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» Uso da Fisalina D e dos extratos etanélico e aquoso na proliferagio de células-

tronco neuronais do giro denteado.

A presente patente refere-se ao uso dos extratos aquoso (EA), etandlico (EE) e da
substdncia pura Fisalina D oriunda da planta Physalis angulata como agentes
promotores de neurogénese. Essa planta é conhecida popularmente como camapu, €
encontrada em 4reas tropicais da Asia, Africa e Américas incluindo a floresta

Amazodnica.

Physalis angulata ja vem sendo usada na medicina tradicional sob a forma de
extratos ou infusos em varios paises para fins de tratamento de diversas doengas, tais
como maldria, asma, hepatite, dermatite, reumatismo e gonorréia (Lin et al., 1992;
Caceres et al., 1995). Bastos e colaboradores (2006) mostraram o efeito analgésico do
extrato aquoso obtido da raiz da Physalis angulata, aplicada em diferentes doses (10,
20, 30, 60 mg/Kg) por via intraperitonial ou oral. J4 efeitos antiinflamatérios foram
demonstrados inicialmente por Choi e Hwang (2003) no modelo de inflamagio de
edema de pata induzido por carragenina. Esses mesmos autores usaram modelo de
artrite induzida por formaldeido e modelo de alergia, com atividade antialérgica contra
reagdo de hipersensibilidade tipo IV induzida por contato com 2,4 dinitrofluorobenzeno
(DNFB). Os extratos foram testados por via oral sob a forma metanélica a partir das
flores da Physalis angulata, em uma unica dose de 200 mg/Kg. Bastos e colaboladores
(2008) ao usarem o modelo experimental da bolsa de ar também mostraram o efeito
antiinflamatério do extrato aquoso da raiz dessa mesma planta em diferentes doses (0,5,
1 e 5 mg/Kg) em ratos adultos através de administragfio intraperitoneal. Os efeitos
observados foram diminui¢do do volume do exsudato, do nimero total de células, dos
niveis de 6xido nitrico e da inibicio de PGE2 (Bastos ef al. 2008). E interessante
ressaltar que as doses usadas por Bastos e colaboladores estavam bem abaixo daquela
usada por Choi e Hwang (2003) e foi também possivel descrever os mecanismos da

ac#io antiinflamatoria da planta.

Outra agdo bioldgica da planta foi atividade imunoduladora (Soares, et al.,
2003). Nesse trabalho, os autores usaram pela primeira vez, fisalinas purificadas (B, F e
G) isoladas do extrato etandlico de Physalis angulata em modelo de cultura de

macrofagos ativados por lipopolissacarideo e interferon-y. Os achados foram uma
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. redugdo substancial na produgio de 6xido nitrico. A fisalina B teve um efeito adicional

ao reduzir significativamente os niveis de TNF-o, interleucina-6 e interleucina-12.

Além disso, ja estd descrito na literatura a propriedade antileishmanicida da
fisalina B e F, inibindo o crescimento de Leishmania amazonensis em macréfagos
infectados com este parasita. Devido a esta atividade foi realizado em Abril de 2003,
junto ao Instituto Americano de propriedade intelectual (United States Patents),
deposito de patente com ntimero de processo 09417779, intitulada “Process for isolating
physalins from plants and pharmaceutical compositions containing physalins” que
reivindica o uso antileshimanicida. Este mesmo grupo realizou o deposito de patente no
Instituto Brasileiro de Propriedade Intelectual, com numero PI10404635-8, intitulada
“Processo para a obtengdo de esterdides seco derivados de ergostano™ que reivindica o

processo de obtencgdo de fisalinas.

Entretanto, até o momento o potencial farmacolégico dessa planta sobre o
sistema nervoso ndo foi estudado. A busca por novas classes de moléculas que tenham
impacto funcional direto em processos cognitivos estdo entre as prioridades da
neurofarmacologia. Nosso grupo, ao realizar investigagGes sistemdticas in vivo,
observou pela primeira vez um efeito neurogénico dessa planta em células-tronco
hipocampais de camundongos adultos. Usamos para isso, extrato aquoso (EA), extrato
etandlico (EE) e a fisalina D, que foi isolada pela primeira vez por Mulchandani em
1975. Portanto, descrevemos aqui, os métodos experimentais desenvolvidos para
obtencdo do efeito neurogénico do EA, EE e da fisalina D, nfio havendo na literatura
qualquer relato desses procedimentos. O efeito observado estd relacionado com a
producdo de células progenitoras no nicho neurogénico hipocampal de camundongos

adultos.

Neurogénese ¢ o processo pelo qual as células-tronco neuronais (CTNs),
multipotentes apresentam capacidade de auto-renovagfio e diferenciagéo nos principais
fendtipos celulares do SNC, como neurdnios, oligodendrécitos e astrécitos (Gage,
2000). As CTNs podem ser isoladas de muitas dreas do sistema nervoso de adultos, mas
em condigdes fisiologicas se localizam exclusivamente na zona subventricular do bulbo
olfatério (Lois & Alvarez-Buylla; 1993) e na zona subgranular do giro denteado
hipocampal (Zhao, 2008). E suposto que o microambiente da ZSG e ZSV apresenta

diversos fatores que permitem a diferenciagdo e a integragdo destes novos neurdnios
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(Zhao, 2008). Relatos na literatura t€ém demonstrado a presenga de células-tronco
neurais no cérebro de mamiferos adultos na zona subventricular e no giro denteado
hipocampal (Gage et al, 2002). Estas células apresentam a habilidade de proliferar e
diferenciar em neurdnios e glias (Ono et al., 2001). Ap6s amadurecimento, estas células
integram e formam conexdes neurais. A neurogénese no hipocampo envolve um
processo complexo, que ocorre no giro denteado, que se inicia com a proliferagédo de
CTNs na ZSG, seguido da diferenciacdo e espontinea migra¢do das células para a
camada granular e por ultimo a maturagdo com possivel sobrevivéncia ou morte das
células neurais (Eriksson et. al.,, 1998). No giro dentado de roedores, as células
neuronais recém-formadas na ZSG migram para a camada granular, onde se diferenciam
em células neuronais e aumentam suas proje¢des axonais para a édrea de CA3
hipocampal (Altman et al, 1965). Em ratos, células granulares imaturas estendem os
axOnios para CA3 entre 4-10 dias apés o inicio da mitose, enquanto que o processo de
maturagd@o dessas células formadas, da proliferacdo na ZSG, migragfo para a camada
granular e diferenciagio em célula neuronal, leva aproximadamente 4 semanas
(Cameron et al., 1993; Hastings e Gould, 1999).

No cérebro de roedores, foi feita uma abordagem quantitativa desses novos neurdnios
gerados e observou-se que aproximadamente nove mil novos neurdnios foram gerados,
o que significa dizer que ocorre um aumento de 3,3% ao més na populago de células
sub-granulares no GD (Kerpermann et al., 1997), enquanto que, em cérebros de
primatas adultos, estima-se que pelo menos 0,004% da populagfio neuronal na camada
de célula sub-granular so gerados por dia (Kornack & Rakic, 1999). Portanto, a taxa
relativa de neurogénese em macacos adultos é 10 vezes menor do que no GD de
roedores adultos (Kornack & Rakic, 1999). Em humanos adultos, a neurogénese no GD
foi comprovada através da técnica de imunofluorescéncia para BrdU em amostras de
tecido cerebral obtidas de pacientes que morreram de cancer. Eles usaram a técnica de
BrdU para avaliar a atividade proliferativa das células hipocampais e encontraram uma
forte marcagdo em fatias de GD. Entretanto, nesse estudo, ndo foi feito um estudo
quantitativo que pudesse estimar a percentagem de neurdnios gerados (Eriksson et al.
(1998).

Na ZSG, os progenitores hipocampais encontram-se opostos a camada de células
granulares que inclui neurdnios maduros e imaturos, dentro deste mesmo

microambiente h4 também astrécitos, oligodendrdcitos ¢ outros tipos de neurdnios
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(Zhao et al., 2008). Os astrdcitos do hipocampo desempenham um papel fundamental na
neurogénese da ZSG, promovendo a diferenciagdo dos progenitores neurais € a
integracfo in vitro desses novos neurdnios do hipocampo de ratos adultos (Song et
al.,2002). Além disso, neurogénese em adultos pode ser regulada por diversos fatores
fisiologicos e patolégicos, tais como estado emocional, alteragSes patologicas e
psicologicas (Christie & Cameron, 2006; Elder et. al., 2006). Em modelos de
neuroinflamagfio induzida pela administragfio periférica da endotoxina bacteriana
lipopolissacarideo (LPS) em camundongos adultos, observa-se uma intensa ativagfo de
células microgliais, que liberam citocinas proinflamatérias € promovem uma redugio
da neurogénese no giro denteado hipocampal, além de inibir a sobrevivéncia de células-
tronco (Monje et al.,, 2003; Bastos et al., 2008). A neurogénese também pode ser
influenciada pelo estado de humor do individuo, em situagdes como a depressdo, existe
uma reducdo no nimero de células em proliferagio na zona subgranular do giro
denteado. Em 1992, Gould e colaboradores, mostraram pela primeira vez que a diviséo
celula\r no giro denteado de ratos adultos é suprimida devido ao aumento no nivel de
cortiédsteréides, sendo freqiientemente elevado em animais que sofreram estresse ¢ em
pacientes com depressfo. Mudangas morfoldgicas no hipocampo também tém sido
demonstradas em resposta ao estresse, incluindo a atrofia e perda de neurdnios
piramidais de CA3 apds a exposigdo ao estresse fisico ou psicoldgico (McEwen, 1999).
O uso de medicamentos antidepressivos, entre eles a fluoxetina, revertem ou previnem
aredugdo da neurogénese induzida por estresse (Hen et al., 2006; Encinas et al., 2006;
Malberg et al., 2000). Desta forma, é possivel que a modulagdo da proliferagéo,
migraco e diferenciagfio de células-tronco neuronais seja uma estratégia muito
promissora em manter a plasticidade cerebral e a preservagio da capacidade de memoria
em pacientes com déficit de memoéria senil. Adicionalmente, existe uma progressiva
morte neuronal e uma reducfio na capacidade regenerativa do cérebro em doengas
neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson. Isso parece ocorrer devido a redugdo
na proliferagfio celular e formag#io de novos neurdnios no giro denteado (Lindvall &
Kokaia, 2006).

Hoje, existe uma busca incessante por novos farmacos que aumentem a
cogni¢fo, ou seja, substancias que influenciam e expandam a atividade cerebral, tais
como aprendizagem e memoria. Essas substincias devem ser de origem natural ou pelo

menos similares as substancias naturais encontradas endogenamente. Outro aspecto
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., importante é que essas drogas nfo sejam ilicitas e nem provoquem dependéncia

quimica. Essa patente descreve os procedimentos experimentais da physalina D e seus
extratos aquosos e etandlicos na promogdo e restauragfo da neurogénese no nicho
neurogénico hipocampal e sua interferéncia positiva em éareas relacionadas com a

aprendizagem e memoria.

Camundongos machos adultos, BALBc, com 6 a 8 semanas que foram mantidos em
caixas & temperatura ambiente; agua e comida ad libidum e ciclo de claro/escuro de 12
horas. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com o guia de cuidados

animais para laboratorio do comité de ética do ICB/UFPA.

A extragfo da FD se deu a partir das partes aéreas da Physalis angulata secas em
estufa com temperatura de 100°C, por dois dias, sendo posteriormente trituradas em
moinho, obtendo-se cinco quilogramas de material seco ¢ moido. Quatro quilogramas
deste material foram submetidos a trés extrages por maceragfo com hexano por 24
horas, seguido de filtragdo e evaporagdo do solvente em evaporador rotativo. Em
seguida, a partir do residuo, foi realizada uma extra¢iio por Sohxlet com alcool etilico
em sete ciclos de 8 horas. O solvente foi eliminado em evaporador rotativo obtendo 70
gramas do extrato etandlico (EE). Cento e cinqiienta gramas de material seco e triturado
foram colocados em 700 mililitros de 4gua e aquecidos até 100°C por 10 minutos. A
solugdo resultante foi liofilizada rendendo 2,7 gramas do material liofilizado (EA). Os

extratos EA e EE foram estocados ao abrigo da luz e da umidade.

Para a obten¢do de FD purificada, 50 gramas do EE foram fracionadas em
Coluna Cromatografica de silica gel, utilizando-se um litro das seguintes misturas de
solventes: Hexano/Acetato de etila 90:10 (F1); Hexano/Acetato de etila 70:30 (F2);
Hexano/Acetato de etila 50:50 (F3); Acetato de etila 100% (F4); Acetato de
etila/Metanol 80:20 (F5) e Metanol 100% (F6), obtendo-se, ap6s evaporago dos
solventes 71 mg de F1; 237 mg de F2; 950 mg de F3; 6,0 gde F4; 278 mgde F5e¢30 g
de F6. A FD foi obtida a partir de F5 através de fracionamento por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia, usando uma coluna de fase reversa C18 e fase moével

composta por uma mistura de 4gua e acetonitrila (75:25) com vazéo de 4,7 ml/minuto.

Para andlise proliferativa de células-tronco hipocampais os animais receberam
uma dose de 50mg/kg de BrdU por via intraperitoneal e diferentes doses do extrato de

P. angulata. Estes animais foram sacrificados com 24 horas e 7 dias apés a sua
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. administragdo. Este tempo é equivalente ao periodo de proliferagdo e diferenciagfo das

células-tronco hipocampais, respectivamente. Bromodeoxiuridina (BrdU) € um analogo
sintético da timidina que durante a fase-S do ciclo celular incorpora-se ao DNA da
célula. O nimero total de células BrdU-positivas foram quantificadas na camada sub-
granular do hipocampo que ¢ definida pela area (10pm-dois corpos celulares) entre o

hilo e a camada granular hipocampal em cada corte (Bastos et al, 2008).

Apds os animais serem eutanizados, estes foram perfundidos com solugo salina
seguido de paraformoldeido (PFA) a 4%. Os cérebros foram dissecados e pos-fixados a
4°C em PFA a 4% por 12 horas e depois crioprotegidos em sacarose a 20%. Os cérebros
foram fatiados a 40um em criostato. Para a imunohistoquimica de BrdU, as fatias foram
tratadas com HCl (2N) a 37°C por 20 min, seguido da neutralizagdo com Tampdo de
Borato de Sédio (0.15 M, pH 8.5) por 10 min. Apés serem lavados com Tampdo fosfato
salina (PBS), bloqueadas com solugio de BSA 2,5% por 2 horas em seguida as fatias
foram incubadas com anticorpo primario anti-BrdU por 12 horas em temperatura
ambiente. Em seguida as amostras foram incubadas com anticorpo secundério conforme

a especificidade do anticorpo primario utilizado.

Os hipocampos de ratos wistar (P1-P5) foram dissecados e dissociados
mecanicamente. As células viaveis foram semeadas em placas de 4 pogos (NUNC) na
densidade de 10° células/pogo contendo meio de cultura Neurobasal sem soro ou fator
de crescimento. Apds 24 horas as células foram lavadas e no grupo tratado foi
adicionado FD, enquanto que no grupo controle foi adicionado 10ng/ml de EGF e FGF-
2. As culturas foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO, e 95% de ar

atmosférico.

Com o intuito de determinar uma curva dose resposta dos extratos de Physalis
angulata e da FD na area neurogénica do Hipocampo, os animais receberam uma tinica
dose de 50mg/kg de BrdU por via intraperitoneal e foram sacrificados com 24 horas
ap6s a administragdio de EA. As doses usadas foram 0,1; 1 ¢ 5 mg/Kg. Houve um
aumento significativo do niimero de células BrdU-positivas no giro denteado nos grupos
tratados em relagéo ao grupo controle [Controle, 92.3 + 24.2 (n=9); EA 0,img/Kg,
160.7+ 21.4 (n=4); EA 1mg/Kg, 310.5 £ 4.6 (n=4); e Smg/Kg 519+27.7 (n=4), p<0,05].

Os resultados indicam que o extrato apresenta efeito proliferativo sobre as CTNs no giro
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denteado do hipocampo de camundongos adultos, sendo a dose que apresentou maior

eficécia foi de 5 mg/Kg.

Foi realizada também uma anélise qualitativa das células marcadas para BrdU no
giro denteado de camundongos adultos por microscopia de fluorescéncia. Nos animais
que receberam a dose de 0,1 mg/Kg foi possivel observar a formagfio de aglomerado
de células localizados apenas no giro denteado. Este aglomerado é uma das principais
caracteristicas do processo de neurogénese que se chama neurosfera. No grupo que
recebeu a dose de 5 mg/Kg, as células BrdU-positivas aparecem distribuidas ao longo
de todo o giro denteado hipocampal e¢ também foi observado a formacgfo de
aglomerados de células. No grupo controle, foi observado imunomarcagéo, mas em um

numero reduzido de células BrdU-positivas.

Para ratificar os resultados qualitativos obtidos anteriormente, usamos Hoescht,
um marcador fluorescente de niicleo celular, para ver se houve ou ndo uma sobreposigio
das imagens de células marcadas e formadas no giro denteado nos diferentes grupos
controle e experimental. A dupla marcagfo (BrdU e Hoescht) confirma a presenga de

novas células no Hipocampo.

E interessante ressaltar que os extratos utilizados aumentaram o numero de células
BrdU positivas no giro denteado hipocampal atuando unica e exclusivamente na ZSG,
regido do giro denteado localizada entre o hilo e a camada de células granulares que
corresponde ao local de proliferagdo de CTNs que se dividem e migram para a camada
de células granulares. No mesmo experimento, quantificamos o nimero de células BrdU
positivas em todas as sub-regides do giro denteado hipocampal (zona sub-granular,
camada de células granulares, molecular e hilo) e comparamos a capacidade
proliferativa dos extratos sobre as outras regides do hipocampo. Os resultados
mostraram que os extratos ou a substincia purificada atuam somente no nicho
neurogénico e ndo produzem proliferagfio ectopica, ou seja, a presenga de células fora
da camada sub-granular. A proliferagdo ectpica é considerada uma caracteristica
patolégica, que ndo foi o caso desse trabalho.

Para determinar se o EA na dose de 5Smg/Kg aumenta o nimero de células BrdU
positivas no giro denteado durante o periodo de diferenciagdio das CTNs, camundongos
adultos foram sacrificados 7 dias apds a administragdo de BrdU. Observamos que o

extrato promoveu um aumento significativo no nimero de células BrdU-positivas
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, quando comparado com o grupo controle [controle 98,75+7,2 (n=4) e 5 mg/Kg;

130,66+16,8 (n=4)].
Novamente foi realizada uma analise qualitativa das células marcadas para BrdU nesse
grupo de animais. Nos animais que foram tratados com 5mg/Kg constatamos a
formagdo de um aglomerado de células BrdU-positivas e a presenga destas
exclusivamente na ZSG do giro denteado do hipocampo, enquanto que no grupo
controle o numero de células marcadas estava reduzido.

Em seguida, foram realizados experimentos in vitro, com a substincia purificada
FD. Para este experimento, células hipocampais foram expostas a 10uM de FD por 24
horas ¢ em seguida as células foram imunomarcadas com anticorpo que evidencia a
presenga de células-tronco progenitoras, nestina. FD aumentou o nimero de células
nestina-positivas presentes na cultura. Esses resultados mostram que células tronco
hipocampais estdo se diferenciando em células progenitoras. Desta forma nossos
resultados demonstram que EE, EA e FD apresentam atividade neurogénica em modelo
in vivo e in vitro e, portanto, apresentam moléculas bioativas que sfio candidatos a

promoverem a restauragio da neurogénese no nicho neurogénico hipocampal.
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REIVINDICACOES

Uso da Fisalina D e dos extratos etandlico e aquoso na proliferacédo de células-tronco
neuronais do giro denteado reivindica os seguintes produtos:

1. Uso da Fisalina D e dos extratos etandlico e aquoso, caracterizado por ser para a
preparacdo de um medicamento para tratar doenca neurodegenerativa e/ou Alzheimer
e/ou demencias senis que promovam déficit de memoria e/ou morte de neurénios

hipocampais.

2. Uso da Fisalina D e dos extratos etanolico e aquoso na proliferacédo de células
tronco neurais do giro denteado de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por ser
nucleo de partida para a transformacdo de novas moléculas com a atividade neurogénica
para tratar doenca neurodegenerativa e/ou Alzheimer e/ou demencias senis que

promovam déficit de memdria e/ou morte de neurdnios hipocampais.

3. Uso da Fisalina D e dos extratos etandlico e aquoso na proliferacédo de células
tronco neurais do giro denteado, de acordo com a reinvidicacdo 1 e 2 caracterizado por
incorporar integralmente em formas farmacéuticas relativos ao uso como formas
farmacéuticas com efeito neurogénico para tratar qualquer doenca neurodegenerativa
e/ou Alzheimer e/ou demencias senis que promovam déficit de memoria e/ou morte de

neuronios hipocampais.

4. Uso da Fisalina D e dos extratos etanolico e aquoso na proliferacédo de células
tronco neurais do giro denteado, de acordo com a reivindicagdo 1, 2 e 3 caracterizado
por possuir acdo sinérgica com outra molécula ativa de modo a potencializar o efeito
neurogénico para tratar qualquer doenca neurodegenerativa e/ou Alzheimer e/ou
demencias senis que promovam déficit de memoria e/ou morte de neurdnios

hipocampais.

5. Uso da Fisalina D e dos extratos etanolico e aquoso na proliferacdo de células
tronco neurais do giro denteado de acordo com a reivindicacdo 1, 2, 3 e 4, caracterizado
por possuir efeitos e mecanismos com atuacdo em células-tronco em geral para tratar
doencga neurodegenerativa e/ou Alzheimer e/ou demencias senis que promovam deficit

de memoria e/ou morte de neurdnios hipocampais.
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6. Uso da Fisalina D e dos extratos etanolico e aquoso na proliferacédo de células
tronco neurais do giro denteado, de acordo com a reivindicagdo 1, 2, 3, 4 e 5,
caracterizado por ser fatores de crescimento em nichos neurogénicos e nao neurogénicos
para tratar qualquer doenca neurodegenerativa e/ou Alzheimer e/ou demencias senis

que promovam déficit de memoria e/ou morte de neurdnios hipocampais.
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