
por Reis e colaboradores (2014), em um estudo onde ratos Wistar que
receberam extrato aquoso de llex paraguariensis (dose estimada em 2,31
g/Kg/dia ad libitum) durante quatro semanas demonstraram redu¢do no
tempo de imobilidade semelhante a selegilina (10 mg/Kg, i.p.) no teste do
nado forcado tanto em 24 horas como quatro semanas apés o inicio do
tratamento. O efeito observado pelos autores ndo demonstrou associagdo
com atividade locomotora, visto que o extrato ndo apresentou efeito sobre
0s parametros avaliados no teste do campo aberto.

Recentemente, Ludka e colaboradores (2016), utilizando o teste de
suspensdo pela cauda, demonstraram efeito tipo-antidepressivo, apos
administracdo oral do extrato hidroalcodlico de I. paraguariensis em
camundongos nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/Kg, sendo observado efeito
semelhante para a dose de 1mg/Kg de cetamina via intraperitoneal, e para
a cafeina (2,7 pg/Kg, v.0.). O efeito tipo-antidepressivo mostrou-se
dependente da modulagéo via éxido nitrico dos receptores para glutamato
do tipo NMDA, uma vez que 0s autores observaram um efeito
combinatério utilizando doses sub-efetiva do extrato (0,01 mg/Kg, v.0.) e
cetamina (0,1 mg/Kg, i.p.) ou MK-801 (0,001 mg/Kg, i.p.), ambos
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antagonistas de receptores NMDA. No mesmo estudo foi sugerido efeito
neuroprotetor do extrato frente a toxicidade do glutamato (10 mmol/L),
ndo sendo observada diminuicdo na viabilidade celular em fatias de
hipocampo ou coOrtex de ratos tratados com o extrato, embora a
administragdo de cafeina (2,7 pg/Kg, v.0.) ndo tenha produzido o mesmo
efeito de neuroprotecdo observado para o extrato.

3.4.4 Efeitos dos tratamentos sobre a atividade motora

Considerando que os sintomas motores ndo sdo observados nos
estagios iniciais da DP, aparecendo somente com o progresso da doenga
guando a neurodegeneracao dopaminérgica na SNpc encontra-se bastante
avancada (CHAUDHURI; HEALY; SCHAPIRA, 2006), a atividade
locomotora dos animais foi avaliada no teste do campo aberto 21 dias
apos a infusdo i.n. do MPTP (Figura 19).

A andlise estatistica dos dados de distancia percorrida (m),
permitiu verificar os prejuizos motores (Fsz3s = 2,875; P < 0,05) tardios
caracteristicos desse modelo causados pela administragdo da neurotoxina,
previamente demonstrados (PREDIGER et al., 2010). Adicionalmente, 0s
tratamentos com o EHE de I. paraguariensis, cafeina, acido clorogénico
e a associacdo de cafeina + &cido clorogénico ndo foram capazes de
atenuar o dano causado pelo MPTP na atividade locomotora dos animais.

Figura 19 - Efeitos dos tratamentos sobre a atividade motora na distancia
percorrida pelos animais no campo aberto 21 dias apds a administragdo intranasal
do MPTP.

15+
1 Controle
T EN MPTP
10 1 Hex 300 mg'kg

I Cafeina 10 mgkg
Bl Ac. clorog. 20 mg/kg
e Caf 10 mg'kg +

Ac. clor. 20 mg'kg

(=]
1

Distincia (m)

* |l‘
0 i
MPTP (lmg/narina)

Dados expressos como média + E.P.M. (n = 7 animais por grupo). ANOVA de uma
via seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls. *P < 0,05 comparado ao grupo
controle (ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls).
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Contrariamente aos resultados obtidos neste trabalho, Milioli e
colaboradores (2007) demonstraram o potencial efeito de I
paraguariensis sobre os sintomas motores da DP em outro modelo da
doenca. Doses de 250 e 500 mg/Kg do extrato hidroalcodlico (50%) de
erva-mate via i.p. preveniram a hipolocomog¢do induzida pela
administragdo subcutanea de MPTP (40 mg/Kg) em camundongos, 30
minutos apoés a realizagdo dos tratamentos. Cabe ressaltar que a avaliagdo
comportamental na caixa de atividades foi realizada 30 e 60 minutos ap6s
a toxina ter sido administrada. Considerando o protocolo de
administragdo e o envolvimento do estresse oxidativo no mecanismo de
toxicidade induzida pelo MPTP, o alto potencial antioxidante
demonstrado pelo extrato frente a espécies reativas de nitrogénio e ao
radical hidroxil foi sugerido que esta propriedade seria um dos principais
mecanismos dos efeitos observados. No mesmo trabalho o extrato
também reverteu o enrijecimento dos membros de camundongos no
modelo da catalepsia induzida por reserpina nas doses de 250 e 500
mg/Kg via i.p., corroborando o potencial sobre a atividade locomotora.

3.4.5 Efeitos dos tratamentos nos niveis cerebrais de dopamina

O efeito dos tratamentos sobre 0s niveis cerebrais de dopamina foi
avaliado 21 dias ap6s administracdo i.n. do MPTP nos animais e estdo
ilustrados na Figura 20. A andlise estatistica demonstrou efeito
significativo dos tratamentos sobre os niveis de dopamina no bulbo
olfatorio (Fs24 = 7,74; P < 0,002) (Figura 20A), no estriado (Fs 24 = 12,67,
P < 0,0002) (Figura 20B) e no cortex pré-frontal (Fs24 = 17,94; P <
0,0001) (Figura 20C).

Com o intuito de determinar a relacdo entre as alteragdes
comportamentais induzidas pelo MPTP em ratos e as alteracbes
neuroquimicas na neurotransmissdo dopaminérgica, as concentracoes de
DA no bulbo olfatério (BO), estriado e cortex pré-frontal (CPF) foram
avaliados 21 dias ap6s a administracdo intranasal de MPTP.
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Figura 20 — Efeito dos tratamentos sobre a concentracdo de dopamina (DA) no
bulbo olfatdrio (A), estriado (B) e cortex pré-frontal (C) dos animais 21 dias apds
administracdo intranasal do MPTP.
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Dados expressos como média + E.P.M. das concentragdes de dopamina (ng/g tecido
cerebral) (n = 5 animais por grupo). *P < 0,05 comparado ao grupo controle; #P <
0.05 compared to MPTP group (ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de
Newman-Keuls).

Os animais do grupo controle MPTP tiveram uma reducdo de
38,9% nos niveis dopaminérgicos no bulbo olfatério, ilustrando a
neurodegeneragao significativa causada pela administragéo i.n. de MPTP
nessa estrutura cerebral. Através do pos teste de Newman-Keuls foi
possivel observar que os tratamentos com o extrato de |. paraguariensis
e com ACG reverteram a degeneragao dopaminérgica no BO causada pelo
MPTP nos ratos, apresentando uma deplecdo de DA de 14% e 15,7%,
respectivamente. Os tratamentos com cafeina e com a associa¢do de
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cafeina + ACG ndo demonstraram reversdo, mas foram capazes de
atenuar a degeneracdo dopaminérgica, considerando que as porcentagens
de deplegéo foram de 23,4 e 20,7, respectivamente.

Esses resultados podem explicar o comportamento evidenciado
nos testes de discriminagdo olfatéria e reconhecimento social. Para os
roedores, as informagdes de natureza olfatéria sdo importantes para
reconhecer individuos da mesma espécie e para a capacidade de memoria
social (PREDIGER et al., 2005; 2012). Na DP o bulbo olfatério é a
primeira estrutura cerebral a exibir a patologia (BRAAK et al., 2004).
Esta disfuncédo ocorre porque a DA parece ser necessaria para a memdaria
olfatoria, uma vez que a sua liberagdo aumenta durante o aprendizado
olfatério (COOPERSMITH et al., 1991), enquanto os antagonistas de
receptores de DA ou tratamentos que reduzem a neurotransmissdo
dopaminérgica como o MPTP inibem a memodria olfatéria (PREDIGER
et al., 2004, 2005, 2012).

Diferentes linhas de evidéncia sugerem o envolvimento da
dopamina em processos cognitivos e olfativos, tanto em humanos quanto
em roedores. Em ratos, estruturas cerebrais relacionadas aos processos de
aprendizado e memoria, como o hipocampo, o cortex pré-frontal e o
estriado, sdo inervadas por neurdnios dopaminérgicos (SEAMANS et al.,
1998). A disfungdo dopaminérgica nestas &reas esta relacionada ao
prejuizo seletivo das memorias espacial, operacional e de procedimento
(ou hébitos), respectivamente (GASBARRI et al., 1996; DA CUNHA et
al., 2001, 2003; MIYOSHI et al., 2002). Além disso, o bulbo olfatério de
mamiferos contém um grande ndmero de interneurdnios dopaminérgicos
gque sdo muito importantes no processamento de odores (DOTY e
RISSER, 1989; DAVILA et al., 2003).

Em roedores, estudos prévios tém demonstrado um prejuizo nas
funcbes olfativas em conseqiiéncia de tratamentos que reduzem a
neurotransmissdo dopaminérgica, como MPTP (PREDIGER et al., 2012).
A DA parece ser também importante para os processos de aprendizado e
memoéria olfativa, uma vez que seus niveis cerebrais aumentam durante o
aprendizado olfativo (COOPERSMITH et al., 1991; KEVERNE et al.,
1993), enquanto a deplecdo de DA ou a administracdo de antagonistas
dopaminérgicos prejudicam a memoria olfativa (PREDIGER et al.,
2012).

Vale ressaltar que a interpretacdo dos resultados obtidos no teste
do reconhecimento social acerca dos processos de memaria precisam ser
realizados com cautela, considerando que esta memdria social estd
envolvida com a capacidade olfatéria dos animais, e de acordo com que
foi previamente mencionado, a administragéo intranasal de MPTP induz
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pronunciados déficits olfatérios que podem comprometer o
reconhecimento do rato jovem na segunda apresentacéo.

Nesse sentido, é possivel observar que os animais tratados com a
associacdo de cafeina + ACG apresentaram déficit olfatorio, ndo sendo
capaz de discriminar os odores entre os compartimentos familiar e ndo
familiar. Por outro lado, estes mesmos animais reverteram o dano causado
pelo MPTP sobre a memodria social avaliada no teste do reconhecimento
social. Este resultado sugere que o olfato parece ndo ser o Unico
componente envolvido no reconhecimento do rato jovem na segunda
apresentacao.

Contudo, é preciso considerar que os testes de discriminagio
olfatéria e reconhecimento social foram realizados no segundo e sétimos
dia ap6s a administracdo do MPTP, sendo que as concentracfes de
dopamina nas estruturas cerebrais foram quantificadas 21 dias apos a
infuséo da neurotoxina.

Estudo realizado por Tadaiesky e colaboradores (2008) avaliou o
déficit na memoria social de ratos tratados com 6-OHDA no teste do
reconhecimento social, sugerindo que este dano estaria relacionado com
a deplecdo dopaminérgica evidenciada no cortex pré-frontal. Entretanto,
estes resultados podem ser contraditérios, visto que foram acompanhados
por alteracGes nos niveis de dopamina no estriado dos animais.

Os resultados obtidos em nosso trabalho relacionados aos niveis de
DA no CPF, demonstraram que os ratos que receberam a infusdo i.n. de
MPTP apresentaram deplecdo dopaminérgica de 45,9% nessa estrutura
cerebral, quando comparados aos animais do grupo controle. Por outro
lado, a andlise dos dados revelou que os tratamentos com o extrato de I.
paraguariensis e com o ACG foram capazes de atenuar
significativamente a diminui¢do das concentracbes de DA no CPF,
apresentando porcentagens de degeneracdo dopaminérgica de 28 e 30%,
respectivamente. Por fim, é importante destacar também que os
tratamentos com cafeina e com a associagdo de cafeina + ACG néo
demonstraram capacidade significativa de reverter ou atenuar o dano
dopaminérgico causado pelo MPTP nos animais.

A acdo do sistema dopaminérgico sobre o controle das funges
comportamentais é bastante complexa, pois a atividade reduzida ou
ampliada desse sistema pode gerar prejuizos funcionais (COOLS, 2016).
O desequilibrio do sistema dopaminérgico pode impactar sobre sintomas
relacionados a depressdo. Outro ponto que adiciona complexidade a esse
cenario € o processo degenerativo progressivo. Niveis variados de
degeneracdo dopaminérgica podem causar alteracBes diversificadas na
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sinalizacdo dopaminérgica em diferentes regies do cérebro (DREYER,
2014).

A conexdo entre 0 CPF e o estriado (via corticoestriatal) esta
envolvida no controle de motivacéo, de recompensa e de comportamentos
relacionados a depressdo (VOLMAN et al., 2013). Em pacientes
parkinsonianos pode ocorrer um perfil semelhante de sequéncia de
eventos com relagdo a degeneragdo parcial, aparecimento de sintomas ndo
motores e preservacdo das funcGes motoras (BRAAK et al., 2004;
CHAUDHURI; HEALY; SCHAPIRA, 2006).

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que 0s
tratamentos com o EHE de llex paraguariensis, cafeina e com a
associacdo de cafeina + ACG reverteram a deplecdo dopaminérgica
causada pela administragdo i.n. de MPTP nos animais, apresentando uma
redugdo dopaminérgica no estriado de 11,4%, 12,5% e 10,7%,
respectivamente. Em contrapartida, a reducdo das concentracdes estriatais
de DA nos animais do grupo controle MPTP foi de 33,6%. O tratamento
com ACG, por sua vez, apresentou capacidade de atenuar a reducédo
dopaminérgica, reduzindo em 16,4% a deplecdo dopaminérgica
comparada ao grupo controle MPTP.

Diante disso, é possivel sugerir que o efeito dos tratamentos
observados no comportamento tipo-depressivo dos animais pode estar
associado a capacidade de reversdo ou atenuacdo frente & deplecéo
dopaminérgica do estriado.

Os déficits motores significativos observados 21 dias ap6s a
administragdo i.n. de MPTP em ratos parece estar associado & deplecéo
dopaminérgica no estriado. Entretanto, é preciso avaliar com cautela essa
correlagdo, uma vez que os tratamentos com o extrato de I. paraguariensis
e com as substdncias isoladas ndo foram capazes de reduzir
significativamente os prejuizos motores causados pelo MPTP avaliado no
campo aberto, embora tenham demonstrado capacidade de reverter a
degeneracdo de DA no estriado.

E importante destacar que a avaliacdo da expressdo da enzima
tirosina hidroxilase (TH) torna-se extremamente importante para melhor
compreensdo da neurodegeneragdo dopaminérgica verificada na anélise
direta da concentracdo da catecolamina. A TH, enzima que catalisa a
conversao da tirosina a L-DOPA é a primeira etapa e também um passo
limitante na biossintese da dopamina. A atividade da TH reflete uma
combinagdo do ritmo de renovagao e da densidade de terminais nervosos
catecolaminérgicos em algumas regifes cerebrais. A marcacdo de TH
vem sendo amplamente utilizada como marcacdo de morte neuronal da
via nigroestriatal induzida pelo MPTP (PREDIGER et al., 2011,



102

MATHEUS et al., 2015). Através da técnica da imunohistoquimica, por
exemplo, é possivel demonstrar exatamente as diferentes regies
cerebrais de sintese da dopamina, bem como as vias neuronais de projecao
dopaminérgicas (JOHREN et al., 1997). Adicionalmente, o ensaio de
imunodeteccdo de proteinas (western blot) pode fornecer importantes
dados quantitativos de TH que auxiliam no entendimento do processo de
neurodegeneracdo dopaminérgica nas diferentes regides cerebrais e seu
envolvimento na fisiopatologia da DP.

Diante disso, é importante assumirmos neste momento que a
auséncia de uma avaliacdo da expressdo da enzima TH representa uma
importante limitacdo do presente estudo, sendo que estes experimentos ja
se encontram em andamento.



103

CONSIDERAGOES FINAIS

No presente trabalho exploramos pela primeira vez os efeitos
comportamentais e neuroquimicos de um extrato hidroetanélico (EHE) de
llex paraguariensis, em um modelo animal da doenga de Parkinson (DP)
induzido pela administrag&o intranasal da neurotoxina MPTP.

Inicialmente, desenvolvemos e caracterizamos quimicamente um
extrato hidroetandlico a partir das folhas de I. paraguariensis. Para isso,
a granulometria da matéria-prima vegetal (MPV) foi padronizada,
aumentando a superficie de contato com o liquido extrator, permitindo
maior eficiéncia na extracdo. Para a preparacdo do extrato utilizamos a
turboextracdo, processo extrativo por forga de cisalhamento, o qual
permitiu a obtencdo de um extrato com altos teores de compostos
fenolicos e metilxantinas, em curto periodo de tempo. Considerando sua
utilizagdo como forma farmacéutica intermediéria, efetuamos a secagem
do extrato por liofiliza¢do, visando maior estabilidade, homogeneidade na
distribuicdo da composicdo quimica na preparacdo, € maior precisdo na
pesagem em relagdo a extratos liquidos.

Posteriormente, realizamos a caracterizagcdo do EHE através da
identificacdo da composicdo quimica e quantificacdo das substancias
majoritarias, etapa importante para o controle de qualidade de extratos
vegetais. Para isso utilizamos a cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(CLUE) acoplada a espectrometria de massas (EM) e detector de arranjo
de diodos (PDA).

Através de métodos desenvolvidos pelas técnicas citadas, foram
identificados nove compostos majoritarios no EHE de I. paraguariensis,
as metilxantinas, cafeina e teobromina, os acidos fendlicos, &cido 3-O-
cafeoilquinico, acido 5-O-cafeoilquinico (acido clorogénico), acido 4-O-
cafeoilquinico, acido 3,4-dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico e
acido 4,5-dicafeoilquinico, e o flavonoide rutina.

Visando o controle de qualidade do extrato, realizamos a
quantificacdo dos marcadores quimicos por CLUE-PDA. Considerando
sua relacdo direta com os efeitos farmacoldgicos comprovados pela
literatura cientifica, escolhemos como marcadores, um composto de cada
uma das principais classes de metabdlitos da erva-mate. Dessa forma,
foram quantificados os teores da metilxantina cafeina, do acido fendlico
acido clorogénico, e do flavonoide rutina. A validagdo dos pardmetros
analiticos demonstrou que o método desenvolvido foi sensivel, preciso e
exato, assegurando a confiabilidade dos resultados.

Considerando o envolvimento do estresse oxidativo na etiologia da
DP, e a composi¢do quimica do EHE de |. paraguariensis rica em
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compostos antioxidantes, realizamos uma triagem in vitro do potencial
antioxidante do extrato. O EHE demonstrou alto potencial antioxidante
reativo total, com rapido inicio e grande duracdo da capacidade de
sequestro de espécies reativas no ensaio do TRAP/TAR. Nesse sentido, 0
extrato apresentou grande capacidade de captacdo do radical hidroxila,
espécie considerada como a mais reativa e altamente capaz de reagir com
macromoléculas celulares, causando dano oxidativo.

Por fim, investigamos os efeitos do EHE de |. paraguariensis, e
dos compostos cafeina e &cido clorogénico sobre as alteracBes
comportamentais e neuroquimicas induzidas pela administracéo i.n. de
MPTP, em um modelo animal da doenga de Parkinson. O aparecimento
de déficits olfatérios iniciais, sintomas cognitivos (como perda de
memérias operacionais) e emocionais (como depressdo e ansiedade) é
consenso na literatura cientifica atual. Nesse sentido, o protocolo
experimental realizado neste modelo reproduziu o decurso temporal da
DP, contemplando tais sintomas, bem como os classicos sintomas
motores.

O EHE de I. paraguariensis demonstrou efeitos benéficos frente
aos sintomas ndo motores da DP, e sugerem o envolvimento da cafeina e
do 4cido clorogénico, cujas doses administradas nos animais sdo
proporcionais as suas concentracdes no extrato. Os principais beneficios
proporcionados pelo EHE de erva-mate sobre os parametros avaliados
estdo discutidos a seguir:

e Sintomas olfatérios: Reducdo do dano olfatorio precoce no teste de
discriminacdo olfatdria. O efeito observado para o extrato pode estar
relacionado com o antagonismo de receptores AA mediado pela
cafeina, bem como parece ter o envolvimento do potencial
antioxidante conferido pelo é&cido clorogénico, diminuindo o
estresse oxidativo. Todavia, para elucidar os mecanismos sugeridos,
é preciso avaliar por exemplo, pardmetros de estresse oxidativo nas
estruturas cerebrais estudadas neste trabalho.

e Sintomas cognitivos: Melhora na memdria social de curto prazo no
teste de reconhecimento social. Embora o tipo de memoria avaliada
pelo teste do reconhecimento social tenha influéncia olfativa, os
resultados sugerem que ha outros mecanismos cognitivos envolvidos
no efeito do extrato de erva-mate sobre a memoria.

e Sintomas emocionais: Melhora no comportamento tipo-depressivo
no splash teste e no teste do nado forgado. O efeito positivo do EHE
de I. paraguariensis parece ter maior envolvimento do &cido
clorogénico, o qual apresentou melhor atividade sobre
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comportamentos como falta de sensacdo de prazer e apatia,
conhecidos como anedonia. Apesar disso, a cafeina também
demonstrou atenuar o prejuizo emocional presente na DP.

E dificil estabelecer seguramente uma correlacéo entre os efeitos
do extrato de I. paraguariensis sobre a neurodegeneracao dopaminérgica
e 0s sintomas ndo motores da DP. Tal limitacdo decorre do fato de que 0s
niveis dopaminérgicos cerebrais foram avaliados somente no dltimo dia
do protocolo experimental. Dessa forma, a magnitude da
neurodegeneracdo nos dias em que foram realizados os testes
comportamentais é desconhecida.

Em relacdo aos sintomas motores da DP, o extrato foi capaz de
atenuar o prejuizo motor precoce avaliado no teste do nado forgado, no
14° dia de tratamento. Por outro lado, o EHE ndo demonstrou 0 mesmo
efeito sobre o déficit motor tardio, quando realizamos o teste do campo
aberto, ao final do protocolo experimental (21° dia de tratamento).

A neurodegeneragdo dopaminérgica na regido cerebral do estriado
esta, conhecidamente relacionada com os danos motores presentes na
doenca de Parkinson. Contudo, em nosso trabalho esta relacdo ndo foi
verificada, a medida que o extrato de erva-mate, bem como a cafeina e o
acido clorogénico, protegeu frente a degeneracdo de DA no estriado, sem
atenuar o prejuizo motor. Conforme discutido anteriormente, a avaliacdo
da expressdo da enzima tirosina hidroxilase deve ser realizada para
compreender melhor esta quest&o.

Por fim, é preciso destacar que os beneficios do extrato de erva-
mate demonstrados neste trabalho sdo significativos, especialmente
guando avaliamos as alternativas farmacoterapéuticas atualmente
empregadas no tratamento da DP. A levodopa, fArmaco mais utilizado
para este fim, apresenta boa resposta sobre os sintomas motores,
entretanto apresenta diversos efeitos colaterais. Dessa forma, a atenuacéo
da neurodegeneracdo dopaminérgica oferecida pelo extrato, e a
diminuicédo dos prezuizos ndo motores precoces da doenca de Parkinson,
sugere o potencial de emprego do EHE de I. paraguariensis como
adjuvante para o alivio dos sintomas ndo motores, retardando o processo
neurodegenerativo.
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CONCLUSOES

. As andlises por CLUE-PDA e CLUE-EM permitiram a
caracterizacdo quimica quali e quantitativa do extrato
hidroetandlico (EHE) das folhas de llex paraguariensis
desenvolvido, sendo identificados nove compostos
majoritarios: as metilxantinas, cafeina e teobromina, os acidos
fenolicos, acido 3-O-cafeoilquinico, acido 5-O-cafeoilquinico
(&cido clorogénico), acido 4-O-cafeoilquinico, acido 3,4-
dicafeoilquinico, &cido 3,5-dicafeoilquinico e 4&cido 4,5-
dicafeoilquinico, e o flavonoide rutina.

. A caracterizacdo quimica do EHE de |. paraguariensis
foi realizada, resultando em teores elevados de metilxantinas e
compostos fendlicos. Os teores de cafeina, acido clorogénico e
rutina presentes no extrato foram de 29,3, 67,5 e 12,4
miligramas por grama de extrato, respectivamente.

° O EHE na concentracdo de 5 pg/mL demonstrou
potencial antioxidante reativo total, reduzindo
significativamente os valores de é&rea sob a curva de
guimiluminescéncia do luminol no ensaio do TRAP.

. A concentracdo de 5 pg/mL do EHE demonstrou
capacidade de captacdo do radical hidroxila, reduzindo a
porcentagem de degradacdo da 2-desoxirribose.

. Os tratamentos v.0. com o0 EHE de llex paraguariensis
(300 mg/kg), cafeina (10 mg/kg), &cido clorogénico (20 mg/kg)
atenuaram os prejuizos olfatdrios causados pela administracdo
i.n. de MPTP em ratos no teste da discriminacdo olfatoria.

o Os tratamentos v.0. com 0 EHE de llex paraguariensis
(300 mg/kg), acido clorogénico (20 mg/kg) e a associacdo de
cafeina (10 mg/kg) + &cido clorogénico (20 mg/kg) reverteram
0 dano na memdria de curta duracéo causado pela infusdo i.n.
de MPTP em ratos, no teste de reconhecimento social. A
cafeina (10 mg/kg) atenuou os danos sobre a memdria em
ambos os testes.

. Os prejuizos emocionais causados pelo MPTP em ratos
foram atenuados pelos tratamentos v.0. com o EHE de |I.
paraguariensis, cafeina, acido clorogénico e associa¢do de
cafeina + acido clorogénico, no splash teste e nado forgado.

. O EHE de I. paraguariensis, bem como 0s compostos
cafeina e 4&cido clorogénico, isolados ou em associagdo,
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administrados por v.0., ndo foram capazes de reverter o dano
motor causado pelo MPTP no teste do campo aberto.

. Os tratamentos com o EHE de I. paraguariensis,
cafeina, acido clorogénico e a associacdo de cafeina + acido
clorogénico reduziram a deple¢cdo nas concentracdes de
dopamina causada pelo MPTP no bulbo olfatério e no estriado.
Por outro lado, somente o extrato e o &cido clorogénico
reduziram a deplecdo dopaminérgica causada pelo MPTP no
cortex pré-frontal.
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Hex paraguarienss is a native plant from Southem America, where it is used asa beverage. Intraditional medicine,
itis used to treat many diseases including inflammation. How ever, we do not yet know precisely how this effect
occurs, We therefore evaluated its anti-inflammatory effect in a murine model of pleurisy. The standardized CE,
BF and ARF fractions, Caf, Rut and CGA were able to reduce leukocyte migration, exudate concentration, MPOand
ADA activities and NOx levels. Moreover, L paraguariensis also inhibited the release of Th1/Th17 pro-
inflammatory cytokines, while increasing IL-10 production and improving the histological architecture of in-
Aamed lungs. In addition, its major compounds decreased p65 NF-rB phosphorylation, Based on our results,
we can conclude that | paraguariensis exerts its anti-inflammatory action by attenuating the Th1,/Th 17 polariza-
tion in this model. This fact suggests that the use of this plant as a beverage can protect against Th1/Th17 inflam-

©2016 Elsevier BV, All rights reserved.

1. Introduction

ilex paraguariensis A. St. Hil. (Aquifoliaceae), popularly known as
yerba mate, is a native species from Southern Latin America, where it
is used as a beverage and has great economic and sodal importance.
In tradidonal medicine, it is used to treat arthritis, fatigue, obesity,
and liver and intestinal affections [1]. The bioactive properties of
L paraguariensis are related to its phytochemical composition, es pecially
methylxanthines [2], saponins and phenolic compounds [1]. In the last
15 years, several studies of I. paraguariensis have been performed,
demonstrating interesting biological effects like anti-obesity [3], anti-
diabetic [3], neuroprotective [4], anrioxidant [5], antimicrobial [6], and
anti-inflammatory [7] effects. However, as far as we know, there have
been no studies to explore whether this anti-inflammatory effect is
due to a possible effact on the cyrokine environment involved in
in vivo inflammatory process.
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The non-resolving inflammatory process involves on a lack of im-
mune system control and, in most cases, leads to chronic disease that re-
quire a long-term treatment and often result in loss of function of the
affected organ, Notably, the disruption of normal balance of pro- and
anti-inflammatory cytokines is a shared characteristic of these diseases
eg neutrophilic asthma, rheumatoid arthritis, systemic erythemarosus
lupus, and many others [89]. In this context, the growing understand-
ing about the immune modulation, Th1/Th2,Th17 balance and the intri-
catecellsignalingrelated to these diseases had been leading researchers
to take a different approach to deal with these conditions.

Itis well known that adhesion to patient therapy in long-term treat-
ments for non-self-resolving inflammatory process is very weak, which
contributes to the high percentage of related disabilities and deaths
[10]. For this reason, the discovery of natural source-derived com-
pounds, specially from plants commonly used as food intake like
I paraguarensis, seems to have great potential in the treatment of
these conditions [11,12].

In order to berter clarify this point, in the present study, we focused
onevaluatingwhether the anti-inflammatory property of this plant is re-
lated to its ability to change the cytokine environment. For this propose,
L paraguariensis standardized crude extract (CE), its related fractions —
buthanolic (BF) and aqueous residue (ARF) fractions - and its major
compounds caffeine (Caf), rutin (Rut) and chlorogenic acid (CGA) were
tested in an in vive model of pleurisy. We also investigated the effects
on leukocyte migration and plasma exudation, myeloperoxidase (MPO)
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and adenosine deaminase (ADA) activities, oxide nitric metabolite (NOx)
concentration, pro- and anti-inflammatory cytokine levels, histological
lung parameters, and finally, the action of its major compounds on phos-
phorylation of the p65 subunit of NF-kB (p-p65 NF-xB),

2. Materials and methods
2.1, Plant material

Tlex paraguariensis A, St. Hil. leaves were harvested in October/2012
in Erechim (27°38'03" S and 52"16'26" W), in the State of Rio Grande
do Sul, Brazil. A voucher specimen was identified by Dr. Branca Maria
Severo and deposited in the Herbarium of Universidade de Passo
Fundo (RSPF 11074). The leaves were immediately frozen, lyophilized,
crushed and stored at —20 °C until required for the preparation of
eXETacts,

22. Extract preparation

The L paraguariensis extracts were prepared by turboextractioninan
Ultra-Turrax. Briefly, 200 g of leaves were extracted for five minutes,
with 1000 mL of ethanol 20° GL (Gay Lussac) as the liquid extractor
(1:5 mfv), yielding the hydroethanolic extract After filtration, the etha-
nol was eliminated under reduced pressure, the volume was adjusted to
800 mLwithdistilled water, and the preparation was separated into two
fractions. One fraction was evaporated under reduced pressure to dry-
ness to obtain the crude extract (CE). The second fraction was then
partitioned with n-BuOH, yielding the n-BuOH fraction (BF) and aque-
ous residual fraction (ARF), The n-BuOH of BF was evaporated under re-
duced pressure and all the samples, CE, BF and ARF, were dried by
Iyophilization.

23. Chromatographic separation

Chromatographic separation was performed using an Acquity-
UPLC™ (Waters, MA, USA) system equipped with a quaternary pump,
degasser and autosampler, Detection was carried out using a photodi-
ode array detector (PDA), The column used was a Waters BEH
C18 column, 1.7 pm, 50 x 2.1 mm at 40 "C. The method used a gradient
combining solvent A (formic acid/water, pH 25) and solvent B
(acetonitrile), programmed as follows: 0-5 min, linear change from
A-B (97:3 v/v) to A-B (90:10 v/v); 5-6 min, isocratic A-B (90:10 v/v);
6-9 min, linear change to A-B (80:20 v/v) and 9-10 min, linear change
to A-B (10:90 w/v). The flow rate was kept constant at 0.3 mL min~ 'and
the injection volume was 5 pl. The peaks were characterized by com-
paring the retention time, UV spectra and by co-injection of the sample
with the reference standards. Quantification was performed by external
calibration, using their corresponding standards. Caffeine was quanti-
fied at 280 nm, while the phenolic compounds chlorogenic acid and
rutin were quantified at 320 nm. All the analyses were performed in
triplicate, and the peak area measured. The standard solutionswere an-
alyzed in different ranges: 0.05-50 pg mL~" for the caffeine (Sigma-
Aldrich®); 0.05-100 pg mL~" for the chlorogenic acid (Fluka®) and
0.25-50 pg mL~" for the rutin (Sigma-Aldrich®). Quantification was
performed using six to eight-point regression curves (caffeine, r? = 1;
chlorogenic acid, r* = 0.9999; rutin, r* = 0.9999). The regression equa-
tions were "y = 39.320x + 20749" for caffeine, "y = 46.696x — 1896
for chlorogenic acid, and "y = 15.618x + 178.92" for rutin, The extracts
were analyzed at a concentration of 500 pg mL™", The results wera
expressed as milligrams per gram of extract (mg compound/g—" E).

24, LC-MS analysis
In addition to LC/PDA analysis, the identification was carried out by

liquid chromatography (UPLC, Waters Acquity mode) coupled to a
high-resolution mass spactrometer (Xevo G2 QTof model), equipped

with an electrospray ionization source and controlled by MassLynx
v.4.1 software for data acquisition. The mass spectrometer parameters
were set as follows: ionization mode, electrospray negative ion; capil-
lary voltage, 20 kV; source block temperature, 90 °C; desolvation tem-
perature, 350 °C; nebulizer nitrogen flow rate, 30 L h~'; desolvation
nitrogen gas flow, 600 L h~"; and cone voltage, 40 V. The specira were
recorded by scanning the mass range from m/z 100 to 1000 with scan
time of 0.5 s,

2.5, LC-PDA validarion procedure

The LC-PDA quantification method was validated according to the
ICH guidelines (2005) to comply with the requirements for specifidty,
linearity, accuracy, precision  repeatability and intermediate predsion),
limit of quantification (LOQ) and limit of optical detection (LOD).

26 Animals

In this experimental protocol, we used female Swiss mice (18-22 g),
housed under standardized and controlled conditions (20 + 2°C, 12 h
light/dark periods) with free access to chow and water, All experiments
were designed to minimize animal suffering and to use the minimum
number of animals required to achieve a valid statistical evaluation.
The experiments were performed according to the regulations of the
Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and are in accor-
dance with the rules of the Committee for Ethics in Animal Research of
the Federal University of Santa Catarina (CEUA - PPO0965),

2.7. Experimental design of the murine model of pleurisy

The pleurisy was performed as previously reported [13]. Briefly, the
experimental protocel was divided into two steps. First, to establish a
dose-response curve, animals were randomly divided in different
groups (n = 6) and challenged with Evans Blue dye solution
(25 mg/kg) administered by the intravenous route (i.v), After 10 min,
different groups were treated with different doses of CE (10-
50 mg/kg), BF (0.1-10 mg/kg), ARF (0.1-10 mg/kg), Caf (0.1-5 mg/kg),
Rut (0.01-1 mgkg), CGA (001-1 mg/kg) or dexamethasone
(0.5 mg/kg) (Dex) by the oral route (p.0.). Shortly after 0.5 h, pleurisy
was induced by a single injection of 0.1 mL of sterile saline containing
h-carrag 1% (w/v) (Cg) admini: d by the intra-pleural route
(Lpl). The animals were euthanized after 4 h with anoverdose of pento-
barbital (120 mg/kg) administered by the intraperitoneal route (ip.),
and the pleural cavity was exposed and washed with 1.0 mL of sterile
phosphate buffered saline (PBS, pH 7.2) (Laborclin, Pinhais, Parand,
Brazil) containing heparin (20 1U/mL). The pleural fluid was used to
measure the primary inflammatory parameters: total and differential
leukocyte count and exudate conc ion. In order to d ine the
time-course response of the plant material, other groups of animals
were pre-treated with the lowest effective dose of CE obtained above
(25 mg/kg) at 0.5, 1 and 2 h before pleurisy induction.

In another set of experiments, previously selected doses were used
to perform the MPO, ADA and NOx assays and quantification of
pro- and anti-inflammatory cytokines in the pleural fluid. Also, p65
NF-xB phosphorylation and histological changes were performed on
lung tissue samples, For thase experiments, the animals were orally
treated with CE (25 mg/kg), BF (1 mg/kg), ARF (1 mgskg), Caf
(5 mg/kg), Rur (1 mg/kg) or CGA (0.1 mg/kg), followed by induction
of pleurisy by Cg 1% (ipl.). In parallel with all the experiments, a
group of animals was challenged with 0.1 mL of Cg 1% (i.pL) only, and
was named as a positive control group, while another group received
0.1 mL of saline (0.9% Nacl) (ipl), and was considered a negative con-
trol group.
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2.8 Quantification of the leukocyte content

To quantify the leukocyte content, pleural fluid samples were submit-
ted o a veterinarian automatic counter ( BC-2800 Vet, Mindray, Nanshan,
Shenzhen, China), For the differential leukocyte count, cytospin prepara-
tions from exudates were stained with May-Griinwald-Giemsa. The
results were expressed as the total number of cells (x 1CF cells/mL).

2.9. Quantification of exudate concentration

The quantification of exudate concentration was performed indi-
rectly by measuring the amount of Evans blue dye in the pleural cavity.
The fluid sample was centrifuged (at 300 x g for 5 min) (SorvallTM ST
40, ThermoSdentific®, Swedesboro, New Jersey, USA) and an aliquot
(200 pL) of supernatant was transferred to a 96 well-ELISA plate, The
amount of dye was estimated by colorimetric measurement at
620 nm, using an ELISA plate reader (Organon Teknika, Roseland, New
Jersey, USA). The results were expressed in pg/mL by interpolation
from an Evans blue dye standard curve ranging from 0.01 to 50 pg/mL.

2.10. Determination of myeloperaxidi
(ADA) activities

(MPO) and adenosine-d

To evaluate the effects on MPO and ADA activities, the collected
pleural fluid samples were centrifuged (300 xg for 5 min) and in-
house assays were performed according to the methods previously de-
scribed [14,15], With the support of an ELISA plate reader (Organon
Teknika, Roseland, New Jersey, USA) colorimetric measurements were
made at 450 nm and 620 nm, respectively, The MPO activity was esti-
mated by an interpolation from a stand ard curve of MPO from human
neutrophils (0.7-140 mUfmL), and the results were expressed in mU/
mL Ana i Ifate solution, d in triplicate as astandard
point of 20 U/L, was used to estimate ADA activity expressed in UfL.

2.11. Measurement of nitric oxide products (NOx)

Nitric oxide was quantified using the Griess assay and vanadium
chloride 11, as previously reported [16]. After centrifugation of pleural
fluid samples (300 x g for 5 min), the colorimetric measurement was
determined at 540 nm using an ELISA plate reader (Organon Teknika,
Roseland, New Jersey, USA), The NO amount was indirectly determined
by interpolation from the nitrite standard curve (0-20pM), and the re-
sults were expressed in pM.

2.12. Pro- and anti-inflammatory cytokine quantification

Cytokine quantification was done using the Mouse Th1/Th2/Th17
(CBA kit (BD Biosciences, San Jose, California, USA) for the detection of
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y and IL-17A. CBA analysis was performed as
per the manufacturer’s instructions, The calibration curves were
drawn using a set of diluted cytokine standards (0-5000 pg/mL) to de-
termine the protein concentrations, Briefly, a volume of 50 pL of capture
bead mixture was added to 50pL of sample and standards. To this mix-
ture was added 50 pL of phycoerythrin-conjugated detection antibody
followed by incubation for 2 h in the dark The samples were washed
with 1 mLof wash buffer, centrifuged (at200 x gfor 5 min), and the pel-
let ded in 300 uL of wash buffer. leswere acquired using a
BD FACSVerse flow cytometer ( BD Bioscience, San Jose, California, USA)
and analyzed by the software FCAP Array v3.0.

The quantification of TNF-ce was performed using an ELISA kit with
monoclonal specific antibody (eBiosdence, Inc, San Diego, California,
USA). The whole process was conducted according to the manufacturer's
instructions. The cytokine concentration was estimated through an in-
terpolation from a standard curve, and the colorimetric measurement
was performed at 450 nm, supported by an ELISA plate reader (Organon
Teknika, Roseland, New Jersay, USA).

2.13. Histological analysis

Mice lungs were removed 4 h after Cg injection, washed in PBS, and
fixed in formalin solution 10% (v/v) for 48 h. The tissues were
dehydrated in a series of ethanol solutions of inereasing concentrations
in graded series followed by xylene, then incduded in paraffin and sliced
into 3-pm sections (LEICA-Instruments CM3050, Nussloch, Germany).
The slices were stained with hematoxylin-eosin and analyzed under
light microscopy (200 x). The dassification was performed using the
scores reported in a previous study [17), based on the degree of
parenchymal distortion in the alveolar tissue, The scores used were:
0 = normal; 1 = increased thickness in <50% of interalveolar
septa (1AS) due to edema and for neutrophil infiltration; 2 = increased
thickness in =50% of IAS; 3 = increased thickness in >50% of IAS
and the presence of neutrophils within the alveolar space; and 4 =
consolidated infilration of neutrophils with distortion of normal alveo-
lar architecture, The mean score was reported for each microscope
section.

2.14. Analysis of p65 phosphorylation ( p-p65 NF-kB)

Mice lung tissues were collected, to evaluate the effects of
I. paraguariensis major compounds on p65 NF-kB phosphorylation.
The quantity of total proteins was measured by the Lowry assay,
and the samples were adjusted to 60 ug protein/sample[ 18]. A commer-
cial kit (PathScan® Phospo-NF-+B p65 Ser536, Cell Signaling Technolo-
gy, Inc., Danvers, Massachusetts, USA) was used in accordance with
manufacturer's protocol. The colorimetric obtained in an ELISA plate
reader (Organon Tekmka, Roseland, New Jersey, USA) at 450 nm. The
lative fold change in ison with saline

group, which reprsenls the baseline p-p65 NF-xB level.

2.15. Reagents and drugs

The following chemicals used were obtained from: i) Sigma-Aldrich
Co. (St Louis, Missouri, USA): adenosine, carrageenan (degree IV),
Evans blue dye, formalin, hydrogen peraxu:le, hexadecylmmemylzm
monium bromide, human I myelc dase, line
<2HCI (3,3'dimethoxybenzidine), ci-naphthylethylenediamide <2HCl,
phenol, sodium azide, sodium dodecyl sulfate, sodium hypochlorite,
sodium nitroprussiate, sulfanilamide, vanadium chloride (III} and
xylene, ii) Synth (Diadema, S3o Paulo, Brazil): ethanol. iii) Aché
Pharmacological Laboratories S.A (Guarulhos, Sio Paulo, Brazil):
dexamethasone. iv) Vetec (Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil):
sodium hydrogen phosphate, zinc sulfate. v) BioTech (S3o Paulo,
Sdo Paulo, Brazil): hydrogen peroxide 30%, vi) Reagen (Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil): sodium hydroxide. vii) Roche (S3o
Paulo, Sio Paulo, Brazil): heparin, viif) Newprov (Pinhais, Parani,
Brazil): May-Grunwald dye. ix) Laborclin (Pinhais, Parand, Brazil ):
Giemsa dye. x) BD Bioscience (San Jose, California, USA): Mouse
Th1/Th2/Th17 CBA kit. xi) eBioscience Inc. (San Diego, California,
USA.): ELISA kit Insta One Phospho-NF-kB p-65 (Ser536), The
other reagents used were of analytical grade and were obtained
from several commercial sources,

2.16 Dam analysis

All data were expressed as mean + SEM. Statistical differences be-
tween groups were tested by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Newman-Keuls post-hoc test. The results were analyzed
using GraphPad Prism v5.0 software (GraphPad Software Inc,, San
Diego, California, USA) and the values of P < 0.05 were considered
significant,
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3. Results
3.1. Phytochemical characterization of bioactive compounds

In the [ paraguariensis extracts and its related fractions, nine major
compounds were identified by using LC-PDA and LC-MS, which were
reported as previously [19-22]. Theobromine (peak 1), chlorogenic
acid (peak 3), caffeine (peak 4), 4-0-caffeoylquinic acid (peak 5) and
rutin (peak 6) were identified based on theirs retention times, UV ab-
sorption spectra, and mass spectra, and by the comparison with authen-
tic samples, Fig. 1 shows the comparison of LC-PDA chromatograms of
1 paraguariensis CE, BF and ARF with detection ar 280 nm: The retention
time, maximum UV absorption and detected mass ions for each com-
pound are summarized in Table 1 in Ref, [23]. Table 1shows the differ-
ent content of quantified compounds of I. paraguariensis extract and
fractions. Caffeine and rutin showed higher concentration in the BF.
On the other hand, the BF presented lower conte nts of chlorogenic acid.

3.2. LC-PDA validation procedure

The validation parameters data are summarized in Table 2 in
Ref [23],

3.3. Effects of L paraguariensis on leukocytes inflwe and
exudate concentration

When compared with the positive control group, the CE significantly
decreased the leukocyte content in the pleural cavity (% inhibition:
10 mg/kg: 4548 + 4.28; 25 mg/kg: 49.15 + 1.64 and 50 mg/kg:
55.37 + 3.08) (P < 0.01), neutrophil influx (% inhibition: 0.1 mg/kg:
24,15 + 6.26; 1 mg/kg: 61.39 = 1.76 and 10 mg/kg: 61.91 + 338)
ibition: 0.1 mg/kg:

(P <001) and also on exudate concentrations (% in|

0.80

0.60
0.50

=
040
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Table 1
Contents of phenolic d Mex extract and
fractions.
Sample Caffeine Chiorogenic add Rutin
(mg/e) (me/g) (me/e)
3 293 + 006 675+ 03 124 + 0.04*
BF 1017 +04° 584+ 0.1° 420 + 009"
ARF 39 +0m° 683 & 0.1° 22 +00°

Caffeine (Caf), chlorogenic acid (CCA) and rutin (Rut) content were detemmined by CLAE-
PDAand the data are mean 4 S0 values expressed a8 ma/g extract (N = 3). Differentlet-
ters indicate significant differences [ANOVA and Tukey's post test, P < 005)

2059 + 5.61; 1 mg/kg: 21,10 &+ 3.96 and 10 mg/kg: 2677 & 2.90)
(P<0.01) (Table 2), Another fraction, ARF, was also effective in reducing
leukocyte total content (% inhibition: 0.1 mg/kg: 4689 4+ 9.35; 1 mgkg:
54.24 + 8.84 and 10 mg/kg: 38.14 4 577) (P < 0.01), neutrophil influx
(% inhibition: 0.1 mg/kg: 57.78 + 4.75; 1 mg/kg: 6820 4 2.64 and
10 mg/kg: 49.68 + 297) (P < 0.01), and exudate concentration (% inhi-
bition: 1 mg/kg: 31.21 & 587 and 10 mg/kg: 25.62 4 2.44) (P< 001)
(Table 2).

The major compounds of I. paraguariensis tested in this study also
demonstrated potential an lammatory properties, First, the major
compound Caf was effective in inhibiting the leukocyte content in the
pleural fluid (% inhibition: 1 mg'kg: 40,96 + 586 and 5 mg/kg:
5028 + 3.76) (P < 0.01), due to its ability to decrease the migration of
neutrophils (% inhibition: 0.1 mg/kg: 47.07 + 1.03; 1 mg/kg: 55.38 &+
428 and 5 mg/kg: 67.78 4 2.01) (P < 0.01). Moreover, Caf only showed
a significant reduction in the exudate concentration at the dose of
5 mg/kg (% inhibition: 23.17 + 8.74) (P < 0.05) (Table 2).

Finally, CGA demonstrated significant inhibition in leukocyte con-
tent (% inhibition: 0.1 mg/kg: 48.59 4+ 547 and 1 mg/kg: 48.14 4+
427) (P < 0.01), neutrophil content (% inhibition: 0.01 mg/kg:

1.0 20 30 40 50 60 7.0 a0 9.0 10.0
Minutes
Fig. 1. UPLC-PDA 1 t ‘with detection at 280 am 1, 230 ic add; 3, 5-0-caffeoy id: 4. caffeine; 5, 4-
O-caffeaylquinic acd: 6, rutin; 7, 34-dicaleoyluinic add; 8,3 ylquinic acid: 9, 4,5-di iic acid. ARF, aqueous residual fraction; CE, crude extract; BF, n-BuOH fraction
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Table 2 Table 3
Effects of HNex para guariensis crude extract, its derived fractions and major compoundsup-  Effects of erude extract, fractions and majot compounds of I pareguarfensis on
on leukocyte migration, exudate concentration in the mouse model of pleurisy induced by i (MPD), adenosine-deama (ADA) and nif i levels (NOx) in

caragesnan.

the mouse model of pleurisy induced by carrageenan.

Groups (mg/ke) Leukocytes (x10°)  Neutrophils (x10%)  Exudation (ue/mL) Groups (me/ke) MPO (mUlfmL) ADA (L/L) NO, (M)
sal* 088 + 009 046 + 003 053 +0.15 Sal* 6474 4 221 151 4 003 844 4 126
o 590 + 033 518:+£039 9624074 [ 1338+ 918 200 + 1.25 28804126
Dex (0.5)° 248 + 041 208 + 032" 50440277 Dex (05 9388 + 664%F 1574 075" 1321 £073%
& (10)° 322 4 025% 180 +024* 458 4 065 CE(25)" 0327 + 612 639 + 1.08* 1621 + 098
& (25)° 300 4 010%* 195 +023** 705+ 039" BE(1)° 9537 4 232 5234 0.07* 1120 + 064"
& (50)° 282 + 015 2064015 6.80 4+ 0.43* ARE(1)" 1004 4 605™* 4544 038* 210 +152%
BF (0.1)° 517 £ 040 393 4032%* 764 4 054" caf (5)° 8402 + 136" 5574 1.0 1575 £ 158"
BE(1)° 297 + 022** 199 + 009" 759 4 038" Rut (1) 9633 + 659** 439 4 0929* 1838 4+ 221
BF (10)° 263 & nuz: 21040168 7.05 + 028" CGA (0.1)* 9327 + 640" 608 + 0.78* 1862 +£126"
N
et MpessE 21940247 261 050, Crude extract {(E: 25 mgkg), buthanclic fraction (BF: 1 mg/kg), aqueous residue fraction
ARF (1) 270 + 052 165 +0.14* 662 + 056"
- o o (ARFr: | mgke), callene (CaF: 5 mg/lg} rutin (Rut: 1 mg/kg) and chlorogenic acid (CGA:

ARF (102 322 4024 260:£01 706402 o0 . =/E) aix o neatl
af (o1 483 + 050 274021 1270 + 083 me/ke) pleurty. negative
af (1P 348 + 034% 231 +022% 967 + 067 mntmlgmupmhdm\ywmstedlesalmm_‘l%mcl).cg the positive control group
sy 203 4 029%™ 187 Loa™ T10 1088 treated only with carrageenan (1%); Dex = response in animals pre-treated with
Pt (00 post : prea by :U'w,, oo :uﬁ dexamethasone (0.5 mg/ke) 05 h before pleurisy induction. Each group represents the

(o) ™ y y mean + SEM. N = 6 animals. * P< 0.05; ** < 0.01.* Administered by intra-pleural
Rut (0.1) 363 4 049 196 + 006 797 +028" o (iol].® Adrinisered I route
Rut (1) 315 + 033% 2314017 687 4034 route (ipl). * Administered by oral route (p.o).
A (001 5124023 260:£01377 8)21053{;
wA () 203 + 032 1754031 735402 ' '
AT 306 + 025%™ 178 £ 012" 748 042" 45.30 + 550; Rut: 36.18 + 7.68 and CGA: 3534 + 436) (P<001),as

CGrude extract (CE: 50-10 mg/kg), buthanolic fraction (BF 10-1 mg/kg), aqueous residue
fraction (ARE: 10-1 mg/kg), caffeine (Caf: 5-0.1 me/kg), rutin (Rut: 1-0.01 me/ke) and
chlorogenic add (CGA: 1-0.01 mg/kg) were administered 0.5 h before carrageenan-
induced pleurisy, Sal = negative control group treated only with sterile saline (0.9%
NaCl); Cg = the positive control group treated only with carrageenan (1%); Dex =
response in animaks pre-treated with dexamethasone (0.5 mg/kg) 0.5 h before pleurisy in-
duction. Each group represents the mean & SEM, N = 6 animals *Ad ministered by intra-

pleural route (ipl). "Administered by oral route (pao). * P <005 p <001,

49,70 & 245; 0.1 mg/kg: 66,29 + 597 and 1 mg/kg: 6553 4+ 2.38)
(P < 0.01), and pleural fluid leakage concentration (% inhibition:
0.1 mg/kg: 23.59 + 2.37 and 1 mg/kg: 2220 + 4.35) (P < 0.05)
(Table2),

As expected, Dex presented anti-inflammatory effect by reducing
the total leukocyte content in the pleural ﬂuld (%in n: 57.91 +
6:99) (P< 0.01), due to phil i (% inhibition: 59.82 +
632) (P<001), and also reduced the exudate concentration (% inhibi-
tion: 47,60 £+ 2.82) {P< 0.01) (Table 2).

3.4 Effecrs of 1. paraguariensis on MPO and ADA activities

The selected doses of CE (25 mg/kg), BF (1 mg/kg), ARF (1 mg/kg),
Caf (5 mg/kg), Rut (1 mg/kg) and CGA (0.1 mg/kg), from the experi-
ments described above, were used to perform the MPO and ADA assays,
since these enzymes are closely linked to leukocyte activation and
transmigration. All the treated groups showed a significant decrease in
MFO activity (% inhibition of CE: 30,29 £ 4.58; BF: 28,73 + 1.74; ARF:
2494 + 4.52; Caf: 37.21 £ 2.51; Rut: 29.01 4 493 and CGA: 30.29 +
4.78) (P < 0.01), likewise on the ADA activity (% inhibition of CE:
29.00 &+ 11.97; BF: 41.93 £ 073; ARF: 4956 + 4.22; Caf: 3811 &+
11.26; Rut: 51.25 + 11.02 and CGA: 3252 + 870) (P < 0.05)
(Table 3). Under the same al conditions, the refe dug
Dex also inhibited MPO and ADA activities (% inhibition: 29.83 & 496
and 60.40 & 830, respectively) (P <0.01) (Table 3).

3.5, Effects of [ paraguariensis on NOx concentrarion

Because exudation is closely related to nitric oxide levels, we per-
formed the nitrite/nitrate dosage to confirm the hypothesis that this in-
hibition caused by L paraguariensis on exudation, could be directly
assodated with a decrease in oxide levels. A significant reduction
in nitrate/nitrite levels was observed in all the tested groups (% inhibi-
tion of CE: 43,71 4 3.40; BF: 61,11 + 2.23; ARF: 23.26 4 5.56; Caf:

well in Dex group (% inhibition: 54.12 + 2.54) (P<0.01) (Table 3).

3.6. Effects of I. paraguariensis on IL-6, [L-17 A, IFN-y, TNF-, IL-10, IL-2
and IL-4 concentrations

In addition to the anti-inflammatory effact associated with the de-
crease in leukocyte migration, exudate concentration, MPO and ADA ac-
tivities and NOx levels, L paraguariensis also caused significant changes
in the production of some anti- and pro-inflammarory cytokines that
are the keys of the immune system,

In our experiments, CE, BF and ARFshowed significant inhibition on
IL-6 (% inhibition of CE: 91,63 £ 1.05; BF: 76.10 £+ 2,97 and ARF:
40,75 +0,95) (P<0.01), onIL-17 A (% inhibition of CE: 6657 4 1,32;
BF: 3894 4 3.13 and ARF: 46.44 & 955) (P <0,01),0n IFN-y (% in
tion of CE: 48.67 + 1.30; BF: 47.94 + 10.66 and ARF: 42.95 + 2.85)
(P<0.01) and also upon TNF-ce (% inhibition of CE: 2320 + 6.27; BF:
55.27 & 9.26 and ARF: 17.25 £ 3.29) (Table 4). In addition, CE and
ARFincreased the production of anti-inflammatory eytokine IL-10 levels
when compared with the inflamed group (% increase in CE: 42.38 4+
30.43; ARF: 45.61 & 15.53) (P < 0.05); However, the BF fraction, was
not able to increase the levels of IL-10 (P > 0.05) (Table 4).

The major compounds also showed |mpomnlelfec|3 on the studied
cytokines, Rut inhibited the IL-6 levels (% inhibition: 64.19 £ 1.59)
(P<001), and CGA caused a massive reduction of IL-6 levels, to values
below the detection limit of the kit (<14 pg/mL) (P<0.01). The excep-
tion was the isolated compound Caf, which was nat able to reduce the
IL-6 levels (P = 0.05) (Table 4). The concentrations of IL-17A, IFN-y
and TNF-c¢ inthe fluid leakage were significantly decreased by pretreat-
ment with Caf (% of inhibition: IL-17A: 38.84 4 5.42; IFN-y: 45.01 +
10.24 and TNF-c: 40.75 4+ 6.90) (P < 0.01) and Rut (% of inhibition:
IL-17A: 48.32 & 4.74; IFN-y: 4554 + 4,10 and TNF-z: 28.56 + 2.19)
(P=<0.01). However, the pretreatment with CGA was only able to de-
crease the levels of IL-17A and TNF-e (% inhibition IL-17A: 1824 4+
3.85 and TNF-ot: 3924 4 355) (P < 0.05) (Table 4).

Additionally, the pretreatments with Rut and Caf did not change the
IL-10 levels (P> 0.05), while the pretreatment with CGA showed a pos-
itive effect on IL-10 concentration, increasing their levels (% increase:
35860 & 18,53) (P <0.05) (Table 4).

As expected, Dex showed the expected profile through the inhibition
of all pro-inflammatory cytokines (% inhibition on IL-6: 9896 + 0.17;
IL-17A: 74.14 + 152; IFN-y: 58.52 + 2.93 and TNF-ce: 58.69 + 648)
(P =< 0.05), and increased the levels of anti-inflammatory cytokine
1L-10 (% of increase: 83.62 + 1997) (P<0.01) (Table 4).
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Tabke 4
Effects of [ paraguariensts crude extract. its derived fractions and major

pro-and antHii cytokine levels in the mouse model of pleurisy induced by carrageenan.

Cytokines 1L-6 (ng/mL) 1L-17A (pg/mL) 1EN-y (pg/ml) IL-10 (pg/ml) THF-ce (pg/mL)
Sl 0.01 + 001 082 +029 1214029 1720 4359 8505+ 835
& 543 + 5629 BI8B + 155 1182+ 102 3512 £379 B98.10 £ 447
Dex (05 568 +084 23354 136+ 4904035 % 7203 £122** 37100 4+ 5824
CE(25)" 4557 £ 571%* 3005 + 1.18%* 607 £015% 6160 +945* 689.70 + 5630
BE(1)° 1301 & 16.19% 5488 4 2.81 %% 615126 4485 £2.16 4017 + 8321
ARF(1)° 32254518 ag14 4+ 859 6744034 7128 564 74310 + 256"
Caf (5)° 4437 4 9784 5497 4 487 6504+121% 55.87 4493 53210 4 6198
Rut (1)° 1949 + 866 ** 4645+ 426+ 644+ 048" 5067 +649 64160 + 19637
CCA (DY <0.0014% 7938 + 513% 1045 + 1.27 6LI0+ 651 54570 + 31 85"

Crde extract (CE:25 mg/g), buthanolic fraction (BE: 1 mg/ke), aqueous residue fraction (ARF: 1 me/kg), caffeine (Gif: S me/kg). rutin (Rut: 1 mg/kg) and chlorogenic add ((GA: 0.1

mgfkg) 05 hb induced pleurisy.Sal =

weated only with sterile NaljCg = I group treated

only with carrageenan (1%); Dex = response in arimaks pre-treated with dexamethasone (0.5 g ig) 05 hbefore pleulsy induction. Each group represents the mean = SEM, N=§

aninuls * p<005;

In our experiments, none of the tested groups, including the control
group (Saland Cg), were able to significantly change the levels of IL-2
and IL-4 cytokines to detectable levels (Data not shown),

3.7. Effect of L paraguariensis on the histological architecture of the lungs

The induction of pleurisy by carrageenan provided a significant lung
injury with massive infiltration of neutrophils into the alveolar space,

*Hp<001; ¥ all tested samples showed values under the detection linit.* by intra-pl

I rouite (Lpl).° by oral route (p.o).

were abla to reduce the phosphorylation of the p65 subunit when com-
pared with the Cg control group, which represents the pasitive group of
p-p65 NFB (% inhibition of Caf 54,53 £ 1.55; Rut: 6073 £ 1.26; CGA:
61.48 4 1,40 and Dex: 55.85 & 1.89) (P<0.01) (Fig 3).

4. Discussion

Although pleurisy induced by carrageenan is not an asthma model,

and significant distortion of normal alveolar architecture, T
with CE, BF, ARF, Caf, Rut or even CGA, administrated 0.5 h before
induction of pleurisy, significantly decreased the thickness of the
interalveolar septa and neutrophil infiltration when compared with
the positive control group (% inhibition of CE: 31.58 + 6.45; BF:
36.84 4+ 6.45; ARF: 3684 + 10.53; Caf: 31.58 4 6.45; Rut: 4211 +
5.26 and CGA: 63.16 + 645) (P < 0,05) (Fig. 2). Dex treatment also sig-
nificantly reduced the histological parameters studied (% inhibition:
5263 + 9.85) (P<0.01) (Fig, 2).

3.8. Effects of L paraguariensis major compounds on p-p65 NF-kB
Since NF-kB plays a crucial role in the synthesis of pro- and anti-

inflammatory mediators, we investigated the effects of Caf, Rut and
CGA on p65 phosphorylation. All the studied compounds, and Dex,
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Fig. 2. Effects of . on mice lung hi of pleurisy by

carrageenan. Graphic comparative analysis of histology seores, CE (25 mg/kg, p.o.); BF
(1 mefke, po), AKFU mg'kg. pa); Ufti mg/kg. p.o.): Rulll mgfkg, po.) of CGA
(01 me/ke. po.) wer iced pleurisy. Sal =
negative control gmup weated nnly wnm sterile saline (0.9% NaCl); Cg = pasitive
control group treated only with carrageenan (1%); Dex = animals pre-treated with
dexamethasone (0.5 mgkg) 0.5 hbcﬂoce&\euriﬁy induction. Each group represents the
mean + SEM.N = 6 animals. “P< 005; ™ P<0.01.

the admin istration of carrageenan into the pleural cavity provides an in-
flammatory environment similar to that observed in patients with neu-
trophilic asthma phenotype, characterized by a Th1/Th17 polarization.
The imbalance between pro- and anti-inflammatory cytokine produc-
tion, pro-inflammatory enzyme activities, and histological changesin
the lung tissue are the most notable similarities [13,24]. The actual ap-
proach to handling asthma, based on suppression of pro-inflammatory
mediators with the use of corticosteroids, has not been producing
good results, and is often ineffident. Thus, the search for compounds
that act by reestablishing the natural balance of the immune system
seems to be a good goal to treat this condition,

In view of the above, and considering the preliminary data obrained
in our laboratory, we dedided to study the anti-inflammatory efficacy of
I paraguariensis using the murine model of pleurisy. Our data demon-
strated that pretreatment with I. paraguariensis CE, fractions (BF and
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Fig 3. Efects of | major on pES (p-p65 NE-

KBJ. Caffeine (Caf: 5 mg/kg, p.o), rutin (Rut: 1 mgfkg, pa) and chlorogenic acd (CCA:
Q1 mg/kg, p.o.) were administered 0.5 h before carrageenan-induced pleurisy. Sal =
group treated only with sterile saline (0.9% Nacl); Cg = group treated only with
cartageenan (1%); Dex = response in animals pre-treated with dexamethasone
(0.5 mefke. po) 05 h before pleurisy induction. The results were expressed as a relative
fold change compared with the negative saline group which represents a péS
phosphorylation basal expression. N = 4 animals. ® ® P <001 statistical comparative
analyses between the Cg group and saline group. ** p<0.01 statistical comparative
analyses between the treated group and the Cg group.
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ARF) and major compounds (Caf, Rut and CGA) were effective in
inhibiting leukocyte migration to the inflammatory site, both in the
analysis of fluid leakage and lung tissue, and this effect wasduetoability
of this plant to inhibit the neutrophil influx. Moreover, L paraguariensis
was also able to inhibit neutrophil activation in fluid leakage, since
all the plant material tested decreased the activity of MPO, an
enzyme that is located in the azurophilic granules of these cells, and
released through its activation. Similar results for this effect on the
leukocytes were obtained by Schinella and co-workers (2014), who
analyzed the effect of [ paraguariensis on acute and chronic 12-0-
tetradecanoylphorbol 13-acetate-induced mouse ear edema and acute
carrageenan-induced mouse paw edema, and also showed an important
decrease in leukocyte influx, also due to neutrophil inhibition [7].

According to our findings, one possible explanation for the effect of
L paraguariensis on neutrophil influx to the site of inflammation may
be the ability of the plant material to suppress ADA activity. ADA is an
enzyme responsible for inosine generation through adenasine deami-
nation. Among many functions, adenosine, when itisavailablein the in-
flammatory environment, acts on the A;, receptors of the neutrophils,
downregulates the expression of adhesion proteins, and decreases
their degranulation and oxidant activity [25-27].

Theother signal ofinflammation evaluated was the exudate concen-
tration, which was also significantly reduced by treatment with yerba
mate, The exudation levels are directly linked to the increase in the
amount of NO produced by the activation of induced nitric oxide syn-
thase (iNOS). The released NO plays an important role as a vasodilator
and contributes to exudation [28]. This fact may explain the ability of
L paraguariensis to reduce these inflammatory parameters, as it signifi-
cantly decreased exudate concentration and NO levels in the pleural
cavity. In accordance with our results, it was recently demonstrated
that yerba mate exerts its anti-inflammatory profile in carrageenan-
induced paw edema in mouse through its ability to decrease the forma-
tion of edema, and this result was directly comrelated with the reduction
of COX-2 and iNOS expression [7].

The imbalance of pro- and anti-i tory cytokines plays a
marked role in inflammatory diseases, particularly in non-self-resolved
disease. Among the pro-inflammatory cytokines, 11-6, TNF-ce, IFN-y and
IL-17 play an important role in the pleurisy model of inflammation in-
duced by carrageenan [29]. The increase of these cytokines induced by
carrageenan administration was significantly inhibited by all tested
samples of L paraguariensis, Similarly, other researchers have demon-
strated the potential effect of yerba-mate on major pro-inflammatory
cytokines. E.g Lim and colleagues (2015), who showed, in a recent
study, that yerba-mate is effective in decreasing IFN-vy and IL-6 levels
in a spared nerve injury rat model [30]. In addition, a study by Carmo
and co-workers {2013) showed that consumption of I. paraguariensis
reduced IL-6 and TNF-c¢ production by the bone marrow cells in rats
fed a high-fat diet [31], and the positive impact of yerba-mate on TNF-
@ concentration was also reported in a dgareme smoke-exposed
mouse model [32]. To our knowledge, there is no published study to
date that reports the effect on this plant of IL-17A levels, a relevant cy-
tokine involved in this model and also in the neutrophilic phenotype
of asthma. This result needs to be highlighted, given that refractory
and severe asthma produces a Th1/Th17 phenotype, in which IL-17 as-
sumes an important role, Of note is the fact that Latin Americans who
consume a higher amount of yerba-mate in the form beverages called
“chimarr3o” or “terere™ exhibit lowest prevalence of severe asthma
characterized by Th1/Th17 polarization, when compared with people
who do not drink this beverage in large amounts [24,33].

The levels of two other pro-inflammatory cytokines, IL-2 and I1L-4,
were not detected inour experiments, given that these are not primordi-
aland characteristic cytokines in the carrageenan model, which produces
amassive polarization to Th1,/Th17 axis. In contrast, I. pa iensis pro-

This outcome on [L-10 levels was due to CGA effact, and it is the same ef-
fect demonstrated by ARFand CE, where this compound was most avail-
able. Corroborating this result, the study conducted by Pimentel and
colleagues (2013) shows an increase in IL-10/TNF-x ratio in rat liver
and muscle due yerba-mate supplementation on a diet-induced obesity
maodel [36].

The effects on cytokine lavels involve a complex intracellular pro-
cess, To summarize, Cg triggers the intracellular signaling pathways by
Toll-like receptor 4 (TLR4) activation and oxygen reactive species
(ROS) production [37]. NF-kB is therefore an important player in the
control of cytokine expression. Its classical inducible form consists of
the p65/p50 heterodimer, inwhich the p65 subunit phosphorylation ac-
tivates this factor and culminates in the prod uction of many mediators
[38]. Tha NF-+B is the most important transcription factor involved in
theinflammatory process, it regulates various gene encodi
tory mediators with highlight to pro-inflammatory cytokines [39,40].
This transcription factor is activated by stimuli such as carrageenan
and LPS, through TLR4 activation which induce the 1B phasphorylation
resulting in ransmigration of NF-kB activared form to the nucleus,
where gene expression of pro-inflammatory mediators is triggered
[41]. Over-activation of this nuclear factor is present in all inflammatory
diseases, and its inhibition has been of great interest to researchers [42,
43).Inour study, I. paraguariensis major compounds were able to inhibit
p65 phosphorylation. This corroborates with previously published data
whichdemonstrates that Caf[44], Rut [16] and CGA [45] both attenuate
NF-«B activation, As consequence, the plant produced an improvement
in inflammatory environment, reducing neutrophil accumulation and
edema in the pleural space and lung tissues, as demonstrated in our
experiments.

In summary, our results allow us to condude that I. paraguanensis
exerts anti-inflammatory action through its ability in attenuating
Th1/Th17 polarization. Furthermore, we can hypothesize that the high
consumption of yerba mate among the Southern Latin America people
may be a factor that explains the lower levels of neutrophilic asthma
in this population.
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fractions by using UPLC-PDA and UPLC-QTOF. Identification of the
constituents was based on their retention times, UV absorption
spectra and mass spectra data, as well as by comparison with
authentic samples. The validated parameters show that the
quantification by UPLC-FDA methodology developed is sensitive,
precise and accurate,
@ 2016 The Authors. Published by Elsevier Inc. This is an open
access article under the CC BY license
(http: //creativecommons.org/licenses by /4.0{),

Specifications Table

Subject area
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Type of data
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Experimental
factors

Experimental
features

Data source
location

Data accessibility

Pharmaceutical sciences
Natural product chemistry; Pharmacognosy

Figure and tables

Ultra performance liquid chromatography with photo-diode array and mass
spectrometry detection using an Acquity-UPLC™ (Waters, MA, USA) coupled to a
high-resolution mass spectrometer (Xeve G2-S QTof model), equipped with an
electrospray ionization source and controlled by MassLynx v4.1 software,
Analyzed

Hydroethanolic extract of Ilex paraguariensis leaves was prepared by turboex-
traction. The extract was dried (CE) and a portion was poured onto water and
partitioned with n-BuOH, yielding the n-BuOH fraction (BF) and aqueous resi-
dual fraction (ARF). For the LC analysis, the samples were dissolved in the mobhile
phase and filtered through a 022 um membrane before the infection in UPLC
The extract and the fractions of llex paraguariensis leaves were analyzed qua-
litatively and quantitatively by UPLC-PDA and UPLC-MS.

Department of Pharmaceutical Science, Centre of Health Sciences, Federal Uni-
versity of Santa Catarina, 88040-900, Florianopolis, Brazil.

Data is with this article

Value of the data

® Chromatographic and mass spectrometric data can be used for comparison with other studies
performed on I paraguariensis extracts,

® The extract contents and the metabolites identification data will provide a valuable reference for
studies comprising the chemical and pharmacological effects of 1. paraguariensis.

® Allows the characterization of new targets and new potential functions for this medicinal plant,

& Interaction network generated.

1. Data

The following dataset includes one figure and two tables that support the identification as well as
validation assays to quantify the major compounds of flex paraguariensis samples extracts. Fig. 1
shows the UPLC-PDA chromatographic profile of L paraguariensis crude extract. The chromatographic
and spectroscopic (UPLC-PDA and UPLC-MS ) detection parameters data for each identified compound
are presented in Table 1. Further, Table 2 data shows the validated parameters of the methodology
developed. The different contents data of compounds of I paraguariensis crude extract and its related
fractions are showed in Table 1 in Ref. [1].
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Fig 1. UPLC-PDA chromatogram at 280 nm. Peak identification: 1, theobromine; 2, 3-O-caffeoylquinic acid; 3, 5-0-caffeoyl-
quinic acid; 4, caffeine; 5. 40-caffeoylquinic acid; 6 rutin; 7, 3 4-dicaffeoylquinic acid: 8, 3.5-dicaffeoylquinic add; 9. 4.5-
dicaffeaylquinic add.

Table 1
Chromatographic and spectroscople profile of phenolic compounds and methylxanthines of the extract and fractions from lex
paraguariensis leaves,

Peak 1dentification RT (min) dmax(nm) [M-H]™ (myz) Error (mDa) °*Reference

1 Theobrormine 14 272 fid. - Standard

2 3-0-calfeoylquinic acid  2.05 325-296 3530903 -31 (An et al [2]; Dartora et al [3])

3 5-O-caflfeoylquinic acid 4.1 325-296  353.0903 -13 Standard (Granica et al [4];
Dartora et al, [3])

4 Caffeine 455 273 nd. - Standard

5 4-O-caffeoylquinic acid 485 335-296 353090 03 Standard (Granica et al [4]; Dar-
tora et al, [3])

6 Rutin 75 353355 6091376 -54 Standard (An et al. [2]; Dartora
et al [3])

7 3 4-dicaffeoylquinic acid 791 335-296 5151198 -20 (Li et al [5]; Dartora et al [3])

B 3 5-dicaffeoylquinic acid 8.05 335-296 5151152 —G69 (Li et al [5]; Dartora et al [3])

9 4 5-dicaffeoylquinic acid 852 335-296 5151105 —102 (Li et al [5]; Dartora et al [3])

nd. — not detected.
# ldentification based on mass spectra, chromatographic profiles and previous repocts.

2. Experimental design, materials and methods
2.1, Plant material

Plant material data described here has been carried out in accordance with Ref. [1]. After har-
vesting, I. paraguariensis A, St. Hil. leaves (RSPF 11074) were processed and stored until the extraction
and the preparation of its related fractions,

2.2, Extract preparation

The hydroethanolic I. paraguariensis crude extract were prepared by turboextraction in an Ultra-
Turrax® apparatus, After filtration, the solvent was removed under reduced pressure, and the
obtained aude extract (CE) was partitioned between n-BuOH and water affording fractions BF and
ARF, respectively. For details of the samples preparation see Ref. [1].
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Table 2
Validated parameters for the UPLC-PDA quantification.

Compound Precision® Accuracy®” (Recovery)  LOQ® o0°
gml~") (pgml-")
Repeatability Intermediate
precision

Mean RSD. Mean RSD. (%) Mean (%) RSD. (%)
(gml—') (%)  (egml")

Caffeine 005 317 10,00 1.m 1009 1.07 0os oms
10,00 026
50000 034

Chlorogenic add 0,05 437 5000 1.02 995 117 0os om
5000 349
10000 [1NE:}

Rutin 025 407 5000 168 976 153 025 om
10,00 337
50,00 082

A Limit:RSD, = 5%
¥ Recovery was determined by injection of spiked samples, in triplicate, with standard solution,
< 10Q=limit of quantification; LOD=Ilimit of detection.

2.3. Chromatographic separation

All the chromatographic conditions are related to Ref. [1]. Chromatographic separation was
achieved with an Acquity-UPLC™ (Waters®, MA, USA) system equipped with a quaternary pump,
degasser, autosampler, photodiode array detector (PDA) and a Waters BEH C18 column, 1.7 pm,
50x21 mm at 40°C as the stationary phase. The method used a gradient at constant flow rate
(03 mLmin~") combining solvent A (formic acidfwater, pH 2.5) and solvent B (acetonitrile), pro-
grammed as follows: 0-5 min, linear change from A-B (97:3 v/v) to A-B(90:10 vjv); 5-6 min, isocratic
A-B (90:10vjv); 6-9 min, linear change to A-B (80:20v{v) and 9-10 min, linear change to A-B
(10:90 vjv). The peaks were characterized by comparing the retention time, UV spectra and by co-
injection of the sample with the reference standards. Quantification was performed by external
calibration curve, using their corresponding standards, Caffeine (Sigma-Aldrich™) was quantified at
280 nm, while the phenolic compounds chlorogenic acid (Fluka™) and rutin (Sigma-Aldrich®) were
quantified at 320 nm. All the analyses were performed in triplicate, and the peak area measured.
Quantification was achieved using regression curves in the following ranges: 0,05-50 pg mL~! for the
caffeine; 0.05-100pgmL~" for chlorogenic acid and 0.25-50 pg mL~" for rutin. The regression
equations were “y=39320x +2074.9" for caffeine, “y=46696x— 1896~ for chlorogenic add, and
“y=15618x+178.92" for rutin. The extract was analyzed at a concentration of 500 pg mL~" and the
injection volume was 5 pL.

2.4, UPLC-MS analysis

In addition to UPLC-PDA analysis, the identification was carried out by liquid chromatography
(UPLC, Waters™ Acquity mode) coupled to a high-resolution mass spectrometer (Xevo G2-5 QTof
model), equipped with an electrospray ionization probe, MassLynx v4.1 software was used for data
acquisition and processing. The mass spectrometer parameters were set as detailed in Ref. [1].

2.5. UPFLC-FDA validation procedure

The UPLC-PDA quantification method was validated according to the ICH guidelines (2005) [6] for
specificity, linearity, accuracy, precision (repeatability and intermediate precision), limit of quantifi-
cation (LOQ) and limit of optical detection (LOD). The good linearity ranges were achieved by the
analysis of linear correlation coefficient (caffeine, r’=1; chlorogenic acid, r*=0.9999; rutin,
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17 =0.9999) of the regression curves. The precision was determined by repeatability (intra-day assay)
and intermediate precision (inter-day assay). The intra-day assay was performed in triplicate analysis
of three different concentrations of the standard solutions, and expressed as relative standard
deviation (RSD). The inter-day assay was determined by the analysis of a medium concentration in
the curve, three times a day, on three different days. The limit of quantification (LOQ) and limit of
detection (LOD) were defined by relative standard deviation (RSD < 5%) and by a signal:noise ratio of
3:1, respectively. Accuracy was determined by spiking samples with the standard solutions of caf-
feine, chlorogenic acid or rutin (1:1 vfv) and the average recovery values were calculated.
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