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RESUMO

A planta Pfaffia glomerata, popularmente chamada de ginseng-brasileiro, é
amplamente utilizada no Brasil para o tratamento de diversas patologias, incluindo as
associadas ao Sistema Nervoso Central. A 20-hidroxiecdisona, fitoesteroide presente
nesta planta, pode promover efeitos adaptégenos no organismo, conferindo maior
resisténcia corporal a estressores exdégenos e endégenos. O objetivo deste estudo foi
avaliar o possivel efeito neuroprotetor de extratos e fragdes da parte aérea e raizes de
P. glomerata, utilizando métodos in vitro, além de determinar a presenga e
concentracdo de 20-hidroxiecdisona nessas amostras. Por outro lado, a fragéo
diclorometano (RD) do extrato metandlico das raizes foi testada em modelo in vivo, uma
vez que as raizes sao as partes mais utilizadas popularmente. As fragdes foram obtidas
pela particdo dos extratos metandlicos da parte aérea e das raizes de P. glomerata com
hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol, tendo sido obtido também o
residuo aquoso (fragdo agua). As amostras foram inicialmente testadas em ensaios de
atividade antioxidante e antiglicante e, posteriormente, aquelas fracbes mais
promissoras foram submetidas a analises de citotoxicidade e cromatografica. A
espectrometria de massas e a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
revelaram que a 20-hidroxiecdisona foi o principal composto na fracdo diclorometano,
tanto na parte aérea (PAD) com 45 ug/mg de fracdo, como nas raizes (RD), com 33,5
Mg/mg de fragdo. Dentre as analises in vitro, a fragdo PAD apresentou resultados mais
promissores do que a fragdo RD. No modelo in vivo, camundongos C57BL6 foram
tratados por gavagem com trés doses da fragdo RD (3, 10 e 30 mg/kg) e submetidos a
avaliacao de parametros de estresse, ansiedade e depressao. Os animais tratados com
30 mg/kg de RD também foram submetidos a analise de biomarcadores do estresse
oxidativo no cortex, estriado e hipocampo. A dose de 30 mg/kg de RD foi capaz de
reduzir o estresse, a ansiedade e a depressdo, além de manter as defesas
antioxidantes do cértex e estriado dos camundongos avaliados. Essas descobertas
abrem novas perspectivas para a compreensao das propriedades terapéuticas de P.

glomerata associando a atividade biolégica a presenga dos fitoesterdides.

Palavras-chave: Pfaffia glomerata, 20-hidroxiecidisona, estresse oxidativo, produtos

naturais, sistema nervoso, efeito adaptégeno.



ABSTRACT

The plant Pfaffia glomerata, popularly called Brazilian ginseng, is widely used in Brazil
for the treatment of various pathologies, including those associated with the Central
Nervous System. 20-hydroxyecdysone, a phytosteroid present in this plant, can promote
adaptogenic effects in the body, providing greater body resistance to exogenous and
endogenous stressors. The aim of this study was to evaluate the possible
neuroprotective effect of extracts and fractions from shoots and roots of P. glomerata,
using in vitro methods, in addition to determining the presence and concentration of 20-
hydroxyecdysone in these samples. On the other hand, the dichloromethane fraction
(RD) of the methanol extract of the roots was tested in an in vivo model, since the roots
are the most popularly used parts. The fractions were obtained by partitioning methanol
extracts from the aerial part and roots of P. glomerata with hexane, dichloromethane,
ethyl acetate and n-butanol, and the aqueous residue (water fraction) was also obtained.
The samples were initially tested in antioxidant and antiglycation activities assays and,
later, those most promising fractions were submitted to cytotoxicity and chromatographic
analyses. Mass spectrometry and analysis by high performance liquid chromatography
revealed that 20-hydroxyecdysone was the main compound in the dichloromethane
fraction, both in the aerial part (PAD) with 45 pg/mg fraction, and in the roots (RD) with
33.5 pg/mg of fraction. Among the in vitro analyses, the PAD fraction showed more
promising results than the RD fraction. In the in vivo model, C57BL6 mice were treated
by gavage with three doses of the RD fraction (3, 10 and 30 mg/kg) and submitted to
evaluation of stress, anxiety and depression parameters. Animals treated with 30 mg/kg
of RD were also submitted to analysis of oxidative stress biomarkers in the cortex,
striatum and hippocampus. The dose of 30 mg/kg of RD was able to reduce stress,
anxiety and depression, in addition to maintaining the antioxidant defenses of the cortex
and striatum of the evaluated mice. These discoveries open new perspectives for
understanding the therapeutic properties of P. glomerata associating the biological

activity with the presence of phytosteroids.

Keywords: Pfaffia glomerata, 20-hydroxyecdysone, oxidative stress, natural products,
nervous system, adaptogenic effect.



1 INTRODUGAO
1.1 Consideragoes gerais

As doengas neurologicas deméncia e estresse, além dos transtornos
mentais depressdo e ansiedade, sdo caracterizados por uma combinagdo de
alteragdes fisioldgicas, emocionais e comportamentais entre o paciente e outras
pessoas proximas em seu convivio (GBD, 2018). Essas doengas continuam a
crescer ao redor do mundo, com impactos significativos na saude e importantes
consequéncias sociais, de direitos humanos e econdmicas em todos os paises do
mundo (CHARLSON; VAN OMMEREN; FLAXMAN; CORNETT et al., 2019).

A deméncia é uma sindrome crbnica e/ou progressiva que leva a
deterioragao do sistema nervoso central e gradual perda cognitiva, sendo a doencga
de Alzheimer responsavel por cerca de 60 — 70% dos casos (WHO, 2018). A doenga
acomete principalmente idosos e ja € considerada a sétima causa de morte no
mundo, gerando implicagdes sociais e econbémicas significativas em termos de
custos diretos de assisténcia médica e social (WHO, 2018). Os mecanismos
bioquimicos do desenvolvimento da deméncia ainda n&o estdo totalmente
conhecidos, mas muitos trabalhos vém relacionando a doenca como causa e/ou
consequéncia do estresse (JUSTICE, 2018).

Por sua vez, o estresse se tornou um grande problema de saude mental, ja
que pode também ser um fator importante no desenvolvimento de ansiedade e
depressao (WHO, 2017). A exposigao a diferentes situagdes estressantes leva a
manifestagbes psicopatolégicas que provocam consideraveis alteragdes
fisiolégicas e bioquimicas, que podem incluir inflamacdo e estresse oxidativo
(BARDEEN; FERGUS, 2016; TEIXEIRA; DE SOUZA; PEIXOTO; MACHADO et al.,
2017). Devido ao aumento dos casos de deméncia e de estresse, inUmeras
pesquisas vém sendo feitas em busca de novas intervencbes terapéuticas
(ALZOBAIDI; QUASIMI; EMAD; ALHALMI et al., 2021).

Neste cenario, as plantas medicinais e seus compostos bioativos com
propriedades adaptogénicas tém sido recomendadas como opgdes terapéuticas
complementares para tratar deméncia (LUTHRA; ROY, 2021) e para controlar o
estresse e seus sintomas psicopatolégicos (KAUR; MAKANJUOLA; ARORA;
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SINGH et al., 2017; CARLINI, 2003; DOBREK, 2019; UDDIN; AL MAMUN; KABIR;
JAKARIA et al., 2019). Os adaptégenos incluem plantas e varias substancias que
aumentam a resisténcia inespecifica do corpo, protegendo-o de estressores
(PANOSSIAN; WIKMAN, 2010). Dentre essas plantas, destaca-se a Pfaffia
glomerata (Spreng) Pedersen, espécie da familia Amaranthaceae, nativa do Brasil
e popularmente conhecida como "ginseng brasileiro", devido as suas propriedades
medicinais serem comparadas ao do ginseng asiatico (Panax ginseng)
(MARQUES, 1998). Na medicina tradicional brasileira, as raizes de P. glomerata
séo utilizadas como antioxidantes e como tratamento em varios disturbios fisicos e
mentais (CARLINI, 2003; CARLINI; RODRIGUES; MENDES; NEGRI et al., 2007).
O efeito adaptogénico de P. glomerata €& atribuido ao fitoesteroide 20-
hidroxiecdisona (20E), que atualmente ja é utilizado como ingrediente em
suplementos dietéticos (HUNYADI; HERKE; LENGYEL; BATHORI et al., 2016;
AMBROSIO; WIRTH; JOSEPH; MAZZARINO et al., 2020). Vale salientar que o
composto 20E é produzido também por artrépodes, atuando como horménio da
ecdise no organismo desses animais (DELALIO; DION; BOOTES; SMITH, 2015).
A literatura aponta que a parte aérea de P. glomerata apresenta maiores teores de
20E do que as raizes da planta (DE MELO MARTINS; ANDRICH; MARTINS;
CALACA et al., 2020), contudo, ainda sdo poucos os estudos com a parte aérea.

Por outro lado, ja foi sugerido que as raizes de P. glomerata e 20E
desempenham um papel no sistema nervoso central humano e em roedores, no
tratamento de doencgas e transtornos mentais (DE-PARIS; NEVES; SALGUEIRO;
QUEVEDO et al., 2000; VIGO; NARITA; NAKAMURA; MARQUES, 2003; FENNER;
ZIMMER; NEVES; KLIEMANN et al., 2008) ndo tendo sido exibido qualquer
atividade citotoxica ou mutagénica (ALMEIDA; DUSMAN; MATTGE; TOLEDO et
al., 2017). Estudos em animais indicaram que 20E previne a apoptose de neurdnios
e astrocitos (WANG; WANG; FENG; WANG et al, 2014), melhora o
comprometimento cognitivo (MARQUES; GALVAO; ESPINOLA; DIAS et al., 2004),
tem efeitos benéficos contra lesdo cerebral e inibe a producao de espécies reativas
de oxigénio (ERNS) (HU; LUO; CHU; SHAN et al., 2012).

Xia; Zhang; Liu; Wang et al. (2014) mostraram que o 20E é capaz de reduzir
déficits de memdria em ratos submetidos ao Diabetes mellitus tipo 1, induzido pela

estreptozotocina, possivelmente por aumentar a capacidade antioxidante do
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cérebro. Tsujiyama; Ujihara; Ishihara e Sasa (1995) indicaram que 20E atuou no
sitio modulador do receptor de acido gama-aminobutirico GABA-A e aumentou a
inibicdo GABAérgica em cultura de neurdnios corticais, desencadeando um efeito
ansiolitico. De acordo com Marques; Galvao; Espinola; Dias et al. (2004), extratos
das raizes de P. glomerata reverteram parcialmente a memoria induzida pela idade
e os déficits de aprendizagem. Da mesma forma, Vigo; Narita; Nakamura e
Marques (2003) mostraram que extratos hidroetandlicos desencadearam efeitos
sedativos em roedores.

Outros estudos indicaram ainda que o fitoesteroide 20E foi capaz de
promover a inibicao da acetilcolinesterase, uma enzima cuja inibigdo € vista como
importante no tratamento do Alzheimer (NEJMA; NGUIR; JANNET; DAICH et al.,
2015; MAMADALIEVA; BOHMDORFER; ZENGIN; BACHER et al, 2019;
MOAWAD; ABUZAID; ARAFA; AHMED et al., 2020). Além disso, Kang; Zhang;
Wang; Zhao et al. (2019) indicaram que a 20E foi capaz de estimular a produgao
de receptores de dopamina e de ativar a via MAPKinase. A via MAPKinase foi
descrita como sendo capaz de reduzir a geragdo de [-amiloides e de aliviar
deficiéncias cognitivas em modelos de doenga de Alzheimer (DU; DU; ZHANG;
HUANG et al., 2019).

1.2 Doenga de Alzheimer e suas complicacoes

A doenca de Alzheimer (DA) € uma condigdo que pertence a categoria de
patologias neurodegenerativas denominada deméncia, cujo principal sintoma é o
declinio gradual das capacidades cognitivas do individuo (CALABRO; RINALDI;
SANTORO; CRISAFULLI, 2021). A neuropatologia compreende cerca de 60 a 70%
dos casos de deméncia ao redor do mundo, sendo uma das doengas que mais
crescem entre as principais causas de morte (WHO, 2018). Atualmente, cerca de
55 milhdes de pessoas vivem com deméncia, gerando um custo global estimado
em US $ 818 bilhdes (PRINCE; WIMO; GUERCHET; ALl et al., 2017).

A DA acomete o individuo de maneira progressiva e geralmente afeta
pessoas idosas (>65 anos), porém, casos de inicio precoce foram indicadas na
literatura (~10% dos casos no mundo) (PERL; TRANSLATIONAL; MEDICINE,

2010). Atualmente, as intervengdes terapéuticas sao muito limitadas, uma vez que
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o conhecimento do mecanismo molecular que causa a doenca ainda é pouco
compreendido (DUNN; STEIN; CAVAZZONI, 2021). Contudo, sabe-se que
individuos com DA apresentam gradual perda sinaptica, acumulos de placas
proteicas B-amiloides e emaranhados neurofibrilares de proteina Tau no sistema
nervoso, resultando em perda cognitiva e morte dos neurdnios (CALABRO;
RINALDI; SANTORO; CRISAFULLI, 2021). A proteina precursora de amildide
(APP) é uma proteina transmembrana encontrada naturalmente nos neurdnios e,
ainda que pouco compreendida, sabe-se que sua funcao € atuar na agao sinaptica,
na diferenciacdo e plasticidade neuronal (MULLER; DELLER; KORTE, 2017). A
APP pode ser clivada por enzimas denominadas secretases, podendo ser
encontradas as isoformas a, B e y (WILKINS; SWERDLOW, 2017). Em individuos
normais, a APP é processada pela a-secretase e depois pela y-secretase, e os
fragmentos obtidos atuardo em processos especificos de sinalizacdo celular
(HARTMANN, 2013).

Por outro lado, em individuos com DA, a proteina APP ¢é clivada
primeiramente pela B-secretase e depois pela y-secretase, liberando um fragmento
de proteina B-amiloide, que pode formar oligbmeros que possuem atividades
neurotdxicas e com potencial em se agruparem e formarem placas proteicas de -
amiloides (O'BRIEN; WONG, 2011). Essas placas possuem formato esférico e
comegam a se acumular entre as sinapses, dificultando a propagagéo do impulso
nervoso (RODRIGUES, 2011; SINGH; SHARMA; ARORA; ATTRI et al., 2020).

Outra alteracao presente na DA é a formagao de emaranhados de proteina
Tau (GUO; NOBLE; HANGER, 2017). As proteinas Tau comegam a se aglomerar
apds serem hiperfosforiladas anormalmente na DA, formando emaranhados
neurofibrilares capazes de alterar a estrutura do neurénio, resultando em células
com axonios longos e finos em comparagao com o corpo celular (GUO; NOBLE;
HANGER, 2017). A proteina Tau também tem importancia fisiologica, pois é capaz
de se ligar aos microtubulos do citoesqueleto encontrado nos axdnios e assim
estabiliza-los e, apds isso, a proteina € desconectada através da fosforilagao
normal (SPIRES-JONES; HYMAN, 2014)..

Também sado visualizadas mudangas metabdlicas e imunoldgicas no
paciente com DA, com destaque para ocorréncia do estresse oxidativo e

inflamacodes, considerados atualmente como fatores que antecedem e sucedem a
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doenca (CALABRO; RINALDI; SANTORO; CRISAFULLI, 2021). Sabe-se que os
neurénios sao muito sensiveis ao estresse oxidativo, pois seu conteudo
antioxidante é baixo quando comparado a outras células/tecidos, além disso, suas
membranas s&o ricas em acidos graxos poli-insaturados sensiveis a oxidagao
(MILLER; LAWRENCE; MONDAL; SEEGAL, 2009).

O processo natural de envelhecimento aumenta os radicais livres com o
tempo, prejudicando fortemente os componentes sinapticos envolvidos na
plasticidade neuronal, dindmica do citoesqueleto e comunicagao celular, processos
estes conhecidos por serem complicagbes da DA (CALABRO; RINALDI;
SANTORO; CRISAFULLI, 2021). Como dito, a literatura indica que o estresse
oxidativo se inicia antes da instalagao da DA, contudo, Bruce-Keller; Gupta; Knight;
Beckett et al. (2011) mostraram que as proteinas [-amiloides, uma vez
acumuladas, sao capazes de estimular a produgcdo de EROS e de ERNOS
(espécies oxidativas de nitrogénio) e intensificar a fosforilacdo da Tau.

Acredita-se que esse estimulo também esteja relacionado com a produgao
de mediadores inflamatorios, incluindo NOX, TGF-B, NF-kB e Nrf2, capazes de
desencadear outros eventos ligados ao DA, tais como disfungao mitocondrial, perda
funcional de proteinas, acidos nucleicos, organelas e membranas (BRUCE-
KELLER; GUPTA; KNIGHT; BECKETT et al., 2011). Além disso, os radicais livres
(EROS e ERNS) sédo capazes de reduzir a producado de transportadores e de
receptores de acetilcolina, levando a uma reducéo no ciclo e disponibilidade da
colina, gerando uma depressao colinérgica (RIDNOUR; DHANAPAL; HOOQOS;
WILSON et al., 2012).

Devido a possivel depressao colinérgica e ao acumulo de placas de
proteinas B-amiloide que afetam e encurtam a sinapse, estudos buscam inibidores
da acetilcolinesterase, enzima responsavel pela hidrolise da acetilcolina em colina
(VECCHIO; SORRENTINO; PAOLETTI; MARRA et al., 2021). Segundo Vecchio;
Sorrentino; Paoletti; Marra et al. (2021), a inibicdo desta enzima, promove um
aumento consideravel da vida util e da disponibilidade da acetilcolina na sinapse e,

com isso, € possivel gerar uma melhora cognitiva no paciente (Figura 1).
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Figura1 — Sinapse no Alzheimer (A) e inibidores da enzima acetilcolinesterase (B)
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Fonte (Adaptado): https://www.researchgate.net/publication/11447114_Inspection_time_A_neurop
sychophysiological_test for_measuring_the functional_integrity of the cholinergic_system

Todas essas complicagdes bioquimicas podem acarretar em um processo
de neuroinflamacdo, que por sua vez intensificara os processos de
neurodegeneragdo comumente observados na DA, tais como a hiperfosforilagéo da
Tau, deposicao de proteinas (3-amiloide e a producéao de citocinas pro-inflamatorias
que o gerou (ZOTOVA; NICOLL; KALARIA; HOLMES et al., 2010). O aumento de
citocinas induzira o estresse oxidativo e a permeabilidade da barreira
hematoencefalica, além de estimular a producéo de IL-18, que por sua vez aumenta
os niveis de Cdk5 e GSK-3pB, que estdao envolvidos na hiperfosforilagdo de Tau
(OJALA; SUTINEN; SALMINEN; PIRTTILA, 2008). Essas substancias ainda
prejudicam o metabolismo energético no sistema nervoso, pois promovem uma
reducdo da producdo de transportadores GLUT3 e GLUT1, transportadores de
glicose encontrados nos neurbnios e em células da barreira hematoencefalica,
respectivamente (LIU; LIU; IQBAL; GRUNDKE-IQBAL et al., 2008).
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1.3 Estresse, ansiedade e depressao

O processo homeostatico permite que os organismos mantenham as
fungdes adequadas de seu meio interno, indo contra aos estimulos ambientais que
tendem a desestabiliza-lo; sendo a ameaga imposta ao organismo definida como
estressor e as alteragbes geradas, de resposta ao estresse (DAVIES, 2016). Essas
respostas evoluiram como processos adaptativos, contudo, se prolongados, podem
levar o organismo a danos teciduais e ao desenvolvimento de doengas (NIKI;
BIOPHYSICS, 2016). Os efeitos do estresse ndo sado especificos, podendo
diferentes estressores gerarem as mesmas respostas, que serdo desencadeadas,
a longo ou a curto prazo, pelos sistemas nervoso, enddcrino, cardiovascular e
imune (SOUSA; SILVA; GALVAO-COELHO, 2015).

A exposi¢ao do individuo a um determinado estressor resulta em alteragoes
fisiologicas e comportamentais, tais como aumento da atividade cardiorrespiratoria,
dilatac&do da pupila, ansiedade, depressdo, aumento do metabolismo catabdlico e
da producado de catecolaminas e corticosteroides em resposta ao estimulo
(KNIGHT; GIULIANO; SHANK; CLARKE et al., 2020). Essas e outras alteragbes
fisiologicas definem o estresse fisico e/ou mental, que durante a evolugéo dos seres
vivos, conferiu-lhes a capacidade de enfrentar ou fugir de situacdes adversas a sua
sobrevivéncia, com o intuito de minimizar os possiveis danos ao organismo
(NESSE; BHATNAGAR; ELLIS; BEHAVIOR, 2016).

A resposta imediata ao estressor se da por agao do hipotalamo e do sistema
nervoso autébnomo (SNA), ocasionando aumento da glicemia, da frequéncia
cardiorrespiratéria, do fluxo sanguineo no musculo esquelético, dilatagao da pupila
entre outros efeitos (KNIGHT; GIULIANO; SHANK; CLARKE et al., 2020). Essa
resposta vem acompanhada da producdo de adrenalina e noradrenalina nas
adrenais e, se a resposta ao estresse for prolongada, ocorrera a liberagcdo de
corticoides, produzidos pela mesma glandula, que amplificam as ag¢des do sistema
nervoso simpatico sobre a circulagdo, mantendo niveis adequados de oxigénio e
de glicose em situagcédo de emergéncia (JASZCZYK; JUSZCZAK; REVIEWS, 2021).

Neste momento, algumas fungdes fisioldgicas, como reprodugao, digestédo e
crescimento entram em laténcia (SOUSA; SILVA; GALVAO-COELHO, 2015) e
quando excedem o limite do organismo, podem gerar depressao, ansiedade e

problemas cognitivos e, em casos cronicos, os tecidos podem sofrer diminui¢ao
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funcional devido & exposicdo do organismo aos radicais livres produzidos (BRULE;
MORGAN; MANAGEMENT, 2018). Em determinadas situag¢des, o estresse pode
ser vantajoso e auxiliar o organismo a superar situagdes adversas, aumentando a
produtividade e criatividade e, neste caso, é chamado de eustresse (BRULE;
MORGAN; MANAGEMENT, 2018). Todavia, o estresse em excesso pode se tornar
patologico, reduzindo a capacidade de comunicagao, concentragéo, criatividade e
produtividade, sendo denominado nestes casos de distresse (NIKI; BIOPHYSICS,
2016) (Figura 2).

Figura 2 — Diferengas entre eustresse e distresse
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Fonte (Adaptado): https://integralchurch.wordpress.com/2015/01/05/top-8-ways-to-disrupt-your-

own-routine/

Essas alteragdes também favorecem a produgao de espécies reativas de
oxigénio (EROS) e de nitrogénio (ERNS), além de outros radicais livres,
acarretando em efeitos extremamente nocivos para o organismo (WANG; MUXIN;
NISHIDA; SHIRAKAWA et al., 2007). Ademais, temos a ansiedade, que pode ser
considerada um dos efeitos do estresse patoldgico, afetando cerca de 264 milhdes
de pessoas na populacdo mundial, sendo ainda considerada um fator de risco para
o desenvolvimento de quadros depressivos (GUTMAN, 2010; SADOCK; SADOCK;

RUIZ, 2016; WHO, 2017). Naturalmente, a ansiedade € considerada um processo
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de alerta, sendo um importante mecanismo adaptativo para o individuo encontrar
meios de sobrevivéncia em seu ambiente; porém gera sensagdes desagradaveis
de medo, apreensado, tensdo, desconforto e inquietacdo, podendo ser
acompanhada por taquicardia, insénia, tontura e desconforto gastrointestinal
(SADOCK; SADOCK; RUIZ, 2016). Contudo, a ansiedade pode se tornar patolégica
devido a frequéncia, duragao ou intensidade do estimulo, muitas vezes ocorrendo
sem causa definida, apenas com origem emocional/psicolégica, prejudicando a
homeostasia do organismo (PERROTTA, 2019).

Outro transtorno mental de grande relevancia é a depressao, caracterizada
por tristeza persistente e falta de interesse ou prazer em atividades anteriormente
gratificantes ou agradaveis, sendo uma doenga comum em todo mundo (WHO,
2017). Pesquisas demonstram que cerca de 50% dos pacientes com Alzheimer,
Parkinson e esclerose multipla possui depressdo (CASTILLO; RECONDO;
ASBAHR; MANFRO, 2000; GAVIN; REISDORFER; DA SILVA GHERARDI-
DONATO; DOS REIS et al., 2015).

Figura 3 — Ansiedade e depressao

Fonte: https://www.youngminds.org.uk/parent/a-z-guide/anxiety/

A literatura indica que ha alta relacido entre ansiedade, depresséo e estresse,
justificando que geralmente individuos estressados e/ou ansiosos possuem
quadros de depressdo (SADOCK; SADOCK; RUIZ, 2016). Tanto no estresse
quanto na ansiedade, ha alteracdo nos niveis de noradrenalina presentes no

organismo, entretanto, no caso da depressdao ha a deficiéncia da mesma
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(SADOCK; SADOCK; RUIZ, 2016). Diferentes terapias sdo aplicadas para o
tratamento destas condicdes como o uso de farmacos ansioliticos e
antidepressivos, de terapias ndo convencionais como acupuntura, pratica de yoga,
entre outros (MAUST; BLOW; WIECHERS; KALES et al., 2017).

1.4 Estresse oxidativo, nitrosativo e carbonilico

Com o aumento da produgao de corticoides em resposta ao estresse fisico
e/ou psicoldgico, aliado ao aumento do catabolismo celular e da produgao de
radicais livres, o organismo podera entrar em estado de estresse oxidativo,
nitrosativo e carbonilico (ASCHBACHER; O'DONOVAN; WOLKOWITZ; DHABHAR
etal., 2013; BYUN; YOO; SON; LEE et al., 2017). Os radicais livres sdo moléculas
que apresentam elétrons ndo pareados, com alta capacidade oxidativa, podendo o
organismo obté-los por meio de fontes enddgenas e exégenas (HU; LUO; CHU;
SHAN et al., 2012). Entre os radicais livres mais comuns, temos as espécies
reativas de oxigénio (EROS) e as espécies reativas de nitrogénio (ERNS)
(RIDNOUR; DHANAPAL; HOOS; WILSON et al., 2012; BUTTERFIELD;
HALLIWELL, 2019).

O estado de estresse oxidativo sera instaurado na célula quando houver um
desbalanco entre suas defesas antioxidantes endégenas e o excesso de radicais
livres a que esta sendo exposta (SALIM, 2014). A producgao inicial de radicais
envolve a formacgao de ions superdxido (O2 ¢ 7), que sao reduzidos a H202 (espécie
nao radicalar) pela SOD (Bhagat et al., 2016). Entdo, H202 pode ser convertido pela
catalase em H20 e 02 gasoso; entretanto, no tecido nervoso, H202 é
frequentemente convertido em duas moléculas de agua pelo sistema de glutationa
(KHAN; BLACK, 2003).

O ion superoéxido (O2 * ) pode ainda reagir com o gas o6xido nitrico (NO),
gerando o ion peroxinitrito (ONOO") um dos ERNS mais reativos e deletérios para
a ceélula capaz de gerar outros radicais e de promover nitragdo, alterando o
funcionamento e a estrutura de muitas moléculas (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO,
2003). Outro radical de importancia para o entendimento do estresse € o ion

hidroxila (OH¢), que pode ser formado pela protonagao do radical ONOO- ou ainda
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a partir da reagao de Fenton, que ocorre entre H202¢e o ion férrico (Fe?*) plasmatico
(VASQUEZ-MEDRANO; PRATO-GARCIA; VEDRENNE, 2018) (Figura 4).

Figura 4 — Espécies reativas de oxigénio (EROS) e de nitrogénio (ERNS)
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Fonte (Adaptado): VILELA et al. 2017

Se a quantidade desses radicais exceder a atividade das enzimas
antioxidantes, proteinas e lipidios serdo oxidados, ocorrendo mudangas em suas
estruturas e perda de suas fungbes (ASMAT; ABAD; ISMAIL, 2016). No caso da
oxidagao das proteinas e dos lipideos, observam-se redugéo nos grupos sulfidrilas
e aumento do malonaldeido, respectivamente, além de uma atividade antioxidante
total da célula consideravelmente menor (Khan e Ali, 2018; Késem et al., 2020).

Esse sistema antioxidante endégeno é extremamente eficiente, mas se torna
sobrecarregado no organismo submetido ao estresse e com a DA, devido a alta
quantidade de EROS e de ERNS produzidos (HAIDARI; OMIDIAN; RAFIEI; ZAREI
et al., 2013). A literatura mostra que é possivel o estresse oxidativo e nitrosativo
serem responsaveis pelo desenvolvimento e agravamento do DA e de transtornos
mentais, uma vez que as células do sistema nervoso sao particularmente

vulneraveis aos radicais livres, principalmente devido a baixa expressao de
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enzimas antioxidantes neste tecido (MILLER; LAWRENCE; MONDAL; SEEGAL,
2009). Devido a isso, o consumo de moléculas antioxidantes tais como terpenos e
polifendis podem auxiliar o sistema antioxidante dos neurénios a estabilizar e a
combater os radicais livres (SREERAMA; TAKAHASHI; YAMAKI, 2012).

Além da producdo de EROS e ERNS, a literatura também aponta o aumento
na producdo de produtos de glicagdo avancada (AGES) e de seus receptores
(RAGES) em neurdnios de pessoas com DA e com estresse fisico/psicologico (KO;
KO; CHU; SHIEH et al., 2015; LJUBICIC; BAKOVIC; COZA; PRIBISALIC et al.,
2020). Os AGES constituem uma grande variedade de moléculas formadas a partir
de interagbes aminocarbonilo, de natureza ndo enzimatica, entre glicose e seus
isdmeros (agucares redutores), lipideos e proteinas oxidadas (VEIRAIAH, 2005). A
formacgao de uma molécula glicada inicia-se com a formagéo de uma base de Schiff
instavel, gerada pela condensagdo de um grupamento carbonila de um agucar
redutor, com um grupamento amina, de um aminoacido ou acido carboxilico de um
acido graxo (WAUTIER; WAUTIER; SCHMIDT; ANDERSON et al., 1994). Na
sequéncia, a base de Schiff sofre rearranjos, tornando essa estrutura mais estavel,
gerando um produto de Amadori (WAUTIER; WAUTIER; SCHMIDT; ANDERSON
etal., 1994).

In vivo, a formacgao dos produtos de Amadori pode ocorrer em um periodo
de dias e é praticamente irreversivel (SINGH; BARDEN; MORI; BEILIN, 2001)
Mecanismos alternativos de formagao de AGEs incluem a chamada via do estresse
carbonilico, na qual a oxidacdo de lipideos ou de agucares gera compostos
dicarbonilicos intermediarios altamente reativos. A glicdlise e a autoxidagao de
glicose, por exemplo, produzem metilglioxal e glioxal os quais interagem com
aminoacidos para formar AGEs (SINGH; BARDEN; MORI; BEILIN, 2001). Estes
compostos dicarbonilicos chegam a ser 20 mil vezes mais reativos do que a glicose
e sao os principais intermediarios durante a formagdao de AGEs no organismo
(URIBARRI; WOODRUFF; GOODMAN; CAl et al., 2010).

Os efeitos patologicos dos AGEs estéo relacionados a capacidade destes
compostos apresentam em modificar as propriedades quimicas e funcionais das
mais diversas estruturas biolégicas (WAUTIER; WAUTIER; SCHMIDT;
ANDERSON et al., 1994). Por meio da geracao de radicais livres, de interagdes

com receptores celulares e do estabelecimento de ligagdes cruzadas com
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proteinas, os AGEs podem promover, respectivamente, estresse oxidativo,
aumento da expressado de mediadores inflamatdrios e alteragdes morfofuncionais
(LEWIS; MEJIA; JORDAN; MONSON et al., 2017) (Figura 5).

Figura 5 — Compostos glicados e seus efeitos no sistema nervoso
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Fonte (Adaptado): https://molecularbrain.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13041-016-0272-9

Uma vez glicadas, as proteinas e os lipidios circulantes modificados podem,
entdo, se ligar a receptores especificos, promovendo a produgédo de citocinas
inflamatodrias e de fatores de crescimento, os quais, por sua vez, contribuem para
doencas que acometem o sistema nervoso (SINGH; BARDEN; MORI; BEILIN,
2001; GOH; COOPER, 2008). Além disso, os AGES promovem a agregagao das
proteinas B-amiloides nas sinapses e sédo capazes de gerar EROS, ativando
indiretamente a morte celular dos neurénios (KONG; WANG; WANG; LIU et al.,
2020). O organismo possui defesas naturais responsaveis pela remogao e
eliminacéo dessas glicotoxinas. Os AGES formados nos componentes teciduais,
por exemplo, sdo degradados a partir da protedlise extracelular ou por células
scavenger, como os macrofagos teciduais, que endocitam AGES via receptores e,
posteriormente, os liberam como AGE-peptideos pequenos e solluveis para serem
excretados pelos rins (RABBANI; THORNALLEY, 2018). Ainda que exista
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consideravel capacidade de eliminacdo dessas moléculas, a alta taxa de formacéao
de AGES pode exceder a capacidade do organismo em degrada-los ao longo do
tempo e, por isso, 0 uso de produtos naturais se torna um interessante meio de
protecdo contra os AGES (GOH; COOPER, 2008).

1.5 Produtos naturais: Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen

O conhecimento popular sobre os efeitos bioldgicos dos produtos naturais
(etnofarmacologia) foi transmitido entre as geragcées humanas através da cultura e
hoje contribui com informagdes valiosas para a descoberta de compostos bioativos
com efeitos terapéuticos (HALBERSTEIN, 2005; GULATI; HARDING; PALOMBO,
2012). No Brasil, o Ministério da Saude estimula a aplicacdo de plantas medicinais
no tratamento complementar de varias doencas, por meio do Sistema Unico de
Saude (SUS), com base em projetos promovidos pelo Programa Nacional de
Fitotecnia e Fitoterapicos (ZENI; PARISOTTO; MATTOS; HELENA, 2017).

Os compostos bioativos extraidos das plantas podem ser divididos em trés
classes principais: terpenos, alcaloides e fendis. Milhares de compostos
secundarios foram identificadas até o momento, que por sua vez apresentam
fungao bioldgica quando consumidos pelos seres humanos e por outros seres vivos
(AMSTUTZ, 2008; DE LUCIA, 2008). Estudos indicam que metabdlitos
secundarios, como os polifendis e terpenos presentes em plantas medicinais, sao
capazes de eliminar os radicais livres, inibir a glicagdo nao enzimatica
(YAMAGUCHI; ARIGA; YOSHIMURA; NAKAZAWA, 2000; KIM; KIM, 2003; WU;
YEN, 2005), e a enzima acetilcolinesterase (VECCHIO; SORRENTINO;
PAOLETTI; MARRA et al., 2021) e tratar as complicagdes do estresse (SAHOO,
2018), ansiedade (YEUNG; HERNANDEZ; MAO; HAVILAND et al., 2018) e
depressao (NABAVI; DAGLIA; BRAIDY; NABAVI, 2017).

A familia Amaranthaceae é predominantemente encontrada em regides
tropicais e subtropicais, incluindo cerca de 170 géneros e 2000 espécies de
distribuicdo cosmopolita, podendo ser encontradas em ambientes abertos e no
interior de florestas, exceto em regides mais frias do Hemisfério Norte
(MARTINELLI; MORAES, 2013). A familia é representada por 21 géneros e 147
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espécies no Brasil, utilizadas para fins ornamentais e medicinais (MARTINELLI;
MORAES, 2013). No cerrado sdo encontradas 98 espécies da familia, 20
exclusivas, com acentuado declinio populacional, uma vez que mais de 40% da
vegetagcdo original foi removida para o plantio de monoculturas (PRIMACK;
RODRIGUES, 2006; MARCHIORETTO; MIOTTO; SIQUEIRA, 2010; MARTINELLI;
MORAES, 2013).

A P. glomerata (figura 6) faz parte da familia Amaranthaceae, bem como o
espinafre (Spinacia oleracea), a beterraba (Beta vulgaris) e o caruru
(Amaranthus spp) (MARTINELLI; MORAES, 2013). A planta apresenta formagao
arbustiva, podendo chegar a 2 metros de altura, com caules eretos, finos e glabros
ou até pouco pubescentes; ramos nodosos, folhas opostas, curto-pecioladas a
ovado-lanceoladas ou estreito-lanceoladas, acuminadas e mucronadas, com
comprimento variando entre 5 a 12 cm e com 1 a 2 cm de largura (CORADIN;
SIMINSKI; REIS, 2011).

Figura 6 - Parte aérea (PA) e raiz (R) da Pfaffia glomerata

Fonte: o autor.

As inflorescéncias estdo reunidas em dicasios, com flores em panicula
completa, fruto aquénio e raizes com forma antropomorfica, sendo que a planta
possui perenidade complexa, se reproduzindo assexuadamente por estaquia dos
ramos e sexualmente por meio de sementes (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011).
Os dois métodos sao eficientes para a propagacado do ginseng-brasileiro, no

entanto, vale salientar que ja existem técnicas para a propagagao in vitro e enxertia
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(IAREMA; DA CRUZ; SALDANHA; DIAS et al., 2012). A planta ocorre em regides
tropicais ou subtropicais, com temperaturas entre 20 e 30 °C, nao tolerando baixas
temperaturas, por isso, por ser uma espécie anfibia, pode ser encontrada em locais
proximos de rios e nas orlas das matas de galeria, locais estes com grande
quantidade de agua, luz e solo argiloso de boa fertilidade (CORADIN; SIMINSKI;
REIS, 2011). Apresenta grande plasticidade frente as mudangas ambientais, o que
pode tornar viavel o seu aproveitamento e cultivo. A planta é nativa, mas nao
endémica do Brasil, podendo ser encontrada em todas as regides e praticamente
em todos os Estados com altitudes de 80 a 800 m. Contudo n&o fora confirmada
sua ocorréncia nos seguintes estados: Acre, Tocantins, Piaui, Ceara, Rio Grande
do Norte, Alagoas e Sergipe.

O uso popular do ginseng-brasileiro ja lhe rendeu diversos outros nomes,
tais como para-tudo, anador, novalgina, sempre-viva entre outros que foram
consagrados por seus efeitos terapéuticos (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011).
Entre as principais indicacbes populares encontradas na literatura, temos seu uso
como energizante; estimulante da memoria; rejuvenescedor; afrodisiaco e
revitalizante; inibidor de células cancerosas; ativador da circulacdo; combate
diabete; estresse artrite, artrose, anemia, colesterol, estrias, flacidez da pele,
tremores, labirintite, hemorroidas e diarréia, além de também estimular o sistema
imune e repor horménios (VIGO; NARITA; NAKAMURA; MARQUES, 2003;
CORREA JUNIOR; MING; CORTEZ, 2008; FENNER; ZIMMER; NEVES;
KLIEMANN et al., 2008; CARNEIRO; RIBAS FILHO; MALAFAIA; RIBAS et al.,
2010; CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011).

O ginseng-brasileiro € considerado uma planta adaptdégena, isto €, possui
substancias que aumentam a resisténcia dos organismos a estressores diversos
(fisicos, quimicos e biolégicos), promovendo sua adaptagdao e manutengao da
homeostase durante o estresse (TODOROVA; IVANOV; DELATTRE;
NALBANTOVA et al., 2021). Das partes da planta, as raizes sdo as que possuem
maiores relatos populares sobre atividade biolégica e, devido a isso, a exploragao
da espécie em ambiente natural vem reduzindo as populacdes de P. glomerata,
uma vez que a planta morre apos remogao de suas raizes; atualmente a espécie

foi inserida em conjunto com outras espécies prioritarias para conservagao
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(MATTOS; DE SALIS, 2004; MARCHIORETTO; MIOTTO; SIQUEIRA, 2010;
CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011; DO BRASIL, 2020).

Assim, a hipotese desta tese é de que as partes aéreas e as raizes da planta
P. glomerata possui compostos adaptogénicos capazes de inibir a enzima
acetilcolinesterase, de reduzirem comportamentos de estresse, ansiedade e

depressao, além de aumentarem as defesas antioxidantes do encéfalo.

2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar a citotoxicidade, a capacidade antioxidante e a inibicdo da glicagao
proteica e da enzima acetilcolinesterase por extratos e fragcbes da parte aérea e
das raizes da P. glomerata em diferentes metodologias. Além disso, avaliar o
potencial adaptogénico e neuroprotetor da fragcdo de diclorometano do extrato
metandlico das raizes dessa planta em modelo de estresse, ansiedade e

depressao.

2.2 Especificos

e Submeter os extratos metandlicos das raizes, bem como suas fragdes, a
ensaios in vitro para determinagado da capacidade antioxidante, antiglicante
e de inibicdo da enzima acetilcolinesterase;

e Determinar as fragdes mais promissoras e avalia-las quanto sua possivel
atividade citotoxica, hemolitica e inibidora da oxidacao induzida em tecido
Nnervoso;

e Caracterizar os principais compostos presentes nas amostras mais
promissoras utilizando espectrometria de massas;

e Quantificar a concentragdo do principio ativo 20E em amostras de P.
glomerata utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia;

e Determinar através de modelos in silico a interagdo entre o sitio ativo da
enzima acetilcolinesterase com o composto 20E, além de avaliar as

propriedades farmacocinéticas dessa molécula;
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e Estudar o potencial terapéutico in vivo da fragdo enriquecida em 20E
proveniente das raizes, contra ansiedade, depressido e estresse em
camundongos submetidos ao estresse induzido por isolamento social;

e Analisar biomarcadores do estresse oxidativo no cortex, hipocampo e

estriado em animais submetidos a estresse induzido por isolamento social.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Reagentes

Reagentes e solventes de grau analitico foram adquiridos da Sigma (Sigma,
St Louis, MO, EUA) ou de fornecedores locais. Foi utilizada agua Milli-Q obtida

através da filtragem em filtro milipore.

3.2 Obtencao do material vegetal seco

As plantas utilizadas neste estudo foram obtidas in vitro a partir do banco de
germoplasma do laboratério de cultura de tecidos vegetais (Universidade Federal
de Vigosa, MG, Brasil), fornecidas pelo prof. Dr. Wagner C. Otoni. A plantas foram
cultivadas em condicbes experimentais controladas na fazenda Bela Vista
(18°58'55.5"S-40°15'17.8"W), Vila Valério, ES, Brasil, e colhida em novembro de
2015. A parte aérea e as raizes foram colhidas de plantas com 5 meses de idade
e, apos a colheita, foram secas em estufa a 55 ° C e moidas em moinho de facas
tipo Willey (SL32; Solab) para obtencao de material vegetal seco. Apds a secagem
e trituragcédo, os materiais foram entdo mantidos em freezer a -20°C até a realizagéo
do processo de extracdo e fracionamento. O Voucher (CESJ 63317) de
identificacao botanica foi depositado no herbario Leopoldo Krieger (UFJF, Juiz de
Fora, MG, Brasil).

3.3 Preparacgao dos extratos metandlicos

Para o processo de extragao, foi utilizado 1.000 g do material vegetal seco
das partes aéreas e 1,0 kg das raizes, aplicando-se o método de maceragéo
estatica, isto é, sem agitacdo (FRANCO; DA SILVA CARVALHO; DE MOURA,;
JUSTINO et al., 2018), na qual cada material, separadamente, foi imerso em 5,0 L
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de metanol 99,8% (proporgéao de 1:5 m.v-1) durante seis dias. Apds esse periodo,
as solugdes obtidas foram filtradas e o solvente removido em rotaevaporador, sob
pressao reduzida a 40° C. Os materiais vegetais residuais foram remacerados por
mais duas vezes, utilizando-se o solvente recuperado na rotaevaporagdo. Os
extratos metandlicos gerados em cada sessao foram misturados, congelados e
liofilizados para a remocgao da agua residual e posteriormente, armazenados em

freezer a -20°C.

3.4 Processo de fracionamento liquido-liquido dos extratos metandlicos

Para o processo de fracionamento, aproximadamente 60,0 g de extrato
metandlico de cada parte da planta foi solubilizado em 400,0 mL de solugao
metanol:agua (9:1) e adicionados em funil de separagao apos filtragem com filtro
de papel para remogéao de fibras insoluveis (a massa desse residuo foi subtraida
da massa inicialmente utilizada). O fracionamento foi realizado utilizando-se 400,0
mL dos seguintes solventes, adicionados separadamente e sequencialmente por
quatro vezes ao funil de separagao: 1) hexano, 2) diclorometano, 3) acetato de etila,
4) n-butanol e 5) agua. Para a remog¢ao dos solventes, as fragdes foram coletadas
e acrescentadas em baldo volumétrico para serem rotaevaporadas, sob pressao
reduzida a 40° C; apds isso, foram colocadas em capela com exaustao por 5 dias,
congeladas e liofilizadas para a remogao da agua remanescente e, em seguida,
armazenadas a -20° C (FRANCO; ZABISKY; DE LIMA JUNIOR; ALVES et al.,
2020).

3.5 Atividade antioxidante pelo método 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

O método de atividade antioxidante utilizando o radical livre DPPH foi
baseado no método descrito por Sharma e Bhat (2009). Na analise, a reagao entre
os compostos fendlicos e o radical pode ocorrer por meio da transferéncia de
hidrogénio atdmico ou por perda sequencial de préton durante a transferéncia de
elétron (LIU, 2010). Os extratos/fragbes foram diluidos a 10mg/mL em metanol,
porém o controle acido ascorbico foi diluido em agua nesta mesma concentracgao.
As amostras foram entao incubadas com uma solugao metandlica de 60 mmol/L de

DPPH a 30 ° C por 20 min, na auséncia de luz. O ensaio foi feito em microplacas
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de 96 pocos, acrescentanto 75 yL da amostra e 250 yL de solugdo metandlica de
DPPH. Para a determinagao do Clso, as amostras e o ascorbato foram diluidas
serialmente, a partir da concentragdo de 10mg/mL, nas concentragdes de 5, 2,5,
1,25, 0,625 e 0, 312 mg/mL para determinagdo do Clso. A redugao na absorbancia
da mistura foi medida em espectrofotdmetro a 517 nm. A eliminagéo dos radicais

DPPH foi calculada usando a equacéo 1:

DPPH (%) = [(A controle — (A amostra — A branco) / (A controle A)] X 100

Equacao 1

onde “A controle” é o valor de absorbancia do radical DPPH, “A amostra” é

o valor da absorbancia do mix amostra + DPPH e “A branco” é o valor da
absorbancia do mix amostra + metanol. Os solventes metanol e agua foram usados

como controle negativo.

3.6 Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical peroxil
(ORAC)

A avaliacido da capacidade antioxidante pelo método ORAC foi baseada em
Prior; Hoang; Gu; Wu et al. (2003). Neste ensaio, todos os reagentes foram
preparados em tampao fosfato a 75 mmol/L e pH 7.4. As amostras foram diluidas
a 0,1 mg/mL em metanol para este ensaio, ja o controle acido ascoérbico foi diluido
em agua na mesma concentragdo. Inicialmente, 25 pyL das amostras foram
misturados a 150 pL de fluoresceina (0,085 nmo/L) e incubados em microplaca de
96 pocgos a temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, adicionou-se 30 pL da
solugado de Azobis (2,2’-azobis (2-amidino-propano) dihidrocloreto) para dar inicio
a reacao. A intensidade de fluorescéncia (485 nmex/ 528 nmem) foi medida em
espectrofluorimetro e foi verificada a cada 1 min e 30 s durante 90 min. O branco
foi realizado substituindo o extrato/particdo por tampao fosfato e como controle
negativo, foram usados os solventes metanol e agua. A perda de fluorescéncia da
fluoresceina foi medida utilizando o calculo da area sob a curva e a capacidade
antioxidante foi determinada por meio de uma curva analitica construida com acido

Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico).
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3.7 Capacidade de inibicao da glicagao proteica (método BSA/Frutose)

O método de capacidade antiglicante foi baseado em Justino et al. (2020).
Os extratos/particao e quercetina (controle positivo) foram diluidos em metanol e
utilizados na concentragdo de 10 mg/mL e diluidos serialmente nas concentragdes
de 5, 2,5, 1,25, 0,625 e 0, 312 mg/mL para determinacao do Clso. Para este ensaio,
foram adicionados 450 uL de tampao fosfato (200 mmol/L, pH 7,4), 150 uL de BSA
(Albumina sérica bovina) (50 mg/mL em tampéo fosfato), 150 uL de frutose (1,25
mol/L em tamp&o fosfato) e 50 yL de extrato/particgdes em microtubos, e entdo
incubados a 37° C por 72 horas, na auséncia de luz. Apds esse periodo, 800 uL de
acido tricloroacético 20% (m/v) foram adicionados em cada microtubo e entédo
centrifugados a 10000 xg por 10 min. Apds a centrifugacao, obteve-se um pellet
que por sua vez foi ressuspendido em 800 pL de tampao fosfato. A reducéo da
fluorescéncia do BSA quando se liga ao acgucar (frutose) foi avaliada em
espectrofluorimetro, com excitagdo a 350 nm e emissao a 420 nm. O branco foi
realizado substituindo a frutose por tampéo fosfato e o extrato/particdo por metanol
e/ou agua. Todas as anadlises foram realizadas em ftriplicata e os resultados séo

apresentados como porcentagem (%) de inibigédo, calculados pela equagéao 2:
Inibicao (%) = [(F controle — F amostra) / (F controle)] X 100

onde o “F controle” € o valor de fluorescéncia do controle negativo e “F
amostra” € o valor de fluorescéncia de cada extrato / quercetina. Como controle

negativo, utilizou-se os solventes metanol e agua.

3.8 Inibicao da enzima acetilcolinesterase

O método de inibicao da enzima acetilcolinesterase foi baseado no teste
descrito por Sharma e Bhat (2009). O ensaio foi realizado com o uso de trés
tampdes: 1) tampao Tris-HCI pH 8; Il) tampao Tris-HCI contendo 1% de albumina
sérica bovina e Ill) tampéao Tris-HCI contendo 0,6% de NaCl e 0,4% de MgCI. As
solugdes necessarias ao método foram preparadas da seguinte maneira: enzima
acetilcolinesterase foi diluida a 0,2 U/mL em tampéao |; solugcdo de DTNB 0,1%
diluido em tampéo lll; solugdo de iodeto de acetilcolina (substrato) 0,4% diluida em

agua Milli-Q e o inibidor (controle positivo) Galantamina (Sigma, St Louis, MO, EUA)
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diluido em agua Milli-Q. As amostras foram diluidas em metanol na concentragéo
de 10mg/mL e diluidas serialmente nas concentragdes de 5, 2,5, 1,25, 0,625 e 0,
312 mg/mL para a obtengéo do Clso. As amostras (25 uL) foram acrescentadas na
placa com 125uL da solugdo de DTNB, 50 uL de tampéao Il, 25 uL de solugéo de
iodeto de acetilcolina e 25 uL da solugao de acetilcolinesterase. A absorbancia foi
medida por 20 min em espectrofotbmetro, a 405 nm e 30°C de temperatura. A

inibicdo da enzima foi calculada utilizando-se a seguinte equacgéo:

Inibicao (%) = [(100 — (A amostra — A branco) / (A branco)] X 100

Equacéo 2

onde “A branco” é o valor de absorbancia da reagao sem inibidores, “A amostra” é
o valor da reagao obtida para cada amostra avaliada. Como controle negativo,
utilizou-se os solventes metanol e agua.

3.9 Prospeccao fitoquimica

Para a analise da classe de compostos presentes nas amostras, os
extratos/fracdes foram solubilizados em metanol na concentracdo de 1 mg/mL. As
solugdes foram aplicadas em placas de cromatografia de camada delgada (CCD)
em fase estacionaria de silica gel (60G). Foi utilizado uma solugédo de acetato de
etila:acido formico:acido acético:agua (proporgao de 10:1,1:1,1:2,6) como eluente
(WAGNER; BLADT, 1996).

3.9.1 Avaliagao da presenca de polifendis e agucares

Para a deteccdao de polifendis e agucares, foi utilizado o revelador
anisaldeido-acido sulfurico. Para a obtencao desse revelador, foi preparada uma
solugao contendo anisaldeido 5% (v.v-1) em acido acético glacial, seguida da
adicao de metanol e acido sulfurico concentrado. A placa de CCD foi borrifada com

o revelador aquecido a 100° C por 5 min.

3.9.2 Avaliagao da presenca de terpenos e fitosterois

Para a deteccdo de terpenos e fitosterdis, utilizou-se o revelador
Liebermann-Buchard. Para o seu preparo, anidrido acético e acido sulfurico
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concentrado foram misturados (proporg¢ao 10:1 mL), sob banho de gelo. A placa de
CCD foi pulverizada com a solugao recém-preparada e aquecida a 100° C por 5

min. A placa foi observada em luz UV (365 nm).

3.9.3 Avaliacao da presencga de alcaloides

Para a detecgéo de alcaloides, foi utilizando o revelador Dragendorff. Para o
preparo do revelador, foram feitas 2 solug¢des (solugdes A e B); dissolveu-se nitrato
de bismuto em acido acético glacial e adicionou-se agua destilada sob aquecimento
(solugao A); dissolveu-se iodeto de potassio em agua (solugéo B). As solugbes A e
B foram misturadas na mesma proporgcado e o revelador foi obtido misturando a

solugao recém-preparada com acido acético glacial e agua (propor¢ao de 1:2:10).

3.10 Sugestao da composicao por espectrometria de massas

As amostras PAD e RD apresentaram os melhores resultados e por isso
foram diluidas a 10mg/mL em metanol padrdo CLAE para analise de sua
composic¢do. Foi utilizado cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um
espectrometro de massa com ionizacao por eletrospray (CLAE-IES-EM/EM, Agilent
Q-TOF, modelo 6520). A solugao Metanol-H20 (4:1) foi usada como sistema de
solvente e as amostras foram infundidas na fonte ESI do equipamento a uma taxa
de fluxo de 200 ul/ h. Foi utilizado gas nitrogénio como gas de secagem a uma taxa
de fluxo de 8 L/min e como gas nebulizador a 58 psi. A temperatura do nebulizador
foi ajustada para 200°C e potencial de 4,5 kV foi aplicado ao capilar. A energia de
impacto do elétron foi ajustada para 5-30 eV. Os parametros do CLAE foram: coluna
Agilent Zorbax modelo 50 x 2,1 mm, particulas de 1,8 ym e didmetro de poro de
110 A, fase moével: agua acidificada com &acido férmico (0,1% v v-1) (A) e metanol
(B). O sistema solvente de gradiente (B) foi: 2% (0 min); 98% (0-15 min); 100% (15-
17 min); 2% (17-18 min); 2% (18-22 min), com um fluxo de 0,35 mL/min e detectado
a UV de 280 e 360 nm. Os dados foram adquiridos no modo positivo, com ajuste
para um intervalo de 20-1000 m/z. Os dados de espectrometria de massas foram
avaliados usando o software Agilent Mass Hunter B.07.00 e os ions moleculares e
seus fragmentos foram comparados com resultados publicados na literatura e com

o software online Metlin (https://metlin.scripps.edu/landing_page.php?pgcontent
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=mainPage). Erros menores ou iguais a 10 (< 10) foram considerados adequados
e calculados utilizando-se o software online Warwich (https://warwick.ac.uk/fac/sci/
chemistry/research/barrow/barrowgroup/calculatorsmass_errors/) comparando-se
os valores de m/z tedricos com os observados (FRANCO; ALVES; ZABISKY;
JUSTINO et al., 2020).

3.11 Quantificagao do composto 20-hidroxiecdisona

Dentre os compostos sugeridos pela espectrometria de massas esta o
fitosterol 20E. Para a determinacgao de sua concentracao nas amostras PAD e RD,
que apresentaram os melhores resultados, foi utilizado um CLAE com detector
Shimadzu Prominence diode array (DAD) (bomba LC - 20 CE, detector SPD - M
20A, forno CTO - 20 A, software LabSolutions). As amostras foram solubilizadas
em metanol (pureza CLAE) a 1mg / mL e as separagdes realizadas pelo sistema
CLAE em seu injetor automatico de amostras. A coluna utilizada nas eluigbes
(Shimpack®, 25 cm por 4,6 mm) foi de fase reversa (C-18). A separagao foi
realizada em sistema gradiente, utilizando como fase moével uma mistura de
metanol: agua. No tempo de 0 a 5 min, a concentragdo de metanol: agua variou de
10:90 (v /v)a 70:30 (v / v). No tempo de 5 a 12 min, a concentragcdo de metanol:
agua permaneceu em 70:30 (v / v), e no tempo de 12-15 min, a concentragéao de
metanol: agua variou de 70:30 (v / v) a 100% de metanol. O comprimento de onda
de deteccéo foi de 245 nm e vazao de 1 mL / min, obtendo uma corrida de 15 min.
As condigdes foram previamente testadas e otimizadas. O volume de injecdo da
amostra foi de 20 pL. A quantificagdo do composto principal foi feita com uma curva
padrdo de 20E (93% de pureza, Sigma H5142). A corrida cromatografica
apresentou as mesmas condic¢des citadas acima, mas em concentracdes diferentes
(24, 60, 120.180, 230 e 290 pg/mL). Em seguida, foi gerado um gréfico linear,
permitindo obter a equacao da curva, permitindo assim o calculo da concentragao
do composto nas amostras (DIAS; MARTINS; DE MELO; DO CARMO CUPERTINO
et al., 2019).
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3.12 Docking molecular e propriedades farmacocinéticas in silico

A interacao entre as enzimas acetilcolinesterase humana (PDB4EY6) e de
Electrophorus electricus (PDB:1C2B) com o composto 20E foi analisada por meio
do programa GOLD (JONES; WILLETT; GLEN; LEACH et al., 1997), usando os
parametros pré-definidos pelo programa, exceto a flexibilidade do ligante que foi
definida como 200%. O sitio de ligagéo foi indicado a partir de um raio de 6A ao
redor da posi¢cao da galantamina complexada na estrutura do PDB 4EY6. Cada
docagem foi realizada 10 vezes e as melhores posigcdes de docagem foram
avaliadas a partir de um ranking da fungéo de pontuagcdo ChemPLP. Os diagramas
de interacao 2D foram gerados apds o docking com auxilio do programa LigPlus+
2.24 (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011). Para a predicdo das propriedades
farmacocinéticas do composto 20E foi utilizada a abordagem Predicting small-
molecule pharmacokinetic properties using graph-based signatures (pkCSM),
disponivel  online  (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction)  (PIRES;
BLUNDELL; ASCHER, 2015).

3.13 Obtengao de macréfagos derivados da medula 6ssea (MDMO)

Devido aos bons resultados e determinacdo do principio ativo 20E nas
fracbes PAD e RD, as mesmas foram avaliadas em cultura celular primaria de
macrofagos. Os macréfagos foram obtidos por diferenciacao de células da medula
O0ssea de camundongos C57BL / 6 machos de 6-8 semanas de idade (comité de
ética n°® 105/18). As células da medula 6ssea foram extraidas por lavagem da
cavidade 6ssea com RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) em um tubo de
polipropileno estéril de 15 mL. As células foram homogeneizadas e a suspensao
celular centrifugada (400 xg durante 8 minutos, 4°C). O sedimento foi
homogeneizado em RPMI-1640 e 5,0 x 108 células foram cultivadas para gerar
MDMO; para isso, em placas de cultura (Corning), as células foram incubadas com
10 mL de RPMI-1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino (Gibco), 2 mM
de L-glutamina, 100 U / mL de penicilina, 100 yg / mL estreptomicina e 30% de
meio condicionado de células L929 (LCCM), que foi usado como fonte de fator

estimulador de colénias de macréfagos (M-CSF). As células foram mantidas a 37°C
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e 5% da atmosfera de CO2. Apds 3 dias, 10 mL de RPMI-1640 fresco, nas mesmas
condi¢cdes descritas acima, foram adicionados as placas de cultura de células. Os
MDMO foram coletados 4 dias depois, removendo o sobrenadante de placas de
cultura e destacando células aderentes usando tampao de fosfato-salino (PBS)
gelado estérii (LARMONIER; GHIRINGHELLI; LARMONIER; MOUTET et al.,
2003). Os procedimentos com animais foram todos previamente aprovados pelo

Comité de Etica Animal da instituigéo (protocolo numero 105/18).

3.13.1 Viabilidade celular (MTT)

Os MDMO foram suspensos em RPMI-1640 suplementado, exceto LCCM
que nao foi adicionado. As células foram semeadas em microplaca de 96 pogos
(Corning) na densidade de 0,2 x 106 células / poco e tratadas durante 24 h com as
amostras PAD e RD nas concentrag¢des de 250, 25 e 2,5 pyg/mL, diluidos em DMSO
(<0,001%). Em seguida, o sobrenadante foi removido e 100 pL de solugédo de MTT
(3- (4,5-dimetiltiazolil-2) -2,5-difeniltetrazdlio brometo) a 5 mg / mL, foram
adicionados a cada poco para posterior incubagao por 2 h. O formazan de cor roxa,
formado por células vivas, foi solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSQO) e a
absorbancia a 570 nm foi medida colorimetricamente. A viabilidade celular foi
calculada considerando o grupo de células sem tratamento como 100% de

viabilidade.

3.13.2 Inibigao da producgao de espécies reativas de oxigénio (EROS)

A geragao de EROS por MDMO foi monitorada durante 4 horas por meio de
emissao quimioluminescente, resultante da oxidagdo do luminol em leitor de
microplacas (En Spire Multimode Plate Reader, Perkin EImer). Assim, o MDMO foi
adicionado em microplaca branca opaca de 96 pogos (Perkin Elmer) a uma
densidade de 0,2x10° células / pogo. Os MDMO foram previamente diluidos em
solucao salina balanceada de Hank (HBSS) sem vermelho de fenol (Sigma-Aldrich)
e pré-incubadas com as amostras PAD e RD nas concentragdes de 250, 25 e 2,5
pg/mL, diluidos em DMSO (<0,001%), durante 30 minutos (37°C e 5% da atmosfera
de COz2). Em seguida, luminol (concentragéo final de 625 nM) (Sigma-Aldrich) foi

adicionado a cada pogo e a geragdo de EROS foi induzida por zimosan de
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Saccharomyces cerevisiae opsonizado (concentragao final de 100 ug/mL). Os
resultados foram apresentados como area sob a curva (AUC). O zimosan
opsonizado foi previamente preparado incubando-se o zimosan com soro de
camundongo por 30 minutos a 37°C. Em seguida, a suspensédo de zimosan foi
centrifugada (400 g durante 8 minutos), o sobrenadante removido e o sedimento
homogeneizado em HBSS. Este processo foi repetido por 3 vezes. O calculo da

inibicao de EROS foi feito da mesma maneira que o descrito no tépico 3.15.3.

3.13.3 Inibigao da producgao de éxido nitrico (NO)

A concentracdo de NO foi avaliado como concentracio total de nitrito, um
indicador da producdo de oxido nitrico, determinado pela reagcdo de Griess
(GRANGER; TAINTOR; BOOCKVAR; HIBBS JR, 1996). 50 uL do sobrenadante de
MDMO tratado com PAD e RD nas concentragdes de 250, 25 e 2,5 pg/mL, diluidos
em DMSO (<0,001%), e 50 uL do reagente de Griess (1% de sulfanilamida e 0,1%
de dicloridrato de N- (1-naftil) etilenodiamina em 2,5% de fosférico acido) foram
incubados a temperatura ambiente durante 10 min. O conteudo de nitrito foi
calculado com base em uma curva padrao construida com nitrito de sédio (NaNO2)
nas concentragdes de 400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 yM. A absorbancia

foi medida a 540 nm usando uma microplaca de 96 pogos.

3.14 Ensaio de hemolise

Além da analise celular em macrofagos, as fragées PAD e RD também foram
avaliadas quanto a capacidade hemolitica. O ensaio de hemdlise foi feito com base
no estudo de Evans; Nelson; Shann; Beavers et al. (2013). Para a avaliagdo da
capacidade hemolitica, as amostras PAD, RD e a saponina Quillaja sp (controle
positivo Sigma) foram diluidos inicialmente sna concentragdo de 10mg/mL e
diluidos serialmente para 250, 25, 2,5 e 0,25 pg/mL em DMSO (<0,001 %).
Inicialmente, removeu-se 1 mL de sangue de camundongos C57BL / 6 machos de
6-8 semanas de idade (comité de ética n°® 105/18), devidamente sedados, por meio
de tubo revestido com K2-EDTA. Apds remocgao, o sangue foi centrifugado a 500g
durante 5 min para que o sobrenadante (plasma) pudesse ser descartado. Apos

descarte do sobrenadante, as células foram ressuspendidas em tampao fosfato de
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sodio (PBS) (pH 7,4) e a solugéao foi entdao centrifugada a 500g durante 5 min. Logo
apos a centrifugagao, o sobrenadante foi descartado e o processo repetido por mais
3 vezes, com a finalidade de lavar as células. Em seguida, o sobrenadante foi
removido e substituido por PBS enriquecido com glicose (10mmol/L) para obtengéo
de solugao rica em eritrécitos (SRE).

Em um tubo de 10 mL, acrescentou-se 9800 uL de PBS e 200 uL de SRE
(diluicdo de 1:50) para obtencdo de solugdo diluida de eritrocitos (SDE). Para o
inicio do ensaio, foram adicionados 10 yL das amostras PAD, RD e saponina nas
concentragdes de 250, 25 e 2,5 uyg/mL e 190 uL de SDE em placas de 96 pogos
com fundo em V. As placas foram entéo incubadas a 37°C durante 1 hora. Apds a
incubagédo das placas, as mesmas foram centrifugadas a 500g por 5 min para
sedimentar os eritrécitos intactos e entdo, foram transferidos 100 pyL do
sobrenadante de cada pogo para novos pogos de uma placa de 96 pocos de fundo
plano. As absorbancias foram medidas em espectrofotdmetro a 405 nm. Para o
branco, utilizou-se 10 uL de solug¢édo de triton (10%). O valor médio de eritrécitos
em sangue de camundongo macho C57BL/6 é de 8,7.10° células/uL, portanto, a
concentragéo final de eritrocitos sera de aproximadamente 18. 105 células por pogo
(SANTOS; DE OLIVEIRA; HASTREITER; DA SILVA et al., 2016).

3.15 Parametros antioxidantes ex vivo utilizando tecido nervoso de
camundongo

O potencial antioxidante das amostras PAD e RD também foi avaliado
utilizando modelo ex vivo de oxidacio induzida por Fe2*-ascorbato, baseado em
método modificado por De Lima Junior; Franco; Saraiva; Moraes et al. (2021).
Encéfalo de camundongos machos C57BL / 6 (comité de ética n® 105/18) com cerca
de 6-8 semanas de idade e pesando 20g, foram coletados e homogeneizados em
tampao de fosfato (1g:10mL, pH 7,4). O homogenato foi centrifugado a 3000 xg por
10 min a 4 ° C e o sobrenadante foi misturado e incubado com tampéao fosfato, 0,01
mmol/L™" de FeSOs, 0,1 mmol/L™" de acido ascorbico e com as fragdes PAD e RD
da P. glomerata (250, 25 e 2,5 pg / mL), quercetina (também usada como controle

positivo) ou metanol (controle negativo e solvente usado para diluir as amostras) a
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37 ° C por 60 min. Estas misturas foram centrifugadas a 3000 xg durante 10 min a

37 ° C e os sobrenadantes (amostras) foram utilizados nos ensaios seguintes.

3.15.1 Inibicao da Peroxidagao lipidica (TBARS)

As amostras foram incubadas com acido tiobarbiturico (0,67% TBA) e acido
tricloroacético (10% TCA), em banho-maria por 15 min. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 3000 xg por 10 min e a absorbancia medida a 532 nm
(Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA) (Justino et al., 2019). Os resultados sao
apresentados como porcentagem (%) de atividade (PA), calculada usando a

seguinte equacgao:
PA (%) = [(A branco — A amostra) / (A branco)] X 100

Equacéo 3
onde “A branco” é o valor de absorbancia do mix + metanol, “A amostra”é o

valor da absorbancia do mix + amostra.

3.15.2 Capacidade da manutengao de grupos tiéis (Sulfidrilas)

Os grupos tidis foram avaliados usando acido ditionitrobenzéico (DTNB)
diluido em tampao fosfato de potassio 0,2M (pH 8,0). As amostras foram incubadas
durante 30 min com tampéo fosfato 1TmM (pH 7,4) e solugdo DTNB 10mM. A
presencga de grupos sulfidrila foi lida a 412 nm (Aksenov e Markesbery, 2001). Os
resultados sao apresentados como porcentagem (%) de atividade (PA), calculada

usando a seguinte equacao:

PA (%) = [(A branco — A amostra) / (A branco)] X 100

Equacao 4
onde “A branco” é o valor de absorbancia do mix + metanol, “A amostra”é o

valor da absorbancia do mix + amostra.
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3.15.3 Inibigao da producao de espécies reativas de oxigénio (EROS)

As amostras foram incubadas com diacetato de dicloro-di-hidro-
fluoresceina (10 uM) e tampao Tris-HCI 5 mM pH 7,4 banho 3 min. Apds incubacéo,
sua fluorescéncia foi medida em 474 nmex e 530 nmem. Os resultados sao

apresentados como area sob a curva (AUC), calculada usando a seguinte equacéo:

AUC = [(A branco — A amostra) / (A branco)] X 100

Equacao 5
onde “A branco” é o valor de absorbancia do branco, “A amostra” é o valor

da absorbancia de cada fragao / controle positivo ou negativo.

3.15.4 Capacidade de reducgéo de ferro (FRAP)

A avaliagao da capacidade antioxidante pelo método FRAP foi baseado em
Benzie e Strain (1996). Inicialmente, incubou-se 250 uL do reagente de FRAP,
constituido por 10 volumes de tampao acetato de sédio (0,3 mol/L e pH 3,6), 1
volume de solugao acida de TPTZ (10 mmol/L) e 1 volume de solugao aquosa de
cloreto férrico (20 mmol/L), com 10 uL de extrato/particdo e 25 yL de agua milli-Q
durante 6 min a 37° C. As absorbancias foram medidas em espectrofotbmetro a
593 nm e a capacidade antioxidante foi determinada por meio de uma curva
analitica construida com acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico

(Trolox). O tampdao acetato de sdodio foi utilizado como branco.

3.16 Animais e tratamentos em estudo in vivo

Como discutido, a literatura aponta as raizes de P. glomerata como sendo a
parte da planta de maior uso etnofarmacolégico e com mais estudos envolvendo
suas propriedades medicinais, devido a isso, optou-se por aplicar a fracdo de
diclorometano (RD) do extrato metandlico das raizes, cujos resultados
demonstraram ser enriquecida em 20E, em modelo in vivo de estresse induzido em
camundongos. Nesta etapa do estudo, foram utilizados camundongos machos
C57BL / 6, de 6-8 semanas de idade (20g), fornecidos pelo biotério do Centro de

Criacao de Ratos da Universidade Federal de Uberlandia, Campus Umuarama
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(Comité de ética 067/18). Os animais foram mantidos em condigdes adequadas de
temperatura (23-25 ° C) e de ciclo claro / escuro de 12 h, com livre acesso a
alimentos e agua. Os experimentos foram conduzidos de acordo com o comité de
ética animal da UFU (protocolo 100/16) e Zimmermann (1983). Os animais foram
tratados diariamente, uma vez ao dia, sempre pela manha, com a fragcdo RD nas
doses de 3, 10 ou 30 mg/kg, por via oral (gavagem), 3 dias antes da indugéo do
estresse (dia 0) e encerrando no dia 5 apos o inicio do estresse (total de 9 dias de
experimento). Foram utilizados 5 grupos no total (n=5/grupo): naive, estresse sem
tratamento e estresse, tratados com 100uL das doses de 3, 10 e 30 mg/kg da fragéo

RD. O delineamento experimental é apresentado na figura 7.

Figura 7 — Delineamento experimental e os grupos avaliados
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Fonte: o autor.
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3.16.1 Protocolos comportamentais

Os animais foram separados de seus grupos e expostos a 12h de isolamento
social overnight, mantidos individualmente em caixas (30 x 20 x 12,5 cm). Durante
o protocolo de indugdo ao estresse, os animais foram separados em gaiolas
individuais e isolados de modo a impedir o contato visual com outros animais e com
outras gaiolas. Além disso, os animais foram mantidos com privacdo de agua,
comida e luz durante o processo. Apos o protocolo, os animais foram recolocados
em suas caixas originais, com os mesmos integrantes dos grupos e submetidos as

avaliagdes comportamentais por 5 dias.

3.16.1.1 Teste de campo aberto

Para avaliar a coordenagao motora, os animais foram colocados no centro
de uma arena circular (50 cm de didmetro) com o assoalho marcado com pequenos
quadrados simétricos (5 x 5 quadrados), o que permite a quantificagado da atividade
locomotora dos animais. O tempo de observacao foi de 5 minutos, tendo sido
anotado o numero de cruzamentos de um lado ao outro da arena (crossing), o
numero de vezes em que o animal fica apoiado nas patas traseiras (rearing),
quantidade de defecacdes e o tempo despendido no centro e na periferia da arena
(CRUZ; LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012) (Figura 8).

Figura 8 — Modelo de equipamento usado para teste de campo aberto

Fonte (Adaptado):https://geneticacomportamento.ufsc.br/o-laboratorio/rato-modelo-de-estudo/
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3.16.1.2 Teste de labirinto em cruz elevado

Para avaliar o comportamento do tipo ansiedade, os camundongos foram
colocados em um labirinto em cruz feito de madeira, sendo constituido por dois
bragcos abertos em sentidos opostos (30 x 5 cm) sem paredes laterais, mas
perpendiculares a dois bragos cercados por paredes laterais (30 x 5 x 15 cm),
apresentando uma plataforma central comum a todos os bragos (5 x 5 cm). A
plataforma fica elevada a 50 cm do solo e possui uma borda de madeira (1 cm) nos
bracos abertos para impedir a queda do animal. Os camundongos foram
posicionados no centro da plataforma com a cabeca virada para o brago fechado,
podendo explorar livremente o labirinto durante 5 minutos. O tempo de
permanéncia nos bracos abertos e fechados foi cronometrado (CAMPOS;
ORTEGA; PALAZUELOS; FOGACA et al., 2013).

Figura 9 - Modelo de equipamento usado para teste de labirinto em cruz elevado

Fonte (Adaptado): medicalexpo.com/pt/prod/mazeengineers/product-125279-908437.html

3.16.1.3 Teste de nado forgado

Para avaliar o desenvolvimento de comportamentos do tipo depressivo, os
camundongos foram colocados individualmente em cilindros de vidro (17 cm de

didametro e 25 cm de altura) contendo agua até 10 cm de altura e mantidos a 23-25
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°C. Os animais foram deixados neste ambiente por 6 minutos, sendo os dois
primeiros minutos de ambientacdo, mas nos demais minutos, foi registrado
(cronometrado) o tempo em que permanecerem imoéveis (min) (realizando apenas
pequenos movimentos para auxiliar na flutuagédo). A agua foi trocada entre cada
grupo (ZANELATI; BIOJONE; MOREIRA; GUIMARAES et al., 2010). Os resultados

foram expressos como tempo, em segundos, de imobilidade (Figura 10).

Figura 10 - Modelo de equipamento usado para teste de nado forgado

Fonte: https://loucoengano.blogspot.com/p/teste-do-nado-forcado.html?m=0

3.16.1.4 Teste da roda giratéria (rotarod)

Para analisar possiveis efeitos sedativos e prejudiciais na coordenagao
motora da fragdo RD, os animais foram colocados em um aparato equipado com
uma barra de rotagao, que gira em velocidade de 5 giros/min, com 1 cm de diametro
e 5 cm de comprimento. A habituacdo de todos os camundongos consiste na
exposicao dos mesmos ao equipamento e, apdés 24 horas, os camundongos
habituados foram submetidos a administragdo oral da dose de 1mg/kg, 3 mg/kg, 10
mg/kg e 30 mg/kg, 120 minutos antes do experimento. O animal foi submetido ao
experimento durante 2 minutos, sendo o tempo de laténcia da primeira queda do
animal da barra cronometrado manualmente, em segundos (JUSTINO; BARBOSA;
NEVES; SILVA et al., 2020) (Figura 11).
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Figura 11 - Modelo de equipamento usado para teste de nado forgado

Fonte: https://conductscience.com/maze/maze-basics-rotarod-test-for-mice/

3.16.2 Analise dos biomarcadores do estresse oxidativo no encéfalo

Apo6s os testes comportamentais, os animais foram anestesiados pela
administracao de quetamina (100 mg/kg) e xilasina (16 mg/kg) e eutanasiados por
puncao da aorta abdominal seguida de decaptacao para remogao dos encéfalos.
Os hemisférios cerebrais foram seccionados e divididos em cértex, hipocampo e
estriado (Figura 12). Cada regidao cerebral foi individualmente homogeneizada
(regides do hemisfério esquerdo foram misturadas com o hemisfério direito) em
tampao fosfato de sodio (pH:7,4) e centrifugada a 800xg e 4°C por 10 min. O
sobrenadante obtido foi usado para avaliagdo dos biomarcadores do estresse
oxidativo. A concentragao total de proteina em cada sobrenadante foi determinada
pelo método de Bradford (1976) utilizando curva analitica feita com albumina sérica

bovina.
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Figura 112 - obtengao do cértex, estriado e hipocampo

Cortex

Estriado

Hipocampo

Fonte: o autor.

3.16.2.1 Capacidade antioxidante total

Os sobrenadantes foram incubados a 37°C por 6 min com 10 volumes de
tampao acetato de sédio 300mM (pH: 3.6), 1 volume de solugéo de 2,4,6-tri(2-
piridil)-s-triazina 10mM e 1 volume de solugcdo de cloreto férrico 20mM. A
absorbancia foi mensurada a 593nm e a capacidade antioxidante foi determinada
usando curva analitica construida com Trolox e os resultados foram divididos por
mg de proteina. O tamp&o acetato de sddio foi usado como branco (FRANCO; DA
SILVA CARVALHO; DE MOURA,; JUSTINO et al., 2018).

3.16.2.2 Peroxidacao lipidica

Os sobrenadantes foram incubados em banho maria por 120min com
solugao de acido tiobarbiturico 0,67% e com solugcao de acido tricloroacético 10%.
Apés a incubagao, foi adicionado as amostras o solvente n-butanol para remogao

de fase organica. A fluorescéncia foi avaliada a 515 nm (excitagdo) e 553 nm
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(emissao). A peroxidacgao lipidica foi determinada utilizando uma cura analitica
contruida com malondialdeido. O tampéao fosfato de sédio foi usado como branco
(JUSTINO; PEREIRA; PEIXOTO; VILELA et al., 2017).

3.16.2.3 Conteudo de grupos sulfidrilas

Os grupos sulfidrilas foram avaliadas utilizando acido ditionitrobenzoico
(DTNB) diluido em tampéao fosfato de potassio 0,2M (pH: 8,0). Os homogeneizados
foram incubados por 30 min com tampao fosfato de sédio 1TmM (pH: 7,4) e com a
solugdo de DTNB 10mM. A presencga dos grupos sulfidrilas foi mensurada a 412nm
(AKSENOV; MARKESBERY, 2001).

3.16.2.4 Concentragao de glutationa reduzida (GSH)

As proteinas dos sobrenadantes foram precipitadas com acido metafosforico
e as amostras foram centrifugadas a 7000 x g por 10 min. O sobrenadante foi
misturado com tampéao fosfato de sdédio 100 mM (pH: 8,0) contendo EDTA 5 mM
para inibir enzimas metaloproteases e 1 mg / mL de orto-ftaldialdeido diluido em
metanol. A fluorescéncia foi medida a 350 nm (excitagao) e 420 nm (emissao). A
fluorescéncia do branco (tampéao fosfato de sédio 100mM, pH: 8,0) foi subtraido de
todos os valores de fluorescéncia das amostras. Para determinar o conteudo de
GSH, uma curva analitica foi construida com GSH como padrdo (BROWNE;
ARMSTRONG, 1998).

3.16.2.5 Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi medida com base na reducao da glutationa oxidada
em GSH utilizando NADPH e glutationa redutase. Os sobrenadantes foram
incubados com tampao GPx (fosfato de potassio 100 mM pH: 7,7 contendo EDTA
1 mM para desativar enzimas metaloproteases), azida de sédio 40 mM, GSH 100
mM diluido em acido metafosforico 5%, 4,5 U de glutationa redutase diluida em
tampao GPx, NADPH 2 mM diluido em bicarbonato de sédio a 5% e terc-butil 0,5
mM. O consumo de NADPH foi medida por espectrofotometria durante 10 min a
340 nm (TEIXEIRA; DE SOUZA; PEIXOTO; MACHADO et al., 2017)
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3.16.2.6 Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada com base na inibicdo da auto-oxidacédo do
pirogalol. Os sobrenadantes foram misturados com tampao Tris-HCI 50 mM (pH
8,2) contendo EDTA 1 mM para desativar enzimas metaloproteases, catalase 80 U
/ mL e pirogalol 24 mM. O ensaio cinético foi monitorado por 10 min a 420 nm
usando uma curva analitica construida com SOD como padrao (JUSTINO;
PEREIRA; PEIXOTO; VILELA et al., 2017).

3.16.2.7 Atividade da enzima catalase (CAT)

A atividade da catalase foi avaliada com base na decomposi¢cao do perdxido
de hidrogénio. Os homogeneizados foram incubados com Triton X-100 10% e
misturados com tampao fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0) contendo perdxido de
hidrogénio 0,2% (H202). A decomposi¢ao deste ultimo foi monitorada em 240 nm
por 10 min (DINIZ VILELA; GOMES PEIXOTO; TEIXEIRA; BELELE BAPTISTA et
al., 2016).

3.16.2.8 Conteudo de nitrito e nitrato (NOXx)

Os homogeneizados foram incubados com solugao de sulfato de zinco 200
mM e acetonitrila (96%). A mistura foi centrifugada a 3000 g por20 mina4°Ceo
sobrenadante foi separado para analise de NOx (NO2 mais NO3), conforme descrito
por Miranda et al. (2001). A concentragdo de NO3 / NO2 foi avaliada em 570 nm
usando uma microplaca de 96 pocos, utilizando 50 pL do sobrenadante NOx e 50
ML do reagente de Griess (1% de sulfanilamida e 0,1% de dicloridrato de N- (1-
naftil) etilenodiamina em 2,5% de fosférico acido), sendo entdo incubados a
temperatura ambiente durante 10 min. O conteudo de NOx foi calculado com base
em uma curva padrao construida com nitrito de sddio (NaNO2) nas concentragdes
de 400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 yM (GRANGER; TAINTOR;
BOOCKVAR; HIBBS JR, 1996).
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3.17 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas e a confecgdo dos graficos foram realizados
utilizando-se o software GraphPad Prism versao 8.0. Os dados foram expressos
como meédia + erro padrao da média e a analise da variancia foi realizada pelo teste
One-Way ANOVA com teste Dunnett para compara¢des multiplas entre os
controles e as médias das amostras, One-Way e two-Way ANOVA com teste de
Tukey para comparagdes multiplas entre as médias das amostras e dos controles.

Valores de p<0.05 foram considerados significativos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, investigou-se os efeitos das fragdes obtidas a partir dos
extratos metandlicos da parte aérea e das raizes da planta P. glomerata, sobre
ensaios antioxidantes e em métodos de inibicdo da enzima acetilcolinesterase e de
glicagao proteica, na qual as fragdes de diclorometano do extrato metandlico da
parte aérea (PAD) e das raizes (RD) apresentaram os melhores resultados. As
fracdes PAD e RD foram obtidas usando diclorometano apos particdo do extrato
bruto, uma vez que este solvente é responsavel pela retengdo e concentragao de
fitoesteroides (BHAT; NAGASAMPAGI; SIVAKUMAR, 2005; SADILEK;
SPALOVSKA; VRANA; VAVROVA et al., 2016) como indicado pela analise de
cromatografia em camada delgada realizada. Entre os fitoesteroides temos a 20E,
conforme indicado aqui por analise de espectrometria de massa; a 20E € o principio
ativo da P. glomerata e, segundo a quantificacdo feita neste trabalho por
cromatografia de alta eficiéncia, € o composto mais abundante na fragdo PAD do
que na RD. A fragcdo RD também foi avaliada em modelo de estresse agudo em
camundongos, tendo sido avaliados comportamentos depressivos e ansiosos, bem
como biomarcadores de estresse oxidativo. Dentre os indicadores
comportamentais, o grupo tratado com 30 mg / kg de RD apresentou melhora
significativa em diferentes parametros de ansiedade e depressao, sem apresentar
efeitos sedativos. Além disso, a mesma concentragcao de RD estimulou as defesas
antioxidantes no cérebro dos animais, reduzindo assim os biomarcadores de

estresse oxidativo avaliados. Os resultados obtidos com a planta P. glomerata,
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apresentados e discutidos a seguir, sdo inéditos na literatura cientifica. Os
resultados obtidos com PAD nos modelos in vitro podem estimular o uso da parte
aérea ao invés do uso das raizes, contribuindo para o uso sustentavel da espécie

no ambiente natural.

4.1 Rendimentos obtidos para cada amostra
Os rendimentos obtidos para os extratos metandlicos da raiz e da parte
aérea estao apresentados na tabela 1 e os rendimentos obtidos para cada fracao

dos extratos metandlicos sao apresentados na tabela 2.

Tabela 1 - Rendimento dos extratos de P. glomerata obtidos através da técnica
de maceracéao

EXTRATO RAIZ (R) (g)* PARTE AEREA (PA) (g)*
Metanol (M) 2359 (23,5%) 1659 (16,5%)

Nota: * Rendimentos obtidos para 1.000g (100%) de cada material vegetal seco.

Para cada 1000g de cada material vegetal seco, foram obtidos rendimentos
consideraveis nos processos de extragao, sendo 235g (23,5%) e 165g (16,5%) para

os extratos metandlicos da raiz (RM) e da parte aérea (PAM), respectivamente.

Tabela 2 - Rendimento das fragbes de P. glomerata obtidas através da técnica de
fracionamento liquido-liquido

PARTICAO RAIZ (R) (9)* PARTE AEREA (PA) (g)*

Hexano (H) 1,909 (3,4%) 1,709 (3,5%)
Diclorometano (D) 3,379 (6,1%) 3,839 (7,8%)
Acetato de etila (A) 11,379 (20,6%) 8,689 (17,6)

n-butanol (B) 16,979 (30,7%) 11,539 (23,4)

Agua (H20) 21,609 (39,2%) 23.48g (47,7)

Nota: Raiz (R) e Parte aérea (PA). * Rendimentos obtidos a partir de 55,21g do extrato bruto da
raiz. **Rendimentos obtidos a partir de 49,239 do extrato bruto da parte aérea.

Foram obtidos rendimentos variaveis para as fragdes do extrato metandlico

das raizes: RH: 1,90g (3,4%); RD: 3,379 (6,1%); RA:11,37g (20,06%); RB: 16,97g
(30,7%); RH20: 21,609 (39,2%) e também para as fragdes do extrato metandlico
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da parte aérea: PAH: 1,70g (3,5%): PAD: 3,839 (7,8%); PAA: 8,689 (17,6%); PAB:
11,539 (23,4%) e PAH20: 23,489 (47,7%).

4.2 Atividade antioxidante e antiglicante

Os resultados da atividade antioxidante pelo método DPPH s&o descritos na
figura 13, enquanto que os resultados de atividade antioxidante pelo método ORAC
e atividade antiglicante pelo método BSA/frutose sdo apresentados na figura 14.
Na concentracédo de 10 mg/mL, o controle ascorbato apresentou 99 + 1% de
capacidade antioxidante, enquanto que o extrato metandlico e as fragdes da parte
aérea, também testados na concentragdo de 10mg/mL apresentaram os seguintes
resultados: PAM: 29,2 + 1,1; PAH: 27,6 £+ 1,3; PAD: 70,7 £ 0,3; PAA: 31,56 £ 1,2;
PAB: 27,6 + 1,3; PAH20: 31,1 £ 0,9%, ja o extrato metandlico e as fragcbes da raiz
os seguintes: RM: 22,7 + 0,3; RH: 22,5 + 0,2; RD: 50,5 + 0,3; RA: 18,5 + 0,7; RB:
241 +1,0; RH20: 19,2 £ 1,1%.

As amostras testadas apresentaram valores semelhantes, tendo as fragdes
PAD e fragdo RD se destacado entre as demais com valores maiores que 50% de
capacidade antioxidante e por isso foram submetidas a determinacdo do Clso do
método DPPH. O controle ascorbato e as fragcbes PAD e RD apresentaram as
concentracdes de 1,9; 2,3 e 2,8 ug/mL na determinagao do Clso, respectivamente.
Com base nos resultados, a fragdo PAD foi a unica fracdo a apresentar atividade

antioxidante sem diferenga significativa com o controle ascorbato.
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Figura 13 - Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH
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Nota: Capacidade antioxidante do extrato metandlico da parte aérea (PAM) de P. glomerata e de
suas fragdes hexano (PAH) diclorometano (PAD), acetato de etila (PAA), n-butanol (PAB) e agua
(PAH20), além do extrato metandlico das raizes (RM) de P. glomerata e de suas fragbes hexano
(RH), diclorometano (RD), acetato de etila (RA), n-butanol (RB) e agua (RH20). métodos DPPH
(A e B) e Clso de DPPH (C). Todas as amostras foram testadas a 10 mg/mL e diluidas serialmente
para o calculo de Clso. Letras diferentes indicam diferenca significativa para P < 0.05.

Os resultados de atividade antioxidante pelo método ORAC mostram que
nenhuma das amostras testadas apresentou atividade antioxidante compativel com
o obtido com o controle ascorbato (2.165 * 0,2 uM trolox eq/g) na contragao de 10
mg/mL, ainda que as amostras PAD, PAA, RM, RH, RD e RB tenham se destacado,
com valores maiores que 1.000 uM trolox eqg/g. O extrato metandlico e as fragdes
da parte aérea apresentaram os seguintes resultados: PAM: 673,0 + 0,3; PAH:
975,0 £ 0,3; PAD: 1.559 +0,4; PAA: 1.597 + 0,3; PAB: 726,0 £ 0,1; PAH20: 428,0 +
0,1 uM trolox eq/g, ja o extrato metandlico e as fragbes da raiz os seguintes: RM:
1.340 £ 0,2; RH: 1.721 + 0,1; RD: 1.941 + 0,3; RA: 621,2 + 0,1; RB: 1.582 + 0,2;
RH20: 561,5 + 0,6 uM trolox eq/g.
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As fragdes e os extratos de P. glomerata apresentaram ainda relevante
atividade antioxidante pelos métodos ORAC e DPPH, com destaque para as
amostras PAD e RD. Essas mesmas amostras também apresentaram resultados
promissores nas analises ex vivo em tecido nervoso quanto a atividade antioxidante
total (FRAP), reduzindo inclusive a geragao de EROS e de marcadores de oxidagao
de lipideos (TBARS) e de proteinas (sulfidrilas). Segundo Liang e Kitts (2014), o
método ORAC avalia a capacidade das amostras em transferir atomos de
hidrogénio (scavanger); O teste FRAP avalia o mecanismo de transferéncia de
elétrons (quenching) e o DPPH, é capaz de detectar os dois mecanismos de
reducao dos radicais livres. As fragcbes PAD e RD avaliados no presente trabalho,
mostraram uma interessante capacidade antioxidante por processo scavanger nos
modelos in vitro e quenching no modelo ex vivo, provavelmente devido a presencga
dos compostos identificados.

A analise da atividade antiglicante demonstrou que os extratos metandlicos
e as fracbes de ambas as partes da planta ndo possuem capacidade consideravel
em inibir a glicagdo proteica, uma vez que nenhuma das amostras testadas
apresentaram o minimo de 50% de atividade na concentragédo de 10 mg/mL ou
ainda diferenca significativa em relagao ao controle quercetina (99 £ 1 %). O extrato
metandlico e as fragdes da parte aérea apresentaram os seguintes resultados:
PAM: 20,0 +£0,8; PAH: 33,8 £ 0,6; PAD: 28,1 + 0,1; PAA: 9,2 £ 0,2; PAB: 8,7 £ 0,8;
PAH20: 13,1 £ 0,2 %, ja o extrato metandlico e as fragdes da raiz os seguintes: RM:
9,3+0,5;RH: 34,5+ 0,4; RD: 20,5 +0,2; RA: 11,6 £ 0,5; RB: 9,5 + 0,6; RH20: 10,6
1 0,3 %.
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Figura 14 - Avaliagdo da capacidade antioxidante pelo método ORAC e

antiglicante pelo método BSA/Frutose
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Nota: Atividade antioxidante e antiglicante do extrato metandlico das partes aéreas (PAM) de P.
glomerata e de suas fragdes hexano (PAH) diclorometano (PAD), acetato de etila (PAA), n-butanol
(PAB) e agua (PAH:20), além do extrato metandlico das raizes (RM) de P. glomerata e de suas
fracbes hexano (RH), diclorometano (RD), acetato de etila (RA), n-butanol (RB) e dgua (RH20).
Métodos ORAC (A e C) e BSA/Frutose (B e D). Todas as amostras foram testadas a 10 mg/mL
Letras diferentes indicam diferencga significativa para P < 0,05.

Existem também muitos compostos secundarios em produtos naturais que,
alem de apresentarem atividade antioxidante, tém propriedades antiglicantes e
podem influenciar a producao de AGEs por meio de diferentes mecanismos, como
inibicdo da formagdo de EROS durante a glicagao, inibicdo da base de Schiff e
produtos de Amadori e bloqueio do receptor AGE-RAGE (YEH; HSIA; LEE; WU et
al., 2017). Neste trabalho, as fragcdes e extratos de P. glomerata apresentaram
atividade modesta no método de antiglicagdo BSA/FRU. De acordo com Wang;
Yagiz; Buran; Do Nascimento Nunes et al. (2011), o modelo BSA / FRU ¢ utilizado

para avaliar o efeito dos extratos em todos os estagios da glicagao de proteinas. O
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método BSA / FRU é de grande importancia, uma vez que a frutose gerada pela
oxidacé&o do sorbitol na via do poliol ativa, por exemplo, em lentes oculares e nervos
periféricos, pode se acumular e gerar moléculas glicadas e espécies reativas de
oxigénio nestes tecidos (BROWNLEE, 2001), culminando em retinopatia
(HAMMES; DU; EDELSTEIN; TAGUCHI et al., 2003) e neuropatia periférica
(SCHEMMEL; PADIYARA; D'SOUZA; COMPLICATIONS, 2010), respectivamente.

4.3 Inibicao da enzima acetilcolinesterase

Os resultados obtidos no método de inibicdo da enzima acetilcolinesterase
estdo apresentados na figura 15. No ensaio de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, o controle positivo galantamina apresentou 98 * 0,6% de
atividade nos ensaios iniciais. Por outro lado, o extrato metandlico e as fragdes da
parte aérea apresentaram os seguintes resultados: PAM: 16,8 £ 3,6; PAH: 35,1 £
2,7; PAD: 54,6; PAA: 6,0 + 1,3; PAB: 2,2 + 0,02; PAH20: 5,7 + 0,13%, ja o extrato
metandlico e as fragbes da raiz os seguintes: RM: 6,4 + 0,5; RH: 19,1 + 1,7; RD:
29,5+2,4;RA: 3,4 +£0,04; RB: 10,2 £ 0,15; RH20: 9,5 + 0,04%. No calculo de Clso,
a galantamina e a fragdo PAD (fracdo com melhor atividade) apresentaram,

respectivamente, os valores de 1,1 e 2,7 pg/mL.
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Figura 15 - Ensaios de inibigao da enzima acetilcolinesterase

100+ a 100 2

~J
wn
|

75+

50+

(]

25+

Inibigdo da enzima
acctilcolinesterase (%)
] (%]
T T T
| e
| b8
)
o
a
Q
Inibi¢do da enzima
acetilcolinesterase (%)

b
g1

S ST S S @@@@@

)
%

o
%,

% Galantamina® - PADP

Log Clsy: 0,038 pg/mL Log Clsg: 0,44 pg/mL

~1
A
1

CI502 1,1 pg/mL Cl5(]: 2,7 p,Lg/mL

n
<
1

Inibigdo da enzima
acetilcolinesterase (%)

R?=0,9692 R*=0,9274

)
W
1

(J

-1 1 2 3 4
257 log (ug/mL)

Nota: Ensaios de inibicdo da enzima acetilcolinesterase utilizando do extrato metandlico da parte
aérea (PAM) de P. glomerata e de suas fragdes hexano (PAH) diclorometano (PAD), acetato de etila
(PAA), n-butanol (PAB) e agua (PAH20), além do extrato metandlico das raizes (RM) de P.
glomerata e de suas fragdes hexano (RH), diclorometano (RD), acetato de etila (RA), n-butanol (RB)
e agua (RH20). Métodos ORAC (A e C) e BSA/Frutose (B e D). Analises iniciais com as amostras
da parte aérea (A) e com as amostras das raizes (B), além do ensaio de ICso para a fragdo de
diclorometano do extrato metandlico da parte aérea (PAD). Todas as amostras foram testadas a 10
mg/mL e diluidas serialmente para o calculo de ICso. Letras diferentes indicam diferenga significativa
para P <0,05.

As amostras apresentaram ainda atividade anticolinesterasica e, assim
como nos demais ensaios, as fragdes PAD e RD se destacaram. Possivelmente, a
atividade inibitéria esta relacionada com a presenca de 20E, uma vez que o
composto foi indicado como inibidor dessa enzima por outros estudos (NEJMA;
NGUIR; JANNET; DAICH et al., 2015; MAMADALIEVA; BOHMDORFER; ZENGIN;
BACHER et al., 2019; MOAWAD; ABUZAID; ARAFA; AHMED et al., 2020). Aqui,
foi identificado in silico que a estrutura da 20E estabelece muitas ligagbes de

hidrogénio (H) com o sitio ativo da enzima acetilcolinesterase de H. sapiens e de
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E. electricus, sendo estas ligagbes capazes de promover a inibigdo da enzima
segundo outros estudos (LEE; KANG; LEE; OH et al., 2019). A inibicdo da enzima
acetilcolinesterase € de grande relevancia, uma vez que a literatura indica que entre
40 a 60 por cento das pessoas com DA se beneficiam ao utilizarem um inibidor
dessa enzima, podendo apresentar redugdo da ansiedade; melhorias na
motivagdo, memoria e concentragdao; e melhoria na capacidade de realizar as
atividades diarias (DELAGARZA, 2003)

4.4 Prospeccao fitoquimica

Os resultados da prospeccao fitoquimica estdo indicados na tabela 3. As
amostras da parte aérea e das raizes da planta P. glomerata apresentaram
polifendis, terpenos e esteroides, porém nao foram identificados alcaloides nas
amostras testadas. As fracbes PAD e RD apresentaram maior conteudo qualitativo
de polifendis, terpenos e esteroides quando comparadas as demais amostras. Por
conta dos resultados anteriores e pela analise fitoquimica, as amostras PAD e RD
foram submetidas a analise de espectrometria de massas para sugestdo de seus

compostos bioativos.

Tabela 3 - Prospeccao fitoquimica de polifendis, terpenos/esteroides e alcaloides

Amostras Polifendis Terpenos e Alcaloides
(Anisaldeido) esterdides (Dragendorff)
(Libermann-Buchard)

PAM + ++ -
PAH + + -
PAD ++++ +++ -
PAA ++ ++ -
PAB ++ ++ -
PAH20 + - -
RM + + -
RH + + -
RD +++ +++ -
RA + ++ -
RB + + -
RH20 + - -

Nota: Prospeccao fitoquimica do extrato metandlico da parte aérea (PAM) de P. glomerata e de suas
fracbes hexano (PAH) diclorometano (PAD), acetato de etila (PAA), n-butanol (PAB) e agua
(PAH20), além do extrato metandlico das raizes (RM) de P. glomerata e de suas fragdes hexano
(RH), diclorometano (RD), acetato de etila (RA), n-butanol (RB) e agua (RH20). Quanto a presenga
das classes de metabdlitos, + indica presenca e — indica auséncia.
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4.5 Espectrometria de massas

As fragdes com os melhores resultados nos testes iniciais foram a PAD e RD
e, por isso, foram submetidas a analise por espectrometria de massas. As
moléculas sugeridas estdo descritas na tabela 4. Na fragdo PAD foram sugeridas
as seguintes moléculas: 20-Hidroxiecdsona; alpha-ecdisona; cirsimaritina; pfaffina
A; acido glucdnico e rubrosterona. Por outro lado, na fragdo RD, foram sugeridas
as seguintes moléculas: 20-hidroxiecdsona; acido pféafico; pfaffina A e
rubrosterona. A figura 16 apresenta a estrutura das moléculas sugeridas nas
amostras PAD e RD.

As moléculas identificadas por espectrometria de massas foram
anteriormente determinadas no género Pfaffia sp. (LI; JADHAV; KHAN, 2010;
FELIPE; BRAMBILLA; PORTO; PILAU et al., 2014), porém foram identificadas pela
primeira vez nas fragbes PAD e RD de P. glomerata. Além da 20E, presente em
ambas as fragdes, também foram identificadas as moléculas ecdisona;
cirsimaritina; pfaffina A; acido gluconico e rubrosterona na fragao PAD e pfaffina A
e rubrosterone na fracdo RD. Os compostos naturais encontrados nas amostras
podem estabilizar o excesso de radicais livres, evitando o estabelecimento do
estresse oxidativo e sua acdo prejudicial sobre as estruturas celulares em
transtornos mentais (MARTORELL; LUCAS; ALARCON-ZAPATA; CAPO et al.,
2021). Isso é extremamente relevante, uma vez que o estresse oxidativo é
apontado como causa ou agravante de mais de 50 doengas, entre elas o Alzheimer,
diabetes mellitus, insuficiéncia renal cronica, artrite entre outras (ASMAT; ABAD;
ISMAIL, 2016). Portanto, muitos pesquisadores vem concentrando seus esforgos
na avaliagdo da atividade biolégica das classes de compostos secundarios
polifendis, terpenos e alcaloides (SINGH; SHARMA, 2020).
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Tabela 4 - Compostos presentes na fragdo de diclorometano da parte aérea (PAD) e na fragao de diclorometano das raizes (RD) da planta
P. glomerata usando CLAE-IES-EM/EM (modo positivo e negativo em 5, 10, 15, 20, 25 e 30 eV)

Compostos R Férmula Massa m/z Massa Erro MS/MS Referéncias
sugeridos (min) molecular vista (ppm)
exata

Fracao PAD

20-Hidroxi 7.060 C27H45077 481,3160 481,3112 481,3176 3,32 + 20 eV: 463,427, (FELIPE; BRAMBILLA; PORTO; PILAU et

ecdsona [M + H*] 371, 165 al., 2014)

Ecdisona 7.867 C27H4506" 465,3211 465,3152 465,3218 1,50 +5eV:447, 436, (LAVRYNENKO; NEDIELKOV; MOLLER;
M+ HY 429, 411 SHEVCHENKO, 2013)

Cirsimaritina 8,454 C17H130s  313,0718 313,0693 313,0725 2,23 - 20eV: 298, 283, (HOSSAIN; RAI; BRUNTON; MARTIN-
[M - HY] 255, 183 DIANA et al., 2010)

Pfaffina A 7.950 C29H4sNaO 479,3132 479,2963 479,3113 -3,96 + 15 eV: 461, 443, (LI; JADHAV; KHAN, 2010)

4" [M + Na*] 425, 407

Acido 9.074 CeH1307* 197,0656 197,1138 197,0648 -4,05 + 5eV: 169, 159, (FELIPE; BRAMBILLA; PORTO; PILAU et

glucdnico [M + HY 124, 109 al., 2014)

Rubrosterona 6.389 C19H27O5"  335,1853 335,1810 335,1877 7,16 + 20 eV: 317,299, (SHIOBARA; INOUE; KATO; NISHIGUCHI
[M + HY 187, 131 etal., 1993)

Fragdo RD

20-Hidroxi 7.109 C27H4507*  481.3160 481,3126 481,3182 4,57 + 20 eV: 445,409, (FELIPE; BRAMBILLA; PORTO; PILAU et

ecdsona M+ HY] 371, 165 al., 2014)

Pfaffina A 7.998 C29H4aNaO 479,3132 479,2949 479,3102 -6,25 + 20 eV: 461, 443, (LI; JADHAV; KHAN, 2010)

4" [M + Na*] 425, 407
Rubrosterona 6.421 C19H2705"  335,1853 335,1852 335,1830 -6,86 +15eV: 317,299, (SHIOBARA; INOUE; KATO; NISHIGUCHI

187, 131

et al., 1993)
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Figura 16 - Moléculas sugeridas nas amostras PAD e RD por espectrometria

Ecdisona

Plaffina A

Nota: moléculas 20-hidroxiecdisona; acido glucdnico, rubrosterona, ecdisona, acido gélico cirsimaritina
e pfaffina A foram indicadas nas fra¢cdes PAD (fracao de diclorometano do extrato metandlico da parte
aérea) e as moléculas 20-hidroxiecdisona; rubrosterona e pfaffina foram indicadas nas fragcées RD
(fracdo de diclorometano do extrato metandlico das raizes). A avaliagao foi realizada por analise de
espectrometria de massas (CLAE-IES-EM/EM).

4.6 Quantificagao de 20-hidroxyecdiona

O fitoesteroide 20E, identificado nas amostras PAD e RD por espectrometria
de massas, foi quantificado em ambas as amostras através de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), utilizando o padrao de 20E (93% de pureza Sigma H5142).
Nas condi¢des cromatograficas descritas, o tempo de retencdo médio para a molécula
20E foi de 10,5 min, tanto no padrdo quanto nas amostras de PAD e RD. A area do
pico da molécula foi de 1541864,5 mA para a fracdo PAD e de 1159939,5 mA para
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RD, fornecendo a concentragado de 20E igual a 45 ug e de 33,85 pg para cada 1 mg
de fracdo PAD e RD, respectivamente (tabela 5).

Tabela 5 - Concentragdo do composto 20-hidroxyecdisona nas fragbes PAD e RD

Amostra Concentragcao de 20E*
(para cada 1mg de fragao)
PAD 45,0 ug
RD 33,85 pg

Nota: PAD (fragcao de diclorometano do extrato metandlico da parte aérea).
RD (fragado de diclorometano do extrato metandlico das raizes).

4.7 Docking molecular e farmacocinética

Os melhores resultados para cada interagéo proteina-ligante foram pontuados

pela fungao ChemPLP do programa Gold e estédo elencadas na tabela 6.

Tabela 6 - Pontugao maxima resultante da docagem

Docking enzima AChE* ChemPLP
AChE de Homo sapiens X Galantamina 71,5
AChE de Homo sapiens X 20-hidroxiecdisona 51,7
AChE de Electrophorus electricus X Galantamina 54,4
AChE de Electrophorus electricus X 20- 41,4

hidroxiecdisona

Nota: AChE: enzima acetilcolinesterase

Os resultados indicam que o composto 20E possui boa capacidade de
interagdo com o sitio ativo das enzimas acetilcolinesterase de Homo sapiens e de
Electrophorus electricus, com valores sequenciais de 51,7 e 41,4 ChemPLP, porém
essa interagdo € menor quando comparada ao controle galantamina (71,5 e 54,4
ChemPLP, respectivamente). A figura 17 indica que a 20E estabelece uma quantidade
consideravel de interagdes de hidrogénio com residuos presentes no sitio ativo de
ambas as enzimas, além de poucas interagdes hidrofébicas. Ja com a galantamina,

os sitios ativos estabeleceram mais interagdes hidrofébicas do que de hidrogénio.
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Figura 17 - Diagrama 2D apresentando a interagao entre o composto 20-E e o

controle galantamina com enzimas acetilcolinesterase humana e de peixe elétrico

»
4«? -hidrovieedisona e

Hisder

@=—=4@ Lizand bond His53  Non-ligand residues involved in hydrophobic
~
@—@ Non-ligand bond e contact(s)
@- ~--@ Hydrogen bond and its length @  Corresponding atoms involved in hydrophobic contact(s)

Nota: Diagrama 2D indicando as interagées entre os compostos 20-hidroxiecdisona e galantamina
(controle positivo) com o sitio ativo da enzima acetilcolinesterase. Nota: Interacdao da 20-
hidroxiecdisona com a enzima acetilcolinesterase de Homo sapiens (A) e de Electrophorus electricus
(C); interagdo da galantamina com a enzima acetilcolinesterase de Homo sapiens (B) e de
Electrophorus electricus (D).
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Sao apresentados na tabela 7 os resultados obtidos a partir da predigao
farmacocinética para o composto 20E. A molécula possui baixa solubilidade em agua,
meédia permeabilidade em células CaCo2 e em enterdcitos humanos, além de baixa
permeabilidade pela pele. A molécula atua ainda como substrato da glicoproteina P
(permite a entrada de 20E no sangue) e nao € considerada inibidora da glicoproteina
P I ou Il. Quanto a distribuicdo, o composto apresentam maior distribuicdo plasmatica
do que nos tecidos periféricos (VDss) e com fragado nao ligada baixa, sendo que ainda
apresentou consideravel capacidade de penetrar no sistema nervoso central, ainda
que apresente dificuldade em ultrapassar a barreira hematoencefalica (BBB). A
predicéo indicou ainda que a 20E n&o atua como substrato ou inibidora das isoformas
da enzima citocromo oxidase.

Quanto a excregao da 20E, a predicdo demostrou que a molécula ndo é uma
inibidora do transportador de captagao renal 2 e que possui boa biodisponibilidade, ja
que apresentou baixa depuragao renal. O composto nao foi indicado como um agente
mutagénico (AMES), sem desencadear hepatotoxicidade ou sensibilizagdo da pele. A
analise apontou ainda que a molécula ¢é inibidora do transportador herg Il, porém n&o
do herg | (herg = canais de ions potassio) e possivelmente apresentaria toxicidade
para o protozoario de vida livre Tetrahymena pyriformis, mas com baixa toxicidade
para peixes flathead e para ratos, tendo sido indicado inclusive que a toxicidade em
ratos ocorreria em concentragdes muito elevadas de 20E (3,706 mol/lkg =
1.781,21g/kg). Esses resultados corroboram com a literatura, uma vez que outros
estudos também demonstraram que a P. glomerata nao desencadeia efeitos toxicos
(ALMEIDA; DUSMAN; MATTGE; TOLEDO et al., 2017; RATES; GOSMANN, 2002).
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Tabela 7 - Avaliagao da farmacocinética in silico para o composto 20-hidroxiecdisona

Propriedade Nome do teste Predicao Unidade*

Absorgao Solubilidade em agua -3,43 Numeérico (log mol/L)

Absorcao Permeabilidade em células 0,62 Numérico (log Papp
Caco2 em 10% cm/s)

Absorgao Absorc¢ao intestinal (humano) 56,523 Numeérico (%

Absorcao)

Absorgao Permeabilidade pela pele -2,738 Numeérico (log Kp)

Absorcao Substrato da glicoproteina P Sim Categodrico (Sim/Nao)

Absorgao Inibidor da glicoproteina P | Nao Categorico (Sim/Nao)

Absorcao Inibidor da glicoproteina P I Nao Categodrico (Sim/Nao)

Distribuicao VDss (humano) 0,35 Numeérico (log L/kg)

Distribuicéo Fracédo nao ligada (Homo 0,241 Numeérico (Fu)
sapiens)

Distribuicao Permeabilidade em BBB -1,047 Numeérico (log BB)

Distribuicao Permeabilidade em SNC -3,735 Numérico (log PS)

Metabolismo  Substrato do Citocromo P450  Nao Categorico (Sim/Nao)
(2D6)

Metabolismo  Substrato do Citocromo P450  Nao Categorico (Sim/Nao)
(3A4)

Metabolismo  Inibidor do Citocromo P450 Nao Categorico (Sim/Nao)
(1A2)

Metabolismo  Inibidor do Citocromo P450 Nao Categorico (Sim/Nao)
(2C19)

Metabolismo  Inibidor do CYP2C9 Nao Categodrico (Sim/Nao)

Metabolismo  Inibidor do CYP2D6 Nao Categorico (Sim/Nao)

Metabolismo  Inibidor do CYP3A4 Nao Categorico (Sim/Nao)

Excrecao Depuracao total 0,576 Numérico (log

ml/min/kg)

Excregao Substrato OCT2 renal Nao Categorico (Sim/Nao)

Toxicidade Toxicidade AMES Nao Categorico (Sim/Nao)

Toxicidade Dose maxima tolerada (Homo -0,214 Numérico (log
sapiens) mg/kg/dia)

Toxicidade Inibidor de hERG | Nao Categorico (Sim/Nao)

Toxicidade Inibidor de hERG I Sim Categorico (Sim/Nao)

Toxicidade Toxicidade aguda em ratos 3,706 Numeérico (mol/kg)
(LD50)

Toxicidade Toxicidade crénica em ratos 2,544 Numérico (log
(LOAEL) mg/kg/dia)

Toxicidade Hepatotoxicidade Nao Categorico (Sim/Nao)

Toxicidade Sensibilizagdo da pele Nao Categorico (Sim/Nao)

Toxicidade Toxicidade para Tetrahymena 0,285 Numeérico (log ug/L)
pyriformis

Toxicidade Toxicidade em peixes flathead 4,823 Numeérico (log mM)

Nota: Unidades adotadas e fornecidas pelo sistema pKcsm (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcs

m/prediction).



4.8 Efeitos das fragbes PAD e RD em ensaios de hemolise, citotoxicidade,

producao de EROS e de NO em cultura de células

As figuras 18, 19 e 20 apresentam os resultados obtidos nos métodos de
citotoxicidade e producao de oxido nitrico, produgao de espécies reativas de oxigénio
e de hemolise, respectivamente. Os resultados indicam que as fragdes PAD e RD na
concentracdo de 250 pg/mL foram citotoxicas para macrofagos murinos,
apresentando valores proximos a 30% de viabilidade celular. Por outro lado, a
concentracdo de 25 ug/mL, de ambas as fragcbes, apresentou médio efeito tdoxico
(>50% de viabilidade celular) e nas concentragdes de 2,5 e 0,25 ug/mL os efeitos
citotéxicos foram reduzidos (>65% de viabilidade celular). Ainda nesta mesma
linhagem celular, as fragdes nao estimularam a produg¢do de NO em nenhuma
concentracao, porém as fragdes PAD e RD foram capazes de reduzir a produgao
deste gas em células desafiadas com LPS bacteriano (lipopolissacarideo) quando
testadas nas concentragdes de 250 e 25 yg/mL. Além disso, a fragdo RD também
reduziu a producéo de NO em células desafiadas pelo LPS, na concentragao de 250

Mg/mL.
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Figura 18 - Avaliacédo da viabilidade celular e da produgdo de NO por macréfagos

tratados com as fragdes PAD e RD
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Nota: Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da producao de 6xido nitrico (NO) (B e C) por macréfagos
desafiados com lipopolissacarideo bacteriano (LPS) utilizando amostras de 250 (A), 25 (B), 2,5 (C) e
0,25 (D) pg/mL das fragdes PAD (fragéo de diclorometano do extrato metandlico da parte aérea) e RD
(fracdo de diclorometano do extrato metandlico das raizes), ambas diluidas em DMSO (0,001%). Os
valores foram expressos como média + erro padrdo. Letras diferentes indicam diferenga significativa (P
<0,05).

Em relagédo a produgéo de espécies reativas de oxigénio (EROS), as fragdes
PAD e RD foram capazes de reduzir a producdo desses radicais em macréfagos
murinos desafiados com Zymozan, quando testadas nas concentragdes de 250 e 25
pMg/mL. As fragbes nao apresentaram efeitos oxidativos quando testadas em células

de macrofagos ndo desafiados com Zymozan.

73



Figura 19 - Avaliagcdo da produgdo de EROS por macréfagos tratados com as

fragdes PAD e RD
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Nota: Avaliagcdo da inibicdo da produgédo de EROS por macrofagos desafiados com zymozan (Zym)
utilizando amostras de 250 (A), 25 (B), 2,5 (C) e 0,25 (D) ug/mL das fragdes PAD (fracdo de
diclorometano do extrato metandlico da parte aérea) (A) e RD (fragdo de diclorometano do extrato
metandlico das raizes) (B), ambas diluidas em DMSO (0,001%). Os valores foram expressos como

média + erro padrdo. Letras diferentes indicam diferencga significativa para P < 0,05.

As fragdes PAD e RD nao desencadearam efeitos hemoliticos quando testadas

em hemacias murinas, em nenhuma das concentragdes utilizadas (250, 25, 2,5 e 0,25

pg/mL). Por outro lado, a saponina (controle positivo) apresentou efeitos hemoliticos

consideraveis quando testada nas concentragbes de 250 e 25 pg/mL (>90% de

hemodlise), mas baixa capacidade hemolitica quando administrada nas concentragoes

de 2,5 e 0,25 pg/mL (<45% de hemodlise).
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Figura 200 — Avaliagado da atividade hemolitica em eritrécitos tratados com as
fragdes PAD e RD
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Nota: da atividade hemolitica utilizando 250 (A), 25 (B), 2,5 (C) e 0,25 (D) ug/mL das fragdes PAD
(fracdo de diclorometano do extrato metandlico da parte aérea), RD (fracéo de diclorometano do extrato
metandlico das raizes) e do controle saponina, todas diluidas em etanol (0,05%). Os valores foram
expressos como média * erro padrdo. Letras diferentes indicam diferencga significativa para P < 0,05.

Assim, os resultados obtidos nas analises hemoliticas indicaram que as fragdes
PAD e RD n&o afetaram as células testadas, contudo, nas analises com macrofagos,

foi identificada citotoxicidade na dose elevada de 250 pg/mL.

4.9 Efeitos contra oxidagoes induzidas ex vivo

As amostras PAD e RD apresentaram os melhores resultados nos métodos
testados e por isso suas propriedades antioxidantes foram também avaliadas em
tecido nervoso de camundongo submetido ao protocolo ex vivo de estresse induzido
por Fe?*-ascorbato. As fragdes PAD, RD e o controle quercetina foram capazes de
inibir a peroxidagao lipidica (46,7 £ 0,1; 43,3 £ 2,7 e 39,8 £ 0,7, respectivamente) e a
formacgao de espécies reativas de oxigénio (EROS) (1.545 £ 35; 1.860 £ 130 e 1.605
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+ 15, respectivamente), além de terem mantido altas concentragdes de grupos
sulfidrilas no tecido na concentragao de 250 ug/mL (86,6 £ 4,7; 87,3 £ 5,4 € 96,3 £
0,1 nm DTNB/mg prot), sem diferenga significativa entre si. Por outro lado, a amostra
PAD foi a unica amostra que na concentracédo de 250 pg/mL foi capaz de apresentar
resultado sem diferenca significativa com o controle quercetina no ensaio de
capacidade antioxidante total (3054 + 2,7 e 312, 9 + 8,6 uM trolox eq/g,
respectivamente) (Figura 21).

Figura 211 — Avaliacédo da atividade antioxidante das fragbes PAD e RD em tecido

nervoso em modelo ex vivo
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Nota: Avaliacdo da concentragcdo total de grupos tidis (A), capacidade antioxidante (B), nivel de
peroxidagao lipidica (C) e concentragdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) em tecido nervoso
de rato com oxidagdes induzidas por Fe2*-ascorbato. PBS (ndo oxidado), controle (oxidado) e tecido
nervoso oxidado tratado com as fragdes PAD (fragdo de diclorometano do extrato metandlico da parte
aérea) e RD (fragdo de diclorometano do extrato metandlico das raizes) de P. glomerata nas
concentragdes de 250, 25 e 2,5 pyg/mL. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os
tratamentos por one-way ANOVA seguido pelo teste Tukey para P < 0,05.
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410 Efeito da fragao RD nas alteragbes comportamentais relacionadas a
ansiedade, estresse e depressao

No teste do campo aberto, a exposigao ao estresse agudo induziu um aumento
na fungdo motora (crossing e reading) dos camundongos nos dias 1 e 3, porém esse
aumento foi controlado pelo tratamento com RD a 3, 10 e 30 mg / kg (Fig. 22 A, B).
Embora o estresse agudo ndo tenha aumentado significativamente esses parametros
nos outros dias, a diminuigdo da atividade de crossing foi observada nos dias 2 e 5
para os animais que receberam 30 mg / kg de RD.

Neste método, a RD reduziu com sucesso a atividade locomotora no grupo de
estresse a partir do dia 2 e a manteve baixa até o dia 5. Conforme mostrado na Fig.
11C, o numero de fezes aumentou nos dias 1 a 3 apds a exposi¢ao ao estresse agudo
no experimento de campo aberto; no entanto, o tratamento com o RD a 10 ou 30 mg
/ kg diminuiu o numero de fezes no dia 4. Nenhuma diferenca significativa foi

observada em relagdo a exploracéo da periferia e do centro (dados ndo mostrados).
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Figura 222 - Efeitos da fragdo RD sobre a fungédo motora, numero de Reading e

numero de fezes em diferentes dias de isolamento social
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Nota: Numero de crossings (A), numero de rearing (B), e nimero de fezes (C) em diferentes dias apds
o isolamento social. Os resultados se referem a camundongos nao estressados tratados com agua
(Naive), estressados tratados com agua (Estresse) e estressados tratados com doses de 3, 10, and 30
mg/kg de RD uma vez ao dia (Tratamento). ###P < 0,001 e #P < 0,05 indicam diferenca significativa
entre os grupos Naive e estresse, por outro lado, ***P < 0,001, **P <0,01, e * P < 0,05 indicam diferenga
significativa entre os grupos estresse e tratamento por two-way ANOVA seguido pelo teste Bonferroni.
Usou-se One-way ANOVA seguido pelo teste Dunnet para comparar os grupos diariamente.

A exposicao ao estresse agudo causou um aumento gradual no tempo gasto
pelos animais nos bragos fechados do labirinto (Fig. 22 A). Em animais expostos a
estresse agudo e tratados com a fragcdo RD a 30 mg / kg, a permanéncia nos bragos
fechados tornou-se significativamente mais curta no dia 2 e permaneceu
consideravelmente reduzida depois disso. Da mesma forma, enquanto a exposicao
ao estresse agudo provocou uma diminuigdo gradual no tempo gasto nos bragos
abertos do labirinto (Fig. 22 B), a administracédo de 30 mg / kg da fragédo RD reverteu
esse efeito nos dias 2 e 3. Além disso, 10 mg / kg da fragdo RD foi suficiente para

reduzir significativamente o tempo de imobilidade apds o dia 2 em animais expostos
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ao estresse agudo; a mesma tendéncia foi observada com 30 mg / kg da fragdo RD
(Fig. 22 C).

Figura 233 — Efeitos protetivos da fragdo RD sobre o comportamento tipo depressivo

e seus efeitos ansioliticos em camundongos expostos ao isolamento social
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Nota: Os resultados se referem a camundongos n&o estressados tratados com agua (Naive),
estressados tratados com agua (Estresse) e estressados tratados com doses de 3, 10, and 30 mg/kg
de RD uma vez ao dia (Tratamento). ###P < 0,001 e #P < 0,05 indicam diferenga significativa entre os
grupos Naive e estresse, por outro lado, ***P < 0,001, **P < 0,01, e * P < 0,05 indicam diferenca
significativa entre os grupos estresse e tratamento por two-way ANOVA seguido pelo teste Bonferroni.
Usou-se One-way ANOVA seguido pelo teste Dunnet para comparar os grupos diariamente.

Em seguida, foi realizado o teste de rotagcédo para avaliar o efeito sedativo. A
Tabela 8 nao revela diferenga no tempo de laténcia da primeira queda dos animais
apos o tratamento com 30 mg / kg da fracdo RD ou com solugdo salina. Além disso, o
tempo de laténcia foi significativamente maior do que o encontrado para o grupo

tratado com diazepam, composto utilizado como controle positivo.
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Tabela 8 - Tempo de laténcia para a primeira queda no teste de rotarod para
camundongos tratados com solugao salina, 10 mg / kg de diazepam ou 30 mg / kg da
fracao RD

Grupos Tempo de laténcia
(min)
Naive 120+ 6
Diazepam 10 mg/kg 42 + 2
Fracdo RD 30 mg/kg 120+ 2

* P <0,05 indica diferenga significativa entre o Diazepam grupo e o grupo tratado com 30 mg / kg da
fracdo RD utilizando One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni.

O tratamento com o RD a 30 mg / kg reduziu o numero de eventos de
cruzamento no experimento de campo aberto, indicando uma diminuigdo no
comportamento de estresse, e promoveu uma redugéo significativa do tempo de
imobilidade no experimento de natagdo for¢cada, indicando uma reducdo no
comportamento depressivo comportamentos semelhantes e um papel protetor do RD
(BUTTERWECK; JURGENLIEMK; NAHRSTEDT; WINTERHOFF, 2000). O aumento
do tempo gasto na periferia da caixa no experimento de campo aberto ou nos bragos
abertos no experimento do labirinto em cruz sugere um efeito protetor para o
desenvolvimento da ansiedade (DA SILVA OLIVEIRA; CAVALCANTI; SANTOS-
MAGALHAES; ROLIM et al., 2014).

Nossos resultados diferem daqueles obtidos por De-Paris; Neves; Salgueiro;
Quevedo et al. (2000), em que os autores indicaram que o extrato hidroetandlico bruto
das raizes de P. glomerata ndo reduziu o estresse, a ansiedade e o comportamento
depressivo. Esses resultados opostos podem ser explicados pelo uso de uma fragao
enriquecida de 20E, que continha uma quantidade maior desse composto, sugerindo
assim a necessidade de uma concentracdo minima de 20E para desencadear um
evento dose-resposta.

O tratamento oral com RD diminuiu a atividade locomotora, promovendo um
efeito protetor contra o estresse. Também encurtou o tempo gasto no centro do campo
e diminuiu o numero de fezes, indicando efeitos ansioliticos. O 20E pode atuar como
um modulador alostérico positivo do receptor GABAA, estimulando a inibicao
GABAérgica nos neurbnios corticais de ratos, o que pode desencadear um efeito
ansiolitico (TSUJIYAMA; UJIHARA; ISHIHARA; SASA, 1995). Os resultados obtidos

no estudo de De-Paris; Neves; Salgueiro; Quevedo et al. (2000) mostraram que os
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animais tratados com o extrato bruto de P. glomerata foram parcialmente protegidos
das convulsdes, possivelmente indicando efeitos mais especificos no sistema GABA.
GABA é o principal neurotransmissor inibitorio no sistema nervoso central de
mamiferos (WATANABE; MAEMURA; KANBARA; TAMAYAMA et al., 2002); gera
efeitos relaxantes, ansioliticos e anticonvulsivantes por meio da ativagao do receptor
GABAA (FOSTER; KEMP, 2006).

4.11 Aumento das defesas antioxidantes pela RD

Na avaliagao do estresse oxidativo, este estudo se concentrou no cértex frontal,
hipocampo e corpo estriado devido a sua importancia na manutencéo da atuagéo
cerebral normal (MORRONE; SCHNORR; BEHR; GASPAROTTO et al., 2016).
Durante a adaptagao comportamental, o cortex frontal é responsavel pela tomada de
decisdes (RUSHWORTH; NOONAN; BOORMAN; WALTON et al., 2011); enquanto o
estriado controla a cognicdo, o aprendizado e o comportamento motivado
(MACPHERSON; HIKIDA, 2019). O hipocampo permite a aquisicdo de novas
memoarias vinculadas a eventos ou lugares (CHENG; FRANK, 2008). Varios estudos
mostraram que essas regides sdo responsaveis pela ansiedade (PANDYA, 2009),
depressdo (PANDYA; ALTINAY; MALONE; ANAND, 2012) e comportamentos de
estresse (MORRONE; SCHNORR; BEHR; GASPAROTTO et al., 2016) em diferentes
situagdes, e sao fortemente afetadas ou mesmo desencadeado por estresse oxidativo
(FLOYD; HENSLEY, 2002; SALIM, 2014).

Conforme mostrado na Fig. 24 A, B e C, a atividade da enzima SOD foi
diminuida no cortex, estriado e hipocampo de animais estressados em comparagao
com camundongos Naive. O tratamento com a fragcdo RD evitou essa reducao no
coértex e no estriado, mas ndo no hipocampo. O padrao de atividade da enzima CAT
foi mais complexo, pois mostrou uma clara queda no estriado e no hipocampo, mas
um aumento no cortex, de animais estressados em comparagdo com camundongos
do grupo Naive (Fig. 24 D, E e F). O tratamento com a fragdo RD foi capaz de restaurar
parcialmente a atividade da CAT no estriado, mas nenhum efeito foi observado no

coértex ou no hipocampo.
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Figura 244 - Atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)

em regides do encéfalo de camundongos
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Nota: Cértex (A e D), estriado (B e E) e hipocampo (C e F). Grupos: Nao estressado tratado com salina
(Naive), estressado tratado com salina (Estresse) e estressado tratado com 30mg/kg da fragdo RD
(fracdo de diclorometano do extrato metandlico das raizes) (tratamento). ##P < 0,01 e #P < 0,05 indicam
diferenca significativa entre os grupos Naive e estresse. *P < 0,05 indica diferenca significativa entre os
grupos estresse e tratamento por one-way ANOVA seguido pelo teste Dunnet.

Conforme mostrado na figura 25 A, B e C, observamos uma diminuicéo na
atividade da GPx no cértex e estriado de animais estressados em comparagdo com
camundongos Naive, mas nenhuma diferenga foi observada no hipocampo de
nenhum grupo. Por outro lado, o tratamento com a fragdo RD foi capaz de prevenir a
reducao da atividade da GPx no cértex e estriado. A concentracdo de GSH diminuiu

no estriado e no hipocampo de camundongos estressados em comparagao aos
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camundongos Naive, enquanto nenhuma diferenga foi observada no cortex (Figura 25

D, E e F). Em contraste com o GPx, o tratamento com a fragdo RD nao evitou essa

diminuicao.

Figura 255 - Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) e concentracdo de

glutationa reduzida (GSH) em regides do encéfalo de camundongos
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Nota: Cértex (A e D), estriado (B e E) e hipocampo (C e F). Grupos: Nao estressado tratado com salina
(Naive), estressado tratado com salina (Estresse) e estressado tratado com 30mg/kg da fragdo RD
(fracdo de diclorometano do extrato metandlico das raizes) (tratamento). ##P < 0,01 e #P < 0,05 indicam
diferencga significativa entre os grupos Naive e estresse. *P < 0,05 indica diferencga significativa entre os
grupos estresse e tratamento por one-way ANOVA seguido pelo teste Dunnet.

Conforme mostrado na Fig. 26 A, B e C, a peroxidagao lipidica aumentou no

estriado e no cortex apds o estresse agudo, mas nenhuma diferenga foi observada no
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hipocampo. Ja no grupo tratado, a fragdo RD pode prevenir esse aumento em todas
as regides. A concentragcao de grupos sulfidrila diminuiu no coértex e estriado de
animais estressados em comparagdo com camundongos Naive, mas nao no
hipocampo (Fig. 26 D, E e F). Aqui, também, o tratamento com a fragdo RD evitou a

reducao dos grupos sulfidrilas em todas as regiées do encéfalo.

Figura 266 - Nivel de peroxidagéo lipidica e concentragao total de grupos sulfidrilas
em regides do encéfalo de camundongos
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Nota: Cértex (A e D), estriado (B e E) e hipocampo (C e F). Grupos: Nao estressado tratado com salina
(Naive), estressado tratado com salina (Estresse) e estressado tratado com 30mg/kg da fragcdo RD
(fracdo de diclorometano do extrato metandlico das raizes). ##P < 0,01 e #P < 0,05 indicam diferenca
significativa entre os grupos Naive e estresse. *P < 0,05 indica diferenca significativa entre os grupos
estresse e tratamento por one-way ANOVA seguido pelo teste Dunnet.

Conforme mostrado na figura 27 A, B e C, observamos uma diminuigao no potencial

antioxidante do estriado e do hipocampo, mas n&o no cértex de animais estressados.
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Esta diminuicao foi evitada pelo tratamento com a fragdo RD em todas as regides do
encéfalo. A concentragdo de NO3 / NO?  diminuiu no cortex, estriado e hipocampo de
animais estressados em comparagdo com camundongos Naive (Figura 27 D, E e F).
Nesse caso, o tratamento com a fragdo RD evitou o0 aumento no estriado, mas néo no

cortex ou no hipocampo.

Figura 277 - Capacidade antioxidante e concentragao total de nitrato/nitrito (NOXx)
em regides do encéfalo de camundongos
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Nota: Cértex (A e D), estriado (B e E) e hipocampo (C e F). Grupos: Nao estressado tratado com salina
(Naive), estressado tratado com salina (Estresse) e estressado tratado com 30mg/kg da fragdo RD
(fracdo de diclorometano do extrato metandlico das raizes). ##P < 0,01 e #P < 0,05 indicam diferenca
significativa entre os grupos Naive e estresse. *P < 0,05 indica diferenga significativa entre os grupos
estresse e tratamento por one-way ANOVA seguido pelo teste Dunnet.

Outros estudos também demonstraram o potencial neuroprotetor das raizes de
P. glomerata. Por exemplo, Marques; Galvao; Espinola; Dias et al. (2004) relataram
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que o extrato etandlico reverteu parcialmente a memoaria induzida pela idade e os
déficits de aprendizagem em camundongos. Posteriormente, Wang; Wang; Feng;
Wang et al. (2014) descreveram como o 20E evitou a apoptose de neurdnios e
astrocitos e desempenhou um papel fundamental na melhoria do comprometimento
cognitivo em um modelo de gerbil com isquemia cerebral, proporcionando assim
novas perspectivas para combater o acidente vascular cerebral isquémico. Ao mesmo
tempo, Xia; Zhang; Liu; Wang et al. (2014) indicou que o 20E teve um papel protetor
no combate aos déficits de memadria em ratos diabéticos, possivelmente aumentando
a capacidade antioxidante do cérebro. Esses achados apoiam a tendéncia consistente
entre os efeitos comportamentais e beneficios de P. glomerata ou 20E em
biomarcadores de estresse oxidativo.

Especificamente, o tratamento com o RD promoveu um aumento nas defesas
antioxidantes em comparagao com os animais do grupo estressado. Anteriormente,
Hu; Luo; Chu; Shan et al. (2012) mostraram os efeitos do 20E contra a lesdo de
isquemia cerebral em camundongos, que inibiu a produgdo de ROS / RNS e modulou
as vias de transducgao de sinal induzidas pelo estresse oxidativo. Durante o estresse
emocional ou fisiolégico, as defesas antioxidantes das células podem mudar
dependendo da intensidade do estimulo (MUMTAZ; KHAN; ZUBAIR; DEHPOUR,
2018). Quando a produgao de ROS excede a capacidade antioxidante endégena da
célula, ocorre o estresse oxidativo (HALLIWELL, 2007).

Entre as regides do cérebro analisadas, o cértex e o estriado apresentaram
maiores atividades enzimaticas antioxidantes (catalase, SOD e GPx), maior potencial
antioxidante (grupos sulfidrila, capacidade antioxidante e GSH) e menores
concentragcbes de marcadores oxidativos (peroxidacao lipidica) nos animais tratados.
Esse achado indica que o RD realiza atividade adaptogénica em situacdes de estresse
agudo e principalmente no estriado. Os adaptégenos incluem plantas e varias
substancias que aumentam a resisténcia inespecifica do corpo, protegendo-o de
estressores (PANOSSIAN; WIKMAN, 2010). Eles diminuem o estresse, aumentam a
resisténcia fisica e visam manter ou reduzir disturbios relacionados a idade, como
cansacgo e perda de memoria e atengdo (CARLINI; RODRIGUES; MENDES; NEGRI
et al., 2007).

Na cultura celular, as amostras PAD e RD reduziram a produgao de EROS e

de NO em macroéfagos. Entretanto, no estudo in vivo realizado aqui, o RD estimulou a
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producao de NO no estriado, mas reduziu sua produgédo em outras regides do cérebro.
Interessantemente, uma das fungdes do NO nos artrépodes € a de regular a produgao
de 20E por meio de feedback negativo (DELALIO; DION; BOOTES; SMITH, 2015).
Nos humanos e em outros mamiferos, a 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) e a
endotelial (eNOS) apresentam mecanismos de funcionamento parecidos com a NOS
de artrépodes, sendo talvez o motivo pela qual as fragdes PAD e RD nao estimularam
a producédo de NO em macrofagos, uma vez que estas células possuem a isoforma
iINOS (6xido nitrico induzivel) (XUE; YAN; ZHANG; XIONG, 2018). Dias et al. (2019)
mostraram que o extrato hidroetandlico das raizes de P. glomerata estimulou a
producao de NO testicular e Orie; Raees; Aljaber; Mohamed-Ali et al. (2021)
demostraram que a 20E foi capaz de promover uma dilatacdo de arteriolas
dependente de NO.

Por outro lado, o NO esta relacionado a diferentes atividades biolégicas no
corpo e foi identificado como um neurotransmissor retrogrado por ativagao
glutamatérgica no corpo estriado e em outros centros cerebrais, estimulando o
aprendizado e a memodria (DZOLJIC; GRABATINIC; KOSTIC, 2015). Além disso, o
aumento crénico desse gas no estriado tem sido associado as doencgas de Alzheimer
e Parkinson, além de poder reagir com EROS, gerando o ion peroxinitrito, um radical
relacionado a diferentes neuropatologias (PICON-PAGES; GARCIA-BUENDIA;
MUNOZ, 2019). No geral, o NO pode desempenhar um papel importante na
estimulacdo das defesas antioxidantes no estriado (ZLATKOVIC; FILIPOVIC, 2013).

Dessa maneira, os resultados obtidos sado inéditos e mostraram que as fragcoes
PAD e RD, obtidas, respectivamente, a partir da parte aérea e das raizes da planta P.
glomerata, possuem propriedades antioxidantes e anticolinesterasicas relevantes,
com destaque para PAD. Além disso, a fragdo RD foi capaz de reduzir eventos de
ansiedade e depressdo em animais estressados, gerando ainda protegcéo contra o

estresse oxidativo.

5 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que as fracbes PAD e RD, provenientes da parte aérea
e das raizes de P. glomerata respectivamente, sdo fontes naturais promissoras de

20E, uma molécula bioativa adaptogénica com potenciais aplicagdes clinicas para o
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tratamento da depressao, ansiedade e estresse. Este estudo foi o primeiro a relatar
os efeitos benéficos das raizes dessa planta contra marcadores de estresse oxidativo
no corpo estriado e de ambas as partes da planta como inibidores de
acetilcolinesterase, sugerindo que a fragdo PAD possua potencial biolégico
comparavel a RD. Nossos resultados apresentam evidéncias comportamentais e
bioquimicas que contribuirdo para o entendimento dos possiveis mecanismos pelos
quais as raizes de P. glomerata induzem efeitos neuroprotetores em camundongos.
O RD manteve as defesas antioxidantes ativas, reduzindo o dano oxidativo e, por meio
desses mecanismos, protege contra mudangas comportamentais em modelos de
ansiedade, estresse e depressao. Além disso, os resultados apresentados nesta tese
abrem novas perspectivas para que estudos futuros ampliem o entendimento sobre
as propriedades neuroprotetoras das partes aéreas e das raizes do ginseng-brasileiro,
testando a PAD no mesmo modelo in vivo; promovendo o isolamento e possiveis

modificagdes estruturais de 20E e em busca de novos alvos para esse composto.
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Anexos

Anexo 1: Autorizagdo de acesso e de remessa de componente do patrimdnio

genético.

Qcnpq

ot Macksnl %8 Dot st
Chartfion » Taorsobdghtes

Autorizagdo de Acesso e de Remessa de
Componente do Patriménio Geneético

O Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico - CNPg, nos termos Deliberacdo 246/2009, do
Conselho de Gestdo do Patrimbnio Genético, autoriza a
instituicdo identificada no verso deste documento a acessar
e remeter componente do Patriménio Genético com a
finalidade de pesquisa cientifica.

Brasilia, 02 de outubro de 2015

Marcelo Marcos Morales
Diretor de Ciéncias Agrarias, Biologicas e da Salude
PO 513/2013

Processo: 010743/2015-4

Validade: 02/11/2015 a 02/11/2017

Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
CNPJ: 256.483.870/0001-18

Pesquisador: Foued Salmen Espindola

CPF: 242.039.476-34

RG: M1189277 - SSP /| MG

Para visualizar a versdo digital da Autorizagdo de Acesso e
de Remessa de Componente do Patriménio Genético, V.Sa.
podera utilizar a ferramenta disponibilizada pelo CNPq para
esse fim na pagina http://servicosweb.cnpq.brivisualizador e
informar o numero do protocolo 9504814591790738 para
recupera-fa do banco de dados do CNPg
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Anexo 2: Certificado de aprovacéo pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU-067/18).

. ' n . T - . . Comisuda de Fca na
— Comiszio de Efica na Unlizacio de Animais — Uthzagss 2 Arumats
CEuA

@ Universidade Federal de Uberlandia i { ‘

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Efeito adaptogénico da fracio de diclorometanc de
pfaffia glomerata (spreng) pedersen sobre pardmetros de estresse e ansiedade em
canmdongos”, protocole n® 067/18, sob a responsabilidade de Cassia Regina da Silva — que
envolve a producio, mamutencio e/on utilizacic de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da
Lein® 11.794. de 8 de cutubro de 2008, do Decreto n® 6.899. de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Centrole da Expenimentagdo Animal (CONCEA), e
foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA) da
UNIVERSIDADE FEDERAT DE UBERLANDIA. em reunidic 21 de Setembro de 2018.

(We certify that the project entitled intitnlado “Efeito adaptogénico da fracio de diclorometano de
pfaffia glomerata (spreng) pedersen sobre pardmetros de estresse e ansiedade em
cammndongos”, protocel 067/18. under the responsibility of - Cissia Fegina da Silva invelving the
production, mamtenance and'or use of ammals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata,
for purposes of seientific research - 15 m accordance with the provasions of Law o™ 11.794, of October 8th,
2008, of Decree o° 6.899 of Tuly 15th, 2009, and the rules 1ssued by the Mational Council for Contrel of
Animal Experimentation (COMNCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION 0N ANIMAL
USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA  in meeting of September 21th, 2018).

Vigenca do Projeto Inicro: 017112018 Ternmmne: 01/11/2020

Ezpecie Linhapem/Grupos Taxondmicos Camundongos C3TBLS

MNumero de ammais 120

PesoTdads 20 gramas /6 semanas

Sexo Machaos

OngemTocal Biotenio Central da UFU

Local onde serdo mantidos os amimans: Cenfro de Bioterisme e Expenmentacdo Ammal
CBEAPROPPUTU

Uberlandia, 26 de setembro de 2018

Prof. Dr. Lacio Vilela Carneiro Girdio
Coordenador da CEUATIFLU
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Anexo 2: Certificado de aprovacéo pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU-105/18).

— Comissdo de Etica na Utilizagio de Animais —

Universidade Federal de Uberandi
@ I niversidade ra ndia ‘FCEUﬁ

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Efeito anti-inflamatono e
anficadante das fragbes organicas do extrato etandlico das folhas
de Bauhinia forficata subsp. forficata e Syzygium cumini (L.) Skeels
em neutrofilos e macréfagos de camundongos C57BL/G", protocolo
n® 105M18, sob a responsabilidade de Foued Salmen Espindola —
que envolve a produgdo, manutencdo efou uliizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de
pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lel
n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de
Julho de 2009, e com as nomas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle da Expenmentacdo Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE
UBERLANDIA, em reunido 19 de Novembro de 2020.

{(We certify that the project entitled “Efeito anti-inflamatorio e antioxidante das fragbes orgdnicas
do extrato etandlico das folhas de Bawhinia forficata subsp. forficafa e Syzpgium cumind [L.)
Skeels em neutrofios e macrafagos de camundonges CSTELE", protocol 10518, under the
responsibdity of Foued 5almen Espindola - involving the production, mantenance andior use
of animals belonging 1o the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific
research - is in accordance with the provisions of Law n® 11.784, of October Bth, 2008, of
Ciecres n® 3,808 of July 15th, 2008, and the rules issued by the Mational Council for Control of
Animal Expermentation (COMCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON
AMIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UMNIVERSITY OF UBERLAMDIA, in meeting of
Movember 1B8th, 2020).

| Vigencia do Projeto Inicio: 05/05/2018  Termino: 2011202022
Especie | Linhagem / Grupos Taxondmicos Camundongo sogenico C57BLIE
Murens de animais 24
Peso [ ldade 200" § semanas
Sex Macho
Origem [ Local Rede de Bioterios de Roedores da UFL
{REEBIR-LFL)
Local onde serao mantidos os animais: Rede de Bioterios de Roedores da LIFU
{REBIR-LIFLY}
Alteragdo realizada: Alteragao na data término do dia 05/11/2020 para
20122022,
-~ Uberlandla 19 de novembro de 2020.
A 4:'! e—

Prof. Dr..Luiz Ferna du Moreira lzidoro

UNINERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Comssdn de Flica ng Lnlesedn de Aaimas
Cendenades &a CELLA
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Anexo 3: Analise da cromatografia em camada delgada.

Polifendis Terpenos e esterdides Alcaloides
Anisaldeido Libermann-Buchard Dragendo

Amostras Numero

PAM
PAH
PAD
PAA
PAB
PAH.O
RM
RH
RD
RA 10
RB 11
RH-0 12

O~ WN =
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Anexo 4. Avaliagao por CLAE-IES-EM/EM

x10 7 [+ESITIC Scan Frag=175,0V Dichloromethane fraction of aerial part (APD)_pos.d
5541
54
45+
44
354
3_
254
2
154
14

0,54
0-

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Counts vs. Acquisition Time (min)

Anexo 4.1. Cromatograma da fragdo de diclorometano (PAD) do extrato metandlico da parte aérea da Pfaffia glomerata por CLAE-IES-
EM/EM (modo positivo).
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+ESI Product lon (rt: 7,060 min) Frag=175,0v CID@20,0 (481,3112[z=1] -= **) Dichloromethane fraction of aerial part (APD)_posMSMS20_25_30eV d
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['5 |
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Anexo 4.2. CLAE-IES-EM/EM da 20-hidroxiecdisona presente na fragéo diclorometano da parte aérea (PAD) (m/z 481 [M-H] +).

x10 %4

2.5+

1
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0,54

0_

+ESI Product lon (rt: 7,867 min) Frag=175,0V CID@5,0 (465,3152[2=1] -> **) Dichloromethane fraction of aerial part (APD)_posMSMS5_10_15eV.d
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Anexo 4.3. CLAE-IES-EM/EM da ecdisona presente na fracdo diclorometano da parte aérea (PAD) (m / z 465 [M-H] +).
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Anexo 4.4. CLAE-IES-EM/EM do acido glucbnico presente na fragdo diclorometano da parte aérea (PAD) (m / z 197 [M-H).

x10 4 [+ESI Product lon (rt: 7,950 min) Frag=175,0vV CID@15,0 (479,2963[z=1] -> **) Dichloromethane fraction of aerial part (APD)_posMSMS5_10_15eV.d
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b

Anexo 4.5. CLAE-IES-EM/EM da pfaffina A presente na fracdo diclorometano da parte aérea (PAD) (m / z 479 [M-H).

111




x104 |+ESI Product lon (rt: 6,392 min) Frag=175,0V CID@5,0 (335,1807[z=1] -= **) Dichloromethane fraction of aerial part (APD)_posMSMS5_10_15eV d
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Anexo 4.6. CLAE-IES-EM/EM da rubrosterona presente na fragao diclorometano da parte aérea (PAD) (m / z 335 [M-H).
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Anexo 4.7. Cromatograma da fragdo de diclorometano (RD) do extrato metandlico das raizes da Pfaffia glomerata por CLAE-IES-EM/EM (modo positivo).
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Anexo 4.8. CLAE-IES-EM/EM da 20-hidroxiecdisona presente na fragao diclorometano das raizes (RD) (m / z 481 [M-H] +).
x10 5 |+ESI Product lon (rt: 7,998 min) Frag=175,0V CID@20,0 (479,2949[z=1] -> **) Dichloromethane fraction of roots (RD)posMSMS20_25_30eV.d
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Anexo 4.9. CLAE-IES-EM/EM da pfaffina A presente na fragao diclorometano das raizes (RD) (m / z 479 [M-H] +).
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x104 |+ESI Product lon (rt: 6,421 min) Frag=175,0V CID@15,0 (335,1852[z=1] -> **) Dichloromethane fraction of roots (RD)posMSMS5_10_15eV.d
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Anexo 4.10. CLAE-IES-EM/EM da rubrosterona presente na fragéo diclorometano das raizes (RD) (m / z 335 [M-H7).
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Anexo 5. Cromatogramas das fragées PAD (A) e RD (B) de Pfaffia glomerata para o método de quantificagcdo do teor de 20-hidroxiecdisona por meio de
CLAE utilizando o padrao de 20-hidroxiecdisona 93% de pureza (C).
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manage stress and s pspchopathological sympioms (Carlind, 200E;
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Adapicgess include plasts and varcus substances that iscrease the
body’s monspecific resistance, protecting it from stressors (Pancesian
amd Wikman, 20700). Among these plants, we highlight Pfogffie gomenane
[Spresg) Pedersen, on Amamethacess family species, native to Brazil
aed populardy known as “Hmazilian ginseng”, due to its medicinal
properties associabed with Asion ginsesy (Ponee gnseng) (Marques,
194 In traditional Brzilian medicine, P. glomerars roots are used as
antioridants and as & treatment in somercos physical and meneal dis-
orders (Carlini 2003; Mendes and Carlini 2007) The adapiogenic effect
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of P. plomerars may be attributed to the phytosteraid 20-bydroaypecdy-
some (20€), & non-androgenic sternid, which is used as an imgredient
Im diztary supplements [Ambrosio et al., 2020; Hunyadi et al., 2016).

F. gomerata roots and 30E have besn snggested to play a role in the:
central nervous system, in treating mental disorders (De-Paris e al,
2004y, Fenmer et al, 2008; Vigo o al, 2003) and does mot exhibit any
cytninxic or mustagendic activity (Almeida e al, 2017). Animal studies
hawe indicabed that 208 prevents apoptosis of neorons and estrocytes,
Improves cognitive impairmest (Wang et al., 2074), has bemeficial ef-
fesrts against brain injury, and ishibits the production of reactive oxygen
species (ROS) and nitrons species (RNS) (Hu e al., 2012

Min et al. (200 4) showed that 208 is protected against memory def-
icits in diabetes, possihly by enhancing antioxidant capacity of the brain.
Tsujiyama = al (1995) iedicated that 20E aocted ot the
pamma-amizobutyric ackd (GABA), recepior medulatory site amd
enhanced GGAHAsrgic inhibition in coetical nearons, triggering an anxi-
olytic effect. According to Margues e al. [2004), ethanolic extracts from
P. glomerata roots partially reversed age-induced memory and learmning
deficits. Similarly, Vige et al. (2003) showed that the same extracts
triggered sedative effects and reduced sleep time in animals.

Thee present stody ipvestigated the possthle neuroprotective action of
P. glomerary roots by treating mice exposed to aoobe stress with a 20
hydroxyecdysome-enriched fraction (20E-EF). Bshavioml parameters
of anxiety and deperession, as well as charges in enmymatic and non-
enrymatic biomarkers of oxidative stress in varous brain regions were:
evaluated.

2. Material and meethods
2.1, Flanr magerial

Thee propagation material used in this stisdy was obtained from the i
vitrs Germplism Bank of the Plant Tissoe Cultore Laborstory {Federal
University of Viposa, MG, Eraril). Cloped plants were grown under
experimental feld  cosditioms in Bela Vista Farm
[1E°58'55. 5"5-40F 1§ 17."W), Vila Vabério, ES, Brazil, and barvested in
November 2005, The roots were harvested from S-month-old plants,
dried im an owen at 55 “C and ground in o Willey-type kedfe mill (5132,
Solab). Dried and powdered rocts were kept in o freszer at - 20 “C unail
the extrection and fractionation procedures were carmied cat. Voucher
material wis deposited ar the Lenpaldo Krieger Herbariam (UFJF, Juiz
de Pors, MG, Braxil) under code pomber GRS 53317,

2.2 Semi-purification of the Z0E-EF

The powdered root material was subjecied to static maceration for
seven doys using %89% methancl (1:5 myw) After extraction, the solu-
tioes were fltered amd the solvent was completely removed wizg o
rotary evaporator under reduced pressure at 35 “G The maceration
process was repeated three times, asd the extract was frozen amd
lyophilized to remowe any remaining waber. The crude extroct was
subjected to Hquid-liguid fractionation using different solvents in the
following imcreasing crder of polarity: bewarpe, dichloromethane, ethyl
noetate, pdbutanod, and water. The sobverts were remoswed using o rotary
evaporator under reduced pressure at 35 °C, and the factions were
frozen asd lyophilized to remove any remainizng water (France et al.,
2020a). The dichloromethase fraction, samed 20-hydroxyecdysone-en-
riched fraction (208-EF), was used for i vieo assays.

2.3 Ligid chromuatopraphy-muss gecrromery anadysis

To determize the presence of 20E in the dichloromethane fraction,
high-performance Bquid chromatography coupled with electrospray
jomizadion and tandem mass spectrometry (HFLC-ES]-MS/MS; Agilent -
TOF, mode] 55200 wes used. A& methanol-water solution (4:1) was wsed
s sohvent and the samples were infused in the ES1 source ot o flow mte of
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200 pl/h Nitrogen gas was used as drying gas ot a flow rate of 8 L/min
aeed a5 nebulizer gas ot 58 pai. The tempemature of the nebulizer was set
to 200 “C and a potential of 4.5 kV was applied in the capilary. The
electron impact energy was set to 10-30 Y. The HPLL parameters were
as follows: Agilent Zorbax column of 5 = 21 mm, particles of 1.8 pm
ard pore diameter of 110 A, mobile phase consisting of water acidified
with formic acid (.1% v/%] (A) and methamol (EL The gradient solvent
sysiem was: O min, 2% H; 0-15 min, 98% E; 15-17 min, 100%: B; 1718
mim, 2% E; 18-22 min, 2% B. Flow was .35 ml./min and UV detection
cerarred ot 280 and 360 nm. Dats were soquired in positive mode, with
adjustment for o range of 20-1000 m/s. Mass spectrometry dats were
evilmated using Agike=st Mass Hunter B.O7.00 software, and the malec-
ular joes and thesr fragments were compared with published results. An
error < 10 was calculated by comparisg the theoretical and observed my
x viahses (Frunco ef al, 20208)

2.4, Animals, groups, and reammens

Male (STELJ mice (approximtely t-8-week-old and weighisg 20
g) were kept umder standard conditions (22 2 1 G, humidity 60 = 5%,
12 h lght/12 h dark cycle) and given food and water ad bnm. Ex-
periments were conducted following current ethical goidelines for the
investigation of experimental pain in cosscious animals (Zimmermanm,
194 All andmal hendlieg ard procadures were approved by the Ethics
Committes in Animal Experimentation of the Federal University of
Uberlandia (CEUAAUFY 067/18). The animals were treated by oral
gavage once & day, every mornisg, starting 2 duys before stress induc-
tiom and endisg at day 5 after stress. The animals were divided into five
groaps [n = 5/group): naive, stress without trestment, and stress with
treatment ot doses of 3, 10, or 30 mekg of 20B-EF.

25 Ao omess dadcrion

Animals were sxposed once to 12 h of soclal isolation owermight,
whereby they were placed in individual cages (30 = 20 = 125 cm].
Drarieg this time, the animals were kept in the absemer of water, food,
nesd vissal cormtact with the others | TakarsuColeman ef al |, 200 3). Afer
this period, the animals were reallocated to the same growps and sub-
Jected to bebavioral analysis over a period of & days, cnece o day.

28, Behavior progocols

Z6.1. Opendficld rest (assesement of mogor cocrdination )

The animals were placed in the center of & circular arens (50 cm in
diameter) with the fAoor marked by small symmetrical squares, which
allowed the quantification of the andmals’ locomotor activity. The
clservation tme was 5 min, and the sumber of crossings, sumber of
timies that the animal was resting om the rear begs (rearing), number of
feces, and dme spent exploring the aresa’s periphery amd center were
mieasared.

26.2 Hevated phes mase gest (evalvaron of ety developreent)

The maze was made of wood and consisted of two open arms
pointing im opposite directioes (30 = 5§ cm) withowt lateral walls,
perpendicular to twe armes surreunded by loberal walls (300« 5= 15 cm),
aeed presesting a central platform commen to all arms (5 = & cm). The
platform was placed 50 cm from the ground end had & wooden adge (1
cm] along the open arms to prevent the apdmals from falling. The mice
were positioned in the center of the platform with the head tomned to-
wards the closed orm and were allowed to freely explore the labyrinth
for & min. The time spest in the open and closed arms was reconded
[Campos et al., 2013).

2463 Forced setmming ted (asesmmer of the development of depresaee

Beftviors)
The mice were individoally placed in gless cylinders (17 = 25 am)
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containing water up to 10 cm in bedght apd kepe at 2325 “C The ani-
mak were left in this ervironmest for & min, with the first 2 min
intended for sefting. During the rest of the experiment, the time the
animals remained immohike (performing onby small movements to aid in
fotation]) was recorded. ‘Waier was exchanged between groups (Zanelati
it al., 2000). Results were expressed as time of mmobility.

I, Motason test (erabuation of sedagve effect)

The animals were placed in an appamius equipped with a rotating
barof 1 cm i diameter and & cm in lesgth, which gyrated ot a spead of 5
tarns/min. All mice were trained to the equipment; those that fell three
times or more for 1250 min were excloded froen the tesi Afer 24 kb,
habitnated mice received 30 mgdg of 20E-EF and 10 mgskg of diae-
epam {positive control) wa the ol route 120 min before the experd-
ment. The amdmals were subjerted to o rotation test for 2 min, and the
lateney to the first fall from the bar was debermined marmally (Justing
et al., 20530).

7. Tissue processing

After the behavioml tests, the animals were ewthanized by the
administration of ketamine (100 mg/kg) and xylazize {16 mg/kg). Ce-
rebral hemispheres were divided into the comex, hippocaompus, asd
striwbom. After sectioning, the samphes were individually b
im sodium phosphate buffer (pH 7.4) and centrifoged ot 8007 and & “C
for 10 min. The supermnatant was used to evaluate blomarkers of
oxidative stress. Totnl protein concestratiom in the supsrmatant was
determined by the Bmdford method (Bradford, 1976) using bowine
serum albumin for the analytical curee. Absorbance was measured at
50 .

ZE. Bomarkers of coddarfee shess

ZET. Total aufiovdme copacity

The homogenates were incobated with 10 wol of 300 mM sodium
weetite buffer (pH 20E), 1 volume of 10 mM 24 b=tri[2-pyridyl) -
triaxine, amd 1 volume of 30 mM ferrie chlomde af 37 “C for & min.
Absorbance was measured ot 593 nm, asd astioxidant capacity was
determized usieg an analytical ourve constructed with Trolex Sodium
acetate buffer was used as o blank (Franco et al., 20@0B).

ZEZ Lipid percoddanion

The homogenates were incobated with 0.67% thicharbituric acid
and 10% irichloroacetic acid in o water bath for 120 min. After this, n-
bl was added to the sampless to remove the arganic phase, and
flucrescence wis measured af 515 onm (eccintion) and 553 mm (emis-
sicn). Lipid peroxidation was determined using an analytical carve
canstructed with malondialdebyde. Scdium pheosphate huaffer was wsed
us o blank (Justino et al, 2017

g3, Sulfhydrd growp contemr
Sulthydryl groups werne evalusted wsing dithioaimobenzob: acid
[DTHE) dilisted im 02 M potassiom beaffer (pé .00, The h
were incubated for 20 min with 1| mM phosphate baffer [p&
7.4) and 10 mM DTNE sobution. The presence of sulfhpdryl groups was
recorded ot 412 nm (Aksencwv and Markeshery, 2001L

Ze4, Beduwed ghwathione (GEH)

Proteins from the homogenate were precipitated by metaphospharic
scid and the samples were cestrifisped at 7000 g for 10 miz. The su-
pernatant was mized with 100 mM sodium phosphate baffer (pH 8.0)
containing 5 mM EDTA to desctivate metal -dependent enxymes soch as
metalloproteases and 1 mgsml of ontho-phthaldialdehyde diboted in
methamol. Fluorscence was meanured ab 350 om {exciteiion)] and 4230
nm [emission). & blank fluorescence value [from wells without he-
mogenates] was subtracted from all fluorescesce values. To determine
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(%H content, an analytical curre was constrocted with GSH as the
stanidard (Tedxeira et al., 2007).

24 5 Ghiothdome peronddace (GPx)

GPx activity was measured based on the recycling of oxidized
glutathdoee back to G5H wutlizing MADFH and glutathdose reductase.
Thi latter reduced the ghetathione disulfide bridge created by P The
homogenates were inoubated with Py boffer (100 mM potassiom
phosphate pi 7.7 containing 1 mM EDTA to deactivate metal-dependest
enrymes soch as metalloproteases), 40 mM sodium azide, 100 m8 GEH
dilsted in 5% metaphosphoric acid, 4.5 U ghitathicse redoctase diluted
in GPx buffer, 2 mM NADPH diluted in 5% sodiom bdearbonate, and 0.5
mM tertbutyl. The decay of NADPH was evalosted for 10 min at 340 zm
(Teixem o al., 2017

2486 Cotalsce [CAT)

Catnlase activity was evaloated based on hydrogen peroxde
decomposition. The homogesates were incubated with 10% Tritocn X-
100 and mibeed wiith 10 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0) co-
taiging 0.2% hydrogen percaide (Hz0n). Decomposition of the latter

wis mosdtored af 280 nm for 10 min (Justing ez al |, 2017,

Z4.7. Superoxide deomasace (SO0

omdution. The homaogenates were mixed with 50 mM Tris-HO buffer
[pH 8.Z) containdng 1 mM EDTA to deactivate metal-dependent enrymes
such as metalloproteases, 80 U/ml catalase, and 24 mM pyrogallol. The
kinetic assay was momdtored for 10 min ot 420 nm wsing an analytical
curve constrocted with S00 as the standard (Justino et al., 2017,

ZAE Miric ovide synifuess

The homogesates were incobated with 200 mM 12504 and aceto-
mdtrile [96%). The mixture was centrifiged ot 3000 g for 20 min at 40
and the supematant was separated for anahysis of NOx [(WOs plus M),
s described by Miranda et al. (2001 ). The coacentration of MOy /NOz
ws evaloated ot 540 mm.

24, Sodctical anabyds

Statistical amalyses and graphic visualization were performed in
tGiraphFad Prism 8.0 software. Data were expressed as mean = standard
error of the mean. Two-way or one-way analysis of varance (ANOYA)
wens performed, followed by Bonferroni™s or Dunnet's post-test. P values
« (.05 were considered significant.
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3. Results

3.1. Comftrmanion of 208 i e 20E-EF By macs spectrometry

The presesce of the ecdystercdd 20E in the 20E-EF was confirmed by
mass spectrometry in positive mede (Fig. 1L 20E was identified as the
major compourd im this fraction, with a retention tme of 6956 min
[Eig 1AL The maolecolar o at 881 sy [M+ H]™ generated fragmients at
453, 445, 427, 409, amd 371 mys. The molecular formuls of this

compound was CoHel, corresponding to o mass of 4303062, while
the [M4H]™ mys was 481.3151 and the emor was 0.2 ppm (Fig. 1H).

22 Protecche effect of 20E-EF treamert on acety and deperession-fie
Befrmanrs
Exposure to the powote stress model indueed an increase in motor

fumcton (crossimg and rearing) of mice oz days 1 asd 3, which was
prevented by treatment with 20E-EF at 3, 10, and 30 mg/kg (Fig. 28 and
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B Although acute stress failed to sigedficantly incrense these parame.
ters om the other days, decreasesd erossing activity was observed on days
2 and 5 for the animals that received 30 mg/kg of 20E-EF. An increase in
lecomotar activity is pormally sssociated with greater agitation/ anxiety
of the amdmals dus to exposure to stress. Here, 208-EF successfully
redueed boromotor activiry in the stress groop from day 2 and main-
tained it low omtil day 5. Mo significent differences were observed
regarding the explomation of the periphery and the center (datn ot
shown)). As shown in Fig. 20, the pumber of stools increased oa days 1-3
fallowing exposure to acute stress in the open-Geld experiment; how
ever, treatment with the B0E-EF at 10 or 30 mg'ky decressed the
number of feres on day 4.

Exposure to soute stress coused a gradisal increase in the time spent
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in the closed arms of the maze (Fig. 34). In animals exposed to aoste
stress and treated with the D0E-EF ot 30 mg/kg, parmenence in the
closed arms became significantly shorter om day 2 and remained
considerably reduced thereafter. Similarly, while exposure to soste
stress elicited o gradual decrease in the time spent iz the open arms of
the maze (5. 3B), administration of 30 mg/kg of 20E-EF prolonged this
time om days 2 and 3. Additicnally, 10 mg/kg of 20E-EF was sufficlent to
significantly reduce immobility time after day 2 in animals exposed to
acute stress; the same trend was observed with 30 mg/kg of 20E-EF
(Fig. 0).

Next, the rotation test wes performed to evaluate the sedative effect.
Table 1 reveals no difference in the latency time of the animals™ first Gl
upon treatment with 30 mg/kg of 208-EF or with saline. Moreover, the
latrncy time was significantly losger than whes disrepam, which sereed
as positive comtrol, was used.

23, Comirol of cxddaihe aress by the 20E-EF

As shown in Fig. 4A-C, 500 activity was decreased in the cortex,
striatum, and hippocampas of stressed animals in comparison with naive
mice. Treatment with the 208-EF prevented this reduction in the cortex
and striatum, but mot in the hippocampus. The pattern of CAT activity
wis more complex, as it showed a clear drop in the striatom asd hip-
pommpus of stressed apimals compared with naive mice, but am is-
crease in the cortex (Fig. 40-F). Treatment with the 208-EF was able to
partially resiore activity in the striatum, but mo effect was observed in
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ference  between the Maive and Sees
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ferenee berwern the Sieesis and Trearssent
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the cortex or kippocampus.

As shown in Fig. SA-C, we observed a decrease in GPx activity inthe
portex and striatum of stressed andmals compared with naive mice, bur
no difference was detected in the hippocampes; importantly, trestment
with the 20E-EF was able to prevent this decrease. The concentration of
G5H decreased in the striatum amd hippocampus of stressed mice as
opposed to naive mice, while po difference was cbserved in the comex
[Fig. SD-F). la contrast to GPx, 20B-EF trestment did not prevent this
decrease.

#As shown im Fig. 6A-G, lipid peroxidation was increased in the
stristom amd cortex following acute stress, ot no difference was
observed in the hippocampus. Again, trestment with 208-EF could
prevent the abowe imcrease. The concestration of sulSydry] groups
derreased in the cortex and striatum of stressed animals in comparison
with maive mice, but ot in the hippocampas (Fig. CD-FL Here, too,
treatmest with S0E-EF prevented the above decrease.

As shown in Fig. 7A-C, we observed o decrease in anticxidant po-
temtial of the striatom aed hippocampus bat ot in the cortex of stressed
animals. This decrease could be prevented by 20E-EF trestment. The
pompentration of NOF /N0 decressed in the eortes, stristom, asd
hippocampus of stressed apimals in comparison with naive mice
[Fig. PDF) In this case, treatment with 20E-EF prevented the inorease
im the striatum, bat not in the cortex or kippocampes.
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4, [Mscussion

Or stody focused on the frontal cortex, hippocampus, and striatum
due to thedr importance i maintaizing normal brais actostion (Morrone
et al, 2016L During behavioral adaptation, the fromtal cortex is
responsible for making decisioss (Husbworth et al,, 200 17; wiheereas the
striafum comtrols cogeition, learning, and motivated behavior (Mac
pherson azd Hikida, 2009, The hippocampus enables the acquisition of
pew memories linked either to events or places (Cheng and Frank,
200 Several studies hawe shown that these regioes are responsible for
anmiety (Fandya et al., 2004%), depression (Pandya ot al., 20012), and
stress behoviors (Morrome oo 2l., 2016) i different sthaations, and arne
beeawily affected or even triggered by caddative stress (Floyd and Hess

Treatment with the 20E-EF at 30 mg/kg reduced the mumber of
crossing events in the opes-feld experiment, indicating a decrease in
stress behavior, and promoted significant shortening of immobiliny time
in the forced swimming experiment, indicating a redoction in
depressive-like behawiors and a protective role of the 208-EF (Hutter
werk ef al., 2000]. The incresse in time spent in the periphery of the box
in the open:-field experiment or in the open arms in the phs maze
experiment suggests & probective effect rd ty develog i (da
Sihva Olivedra et al., 2004).

Omr results differ from those obtained by DePars ot al [2000],
wiwereby the suthors indicated that the cnsde hydroethanclic extract of
F. glomeresta roots did mot reduce sress, amdety, and depressive
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behawior. These opposicg results can be explained by oor ose of an
enriched fraction of 208, which comtained & higher amount of this
compound, this suggesting the meed for o minimum concentration of
0K to elicit & dose-response event

Oral treatmest with 20E-EF decreased locomotor activity, promoting
o protective effect agadnst stress. It also shortened the time spent in the
penter of the feld and lowered the rumber of stools, indicating anxic-
Iytic effects. 208 mn act as a positive allosteric modulator of the GABA
recepine, stimulating GABAergic ishibition in the cortical neurons of
ruts, which can trigger an anxolytic effect (Tsufiyama et al, 19950
De-Paris et al. (2000 showed that animals treated with the cnsde extract
of F. giomerara were partially protected from comvulsions, possibly
Indicating more specific effects om the GAHA system. (GABA is the main
Izhibitory neurctransmicter im the central nervous system of mammals
[Watanobe et al., 2002 it generstes relaxing, osti-anxiety, asd anti-
convulsant effects through the activation of the GABA, receptor (Foster
and Kemp, 2006).

Other stadies have also demonstrated the newroprotective potestial
of P. plomerata roots. For example, Marques o al. (2004) reported that
the ethanolic entract partially reversed age.induced memory amd
learning deficits in mice. Subsequently, Wang et al. (2014) described
how H0E prevented apoptosis of pewurons and astrocytes, asd played &
key rale in improving cognitive impairment in & cenebral ischemia gerbil
meodel, thus providing new perspectives to combat ischemic strokoe. At
the same time, Xa o al. (2014) indicated that 208 had a protective role
im fighting memory deficits in dishetic ratx, possibly by enhascing
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amticwidant expacity in the brain. These fediegs support the consistent
trend between behavicral effects and benefits of P. glomerata or 30E on
bdomarkers of oxidative stress.

Specifically, treatment with the 20E-EF promoted an increase in
anticwidant defenses compared with animals from the stressed growp.
Previowsly, Hu et al. (2012) showed the offects of 20E against cepchal
izchemin injury iz mice, which inhibited the preduction of ROS/HANS
aed modulated the sigral tamsduction pathways induced by axddative
stress. During emotional or phystalogical stress, the anticaidant defenses
of cells can chasge depending on the intessity of the stimulus (Muomtaz
et al, H01H). When, ROS production exceeds the cell’s endogemous
antiowidant capacity, cxidative stress ensoes [Halliweldl, 2007

Among the brain regions anahyzed, the cortex and striatum showed
kdgher anticaddant enzymatic activities (cxtalese, 500, and GPx), kigher
amticwidant potentinl (sulfydryl groups, astioxidant capacity, and
(EEH], amd lower comcentrations of cxldative markers (Hpéd peroxida-
tiom] in treated animals. This fnding indicates that the 208-EF performs
ndaptogemic activity under moute stress sitsations and mainly in the
strintum. They d siress, | physical endurance, and aim to
muaininin or reduce age-related disorders, such as tiredness and boss of
memory and attention (Mesdes and Carlind, 2007).

Here, 20E-EF stimulated also the production of NO in the striaham
bt resduced its catput in other regions of the bmin, The increase in NO
can be explained by the presence of 20E, which fawors the producton of
this gas in animal tissues (Delalio e al, 200 5). NG s related to differest
Edological nctivities in the body, and has bees idestified as a retrograde
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