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Potencial da planta Psidium guajava L. contra a doenca de Alzheimer pela reversao

do déficit de memdria induzido por escopolamina

Potential of the plant Psidium guajava L. against Alzheimer's disease by reversing scopolamine-
induced memory deficit
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Resumo

A Doenca de Alzheimer (DA) representa a principal causa de deméncia em todo o mundo. Exemplos de abordagens
promissoras na investigagao de produtos contra a DA é a avaliacdo in vitro da inibi¢do da enzima acetilcolinesterase e
da protecdo contra o stress oxidativo induzido em células neuronais por H,O,, ja utilizadas em extratos de P. guajava.
Este trabalho tem o objetivo de avaliar in vivo a eficacia do extrato da folha de P. guajava na reversdo do déficit de
memoria de trabalho induzida por escopolamina. Para tanto foram utilizados 33 camundongos Swiss, machos, albinos
(35-45g). Animais controle (Ctr) receberam salina, o déficit de memoria foi induzido por escopolamina 5 mg/kg
(Esc). O extrato etandlico da folha de P. guajava (EFPG) foi diluido em etanol 5% em salina e administrado em duas
diferentes concentracdes (EFPG 1 e 10 mg/kg). A administracdo de escopolamina promoveu o déficit na memdria de
trabalho (alternacGes espontaneas: Ctr: 69,2 + 4,9; Esc: 51,8 + 5,0). Na dose de 10 mg/kg do EEPG, observou-se um
bloqueio parcial do déficit de memoria (Esc + EEPG 10: 62,6 + 3,1). Nao foram observadas alteracGes
estatisticamente significativas entre os grupos quando se avaliou o nimero de entradas nos bragos durante o teste
(Eventos: Ctr: 22,9+2,7; Esc: 28,1+2,9; Esc + EEPG 1: 25,2+3,1; Esc + EEPG 10: 23,6+2,6). Como para o extrato da
folha de P. guajava foi relatada atividade anticolinesterasica in vitro, o presente trabalho contribui para adicionar
evidéncias do seu potencial terapéutico para o tratamento da Doenga de Alzheimer.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer; Psidium guajava L.; Atividade anticolinesterésica; Escopolamina; Memdria
de trabalho.
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Abstract

Alzheimer's Disease (AD) represents the leading cause of dementia worldwide. Examples of promising approaches in
the investigation of products against AD is the in vitro evaluation of acetylcholinesterase enzyme inhibition and
protection against oxidative stress induced in neuronal cells by H»O,, already used in P. guajava extracts. In this work,
the in vivo efficacy of P. guajava leaf extract in reversing scopolamine-induced working memory deficit will be
evaluated. For that, 33 Swiss mice, male, albino (35-45g) were used. Control animals (Ctr) received saline, the
memory deficit was induced by scopolamine 5 mg/kg (Esc). The ethanolic extract of P. guajava leaf (EFPG) was
diluted in 5% ethanol in saline and administered at two different concentrations (EFPG 1 and 10 mg/kg). Scopolamine
administration promoted the deficit in working memory (spontaneous changes: Ctr: 69.2 + 4.9; Esc: 51.8 + 5.0). At a
dose of 10 mg/kg of EEPG, a partial block of memory deficit was observed (Esc + EEPG 10: 62.6 £ 3.1). No
statistically significant changes were observed between the groups when the number of entries in the arms during the
test was evaluated (Events: Ctr: 22.9+£2.7; Esc: 28.1+2.9; Esc + EEPG 1: 25 .2+3.1; Esc + EEPG 10: 23.6+2.6). As
anticholinesterase activity in vitro was reported for P. guajava leaf extract, the present work contributes to add
evidence of its therapeutic potential for the treatment of Alzheimer's Disease.

Keywords: Alzheimer's Disease; Psidium guajava L.; Activity anticholinesterase; Scopolamine; Working memory.

Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) representa la principal causa de demencia en todo el mundo. Ejemplos de enfoques
prometedores en la investigacién de productos contra la EA es la evaluacion in vitro de la inhibicién de la enzima
acetilcolinesterasa y la proteccion contra el estrés oxidativo inducido en células neuronales por H202, ya utilizado en
extractos de P. guajava. En este trabajo, se evaluard la eficacia in vivo del extracto de hoja de P. guajava para revertir
el déficit de memoria de trabajo inducido por escopolamina. Para ello se utilizaron 33 ratones suizos, machos, albinos
(35-45g). Los animales de control (Ctr) recibieron solucion salina, el déficit de memoria fue inducido por
escopolamina 5 mg/kg (Esc). El extracto etandlico de hoja de P. guajava (EFPG) se diluy6 en etanol al 5% en
solucion salina y se administr6 a dos concentraciones diferentes (EFPG 1 y 10 mg/kg). La administracion de
escopolamina promovié el déficit de memoria de trabajo (cambios espontaneos: Ctr: 69,2 + 4,9; Esc: 51,8 £ 5,0). A la
dosis de 10 mg/kg de EEPG se observé un bloqueo parcial del déficit de memoria (Esc + EEPG 10: 62,6 + 3,1). No se
observaron cambios estadisticamente significativos entre los grupos cuando se evalud el nimero de entradas en los
brazos durante la prueba (Eventos: Ctr: 22,9+2,7; Esc: 28,1+2,9; Esc + EEPG 1: 25,2+3,1; Esc + EEPG 10: 23,6+2,6).
Como se reportd actividad anticolinesterasica in vitro para el extracto de hoja de P. guajava, el presente trabajo
contribuye a agregar evidencia de su potencial terapéutico para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer; Psidium guajava L.; Actividad anticolinesterasa; Escopolamina; Memoria
de trabajo.

1. Introducéo

Deméncia pode ser caracterizada como uma sindrome, de natureza cronica e progressiva, e caracterizada pelo declinio
das funcdes cognitivas. Especificamente, individuos afetados apresentam déficits de meméria e aprendizado, de orientagdo, de
compreensdo, e de fala e julgamento (Organizacdo Mundial de Salude (OMS), 2020). Deméncia esta contribuindo para a carga
global de doencas ndo transmissiveis e é uma das principais fontes de morbidade e mortalidade na populagdo em
envelhecimento sendo cerca de 40 milhGes de pessoas, a maioria com mais de 60 anos, tém deméncia (Correia et al., 2021,
Meyer et al., 2016). A deméncia é resultado de uma variedade de danos primérios e secundarios que afetam o cérebro, sendo a
Doenca de Alzheimer a principal causa, correspondendo de 60 a 70% deles (OMS, 2020).

A DA, que se caracteriza como uma doenga neurodegenerativa e irreversivel, comeca insidiosamente e causa uma
diminuicdo constante nas fun¢Bes motoras e cognitivas (Ilha et al., 2016). Existem diversos mecanismos descritos para o
desenvolvimento da DA, como, fatores genéticos, epigenéticos, metabolicos, reagdes inflamatérias, cascata patogénica
mitocondrial, estresse oxidativo, desregulagdo de proteinas cerebrais como o fator neurotréfico derivado do cérebro (brain-
derived neurotrophic factor - BDNF) e de proteinas plasmaéticas, deficiéncias de estrogénio, além de fatores ambientais
(Cavalcanti., 2012). A presenca de atrofia cortical difusa, degeneracdo neurovascular, perdas neuronais e sinapticas
envolvendo varios sistemas de neurotransmissao, presenca de placas senis extracelulares compostas de agregados filamentosos
da proteina B-amiloide (AB) e massas neurofibrilares intracelulares, formadas principalmente pela proteina tau, sdo os dados

mais relevantes neuropatoldgicos (Serrano-Pozo., 2011).
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A importancia da fungdo colinérgica nos processos de aprendizagem e memoria é conhecida desde o inicio da década
de 70, e as pesquisas a respeito da importancia do sistema colinérgico na DA demonstraram diversas caracteristicas, como a
diminuicdo na concentracdo da colina acetiltransferase (ChAT), enzima responsavel pela sintese da acetilcolina (ACh), no
cértex e no hipocampo, assim como uma reducédo variavel dos neurdnios colinérgicos localizados no nucleo basal de Meynert
(Davies & Maloney, 1976; De Falco et al., 2016; Sharma, 2019).

Uma abordagem promissora no tratamento da doenca de Alzheimer (DA) é o uso de produtos naturais que, ao inibir a
enzima aceticolinesterase, aumentam niveis de acetilcolina e, consequentemente, revertem o déficit de memodria, por tanto,
medicamentos que tém a inibicdo da AChE como mecanismo de acdo sdo chamados de anticolinesterase ou indiretamente
colinérgicos (Morais de et al., 2021; Barbosa et al., 2006). Portanto, plantas que tenham de atividades acetilcolinesterasica,
anti-inflamatoria e antioxidante séo potenciais fontes de tratamento para DA.

Psidium guajava L. pertence a familia Myrtaceae, sendo nativa das Américas e extensamente cultivada nos paises
tropicais e subtropicais. Conhecida popularmente como goiabeira, possui grande nimeros de variedades com mais de 160
cultivares ao redor do mundo. Além de importante valor nutricional é um potencial fonte de fendis, flavondides, carotendides,
triterpenos, e constituintes de 6leos essenciais (de Souza et al., 2018; Elizalde-Gonzalez & Segura-Rivera., 2018). Na literatura,
a P. guajava é amplamente estudada para tratamento de vérias doengas como: infecgBes gastrointestinais, maldria, diabetes,
antiflngica, antiparasitaria, antibacterianas, antivirais, problemas renais e varios outros (Daswani et al., 2017; Uribe-Beltran et
al., 2017; Massunari et al., 2017).

Penido e colaboradores (2017) investigaram plantas encontradas no nordeste do Brasil com potencial fitoterapico
contra a DA, com enfoque nas propriedades antioxidante e anticolinesterasica. De sessenta espécies de plantas avaliados, 0
extrato das folhas de Psidium guajava foi um dos seis que se destacou como melhores atividades antioxidantes e
anticolinesterasicas in vitro. Além disso, os autores demonstraram que através de analise fitoquimica que o extrato etandlico
da folha de P. guajava possui alto teor de compostos fenélicos.

Em um ensaio de viabilidade de células nuronias usando o brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il) -2,5-difenil-
tetrazolio (MTT), os extratos obtidos com &gua quente de frutas e folhas de P. guajava protegeram contra a neurotoxicidade
induzida por radicias livres produzidos por H,O,. Estes dados in vitro sugerem que extratos aquosos e folhas da goiabeira,
ricos em compostos fendlicos que sdo antioxidantes, podem ser Uteis no tratamento de doencas neurodegenerativas como a
doenca de Alzheimer (Jeong et al., 2011).

O objetivo do presente estudo é avaliar se o0 extrato etandlico da folha de P. guajava reverteria in vivo o déficit de
memodria de trabalho induzida por escopolamina e consequentemente estaria contribuindo para tratamento da Doenga de

Alzheimer.

2. Metodologia
2.1 Coleta e Preparacéo do Extrato das folhas da goiabeira

As folhas da planta foram coletadas na cidade de Imperatriz no Maranh@o, secas, moidas em moinhos de corte,
maceradas com etanol 70% por 7 dias, filtradas, o solvente extrator for eliminado em evaporador rotativo sob pressao reduzida,
e o material restante foi congelado e liofilizado. A espécie foi identificada morfologicamente pela Professora Ana Zélia Silva,
do Departamento de Farmécia da Universidade Federal do Maranhdo, e amostras foram depositadas no Herbério Atticus
Seabra (814.666).
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2.2 Animais

Foram utilizados para o presente estudo 33 camundongos albinos Swiss, machos, pesando entre 35 e 45g. Os animais
eram provenientes do Biotério do Centro Universitario Unichristus/Sede Parque Ecolégico. O biotério mantinha ciclo
claro/escuro de 12h/12h, boa climatizagdo, ar refrigerado e exaustor. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas
apropriadas, forradas com raspas de madeira, ambientados em grupos de 20 animais por caixa e alimentados com racao padrao
e 4gua a vontade.

O protocolo experimental seguiu as recomendacdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), e foi

aprovado pela Comisséo de Etica em Pesquisa com Animais (CEUA), n° do protocolo 026/17.

2.3 Produtos utilizados
Os seguintes produtos foram utilizados: Hidrocloreto de escopolamina (Sigma — S1013) e Cetamina (Vertanacol®). O
hidrocloreto de escopolamina foi diluido em salina. O extrato etandlico da folha de P. guajava (EEPG) foi diluido em etanol

5% em salina.

2.4 Protocolo experimental

Para a realizacdo do experimento, foram administrados farmacos ou veiculos, por via intraperitoneal, 30 minutos antes
do inicio dos testes (tabela 1). A escopolamina foi utilizada na dose de 5 mg/kg e o EEPG foi utilizado nas doses de 1 e 10
mg/kg (Tabela 1).

Tabela 1 — Tratamento com escopolanina para cada grupo.

Grupo Tratamento N
Cotrole Salina + veiculo 9
Escopolamina Escopolamina 5mg/kg + veiculo 9
Esc + EEPG 1 Escopolamina + EEPG 1 mg/kg 8
Esc + EEPG 10 Escopolamina + EEPG 10 mg/kg 7

ESC = Escopolamina, EEPG = Extrato etandlico de Psidium guajava. Fonte: Autoria propria.

Logo apds a administragdo os animais foram levados para a sala de comportamento animal localizada no biotério e,

apos 30 minutos de ambientacéo, foi iniciado o teste do labirinto em Y.

2.5 Memoria de Trabalho - Teste do Labirinto em Y

Avaliou-se a memoria de trabalho através do teste do labirinto em Y. Nesse teste 0 animal é colocado em um labirinto
com os trés bracos iguais (5 x 8 x40 cm). Os animais apresentam forte tendéncia de alternar a entrada nos diferentes bragos
(Sarter et al., 1988).

Antes do teste, os bragos sdo numerados e o animal é colocado em um deles e deixado para explorar o ambiente por 8
minutos. O numero e a sequéncia dos bragos nos quais o animal entra é anotada e as informagdes analisadas de forma a
determinar o nimero de alternancias. Uma alternagdo é considerada correta se 0 animal visita um novo brago e nao retorna aos
dois bragos anteriormente visitados. Assim, a percentagem das alternagdes é calculada como: (nimero de alternagdes corretas)
/ (nimero de visitas realizadas durante o periodo de observagdo menos 2), multiplicado por 100. Entre cada sessdo, o labirinto

deve ser higienizado com uma solucéo de alcool a 20% e secado com toalhas de papel.
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2.6 Analise estatistica
Inicialmente foram realizados teste de normalidade. Foram realizados testes paramétricos (ANOVA e teste de Dunnet)
para a analise estatistica dos testes comportamentais, sendo os resultados expressos como média + erro padrdo da média. O

critério de significancia utilizado foi de p < 0,05. O programa de computador usado foi oGraphPadInstat® 5.0.

3. Resultados

A administracdo de escopolamina (5 mg/kg) promoveu o déficit na memdria de trabalho, indicado por diminuicdo no
percentual de acertos se comparado ao grupo controle (alternages espontaneas: Ctr: 69,2 + 4,9; Esc: 51,8 + 5,0). O tratamento
com EEPG (1 mg/kg) nédo foi capaz de inibir o déficit de memdria induzido por escopolamina (Esc + EEPG 1: 54,0 £ 4,7).
Entretanto, na dose de 10 mg/kg do EEPG, observou-se um bloqueio parcial do déficit de memoria pois esse grupo nédo
apresentou diferenca significativa, tanto quando comparado ao controle, quanto em compara¢do com 0 grupo escopolamina
(Esc + EEPG 10: 62,6 + 3,1). (Figura 1)

Figura 1 - Avaliagdo da memoria de trabalho através do teste do labirinto em Y. Efeito do EEPG (1 e 10 mg/kg) sobre o

déficit na a memoria de trabalho induzido por escopolamina.
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Os valores representam a média + EPM. * vs. Ctr, ANOVA seguido de teste de Dunnett. N = 7-9 / grupo. Fonte: Autoria propria.

A partir desses dados, observa-se que o modelo animal escolhido foi capaz de promover o prejuizo na memoria de
trabalho, mimetizando um dos sintomas observados em pacientes com a Doenca de Alzheimer. Além disso, os dados
demonstraram que o extrato etandlico da folha de P. guajava foi eficaz em prevenir esse deficit de memdria, de maneira dose-
dependente. Nesse context, também devem ser investigadas possiveis alteracfes locomotoras durante a realizacdo dos testes
comportamentais. N&o foram observadas alteragdes estatisticamente significativas entre os grupos quando se avaliou 0 nimero
de entradas nos bracos durante o teste do labirinto em Y (Eventos: Ctr: 22,942,7; Esc: 28,1+2,9; Esc + EEPG 1: 25,2+3,1; Esc
+ EEPG 10: 23,6+2,6 (Figura 2).
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Figura 2 - NUmero de bragos visitados durante o teste do labirinto em Y.
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Os valores representam a média + EPM. ANOVA. N = 7-9 / grupo. Fonte: Autoria propria.

A partir desses dados, observa-se que no teste realizado os animais de todos os grupos apresentaram atividade
locomotora semelhante, ou seja, ndo foram observadas alteracBes locomotoras que pudessem interferer no desempenho dos

grupos.

4. Discussao

A doenca de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa, caracterizada pela destruicdo neuronal irreversivel, o que
leva a perda de determinadas funcdes do sistema nervoso com consequente incapacitacdo (De Falco,2016). O paciente com
Alzheimer apresenta deméncia progressiva com envolvimento da linguagem, comportamento e memdria (Katzman & Jackson
1991; Kivipelto et al., 2006; Luchsinger & Mayeux, 2004). A disfun¢cdo mnemadnica parece ser causada, pelo menos em parte,
devido a morte de neurénios colinérgicos. Os medicamentos donepezil, rivastigmina e galantamina, utilizados para tratar os
sintomas da DA, aumentam a disponibilidade sinaptica de acetilcolina por inibir a acdo da enzima acetilcolinesterase (AChE).

Penido e colaboradores (2017), observaram que o extrato etandlico das folhas de P. guajava apresentavam elevada
atividade antioxidante provavelmente devido ao alto teor de compostos fendlicos como também inibiram a acetilcolinesterase
in vitro.

A relacdo entre a presenca de compostos fendlicos da P. guajava e seu amplo potencial terapéutico tem sido
observada, destacando-se doencas como: InfecgBes gastrointestinais; Maldria; Infeccbes respiratorias; Infecgbes orais /
dentérias; InfeccGes da pele; Diabetes; Cardiovascular / hipertensdo; Cancer; Desnutricdo; Dor; Febre; Problemas renais
(Daswani., 2017). Apesar da Psidium guajava representar uma fonte natural, de facil acesso e viavel economicamente, ha uma
escassez de estudos acerca de seu potencial neuroprotetor e/ou de seu efeito sobre processos de aprendizagem e memoria.

Tandon et al.,(2012) demonstraram que o extrato etandlico das folhas de P. guajava, administrado na dose de 100
mg/kg por via oral, apresentou efeito protetor contra a toxicidade induzida por aluminio em ratos. O extrato da planta preveniu
0 estresse oxidativo em eritrdcitos, no rim, no figado e no cérebro e atenuou as alteracoes histolégicas reproduzidas no modelo.

Entre os compostos constituintes da P. guajava com potencial terapéutico destacam-se o0s seguintes compostos
fendlicos quercetina, catequina e resveratrol.

A quercetina (3,3',4',5,7-penta-hidroxiflavona) ¢ um dos principais flavonoides que fez parte da dieta humana,

encontrada também em vegetais e frutas como, cebolas, macés e vinho tinto (Babaei, et al., 2018; Sabogal-Guaqueta, et al.,
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2015). E uma molécula com propriedade neuroprotetora, capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e que pode aumentar
a resisténcia neuronal por possuir atividade antioxidante (Vargas-Restrepo, et al., 2018; Moreno et al., 2017). Além disso, a
quercetina possui efeito ansiolitico e melhora a cognicdo, modulando vias de sinalizacdo e diminuindo a inflamagéo (Sabogal-
Guéaqueta et al., 2015).

A catequina esta presente em plantas, frutas, vegetais e algumas bebidas como, chés e vinho tinto. E o principal
constituinte bioativo das folhas de chas verde, corresponde a cerca de 25 a 35% do seu peso seco. O consumo de catequinas
traz alguns beneficios como atividade antioxidante plasmatica, dilatacdo da artéria braquial, oxidacdo da gordura e resisténcia
da lipoproteina de baixa densidade (LDL) a oxidagdo, e protecdo contra doengas coronarianas. Esse polifenol também
apresenta potencial protetor contra doengas neurodegenerativas, como as doengas de Alzheimer e de Parkinson (Halevas, et al.,
2016; Ejaz Ahmed, et al., 2013).

O resveratrol (3,5,4-tri-hidroxiestilbeno) é mais um polifenol encontrado vastamente na alimentacdo. Ele esta
presente em uvas, bagas, amendoim, vinho tinto, em alguns remédios de ervas, em videiras, pinheiros, legumes, soja, romas
(Cianciosi, et al.,, 2018). Como os demais compostos, também apresenta atividades antioxidante, anti-inflamatéria e
neuroprotetora, promovendo a longevidade. Em modelo animal transgénico da Doenca de Alzheimer, o resveratrol apresentou

efeito neuroprotetor, promoveu melhora cognitiva e modulou o metabolismo de placas amiloides (Corpas et al., 2018).

5. Concluséao

Conclui-se que o extrato da folha de P. guajava reverteu parcialmente o déficit de memoéria provocado nos
camundongos pelo experimento, possivelmente devido a constituicdo de seus compostos fendlicos com atividade antioxidante
e anticolinesterdsica. Portanto, o presente trabalho sugere que o extrato das folhas da Psiduim guajava apresenta potencial
terapéutico para o tratamento da Doenca de Alzheimer. Novos estudos para confirmar quais compostos sdo responsaveis peo
efeito neuroprotetor, assim como a investigacdo dos mecanismos de a¢do devem ser realizados. Além diso, estudos com

humanos devem ser realizados para confiirmar o efeito terapéutico dos compostos presentes no extrato da folha de P. guajava
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