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RESUMO

A doenga de Alzheimer (DA) é considerada a patologia neurodegenerativa
mais frequente no mundo, e afetando principalmente idosos com idade superior a 65
anos, na qual o sistema nervoso central € comprometido. A DA é reconhecida pelo
déficit de memoria e pelo declinio da capacidade de raciocinio. O estresse oxidativo
desempenha um importante papel no desenvolvimento e progressdo da DA, e
antioxidantes podem ser relevantes na preveng¢ao e tratamento dessa doencga, com
isso, surge o Yacon, uma raiz tuberosa originada da regido andina, rica em
frutooligossacarideos (FOS) e compostos fendlicos. Popularmente a raiz é
consumida in natura e as folhas na forma de cha para o tratamento do diabetes e
disturbio do colesterol. No entanto, pouco se sabe sobre outras propriedades dessa
planta. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos neuroprotetores do
Yacon na neurotoxicidade induzida por AB em ratos Wistar suplementados com
extrato da folha e raiz do Yacon. Os animais dos grupos suplementados receberam
o extrato por gavage durante 14 dias consecutivos, no 15° dia os animais foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para injecéo intrahipocampal de B-amildide (AB).
A suplementagéao foi mantida por mais 10 dias, apds os animais foram eutanasiados.
Os marcadores de defesa antioxidante (CAT, SOD e GPx) foram avaliados no
hipocampo através de metodologias classicas. Os resultados encontrados
mostraram um aumento estatisticamente significativo (p<0,05) das defesas
antioxidantes (CAT, SOD e GPx) no hipocampo de ratos tratados com o extrato da
folha e raiz do Yacon em relagcdo aos demais grupos. Com isso, sugere-se um
possivel um efeito neuroprotetor do extrato do Yacon, uma vez que o estresse
oxidativo €& considerado uma das principais causas/consequéncias de

neurotoxicidade e progressao da AD.

Palavras-Chave:Alzheimer, Defesas Antioxidantes, Yacon.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is considered to be a more common
neurodegenerative disorder in the world, with the elderly being over 65 years old, in
whom the central nervous system is compromised. AD is recognized by memory
deficit and decline in reasoning ability. Oxidative stress plays an important role in the
development and progression of AD, and antioxidants may be relevant in the
prevention and treatment of the disease, resulting in yacon, a tuberous root
originated from the Andean region, rich in fructooligosaccharides (FOS) and a
compounds. Popularly the root is consumed in natura and as leaves in the way of
making the treatment of diabetes and cholesterol disorder. However, little is said
about the other properties of the plant. Thus, the objective of this work was to
investigate the neuroprotective effects of yacon on Ap-induced neurotoxicity in Wistar
rats supplemented with leaf extract and yacon root. The animals in the supplemented
groups received the probe extract for 14 consecutive days, on January 15, 1997,
when they underwent intraocular B-amyloid (AB) injection surgery. Supplementation
was performed for more than 10 days after the animals were euthanized. Antioxidant
defense markers (CAT, SOD and GPx) were evaluated in the hippocampus through
classical methodologies. The results obtained were a statistically significant (p <0.05)
significant of the antioxidants (CAT, SOD and GPx) without hippocampus of rats
treated with leaf extract and yacon root in relation to the other groups. Therefore, a
possible neuroprotective effect of yacon extract is suggested, since oxidative stress

is one of the main causes / consequences of AD neurotoxicity and progression.

Keywords:Alzheimer's, Antioxidant Defenses, Yacon.
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1. INTRODUGAO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma deméncia que esta cada vez mais
prevalente no mundo, sendo apontada como uma doenca crbnica e
neurodegenerativa do sistema nervoso central, reconhecida pelo déficit de memoaria
e pelo declinio da capacidade de raciocinio, aprendizagem, linguagem e outras
fungdes cognitivas (NANAWARE et al., 2017; WILLIAMSON et al., 2017).

Durante o envelhecimento, essa neurodegeneragcdo ocorre com mais
facilidade e com diferentes intensidades, dependendo das caracteristicas individuais
de cada pessoa. Alguns fatores como processos inflamatoérios, estresse oxidativo e
resposta imune podem influenciar nesse processo (CHEN e ZHONG, 2014). Apesar
da alta prevaléncia de DA em idosos, a populagao jovem também pode ser afetada.
Na DA ha presenca de placas senis extracelular que sao formadas por peptideo
beta-amiléide (AB) derivado da clivagem da proteina precursora de amilodide (APP)
por B- e y-secretases. AB se agrega facilmente, acumulando-se extracelularmente e
formando as placas AB(CORREA-VELLOSO et al., 2017; REITZ e MAYEUX, 2014).

Estudos mostram que o estresse oxidativo € uma condi¢cédo relevante no
inicio e avango da DA. A possibilidade mais aceita é que o acumulo de AB leva ao
estresse oxidativo e vice-versa (CHEN e ZHONG, 2014). Como o estresse oxidativo
€ essencial no prosseguimento da DA, antioxidantes podem ser relevantes no
tratamento dessa doenga (ZHAO e ZHAO, 2013).

Antioxidante caracteriza-se como “qualquer substancia que, quando
presentes em baixas concentracbes em comparacdo com as de um substrato
oxidavel, atrasa significativamente ou evita a oxidagdo do referido substrato”
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Podem-se apontar dois tipos de antioxidantes: os endégenos e 0s exégenos,
onde sdo responsaveis por auxiliar e reparar os danos nos tecidos causados pelos
radicais livres, interrompendo sua formacao, através da atividade sequestradora ou
estimulando a sua decomposicdo, limitando o risco do aparecimento e
desenvolvimento de novas doengas, como as neurodegenerativas (BHAT et al.,
2015; POPRAC et al., 2017). Por isso, a ingestdo de antioxidantes naturais tem sido

associada a varios efeitos benéficos a saude (GOMATHI et al., 2012).
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Conforme Sen et al (2010), o sistema de defesa antioxidante pode ser
enzimatico (catalase - CAT, superdxido dismutase - SOD, glutationaperoxidase -
GPx) ou ndo enzimatico (glutationa reduzida-GSH, vitamina C e E, polifenois). Nesse
contexto surge o Yacon (Smallanthus sonchifolius), uma raiz tuberosa (constituida
principalmente de agua, aproximadamente 70% do peso fresco, e carboidratos)
oriunda da regidao Andina da América do Sul, que se adapta a diferentes solos e
condicbes climaticas. Designa-se principalmente por ser rica em frutanos (inulina e
fruto-oligossacarideos), que agem como fibras soluveis, e acidos fendlicos, essa
composigao quimica confere ao Yacon importantes efeitos prebiotico e antioxidante
(BORGES et al., 2012; SANTOS et al., 2017). Estudos afirmam que tal raiz possui
atividades hipoglicemiantes, e, popularmente, ela vem sendo utilizada
principalmente para fins medicinais, areas farmacéuticas e tecnoldgicas, e uso
pessoal, por ser considerado um alimento funcional e benéfico a salude (CORREA et
al., 2009).

12



2.
21

OBJETIVOS
GERAL

- Avaliar a atividade antioxidante de ratos com neurotoxicidade induzida

pela proteina B-amildide (AB) suplementados com o extrato do Yacon

(Smallanthus sonchifolius)

2.2

ESPECIFICOS

- Determinar a atividade da enzima antioxidante catalase (CAT) no hipocampo de
ratos induzida pela proteina B-amiléide (AB) suplementados com o extrato da folha

e raiz do Yacon;

- Determinar a atividade da enzima antioxidante superéxido dismutase (SOD) no
hipocampo de ratos induzida pela proteina B-amiléide (AB) suplementados com o

extrato do Yacon;

- Determinar a atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase (GPx) no
hipocampo de ratos induzida pela proteina (-amiléide (AB) suplementados com o
extrato do Yacon.
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3. REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOENCA DE ALZHEIMER

A doencga de Alzheimer (DA) é a patologia neurodegenerativa mais prevalente
no mundo, onde, estima-se que, aproximadamente, 24 milhdes de pessoas ja foram
atingidas, estando os idosos entre as principais vitimas. A previsao € de que esse
quantitativo cresga estrondosamente nos proximos anos (REITZ e MAYEUX, 2014).
Tendo em vista que em torno de 90% dos casos tém inicio apés os 65 anos de
idade, considera-se que esta enfermidade tem o envelhecimento populacional como
um fator de risco para o seu desenvolvimento. Deste modo, entendemos que a DA
mantém relacao diretamente proporcional ao aumento da idade (SAYEG, 2012).

A DA foi diagnosticada primeiramente em 1906, por Alois Alzheimer como um
"processo de doenca grave peculiar do cortex cerebral" (HIPPIUS e NEUNDORFER,
2003). Atualmente a DA é considerada uma doenga crdnica, progressiva e
neurodegenerativa, caracterizada pelo défict de memodria e a queda de outras
fungdes cognitivas, onde se destacam o pensamento, a percepc¢ao, a orientagcéo, o
raciocinio, a aprendizagem, a linguagem, a imaginacdo e o julgamento
(NANAWARE, 2017).

Segundo Chen e Zhong (2014), a neurodegeneragédo ocorre com diferentes
intensidades e de forma natural durante o envelhecimento, e depende das
caracteristicas distintas e especificas de cada pessoa. Alguns fatores como
processos inflamatdrios, estresse oxidativo e resposta imunolégica podem
influenciar nesse processo. Quando afetadas, as células neuronais especificas
apresentam disturbio e ébito, contribuindo diretamente para o desenvolvimento da
DA (CORREA-VELLOSO et al., 2017). Apesar de ser considerada uma doenca de
pessoas idosas, onde atinge uma faixa etaria entre 65 e 85 anos, pode do mesmo
modo afetar mais jovens (ZHOU et al., 2016).

Na DA ha a presenca de placas senis extracelulares compostas de agregados
filamentosos da proteina B-amiloide (AB). A AB se agrega espontaneamente,
acumulando-se extracelularmente e formando as placas Ap (CORREA-VELLOSO et
al., 2017). Fortes evidéncias sugerem que esse excesso de proteina AR € um dos

principais aspectos fisiopatolégicos da DA, apesar da patogenia nao estar totalmente
14



clara (ZHOU et al., 2016). Por isso, estudos apontam que o falecimento costuma
ocorrer entre 6 e 12 anos apos o inicio da doenga, normalmente por uma
complicagéo da imobilidade ou por embolia pulmonar e pneumonia (HARDMAN et
al., 1996).

A perda da integridade do reticulo endoplasmatico ou a perturbagdo na
funcao, devido ao estresse oxidativo, pode ser causada pelo acumulo de proteinas
nao dobradas e por mudangas na homeostasia do calcio dentro dessa organela
(PASCHEN e FRANDSEN, 2001). Evidéncias indicam que as mitocdndrias possuam
um papel indispensavel em doeng¢as neurodegenerativas, devido ao seu papel na
regulacdo da morte celular (MICHAEL et al., 2006). O aumento de relatos clinicos e
experimentais sugere que o estresse oxidativo pode apresentar um papel importante

na degeneracgao neuronal, em doengas como a DA (ALIEV et al., 2013).
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2.2 ESTRESSE OXIDATIVO

Radicais livres (RL) sdo produzidos naturalmente através do metabolismo
aerdbico e exercem inumeras fungdes bioldgicas. Quando ha produgéo exacerbada
dessas espécies que supera a capacidade antioxidante surge o estresse oxidativo
(HALLIWELL e WHITEMAN, 2004; OTUNOLA et al., 2014). O dano causado pelos
radicais as biomoléculas pode ocasionar em alteracdo nas propriedades da
membrana, disfuncéo protéica, mutagdes e até morte celular; devido esses efeitos o
estresse oxidativo pode estar relacionado a doengas neurodegenerativas (FISCHER
e MAIER, 2015).

A formacédo de radicais livres acontece via acao catalitica de enzimas,
através dos processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismo
celular e pela exposicao a fatores exégenos, como por exemplo, alcoolismo, dieta,
tabagismo radiagcdo e ultravioleta. Na condicdo de pro-oxidante a concentragéo
desses radicais pode aumentar devido a deficiéncia dos mecanismos antioxidantes
ou pela maior geracao intracelular (CERUTTI, 1991).

Os RL caracterizam-se pela sua excessiva instabilidade e elevada
reatividade e tendem ligar o elétron ndo-pareado, doando (redutores) ou retirando
(oxidantes) elétrons a partir de outras moléculas proximas da sua formacao (REIS et
al., 2008). Tais radicais livres cujo elétron desemparelhado situa-se centrado nos
atomos de oxigénio ou nitrogénio sao designados ERO (espécies reativas de
oxigénio) e ERN (espécies reativas de nitrogénio).

Os mecanismos de geracao de RL ocorrem principalmente nas mitocdndrias,
sendo capaz de acontecer também em membranas celulares e no citoplasma. Na
mitocdndria, o oxigénio sofre uma reducao tetravalente, com aceitagdo de quatro
elétrons, ocasionando a formagao de agua. A enzima catalisadora dessa reagao € a
citocromo oxidase. Aproximadamente 2% a 5% do oxigénio metabolizado nas
mitocdndrias sdo desviados para outra rota metabdlica, e reduzidos de forma
univalente, originando os RL como o anion superéxido (BARBOSA et al., 2010). Eles
podem também derivar de fontes externas, tais com o tabagismo, a exposi¢cao aos
raios X, alcool e outros produtos quimicos industriais (OTUNOLA et al., 2014).

No organismo, a geragao de RL esta circundada em processos fisiolégicos

importantes, como a producdo de energia via adenosina trifosfato (ATP), regulagéo
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do crescimento celular, fagocitose, sintese de substancias bioldgicas importantes e
sinalizagao intercelular (BARREIROS et al., 2006). Entretanto, quando em altas
concentragoes, essas espécies reativas (ER) podem resultar em dano oxidativo nas
macromoléculas celulares, incluindo proteinas, lipidios e DNA, e, podendo levar a
morte celular subsequente (GASPAROTTO et al., 2014).

As principais ERO dividem-se em dois grupos, os radicalares (com um ou
mais elétrons desemparelhados): hidroxila (OHe) superdxido (Oze ), peroxila (ROOe)
e alcoxila (RO¢); e os ndo-radicalares: oxigénio (O), peréxido de hidrogénio (H»0,) e
acido hipocloroso (HCIO). Dentre as ERN incluem-se o 6xido nitrico (NOe), 6xido
nitroso (N2O), acido nitroso (HNO), nitritos (NO> ), nitratos (NO3 ) e peroxinitritos
(ONOO ). Enquanto alguns deles podem ser altamente reativos no organismo
atacando lipidios, proteinas e DNA, outros sdo reativos apenas com os lipidios
(ARUOMA, 1998).

O organismo encontra-se sob estresseoxidativo quando ocorre um
desequilibrio entre os sistemas pré-oxidantes e antioxidantes, de modo que os
primeiros sejam predominantes (SIES, 1986).

A producgdo constante de radicais livres durante os processos metabdlicos
leva ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para
estabelecer os niveis intracelulares e impedir a inducdo de danos (SIES, 1993). Os
antioxidantes sao agentes responsaveis pela inibicdo e redugdo das lesbes
causadas pelos radicais livres nas células.

Devido a essa capacidade de oxidar diretamente biomoléculas, estudos vem
demonstrando que o estresse oxidativo € uma condigao relevante no inicio e avanco
da DA. A teoria mais aceita € que o acumulo de AP leva ao estresse oxidativo e vice-
versa (CHEN e ZHONG, 2014). Dessa forma, como o estresse oxidativo é essencial
no prosseguimento da DA, antioxidantes podem se tornar relevantes no tratamento e
prevencao dessa doenca (ZHAO e ZHAO, 2013).

17



2.3 DEFESAS ANTIOXIDANTES

Antioxidante, em baixas concentragdes em comparacdo com as de um
substrato oxidavel, € como qualquer outra substancia que, quando presente, evita ou
atrasa a oxidagcédo do referido substrato (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Os
antioxidantes sao agentes responsaveis pela inibigdo e redugdo das lesbes
causadas pelos radicais livres nas células. O sistema de defesa antioxidante pode
ser enzimatico ou ndo enzimatico ambos minimizam o efeito nocivo das ERO por
varios mecanismos antioxidantes (SEN et al., 2010).

O sistema de defesa antioxidante tem o propdsito de manter o processo
oxidativo dentro dos limites fisiologicos, impossibilitando que os danos oxidativos
aumentem. Os mecanismos de geragao de radicais livres ocorrem, sobretudo, nas
membranas, no citoplasma celulares e nas mitocondrias (KOURY e DONANGELO,
2003).

O excesso de RL no organismo é combatido por mecanismos de defesas
antioxidantes que sao produzidos in vivo ou absorvidos da dieta (HALLIWELL,
2008). Os antioxidantes enddgenos e exdgenos auxiliam e reparam os danos nos
tecidos causados pelos radicais livres, interrompendo sua formacdo, através da
atividade sequestradora ou estimulando a sua decomposic¢éo, limitando o risco do
aparecimento e desenvolvimento de novas doengas, como as neurodegenerativas
(BHAT et al., 2015; POPRAC et al., 2017). E a ingestdo de antioxidantes naturais
tem sido associada a varios efeitos benéficos a saude (GOMATHI et al., 2012).

Existem trés sistemas enzimaticos antioxidantes, dentre eles; o primeiro
sistema é SOD (superoxido dismutase) constituido por dois tipos de enzimas que
catalisam a desmutacdo do radical anion superéxido O, , convertendo-o em
oxigénio e peroxido de hidrogénio (BABIOR, 1997). No organismo, existem duas
formas de SOD, a primeira contém Cu®* e Zn?** como centros redox e acontece no
citosol; e a segunda, que contém Mn?* como centro redox, ocorre na mitocéondria e
sua atividade aumenta com o estresse oxidativo. O segundo sistema antioxidante &
corriqueiro, sendo formado pela enzima catalase (CAT), que atua na dismutagéo do
peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua (BARREIROS et al., 2006)

O terceiro sistema € composto pela glutationa (GSH) que pode ser

considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da
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célula, protegendo-a contra a lesao resultante da exposigdo a agentes como ions
ferro (GALLEANO e PUNTARULO, 1995), em conjunto com duas enzimas, a
glutationa redutase (GSH-Rd) uma etapa essencial para manter integro o sistema de
protecao celular, e a glutationa peroxidase (GSH-Px) com a presenga de selénio na
enzima (seleno-cisteina) salienta a importancia desse metal e sua atuacdo como
antioxidante no organismo. Ainda, tendo em vista que a glutationa opera em ciclos
entre a sua forma oxidada e a sua forma reduzida (BARREIROS et al., 2006), esse
sistema também catalisa a dismutagdo do perdxido de hidrogénio em agua e
oxigénio. As enzimas CAT e GPx agem com o propdsito o de impedir o acumulo de
peroxido de hidrogénio.

A producdo das enzimas antioxidantes necessita da presenca de niveis
adequados de minerais como zinco, cobre e selénio, além de quantidades
suficientes de proteinas de alta qualidade e vitaminas. Tanto o cobre quanto o zinco
sao particularmente importantes para a producao da superoxido dismutase dentro da
mitocéndria, onde a maior parte dos radicais livres é produzida, e o selénio é
essencial para a formagao da glutationa peroxidase. Além disso, tanto a vitamina C
quanto as vitaminas do complexo B sdo importantes para a producao de catalase
extra. Com a insuficiéncia de vitamina B6 (piridoxina), por exemplo, o organismo nao
tem como produzir glutationa peroxidase (BIANCHI E ANTUNES, 1999).

Um desequilibrio na geragdo de espécies reativas de O, pode estar
relacionado com o desenvolvimento e a progressao do Alzheimer, porém, nédo se
sabe ainda qual mecanismo antioxidante pode estar envolvido (POWERS et al.,
1999). A inclusdo de antioxidantes naturais na dieta € de suma importéncia, e esta
relacionado com a diminuicdo do risco do desenvolvimento de doencas associadas
ao acumulo de radicais livres (POMPELLA, 1997).
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2.4 YACON

Yacon é uma planta Andina, cultivada principalmente na América do sul
(Colébmbia, Equador, Peru, Bolivia e noroeste da Argentina), possui também cultivo
expandido por outros lugares do mundo, como nos Estados Unidos, Europa, Nova
Zélandia, Japao, entre outros (BORGES et al., 2012). Tal planta é utilizada como
alimento e para fins medicinais (OJANSIVU et al., 2011). Da mesma maneira,
Oliveira et al (2009) demonstraram que o consumo de extrato aquoso de raizes de
Yacon pode aumentar o colesterol HDL (Lipoproteina de alta densidade), reduzir o
colesterol total, triglicerideos e outras lipoproteinas.

Denominada de Compositae, o Yacon é pertencente a familia Asteraceaee
seu nome cientifico é Smallanthus sonchifolius. E uma espécie extremamente
adaptavel quanto ao clima, altitude e tipo desolo, sendo que sua alta resisténcia ao
frio e a seca esta relacionada a grande quantidade de carboidratos de reserva nos
orgaos subterraneos. Chegou ao Brasil, por volta de 1989, na regidao de Capao
Bonito (SP), trazida por imigrantes japoneses, que faziam uso das folhas e raizes
para tratamento do diabetes (OLIVEIRA et al., 2009), visto que no caule do Yacon
ha a presenca de inulina, podendo ser um substituto natural do acucar na
alimentacéao de diabéticos (MACHADO et al., 2004).

Ainda, na medicina popular, raizes tuberosas do Yacon sédo usadas na forma
de cha (VALENTOVA et al., 2003). Em varios paises existe uma grande variedade
de produtos derivados das raizes de Yacon, como farinha, produtos desidratados,
fatias ou "Chips", cha (folhas secas), sucos, purés e adogantes na forma de xarope
com um alto teor de frutooligossacarideos (FOS) (DELGADO et al., 2013).

O Yacon possui raizes tuberosas (FIGURA 1) constituidas principalmente de
agua (aproximadamente 70% do peso fresco) e carboidratos, suas raizes
assemelham-se as de batata doces e também apresentam sabor adocicado € uma
polpa mais firme. Diferente da maioria das outras raizes tuberosas no qual o
principal carboidrato de reserva € o amido, o Yacon é rico em FOS, sendo, portanto,

considerado um alimento funcional (OJANSIVU et al., 2011).
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Figura 1: Fotografia das Raizes de Yacon, produzidas em Alegrete/RS

Fonte: O autor

Alimentos funcionais sdo aqueles que podem contribuir para a manutencao
da saude além de desempenhar um papel potencialmente benéfico na reducao do
risco de doengas (MORAES e COLLA, 2006). Além disso, as raizes do Yacon —
principalmente as folhas (FIGURA 2) — sdo ricas em compostos fendlicos, sendo
estes responsaveis por inumeros efeitos benéficos na saude humana. Estudos
fitoquimicos demonstraram que os principais compostos antioxidantes presentes no
Yacon s&o o acido clorogénico, ferulico, caféico e triptofano (ARNAO et al., 2012;
TAKENAKA et al., 2003). Ainda, segundo Valentova et al. (2003), o conteudo de

compostos varia de acordo com o tipo de extracao.
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Figura2:Fotografia das Folhas de Yacon, produzidas em Alegrete/RS
Fonte: O autor

Durante o processamento destes produtos, ¢é preciso controlar o
escurecimento enzimatico que esta relacionado com a oxidacdo de compostos
fendlicos principalmente pela enzima polifenol oxidase (PPO), sendo este, o maior
responsavel pela perda da qualidade do produto, atualmente as principais
alternativas para contornar esse problema é por tratamento térmico, uso de
antioxidantes ou ambos (NEVES e SILVA, 2007). A desidratagdo € o mais indicado,
sendo realizado o mais rapido possivel apés a colheita (SCHER et al., 2009).Dessa
maneira, devido a todas essas caracteristicas e particularidades, o Yacon vem se
destacando como um alimento com inumeras fung¢des, devido, principalmente a sua
composicao fitoquimica (ALMEIDA et al., 2015).
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4. METODOLOGIA

As raizes de Yacon foram fornecidas pela Emater/RS.

Extrato hidroalcodlico das folhas e raizes do Yacon foram obtidos a partir de
etanol a 70%: agua (v/v). As raizes foram lavadas, descascadas e secas a 37°C por
5 e 72 horas, respectivamente, e colocadas em contato com o solvente por 7 dias no
escuro. O extrato foi filtrado e concentrado sob pressado reduzida utilizando um
evaporador rotativo a 40°C, a porgcao de agua restante foi liofilizada. O liofilizado foi
armazenado a -70°C até utilizagao posterior. O p6 liofilizado foi diluido em agua para
administracdo aos animais.

Para este estudo, foram utilizados 48 ratos Wistar machos, com 60 dias de
idade, provenientes do biotério da UFSM, os quais foram divididos em 6 grupos de 8
animais cada. Durante o tratamento, os ratos ficaram alojados em caixas plasticas
coletivas, a temperatura ambiente, umidade e ciclo de luz (12:12h luz-escuro), com
acesso gratuito a 4gua da torneira e alimentado com dieta padrao ad libitum.

O projeto possui parecer favoravel da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA-UNIPAMPA), sob o numero 040/2015.

Os grupos foram divididos conforme descrito a seguir:

e G1 (controle): animais ndo suplementados e submetidos a cirurgia para

injecao de solugao salina intra-hipocampo (farsa);

e G2 (YR): animais suplementados com extrato de raiz de Yacon (40 mg/kg) e

submetidos a cirurgia para injecado de solugao salina intra-hipocampo (farsa);

e G3 (YL): animais suplementados com extrato de folha de Yacon (40 mg/kg) e

submetidos a cirurgia para injecéo de solugao salinaintra-hipocampo;

e G4 (AB): animais nao suplementados e submetidos a cirurgia para injecao

intra-hipocamal de AB;

e G5: (YR + AB): animais suplementados com extrato da raiz Yacon (40 mg/kg)
e submetidos a cirurgia para injegao intra-hipocamal de AB;
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e - G6: (YL + AB): animais suplementados com extrato de folha de Yacon (40

mg/kg) e submetidos a cirurgia para injegéo intra-hipocamal de ARB.

Os animais dos grupos suplementados receberam o extrato por gavage
durante 14 dias consecutivos, no dia 15, os animais foram submetidos a cirurgia
estereotaxica para injecao intra-hipocampo de A ou solugéo salina. Os animais dos
grupos G1 e G4 também receberédo gavage, mas apenas com o veiculo, sem extrato
de planta.

A injecao da proteina AB para mimetizar uma das principais caracteristicas
da DA foi feita por cirurgia estereotaxica com administragdo intra-hipocampal de
dose unica (2uL) de proteina AR (fragmento 25-35), utilizando uma bomba de
infusdo e seguindo as coordenadas da Atlas de Paxinos e Watson (1986). Todo o
procedimento foi realizado com animais previamente anestesiados com Cetamina e
Xilazina, administrados por via intraperitoneal (IP), com doses de 0,75 mg/kg e 0,10
mg/kg, respectivamente. Uma vez confirmado o plano anestésico do animal, este foi
fixado no dispositivo estereotaxico onde a assepsia do couro cabeludo era realizada
com etanol a 70% e PVPI. Apds as cirurgias, os animais foram colocados de volta
em suas caixas e mantidos em observacgao por 10 dias.

A suplementacao foi mantida por mais 10 dias, tempo necessario para
agregacao de AB e formacao de placa, e em seguida eutanasiados.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada segundo descrito por Aebi
(1984), da superdxido dismutase (SOD) e (GPx) utilizando kits comerciais

(RANDOX Brasil LTDA), no homogenato do hipocampo dos ratos.
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5. APRESENTAGAO DA PESQUISA E ANALISE DOS RESULTADOS

A Figura 3 mostra os resultados dos biomarcadores de defesa antioxidante
enzimatica (SOD, CAT e GPx) e ndo enzimatica (GSH). O grupo AB demonstrou
atividades com baixa atividade antioxidante e niveis reduzidos de GSH. No entanto,
houve um aumento significativo (P <0,05) na atividade dessas enzimas e niveis de
GSH nos grupos YR + AB e YL + AB em comparagao ao grupo AB (P = 0,0001;
Figura 3A, 3B, 3C, 3D ).

Estudos indicam que a folha de Yacon apresenta importantes efeitos
antioxidantes em diferentes ensaios (SUGAHRA et al., 2015). Neste estudo, os
grupos do tipo DA tratados com Yacon mostraram um aumento das defesas
antioxidantes no hipocampo. Assumimos que os efeitos neuroprotetores do Yacon
estdo relacionados a sua atividade antioxidante, uma vez que o estresse oxidativo &
considerado uma das principais causas de neurotoxicidade e progressao da DA
(NANAWARE et al., 2017).

O excesso de radicais livres no corpo é neutralizado por mecanismos de
defesa antioxidante que sao produzidos in vivo ou absorvidos pela dieta
(HALLIWELL, 2008). O sistema de defesa antioxidante minimiza o efeito prejudicial
de espécies reativas por varios mecanismos antioxidantes (SEN et al., 2010). Entre
os antioxidantes enzimaticos mais importantes estdo SOD, CAT e GPx e nao
enzimaticos para GSH (SHARMA et al., 2012).

Um estudo demonstrou que pacientes com Alzheimer que consumiram
diariamente uma bebida com alto poder antioxidante por 8 meses aumentaram os
niveis de GPx e SOD e diminuiram as proteinas carbonilas (RUBIO et al.,
2016).0utro estudo em modelo animal da DA tratado com 6 g de uva-passa (rico em
compostos antioxidantes) por 60 dias demonstrou melhora da memaria espacial e
reduziu os niveis de MDA no plasma (GOL et al., 2017). O melhor efeito observado
com a suplementacdo com extrato de folhas pode ser justificado pela maior
concentracao de flavondides de apigenina nas folhas em relagdo a raiz, uma vez
que estudos recentes indicam que este composto possui um importante efeito
neuroprotetor contra varios fatores relacionados a progressao da DA (BALEZ et al.,
2016). Nossos achados corroboram com um estudo realizado, em que modelos de

DA de ratos foram tratados com apigenina, por gavage oral de 40 mg / kg / dia por
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12 semanas e observaram que o tratamento impedia déficits de memodria ao
melhorar o aprendizado e aumentar a atividade das enzimas antioxidantes (ZHAO e
ZHAO, 2013).

0.25-
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5 o 0.15-
= 2 0.10-
= a
< 3 005
b w 0.
0.00-
&
&
1) 13
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FIGURA 3 - Marcadores de defesas antioxidantes em ratos com neurotoxicidade
induzida por beta-amildide apds tratamento com extrato de Yacon. Em A: atividade
SOD; B: atividade de CAT; C: atividade GPx; D: niveis de GSH. As comparacgdes
foram feitas como; a: Significativamente diferente do Grupo 1; b: Significativamente
diferente do Grupo 2; c: Significativamente diferente do Grupo 3; d:
Significativamente diferente do Grupo 4; e: Significativamente diferente do grupo 5.

P <0,05 foi considerado significativo
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Os tratamentos com folhas e raizes de yacon melhoraram os parametros de
defesas antioxidantes no hipocampo dos animais. A suplementacido do extrato
hidroalcodlico da folha de Yacon mostrou ter um maior efeito neuroprotetor quando
comparada com a raiz. Sendo assim, o Yacon mostrou-se um candidato com futuro

promissor na prevengao e/ou tratamento da doenga de Alzheimer.
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