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RESUMO

A llex paraguariensis A. St-Hil. (Aquifoliaceae), conhecida
popularmente como erva-mate, é uma espécie arbdrea nativa da América
do Sul. Ainda que existam trabalhos relatando os efeitos antioxidante,
anti-inflamatorio, antimutagénico e de inibicdo de LDL desta espécie,
até o presente momento, apenas seis estudos relatam seu efeito no
sistema nervoso central. Estudos prévios do laboratério mostraram que o
tratamento agudo com o extrato aquoso desta planta é capaz de impedir
0 prejuizo de memoria induzido pela administracdo de escopolamina.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar a atividade
mnemdnica das fragGes butandlica e rica em saponinas obtidas a partir
das folhas de I. paraguariensis. Camundongos Swiss machos (40 a 50
g), foram submetidos ao tratamento agudo por via oral (0,1 mL/10 g)
com as doses de 10, 30 ou 60 mg/kg de uma fracdo rica em saponinas ou
butandlica, sendo utilizada solucéo salina como controle e escopolamina
(1 mg/kg), uma droga amnésica, como controle positivo. Trinta minutos
apos o tratamento, grupos independentes de animais foram submetidos
ao teste de reconhecimento de objeto e ao teste esquiva inibitdria do tipo
step-down. A fragdo rica em saponinas per se ndo promove nenhuma
alteracdo na memoria dos animais avaliados no teste da esquiva
inibitoria do tipo step-down e de reconhecimento de objeto. O mesmo
ocorre quando avaliamos a atividade da fracdo butandlica per se, exceto
a dose de 60 mg/kg, que apresentou uma reducdo da laténcia para a
descida da plataforma, sugerindo um possivel prejuizo mneménico
causado por esta fracdo no teste da esquiva inibitéria do tipo step-down.
Todas as doses da fragdo butanélica foram capazes de prevenir o déficit
cognitivo induzido pela escopolamina no teste de reconhecimento de
objeto, enquanto a dose de 60 mg/kg da fracdo rica em saponinas foi
capaz de prevenir a perda de memoria induzida pela escopolamina no
teste de esquiva inibitoria do tipo step-down. Os dados referentes a
prevencdo do déficit cognitivo provocado pelas fragcdes apontam que os
diferentes compostos presentes em cada uma delas podem estar atuando
em regides cerebrais distintas, e que o sinergismo destas substancias
presentes na l. paraguariensis parece atuar para a promog¢do de uma
atividade neuroprotetora. Desta forma, este trabalho ressalta a
importancia desta espécie vegetal pelo seu potencial terapéutico para o
tratamento de doengas relacionadas com o processo cognitivo, como a
doenca de Alzheimer.

Palavras-chave: erva-mate; memoria; reconhecimento de objetos;
esquiva inibitoria.



ABSTRACT

llex paraguariensis A. St.-Hil. (Aquifoliaceae), popularly known as
yerba-maté, is a native tree species from South America. Although there
are studies reporting antioxidant, anti-inflammatory and antimutagenic
effects, as well as the inhibition of LDL by this species, there are only
six studies reporting its effect upon the central nervous system, so far.
Previous studies also showed that the acute treatment using the aqueous
extract of this plant is able to prevent the memory impairment induced
by scopolamine administration. Thus, the objective of this study was to
investigate the mnemonic activity of the butanolic fraction and saponin
enriched fraction, obtained from the leaves of |. paraguariensis. Swiss
male mice (40 g to 50 g) were orally treated (0.1 ml/10g) with 10, 30 or
60 mg/kg doses of saponin enriched fraction and butanolic fraction.
Saline solution was used as control and scopolamine (1 mg/kg), an
amnesic drug, was used as a positive control. Thirty minutes after
treatments, independent groups of animals were evaluated in the object
recognition test and the step-down inhibitory avoidance test. The
saponin enriched fraction per se did not promote any changes in the
memory of animals when evaluated in the step-down inhibitory
avoidance test as well as in the object recognition test. The same was
observed when evaluating the activity of butanolic fraction per se,
except for the 60 mg/kg dose which reduced the latency during the
descent of the platform, suggesting a possible mnemonic damage caused
by this fraction in the step-down inhibitory avoidance test. All doses of
the butanolic fraction were able to prevent scopolamine-induced
cognitive deficits in the object recognition test, whereas the dose of 60
mg/kg from the saponin enriched fraction prevented the memory
impairment induced by scopolamine in the step-down inhibitory
avoidance test. Data related to the prevention of cognitive impairment
caused by these fractions indicate that the different compounds in each
of them may be acting in different brain regions, and the synergism of
these substances in |. paraguariensis seems to act to improve
neuroprotective activities. Thus, this study highlights the importance of
this plant species as a potential therapeutic tool for the treatment of
diseases related to cognitive processes, such as the Alzheimer's disease.
Keywords: yerba-mate; memory; object recognition; inhibitory
avoidance.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas pelos seres humanos data de, pelo menos,
60.000 anos atras, no periodo Paleolitico Médio, por conta da descoberta
de polen de flores junto aos fosseis de neandertais (SOLECKI, 1975).
Registros escritos, porém, datam de 5.000 anos atras, provenientes dos
Sumérios, ainda que se acredite que o uso de plantas medicinais seja
bem mais antigo (RASKIN et al., 2002). Isto mostra o quanto as
civilizagbes desenvolveram, ao longo de muito tempo, uma estreita
relagdo com espécies vegetais de interesse alimenticio, decorativo e
medicinal. Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), 65-80%
da populacdo de paises em desenvolvimento fazem uso de plantas
medicinais, tendo nelas sua principal forma de tratamento, uma vez que
possuem dificuldades de acesso a medicina moderna (CALIXTO, 2005;
FABRICANT, 2001). Em 1978, através da Declaracdo de Alma-Ata, a
OMS endossou a importancia das plantas e a ligacdo delas com o ser
humano ao destacar a necessidade de valorizacdo dos fitoterapicos.
Além disto, reconheceu e recomendou 0 uso e disseminagdo de plantas
medicinais entre as populacdes com o objetivo de reduzir os custos dos
programas de satde (VEIGA-JR, PINTO & MACIEL, 2005), ja que tais
fitoterdpicos podem ser cultivados em hortas coletivas ou particulares.

Apesar da competi¢do com outras drogas sintéticas, os produtos
naturais (derivados ndo s6 de plantas, mas também de fungos e
bactérias) ainda constituem novos e promissores candidatos ao
desenvolvimento de drogas (BUTLER, 2004). Neste quesito, a América
Latina, especificamente o Brasil, poderia ser um grande fornecedor de
candidatos a novos produtos, ja que possui extensa biodiversidade de
plantas. A despeito de possuir, sozinho, 20-25% do total de plantas e
microrganismos existentes no mundo, apenas 0,4% da flora brasileira
esta documentada medicinalmente (CALIXTO, 2005; GURIB-FAKIM,
2006). No entanto, este ndo é um problema apenas da América Latina, ja
que, em todo o mundo, apenas 6% das plantas existentes foram
estudadas para atividade biologica e 15% para a fitoquimica
(VERPOORTE, 2000).

Neste panorama, € muito Gtil o uso da etnobotanica moderna
para o descobrimento de novas substancias quimicas que possam ser
utilizadas no desenvolvimento de drogas. A etnoboténica foi definida
por Shultes, em 1967, como “as relagBes entre 0 homem e a vegetacao
do ambiente” (GURIB-FAKIM, 2006). Estima-se que 122 drogas
provenientes de 94 espécies de plantas tenham sido descobertas através
de estudos etnobotanicos, como a morfina, um alcaloide
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hipnoanalgésico derivado da Papaver somniferum, e a vincristina, um
composto antitumoral proveniente de Vinca spp. (GU et al., 2014). Em
seu trabalho de revisdo, Newman & Cragg (2012) mostram que somente
36% das drogas aprovadas entre 1981 e 2010 tem suas moléculas ativas
produzidas sinteticamente, como mostra a figura 1. As demais
moléculas foram retiradas diretamente de plantas ou outras fontes
naturais ou, ainda, sdo inspiradas em produtos naturais.

S*NM 122 11%

5, 558 5%

SNM. 146, 13%

S 387 30",

sN mNE uND S SNV m$* o S*NM

Figura 1. Fontes de moléculas para drogas de 1981 a 2010: (N) produtos
naturais, (ND) derivado de produtos naturais, (NB) produto natural botanico, (S)
droga totalmente sintética, (S*) droga sintética no qual o farmaco6foro partiu de
um produto natural, (NM) mimetiza produto natural. Adaptado de Newman &
Cragg (2012).

Além de serem utilizadas no tratamento de doencas como
cancer, diabetes, problemas respiratorios e cardiovasculares, as plantas
também possuem importantes atividades no sistema nervoso central
(SNC) (GURIB-FAKIM, 2006; SULTANA et al., 2014). Algumas das
plantas que atuam no SNC sdo a Piper methysticum (kava),
apresentando atividade ansiolitica, a Valeriana officinalis (valeriana),
empregada para o tratamento de disturbios do sono, o Hypericum
perforatum (erva de S&o Jodo), possuindo efeitos antidepressivos e as
diferentes espécies de Passiflora, popularmente conhecidas como
maracuja, que possuem efeitos antidepressivos, ansioliticos e sedativos
(GURIB-FAKIM, 2006; SENA et al., 2009).
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Entre os transtornos neurolégicos mais estudados estdo as
doencas neurodegenerativas, visando o fato de que a expectativa de vida
da populacdo estda aumentando mundialmente com o avango da
tecnologia e da medicina. A doenca de Alzheimer é a forma mais
prevalente de neurodegeneracdo. Porém, apesar de ja serem conhecidos
0s principais aspectos fisiopatoldgicos que contribuem para a progressao
da doenca, como a perda neuronal, as placas senis e os oligdmeros de -
amiloide, ndo existe ainda nenhuma droga capaz de parar, ou mesmo
minimizar, o processo neurodegenerativo. Uma abordagem alternativa é
a de identificar pequenas moléculas com atividades bioldgicas
relevantes para a doenca de Alzheimer (KIM & OH, 2012; SCHUBERT
& MAHER, 2012; CURRAIS et al., 2014). Como exemplo de extratos
de plantas que sdo utilizados no tratamento para a doenca de Alzheimer,
tem-se a Ginkgo biloba (ginkgo), a Panax ginseng (ginseng), a Salvia
officinalis (salva), a Melissa officinalis (erva-cidreira), e a Bacopa
moniera (brahmi), que ainda passam por estudos clinicos para
comprovar sua eficacia (KIM & OH, 2012). Nos Gltimos anos, a espécie
llex paraguariensis (erva-mate) também vem mostrando resultados
positivos no que diz respeito a sua atividade mnemonica (SANTOS,
2011).

O género llex é o Unico da familia Aquifoliaceae, que ¢
composto de aproximadamente 600 espécies e tem como principal
localizago de ocorréncia a América tropical e o sudeste da Asia, apesar
de ja terem sido encontrados fosseis do pélen deste género por todas as
partes do mundo (LOIZEAU et al., 2005). A llex paraguariensis Saint
Hilaire ¢ uma espécie popular na regido que abrange o Paraguai,
Uruguai, nordeste da Argentina e sul do Brasil. Seu uso na forma de cha
foi adotado ha séculos pelos indios guaranis e passado aos missionarios
jesuitas, sendo estes os primeiros a cultivar a espécie em larga escala por
volta do ano de 1670 (HERNANDEZ-BERMEJO & LEON, 1994). O
consumo da bebida produzida através da infusdo das folhas da planta é
conhecido como chimarrao, tereré ou mate, e é uma tradicdo cultivada
ao longo do tempo, principalmente nas regifes Centro-oeste e Sul do
Brasil e paises fronteiricos (BRACESCO et al., 2011). As populares
rodas de chimarrdo mantém esta tradi¢do e levam a comercializagdo ndo
sO da erva-mate, como também de produtos como cuias e kits tipicos de
utilitarios para seu consumo.

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, no ano
de 2011 foram produzidas 229.681 toneladas de erva-mate nativa,
rendendo 118 milhdes de reais & economia e revelando um aumento de
aproximadamente 1% em relacdo ao ano anterior, fazendo da erva-mate
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a extracdo vegetal alimenticia mais produzida no pais. Sozinha, a regido
Sul deteve, naquele ano, 99.8% da producéo total de erva-mate do pais,
sendo que o Parana foi o maior produtor (169.549 toneladas), seguido
por Santa Catarina (36.117 toneladas) e Rio Grande do Sul (23.579
toneladas) (IBGE, 2011).

A |. paraguariensis € uma arvore perene e dioica que pode
alcangar até 15 m de altura. Medindo 8 cm de comprimento, suas folhas
sdo verde-oliva, perenes, alternas, coriaceas, de limbo obovado e
margem levemente crenada. Sua floracdo ocorre durante a primavera,
dando origem a inflorescéncias em fasciculos, com 1 a 15 flores
pequenas e unissexuais de 4 pétalas brancas, podendo ter 5, 6 ou 7
pétalas em locais tropicais ou subtropicais. Seus frutos séo do tipo baga,
de cor vermelha e contém 4 ou 5 sementes (figura 2).

Figura 2. Representacdo (A) e foto (B) das folhas, flores e frutos de Ilex
paraguariensis. Fonte: Wikipedia e Culham Research Group (acesso em
dezembro de 2014).

Podem ser encontrados diversos constituintes quimicos na I.
paraguariensis, como alcaloides purinicos (metilxantinas), flavonoides,
taninos, acido clorogénico e derivados, € um grande nlUmero de
saponinas triterpénicas derivadas do acido urs6lico (metasaponinas),
sendo que a quantidade destes componentes depende de fatores como o
solo de plantio, clima e época do ano (BRACESCO et al., 2011; HECK
& DE MEJIA, 2007). Mesmo que as metilxantinas sejam
correlacionadas com muitas atividades farmacologicas da erva-mate,
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outras propriedades e atividades vem sendo estudadas e mostram-se
independentes da presenca destes compostos (BRACESCO et al., 2011).

Um dos componentes mais encontrados na erva-mate sdo 0s
polifenois, que aparecem em altas concentragdes nesta planta e mostram
uma forte correlagdo com a capacidade antioxidante da mesma. O
extrato de erva-mate € rico, especificamente, em acido clorogénico, que
representa 42% do total de componentes ativos encontrados nesta planta,
0 que significa mais do que o encontrado no cha-verde e tornando-a
comparavel ao vinho em termos de quantidade deste polifenol
(GUGLIUCCI et al., 2009; BRACESCO et al., 2011). Além disto, Filip
e colaboradores (2001) demonstraram que a espécie |. paraguariensis é
a mais rica em derivados do cafeoil (por exemplo, acido clorogénico e
acido cafeico) e flavonoides (rutina, quercetina e kaempferol) quando
comparada com demais espécies deste género.

Além de compostos fendlicos, a |. paraguariensis também
possui xantinas, que sdo de alcaloides purinicos encontrados em chas,
cafés e chocolates. A xantina mais encontrada na erva-mate é a cafeina
(1 — 2% do peso seco), seguido pela teobromina (0.3 — 0.9% do peso
seco) (ITO; CROZIER & ASHIHARA, 1997). A quantidade de cafeina
presente em 150 mL de erva-mate (78 mg) assemelha-se a encontrada
numa mesma medida de café (85 mg) (MAZZAFERA, 1997), de forma
gue sua ingestdo se torna ainda mais significativa quando ambas as
tradicbes do mate e do café sdo mantidas durante grande parte da vida
do individuo. A cafeina € uma substancia com efeitos estimulantes no
SNC e possui um efeito positivo na meméria de longo prazo (DE
MEJIA & RAMIREZ-MARES, 2014). No entanto, a forma de preparo
das folhas de I. paraguariensis muito influencia na disponibilidade de
cafeina: quando as folhas passam pelo processo de secagem, perdem
aproximadamente 30% da sua concentracdo de cafeina e até 80% de
clorofila (SCHMALKO & ALZAMORA, 2001). Apesar disto, a
concentracdo pode ser aumentada posteriormente, por conta da infuséo
com agua quente no preparo do mate ou chimarrdo, pois neste processo
as células sdo rompidas por conta da temperatura e liberam estes
componentes no chad (HECK & DE MEJIA, 2007).

As saponinas triterpénicas, por sua vez, sdo glicosideos
altamente sollveis em agua, especificos de dicotiledéneas, que conferem
0 gosto amargo a erva-mate. A elas sdo atribuidas propriedades
antiinflamatérias e hipocolesterolémicas, por conta da inibicdo da
difusdo passiva de acido colico e a formacdo de micelas que ndo podem
ser absorvidas, sendo portanto excretadas (FERREIRA et al., 1997;
HECK & DE MEJIA, 2007). As saponinas presentes em maior
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guantidade nas folhas de |. paraguariensis sdo o acido oleandlico e o
acido ursdlico, que mostraram um efeito neuroprotetor em um modelo
de hipoxia cerebral, e de protecdo contra o0 estresse oxidativo,
respectivamente (CALTANA et al., 2014; MA et al., 2014).

Existem diversos estudos sobre as atividades da I.
paraguariensis, entre elas a atividade antioxidante, a qual parece ser
melhor nesta espécie em relagdo a outras do género por conta da alta
concentracdo de derivados cafeicos e polifenois (GUGLIUCCI, 1996;
FILIP et al., 2000; ANESINI et al., 2012); apresentando ainda efeitos na
diminuicdo do peso em pacientes obesos por conta do aumento da
saciedade (ANDERSEN & FOGH, 2001) e efeito protetor contra o
cancer (RAMIREZ-MARES; CHANDRA & DE MEIJIA, 2004).

Embora muito estudada para atividades antioxidantes e inibi¢do
de LDL, até o presente momento sdo encontrados apenas seis trabalhos
gue relacionam esta espécie com atividades no SNC. O primeiro deles
relatou que o extrato de I. paraguariensis nas doses de 250 e 500 mg/kg
(intraperitoneal) foi capaz de prevenir a hipolocomocdo causada por
MPTP  (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina,  neurotoxina que
provoca morte neuronal) e reverter a catalepsia induzida por reserpina
em camundongos, sugerindo uma atividade antiparkinsoniana (MILIOLI
et al., 2007). O segundo estudo mostrou que apds indugdo do prejuizo
de memoria por haloperidol, os ratos tratados cronicamente (via oral)
com |. paraguariensis obtiveram melhor resultado no modelo do
labirinto aquatico, sugerindo um efeito neuroprotetor e reducdo da
discinesia orofacial (COLPO et al., 2007). Prediger e colaboradores
(2008) mostraram que o tratamento agudo com o extrato desta espécie,
por via intraperitoneal, nas doses de 62.5, 125 e 250 mg/kg, foi capaz de
melhorar a memoria de curto e longo prazo de ratos submetidos aos
testes de reconhecimento social, labirinto aquatico de Morris e esquiva
inibitdria do tipo step-down. O quarto trabalho mostrou que a infusao de
erva-mate na dose de 50 mg/kg, em tratamento por 15 dias e via oral, foi
capaz de reduzir as frequéncias de convulsdes e as convulsdes tdnico-
clénica, bem como reduzir o dano oxidativo em lipideos e os niveis de
Oxido nitrico em ratos, sugerindo um efeito neuroprotetor (BRANCO et
al., 2013). Reis e colaboradores (2014) mostraram, ainda, que ratos
tratados durante 4 semanas com 0 extrato aquoso de |. paraguariensis
(ad libitum) apresentaram um menor tempo de imobilidade no teste do
nado forgado, sugerindo um efeito do tipo-antidepressivo.

De maneira importante, o Ultimo estudo mostrou que
camundongos submetidos ao tratamento com extrato hidroetandlico de I.
paraguariensis apresentaram um perfil tipo-ansiolitico ap6s tratamento
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de 21 dias. Ademais, o tratamento agudo com o extrato aquoso desta
planta foi capaz de impedir o prejuizo de memoria induzido pela
administracdo de escopolamina, um antagonista de receptores
muscarinicos, no teste de esquiva inibitéria do tipo step-down (SANTOS
et al., 2015).

Com bhase no que foi exposto até aqui, os produtos naturais
claramente consistem em importantes fontes de novas moléculas para o
tratamento farmacoldgico de diversas doencas. As doencas relacionadas
a déficits de memoria, como a doenca de Alzheimer e a doenca de
Parkinson, tem se tornado prevalente na populacdo, decorrente, dentre
outros fatores, de uma maior expectativa de vida da mesma. Como
abordado anteriormente, ndo existe na atualidade nenhuma droga eficaz
na reversdo da doenca de Alzheimer, fazendo com que as drogas
disponiveis sejam paliativas. Sendo assim, sdo necessarios estudos para
a identificagdo de novas moléculas com atividades biologicas relevantes
para o tratamento de doengas neurodegenerativas.
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2. OBJETIVOS

Investigar a atividade mnemonica das fracdes obtidas de llex
paraguariensis em camundongos Swiss adultos.

2.1 Objetivos especificos

e Avaliar a atividade per se e o potencial preventivo de perda de
memoéria induzida pela escopolamina da fragdo butandlica de I.
paraguariensis nos testes de esquiva inibitéria do tipo step-
down e de reconhecimento de objetos

e Avaliar a atividade per se e o potencial preventivo de perda de
meméria induzida pela escopolamina da fracdo rica em
saponinas de I. paraguariensis nos testes de esquiva inibitoria
do tipo step-down e de reconhecimento de objetos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados
camundongos Swiss machos, com idade entre 3 e 4 meses (40 — 50 g),
provenientes do Biotério Central da UFSC. Os animais foram alojados
em grupos de 15 por caixa e mantidos em condi¢Ges controladas de
temperatura, (22 + 2°C), com ciclo claro/escuro 12/12h (luzes
acendendo as 7h), acesso a agua e ragdo ad libitum. Os experimentos
foram executados de acordo com os padr@es internacionais de bem-estar
animal recomendados pela Lei 11.794/2008 e foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da UFSC sob o niimero PP00798.

3.2 Material Vegetal

As folhas de |. paraguariensis foram coletadas no municipio de
Erechim, Rio Grande do Sul, em outubro de 2006. O material
testemunho esta depositado no Herbario da Universidade de Passo
Fundo (RSPF 11074).

As fragdes obtidas das folhas de I. paraguariensis foram
preparadas pelo doutorando Carlos Henriqgue Blum-Silva, do
Laboratorio de Quimica Farmacéutica, Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas desta Universidade, sob a orientagdo do Prof. Dr. Flavio
Henrigue Reginatto e Prof. Dr. Eloir Paulo Schenkel.

3.3 Drogas e Tratamento

Os animais controle foram tratados com o veiculo de
solubilizacdo das fracdes (solucdo salina - NaCl 0,9%) e o controle
positivo foi feito com a administracdo de hidrobrometo de escopolamina
(Sigma ChemicalCo., St. Louis, MO, EUA), um antagonista de
receptores muscarinicos, na dose de 1 mg/kg, por via intraperitoneal. As
fracbes foram administradas nas doses de 10, 30 e 60 mg/kg, por via
oral, com auxilio de canula intragastrica, no volume de 0.1 mL/10g de
peso corporal, para a avaliagdo da atividade das fragdes per se. Os testes
foram conduzidos individualmente, 30 min ap6s o tratamento dos
animais. Este tempo foi obtido em curvas de tempo-resposta
previamente realizadas por nosso grupo de pesquisa.

Para os diferentes testes comportamentais, os animais foram
divididos em cinco grupos experimentais: grupo controle, controle
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positivo e as 3 doses da fracdo obtida de I. paraguariensis. Na etapa de
avaliacdo da possivel atividade preventiva das fracBes, os animais
receberam hidrobrometo de escopolamina 30 min apés terem recebido
uma das doses das fragdes, sendo submetidos ao teste 30 min apds o
tratamento com o hidrobrometo de escopolamina. O protocolo
experimental da avaliagdo da atividade das fracdes per se esta
representado na figura 3, e o da avaliacdo da atividade preventiva esta
representado na figura 4.

|A'$

- ’

7

Fracio BuOH ou SAP

“eer s )"

30 min

30 min

Tremo Step-down
2 min

Iremo RO
6 min

4h

6h

Teste Step-down
3 min

[este RO
6 min

(10, 30 ou 60 mg'ky, v.0.)

Figura 3. Protocolo experimental para a avaliagdo da atividade per se das
fragOes butandlica e rica em saponinas de llex paraguariensis, através dos testes

de esquiva inibitoria do tipo step-down e do reconhecimento de objetos.
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J 30 !“:V‘_:» 2 mhin — 3ot
4 W " - 3 mm
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Figura 4. Protocolo experimental para a avaliacdo da atividade preventiva das
fracdes butandlica e rica em saponinas de llex paraguariensis, através dos testes
de esquiva inibitéria do tipo step-down e do reconhecimento de objetos.

3.4 Testes Comportamentais
3.4.1 Teste da Esquiva Inibitéria do tipo Step-down

O teste da esquiva inibitéria do tipo step-down tem como
objetivo avaliar a meméria do tipo emocional dos animais. Neste teste, 0
aprendizado do animal esta relacionado com a inibicdo de seu
comportamento natural de explorar o aparato para além da plataforma
central em que é posicionado, na primeira exposicdo (sessdo de treino).
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Ao descer da plataforma, o animal recebeu um choque nas patas,
formando uma memdria aversiva. Na exposi¢do subsequente (sessdo de
teste), foi avaliado se o animal levaria mais tempo para descer da
plataforma ou, ainda, ndo desceria, por conta do choque que havia
recebido anteriormente.

O aparato consistiu de uma caixa de metal retangular (50 x 25 x
25 cm), sendo o piso formado por barras metalicas (3 mm) paralelas
com 1 cm de distancia entre si, conectadas a um estimulador de choque.
No centro da caixa de metal, foi posicionada uma plataforma (8 x 6 x 3
cm), livre de choque (adaptado de ROESLER et al., 1999), conforme a
figura 5. Os animais foram submetidos a sessdo treino apds o
tratamento, sendo individualmente colocados na plataforma. Foi
utilizado como parametro de selecdo dos animais para a sessdo teste a
laténcia para a descida da plataforma na sessdo treino (maximo de 120
s), onde ao descer da plataforma com as quatro patas o animal recebeu
um choque nas patas (0.5 mA) com duracdo de 1 s. Posteriormente, na
sessdo teste, foi avaliada a memoria de longa duracdo, 24 h apds a
sessdo treino. A sessdo teste foi realizada na auséncia de choque, sendo
registrado o tempo de laténcia para a descida da plataforma, com o
tempo maximo de 180 s. Com isso, em apenas uma exposicdo apds a
sessdo de treino, o animal ja é capaz de evitar a descida da plataforma
para explorar a caixa. Relaciona-se um maior tempo para descer da
plataforma com o aprendizado de que o ambiente é aversivo.

Figura 5. Animal posicionado na plataforma central livre de choques, na caixa
com o piso de barras metalicas. Foto: Arquivo pessoal.

3.4.2 Teste de Reconhecimento de Objeto
O teste de reconhecimento de objetos é usado para avaliar o

processo de aprendizado e memdria espacial (WALLACE et al., 2006).
Apos o tratamento, sem que houvesse uma sessdo de habituagdo antes da
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sessdo de treino (ASSINI, DUZZIONI & TAKAHASHI et al., 2009), os
animais foram colocados individualmente em um campo aberto (50 x 50
cm), com dois objetos idénticos, juntamente com uma pista visual no
aparato, tendo sua atividade registrada em video durante 6 min. Foi
registrado o tempo em segundos que o animal passa explorando cada
objetos. A sessdo de teste foi realizada 6 h depois, onde um dos objetos
foi trocado, sendo avaliado o tempo gasto na investigagdo dos objetos
numa sessdo de 6 min (figura 6). Os objetos utilizados na sessao treino
foram blocos de montar na cor vermelha, sendo que na sessao teste um
deles foi trocado por um tubo falcon encapado e pintado de amarelo.

Neste teste, foi utilizado como pardmetro o indice de exploracdo
do objeto novo, calculado por (Tnovo x 100)/(Tnovo + Tvelho), onde
Tnovo é o tempo que o animal passa explorando o objeto que foi
trocado na sessdo teste e Tvelho é o tempo que o animal passa
explorando o objeto antes deste ser trocado, na sessdo treino (MURAL et
al., 2007).

Figura 6. A esquerda, animal em sessdo treino e a direita, em sessdo de teste.
Foto: Arquivo pessoal.

3.5 Analises Estatisticas

As andlises estatisticas e a confeccdo dos gréficos foram feitas no
programa GraphPad Prism versdo 5.0°. Os dados n&o-paramétricos
foram expressos como medianas (intervalos interquartis) e analisados
através do teste Kruskal-Wallis, seguido do teste post hoc de Dunn. Os
dados relativos ao controle positivo (escopolamina) foram analisados
separadamente e comparados ao grupo controle, através do teste de
Mann-Whitney. A analise estatistica entre a sessdo treino e a sessdo teste
de cada grupo foi realizada com o teste ndo paramétrico de Wilcoxon.
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Os dados paramétricos estdo expressos como média + erro padrédo
da média (E.P.M.) e foi utilizada a analise de variancia de uma via
(ANOVA) para a analise estatistica. Para comparagdes entre 0s grupos
foi empregado o teste post hoc de Dunnett. Os dados relativos ao
controle positivo (escopolamina) foram analisados separadamente e
comparados ao grupo controle, através do teste t de Student nao
pareado. A probabilidade aceita como indicativo da existéncia de
diferenca estatisticamente significante foi de p<0,05 em todas as
analises.
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4. RESULTADOS
4.1 Teste de esquiva inibitdria do tipo step-down

Na figura 7-A, estdo apresentados os resultados referentes a
atividade per se da fracdo butandlica de llex paraguariensis. Segundo o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, o tempo de laténcia para
descida da plataforma na sessdo treino néo foi afetado por nenhum dos
tratamentos administrados [H(5)=1,646; p=0,8004]. O teste de
Wilcoxon mostrou que houve um aumento significativo (p<0,05) no
tempo de laténcia na sessdo teste e em relacdo & sessdo treino de cada
tratamento para os grupos tratados com 10 e 30 mg/kg da fragdo
butandlica, bem como o grupo controle (p=0,0438; p=0,0078 e p=0,002;
respectivamente). Porém, nenhuma alteragéo foi observada no tempo de
laténcia da sessdo treino quando comparado a sessdo teste para 0s
animais tratados com 60 mg/kg da fracdo, semelhante ao grupo tratado
com escopolamina (p>0,05). Isso sugere que esta dose causa um
prejuizo na meméria quando administrada per se.

Os resultados obtidos na realizacdo da prevencdo da perda de
meméria com a fracdo butandlica estdo mostrados na figura 7-B.
Novamente, o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis revelou que nédo
houve diferenca no tempo de laténcia da sessdo treino entre 0s grupos
[H(5)=4.430; p= 0,3509]. Apenas o grupo controle apresentou um
aumento significativo no tempo de laténcia para descida da plataforma
na sessdo teste, segundo o teste ndo paramétrico de Wilcoxon
(p=0,0039). Os demais grupos, que receberam escopolamina na segunda
etapa do tratamento, apresentaram p>0,05. Sendo assim, todos 0s grupos
tratados com escopolamina ndo mostraram diferenca significativa entre
0 tempo de laténcia da sessdo treino e teste, revelando que a fracdo
butandlica ndo foi capaz de prevenir o déficit cognitivo promovido pela
escopolamina.
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Figura 7. Efeito do tratamento agudo da fracdo BuOH de llex
paraguariensis na memoria de camundongos submetidos ao teste de esquiva
inibitoria do tipo step-down. (A) Avaliagdo per se, (B) prevengdo da perda de
memoéria induzida pela administragdo de escopolamina. A escopolamina (1
mg/kg; i.p.) foi utilizada como droga amnésica padrdo. Os dados estdo
representados na forma de mediana (intervalo interquartil) da laténcia para
descida da plataforma. CTL=controle (salina); ESCOP=escopolamina. n=8-13
animais/grupo. *p<0,05 quando comparadas as sessdes treino e teste de cada
grupo (teste ndo paramétrico pareado de Wilcoxon).
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O efeito per se do tratamento agudo com a fragdo rica em
saponinas de |. paraguariensis estd apresentado na figura 8-A. O teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis revelou que existe diferenca entre os
grupos no tempo de laténcia para descida da plataforma na sesséo treino
[H(5)=18,72; p=0,0009], em relacdo ao grupo tratado com a dose de 10
mg/kg e a escopolamina. De acordo com o teste ndo paramétrico de
Wilcoxon, o grupo controle e os tratados com as fracGes nas doses de
10, 30 e 60 mg/kg apresentam um aumento significativo (p<0,05) no
tempo de laténcia na sessao teste, quando comparados a sessdo treino de
cada grupo  (p=0,0004; p=0,0002; p=0,0001; p=0,0157;
respectivamente), mostrando que nenhuma das doses per se prejudica a
meméria dos animais.

Na figura 8-B, estdo apresentados os resultados referentes a
prevencdo da perda de memoéria com a fragdo saponinas. Segundo o
teste de Kruskal-Wallis, os grupos ndo apresentaram diferenca no tempo
de laténcia para descida da plataforma na sessdo treino [H(5)=2,344;
p=0,6728]. Segundo o teste de Wilcoxon, os grupos controle e 60 mg/kg
da fracdo apresentaram um aumento significativo (p<0,05) no tempo de
laténcia na sessdo teste (p=0,0051 e p=0,0068; respectivamente),
revelando que esta dose é capaz de prevenir 0 prejuizo que é causado
pela escopolamina. Os grupos tratados com 10 mg/kg, 30 mg/kg e
escopolamina ndo mostraram diferenca significativa entre o tempo de
laténcia na sessdo treino e teste (p>0,05).
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Figura 8. Efeito do tratamento agudo da fracdo rica em saponinas de Ilex
paraguariensis na memdria de camundongos submetidos ao teste de esquiva
inibitdria do tipo step-down. (A) Avaliacdo per se, (B) prevencdo da perda de
memoria induzida pela administragdo de escopolamina. A escopolamina (1
mg/kg; i.p.) foi utilizada como droga amnésica padrdo. Os dados estdo
representados na forma de mediana (intervalo interquartil) da laténcia para
descida da plataforma. CTL=controle (salina); ESCOP=escopolamina. n=10-11
animais/grupo. *p<0,05 quando comparadas as sessdes treino e teste de cada
grupo (teste ndo paramétrico pareado de Wilcoxon).
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4.2 Teste de reconhecimento de objeto

Na figura 9-A, estdo apresentados os efeitos per se da fracdo
butandlica no teste de reconhecimento de objeto. Apenas o grupo tratado
com escopolamina apresentou uma reducéo significativa (p<0,05) no
tempo de exploragdo do objeto novo, durante a sessdo teste, quando
comparado ao grupo controle (p=0,0317), através do teste t de Student.
Os grupos tratados com a fracdo butandlica ndo apresentaram diferenca
significativa em relagdo ao controle (p>0,05) quando utilizada a
ANOVA de 1 via, mostrando que o tratamento per se com a fracdo
butandlica néo interfere na memaria dos animais.

Os resultados referentes a prevencdo da perda de meméria através
do tratamento com a fracdo butandlica estdo representados na figura 9-
B. O teste t de Student revelou que houve uma diferenca significativa
(p<0,05) no tempo de exploracdo do objeto novo entre 0 grupo controle
e o tratado com escopolamina (p=0,0112). A ANOVA de 1 via revelou
que as trés doses da fracdo foram capazes de prevenir o dano
mnemdnico causado pela escopolamina, ja que houve uma diferenca
significativa entre o indice de reconhecimento dos grupos tratados com
as diferentes doses da fracdo butandlica e o grupo escopolamina
[F(3,15)=7,959; p=0,0021].
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Figura 9. Efeito do tratamento agudo da fragdo butandlica de llex
paraguariensis na memoria de camundongos submetidos ao teste de
reconhecimento de objeto. (A) Avaliacdo per se, (B) prevencdo da perda de
memoéria induzida pela administragdo de escopolamina. A escopolamina (1
mg/kg; i.p.) foi utilizada como droga amnésica padrdo. Os dados estdo
representados como média + E.P.M. CTL=controle (salina);
ESCOP=escopolamina. n=5-6. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle
(teste t de Student); #p<0,05 quando comparado ao grupo escopolamina
(ANOVA de 1 via seguida pelo post hoc de Dunnett).
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Na figura 10-A, estdo apresentados os efeitos per se da fracdo
rica em saponinas no teste de reconhecimento de objeto. O teste t de
Student revelou uma reducdo significativa (p<0,05) no tempo de
exploragédo do objeto novo, durante a sesséo teste, entre o grupo tratado
com escopolamina e o grupo controle (p=0,0064). A ANOVA de 1 via
ndo mostrou diferenga no indice de reconhecimento entre 0s grupos
tratados com as doses da fracdo e o grupo controle, ou seja, o tratamento
per se ndo promoveu nenhum prejuizo cognitivo nos animais
submetidos a este teste.

Os efeitos provocados pela prevencdo da perda de memaoria com
a utilizagdo da fragdo saponinas estdo expostos na figura 10-B. Através
do teste t de Student, é possivel observar uma reducéo significativa
(p<0,05) no tempo de investigacdo do objeto novo entre o grupo
controle e escopolamina na sessdo teste (p=0,0227).
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Figura 10. Efeito do tratamento agudo da fracdo saponinas de llex
paraguariensis na memoria de camundongos submetidos ao teste de
reconhecimento de objeto. (A) Avaliacdo per se, (B) prevencdo da perda de
memoria induzida pela administragdo de escopolamina. A escopolamina (1
mg/kg; i.p.) foi utilizada como droga amnésica padrdo. Os dados estdo
representados como média + E.P.M. CTL=controle (salina);
ESCOP=escopolamina. n=8-10 animais/grupo. *p<0,05 quando comparado ao
grupo controle (teste t de Student); #p<0,05 quando comparado ao grupo
escopolamina (ANOVA de 1 via seguida pelo post hoc de Dunnett).
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Como sintese dos resultados apresentados, 0 Quadro 1 traz um
resumo do que foi observado para cada fracdo, em cada teste:

Quadro 1. Sintese dos resultados obtidos na avaliacdo da atividade mnemonica
das fragGes butandlica e saponinas de llex paraguariensis.

Iratamento | Teste S.D. | Teste R.O.
prejudica
7 5€ NA
kZ (60 mgkg)
Frag¢io BuOH
prevencao NA previne
per se NA NA
Fracio SAP
oo previne NA
prevengao (60 me/ke) /

S.D.: step-down; R.O.: reconhecimento de objeto; NA: néo altera.
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5. DISCUSSAO

Com este trabalho, foi possivel avaliar o efeito do tratamento
agudo com as fragGes butandlica e rica em saponinas no comportamento
de camundongos Swiss adultos, quando submetidos ao teste de esquiva
inibitdria do tipo step-down e ao teste de reconhecimento de objetos.

A partir dos testes utilizados, foi possivel verificar se as fragcdes
causam algum efeito per se na memoéria de camundongos submetidos
aos testes. Apds esta etapa, avaliamos se as fracGes tinham o poder de
prevenir a perda de memdria induzida pela escopolamina, através da
administragdo desta depois do tratamento com as diferentes doses das
fracGes. Este desenho experimental foi escolhido por conta de trabalhos
prévios do nosso grupo de pesquisa, onde Santos e colaboradores (2011)
verificaram que o tratamento com o extrato aquoso das folhas de I.
paraguariensis, nas doses de 100 e 300 mg/kg, foi capaz de prevenir o
déficit cognitivo induzido pela escopolamina em camundongos
submetidos ao teste de esquiva inibitoria. Além disto, estudos vem
mostrando a influéncia desta planta no SNC, o que poderia ser mais um
atrativo para o consumo da erva-mate (MILIOLI et al., 2007; COLPO et
al., 2007; PREDIGER et al., 2008; BRANCO et al., 2013; REIS et al.,
2014).

Os dois testes utilizados tiveram como objetivo avaliar a
meméria de longa duracdo, que é consolidada a partir de cascatas
sinalizadoras na regido do encéfalo denominada hipocampo. Apesar de
se assemelharem quanto a duragdo da memoria, os testes diferenciam-se
pelo tipo de memoria avaliado: a esquiva inibitoria estaria relacionada a
uma memdria emocional de medo, e 0 reconhecimento de objetos a uma
memoria espacial (ou de reconhecimento). Quanto a neurobiologia deste
tipo de memoria, estudos mostram a importancia do neurotransmissor
acetilcolina (ACh) na consolidagdo de memérias tanto de medo
(PARFITT et al., 2012; GIOVANNINI; LANA; PEPEU, 2015) quanto
espaciais (DEIANA; PLATT; RIEDEL, 2011).

A esquiva inibitdria do tipo step-down é um teste amplamente
utilizado em estudos com o objetivo de avaliar a memoria de animais
submetidos a determinados tratamentos, e baseia-se na tendéncia natural
do animal de explorar um ambiente novo. O animal passa por um
momento de conflito entre descer ou ndo da plataforma e, através da
exploracdo do ambiente, decide descer ou ndo. A partir do choque que
leva ao descer da plataforma, tem inicio a formacdo de uma memdria
aversiva relacionada ao contexto a que foi submetido (grades,
plataforma, cheiro do local, luminosidade, etc) e seu tempo de laténcia
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para descida aumenta na exposicdo subsequente ao aparato
(GIOVANNINI; LANA; PEPEU, 2015). A memoria de curto e longo
prazos podem ser facilmente avaliadas apenas com a variacdo do
intervalo de tempo entre a sessdo treino e teste, variando de 1,5 hal
dia. Ambas parecem ser dependentes de uma integragdo entre a
atividade da regido CA1 do hipocampo e cortex parietal posterior e
entorrinal, sendo modulados pela amigdala e pelos neurénios
colinérgicos do prosencéfalo basal e, ainda e indiretamente, por
horménios do estresse, como a corticosterona (CAMMAROTA et al.,
2007; IZQUIERDO & MEDINA, 1997). Ademais, diversos estudos
relacionam a memoria contextual de medo a circuitarias envolvendo a
amigdala (NIEMINEN et al., 1992; DIAS et al., 2014; DO-MONTE;
QUINONES-LARACUENTE; QUIRCK, 2015; KOCHLI et al., 2015),
ressaltando a importancia desta estrutura na memaria aversiva de longo
prazo, bem como a interagdo e regulacdo através do cdrtex pré-frontal
(FURINI; MYSKIW & IZQUIERDO, 2014).

Estudos prévios mostraram, no entanto, que houve alteracdes no
nivel de corticosterona plasmatica de camundongos submetidos ao
estresse de contengdo a frio e que o tratamento sub-cronico com 0s
extratos hidroetanolico e aquoso de I. paraguariensis, nas doses de 100,
300 e 600 mg/kg ndo foi capaz de prevenir este aumento (SANTOS,
2011), indicando que esta espécie parece nao atuar no controle da
corticosterona plasmatica de forma a reduzi-la. Entretanto, sao
necessarios mais estudos para a avaliagdo da possibilidade de
interferéncia dos componentes da |. paraguariensis com a
corticosterona.

Diferentemente do teste de esquiva inibitéria, o teste de
reconhecimento de objetos ndo esta relacionado diretamente a uma
meméria de medo, mas a uma meméria espacial. Este teste permite
avaliar o comportamento do animal quando 0 mesmo é exposto a um
objeto novo e a outro familiar, sendo que ndo h& atribuicdo de
recompensa pela escolha de um ou outro, o que faz com que o animal
explore 0 novo objeto de acordo com a sua propensédo natural a novidade
(BAXTER, 2010; ANTUNES & BIALA, 2012). Em alguns estudos, é
realizada uma sessdo de habituacdo ao ambiente onde ocorrera o teste,
submetendo o animal a mesma arena, porém sem objetos, com o intuito
de que o animal se habitue a ela (MURAI et al., 2007; FRYE, DUFFY
& WALF, 2007). Neste trabalho, porém, ndo realizamos a sessdo de
habituacdo, seguindo parcialmente o protocolo de Assini, Duzzioni &
Takahashi (2009), diferenciando-se deste pelo fato de que neste trabalho
foi realizada a realocagdo de objetos e ndo o reconhecimento. Estudos
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com primatas e roedores revelaram a importante mediacdo das regifes
para-hipocampais do lobo temporal (isto é, a perirrinal, entorrinal, e
cortices temporais inferiores), mostrando a relevancia dessas estruturas
na formacdo da meméria do reconhecimento (HAMMOND; TULL &
STACKMAN, 2004). Ainda assim, a amigdala basolateral parece
exercer um papel importante na formacdo deste tipo de memoria,
mediando sua consolidagdo em conjunto com o hipocampo (BASS et
al., 2014; HAN et al., 2014).

Ambos os testes realizados neste trabalho sdo utilizados em
estudos que envolvem neuropatologias como a doenca de Alzheimer
(DA). A DA ¢ a forma mais comum de deméncia senil, caracterizada
ndo so pela formagdo de placas de peptideo B-amiloide, mas também por
uma degeneracdo de neurdnios colinérgicos. Este evento leva a uma
reducdo significativa dos niveis de ACh no hipocampo e no cortex, o
gue acredita-se ser o0 motivo do declinio cognitivo ao longo dos anos,
fazendo com que os pacientes se esquecam desde memdrias de curto
prazo as de longo prazo, bem como de memérias de cunho emocional
(como esquecer-se de entes queridos) e espacial (como passar por
episodios de desorientacdo espacial) (LOMBARDO & MASKOS,
2014).

Os animais tratados com as diferentes doses das fragdes per se
ndo apresentaram alteragdo em seu comportamento no teste de
reconhecimento de objeto. No teste de esquiva inibitoria, porém, a dose
de 60 mg/kg da fracdo butanolica parece prejudicar a memoria dos
camundongos, enquanto a fracdo saponinas ndo provocou nenhuma
alteracdo per se neste teste. Além de observar que os componentes
presentes na fragcdo butandlica podem causar efetivamente um prejuizo
mneménico, € importante considerar a possibilidade de que esteja
ocorrendo uma alteragdo motora ou sensorial, levando a uma diminuicao
da laténcia para descida da plataforma dos animais que receberam a
dose de 60 mg/kg desta fragdo. Isto €, deve-se ter certeza de que esta
dose ndo promova nenhuma alteracdo por si mesma de forma a afetar o
desempenho motor (QUILLFELDT, 2009). Para a comprovacdo de que
ndo houve realmente uma alteragdo locomotora, seria necessaria a
realizacdo do teste do campo aberto ou rota-rod para dissociar o
comportamento observado (reducdo da laténcia para descida da
plataforma na sesséo teste) de um possivel aumento da locomogéo.

De acordo com o resultado apresentado na etapa de prevencéo,
a dose de 60 mg/kg da fracdo rica em saponinas foi capaz de prevenir o
déficit de meméria induzido pela escopolamina em camundongos, no
teste de esquiva inibitéria. Como ja mencionado, diversos estudos
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relatam a ampla agéo das saponinas em atividades biolégicas, inclusive
no SNC. A presenca destes compostos na espécie |. paraguariensis é
bem documentada, inclusive com um estudo sobre seu efeito preventivo
guanto a inflamag&o no colon de ratos por atuacdo na inibi¢do do fator
nuclear kappa B (NF-kB) (SCHENKEL; MONTANHA & GOSMANN,
1996; COELHO et al., 2010; PUANGPRAPHANT et al., 2013).

O resultado positivo quanto a atividade de prevencéo da perda
de memdria encontrado na fragdo rica em saponinas de |. paraguariensis
¢ bem sustentado pela literatura. O trabalho de Sun e colaboradores
(2014) relata que esta acdo pode ocorrer por conta da regeneragdo da
rede neural pela promocgdo da sobrevivéncia celular, pode recuperar a
atividade de axdnios e sinapses, e ainda prevenir o mau funcionamento
dos neurdnios alterando niveis de neurotransmissores, receptores e
mensageiros secundarios. Existem varias pesquisas mostrando que as
saponinas podem ter um efeito benéfico contra a DA, apesar das
evidéncias clinicas ainda serem limitadas (TOHDA et al., 2004;
CHENG et al., 2005; CHEN et al., 2006). No anexo 1, é possivel
observar o grande leque de agBes ja descritas para saponinas presentes
em diferentes espécies vegetais. Por ser utilizada cronicamente pela
populacdo, a espécie |. paraguariensis necessita de uma melhor atencédo
as suas propriedades.

No presente estudo, € possivel que as saponinas estejam
atuando como agonista inverso de receptores muscarinicos, ja que a
escopolamina é um antagonista de receptores muscarinicos e tem sua
acdo amnésica bloqueada pela fracdo rica em saponinas. Dessa forma, o
efeito da escopolamina ndo apareceria, por conta da impossibilidade de
ligagdo aos devidos receptores. Porém, também é (til analisar a agéo
desta fragdo sobre a enzima AChE para que o entendimento do modo de
acdo seja melhor elucidado, ja que farmacos inibidores da AChE séao
utilizados como tratamento para a DA e demais deméncias e apresentam
efeitos adversos significativos (RANG et al., 2007). Trabalhos mostram
gue saponinas provenientes de espécies como Panax ginseng
(ginsenosideos) e Dipsacus asper (akebia D) sdo capazes de melhorar o
aprendizado e a meméria através, também, do aumento dos niveis de
ACh pela diminuicdo da atividade da enzima AChE, representando
possiveis estratégias para o tratamento da DA (ZHOU et al., 2009;
WANG et al., 2010). Pelo fato de ser proveniente diretamente de uma
espécie vegetal, a toxicidade destes farmacos tende a ser baixa quando
comparada com farmacos ja utilizados (SUN et al., 2014).

A fracéo butandlica, por sua vez, preveniu o déficit de memoria
no teste de reconhecimento de objetos, nas doses de 10, 30 e 60 mg/kg,
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sendo esse efeito decorrente, provavelmente, da presenga de diferentes
constituintes quimicos. Os componentes encontrados em maiores
guantidades no extrato de I. paraguariensis sdo os &cidos clorogénicos,
chegando a 42% das substancias encontradas (BRACESCO et al.,
2011). Com o envelhecimento, ocorre uma maior vulnerabilidade ao
stress oxidativo, podendo levar a disfuncdo e morte celular. O cérebro,
especificamente, possui uma limitada capacidade antioxidante, o que
pode levar a doencas neurodegenerativas como a DA e a DP. Por
conseguir atravessar a barreira hematoencefalica, os acidos clorogénicos
vem se mostrando uma grande fonte de interesse em estudos no SNC. Ja
foi mostrado que os &cidos clorogénicos sdo capazes de prevenir a
formag&o de placas senis (HAN et al., 2010), inibir a AChE e a BChE
(OBOH et al., 2013), dentre outras evidéncias que mostram a atividade
antioxidante de diferentes acidos clorogénicos em células neuronais
(SHEN et al., 2012; KIM et al., 2012).

Ao mesmo tempo, as metilxantinas parecem ser boas candidatas
a responsaveis pela atividade neuroprotetora de |. paraguariensis. A
cafeina, especialmente, atua como antagonista competitivo nao
especifico dos receptores A; e A, de adenosina. No SNC, a adenosina
exerce, geralmente, uma acéo depressora pré e pés-sinaptica, levando a
reducdo da atividade motora, diminui¢do da respiracdo, induzindo o
sono e reduzindo a ansiedade (RANG et al., 2007). Os efeitos da cafeina
poderiam ser explicados, portanto, pelo blogueio dos receptores
inibitérios da adenosina, bem como pela agdo de inibicdo das
fosfodiesterases, o que leva a um aumento do AMPc e GMPc a niveis
intracelulares (DALY, 2000). Porém, para a observacdo deste efeito,
seriam necessérias doses mais elevadas de cafeina. Demais trabalhos
descrevem a acgao neuroprotetora da cafeina na DP (PREDIGER, 2010;
YADAV et al., 2012) e na DA (CARMAN et al., 2014; CUNHA &
AGOSTINHO, 2010).

Posto isto, é possivel inferir que os &cidos clorogénicos e
metilxantinas, que podem estar presentes na fracdo butandlica, tenham
promovido o efeito benéfico na prevencdo da perda de memdria dos
animais tratados com as diferentes doses da fragdo butandlica e
submetidos ao teste de reconhecimento de objeto. Este efeito pode ter
acontecido por conta do bloqueio dos receptores de adenosina e/ou
também pela diminuicdo da atividade da AChE.

Os resultados aqui apresentados corroboram os encontrados por outros
grupos de pesquisa, que também relatam uma atividade neuroprotetora
proveniente da I. paraguariensis (MILIOLI et al., 2007; COLPO et al.,
2007; PREDIGER et al.; 2008; BRANCO et al, 2013). Porém, nestes
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trabalhos ndo foram avaliadas as fragfes separadamente, com o intuito
de encontrar alguma substancia responsavel por este efeito, mas sim 0s
extratos.

Como ja mostrado em trabalhos prévios, o extrato aquoso de I.
paraguariensis tem se mostrado promissor na prevencdo da perda de
meméria de camundongos (SANTQOS, 2011). O presente estudo mostrou
gue pode haver uma diferenciagdo quanto a atividade de cada
componente do extrato aquoso, por conta das duas fracdes analisadas
terem apresentado resultados diferentes nos testes comportamentais
realizados. Apesar disto, a maioria dos mecanismos regulatérios de
memoria se sobrepbem e fazem com que a atuacdo conjunta das
substancias presentes em cada uma das fracfes seja de suma importancia
para a observacdo de um possivel efeito neuroprotetor.

Assim, foi mostrado neste trabalho que as fragfes butandlica e
rica em saponinas de |. paraguariensis apresentam um efeito de
prevencdo da perda de memoéria quando avaliadas em distintos testes
comportamentais. Por ser produzida em larga escala e ser utilizada
tradicionalmente pelas populagdes, sdo requeridos mais estudos com
esta espécie a fim de elucidar melhor sua acdo no SNC para que,
futuramente, esta planta possa ser utilizada como uma nova substancia
terapéutica para doengas relacionadas a déficits cognitivos, como a
doenca de Alzheimer.
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6. CONCLUSOES

. O tratamento agudo com a fracdo rica em saponinas obtida das
folhas de llex paraguariensis foi capaz de prevenir a perda de memoria
induzida pela escopolamina em camundongos submetidos ao teste de
esquiva inibitoria do tipo step-down.

) A fracdo butandlica foi capaz de prevenir o déficit cognitivo
induzido pela escopolamina, no teste de reconhecimento de objeto.

o A dose de 60 mg/kg da fracdo butandlica, quando administrada
per se, prejudicou o desempenho de animais submetidos ao teste de
esquiva inibitdria do tipo step-down. S&o necessarios mais estudos para
desatrelar a atividade observada de um possivel prejuizo locomotor.

. Juntos, os dados referentes a atividade preventiva de perda de
memoéria das fragbes apontam que 0s compostos presentes na fracdo
butandlica e rica em saponinas podem estar atuando em regides
cerebrais distintas.

. O singersimo de substancias presentes na llex paraguariensis
parece atuar fortemente para sua acdo de prevencdo da perda de
memoria.
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ANEXOS
Anexo |. Principais atividades bioldgicas de diferentes tipos de

saponinas. Retirado de Sun e colaboradores (2014).
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