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RESUMO

Hoodia gordoniipassou a ser consumida ha séculos, com o inteipyamover uma reducao
do apetite e da ingestdo de agua e comida, e at@m®atuais € utilizada para este fim, em
diversos paises. O presente estudo buscou inveptigaiveis alteragcbes comportamentais e
metabolicas em roedores tratados céionodia gordonii, em diferentes periodos de
tratamento. Para avaliar o peso corporal do aninaébs foram pesados diariamente, no
periodo do tratamento e mensurado o peso, a imgdst@gua e comida. Para investigar as
alteracdes comportamentais (ansiedade e depress@&oyoquimicas, os camundongos foram
submetidos aos tratamentos de 1, 8 e 15 dias ldoodia gordoniipor via oral (25 e
50mg/kg), e em seguida realizados os testes coampentais de Labirinto em Cruz Elevado
(LCE), Campo Aberto (CA) e outros grupos de camuagds foram submetidos ao teste do
Nado Forcado (NF). Com intuito de investigar o dwimeento com o0 sistema
monoaminérgico, no efeito dd. gordonii sobre a depressdo, os camundongos foram pré-
tratados com antagonistas especificos para reesptier dopamina e D,, de noradrenalina
ay € ap, de serotonina 5SHE, 5HT,anc, 5HT3a NO teste do nado forcado. Além disso, outros
grupos de camundongos foram pré-tratados Elmodia gordoniipor 1,8 e 15 dias e uma
hora apods tiveram o corpo estriado removido paédissnda concentracdo de monoaminas,
através da técnica de HPLC e o hipocampo parazagdlh de experimentos de estresse
oxidativo, por quantificacdo dos niveis de glutaéioeduzida, atividade da enzima catalase,
niveis de nitrito/nitrato e malonildialdeido. Featizado também teste de citotoxicidade pelo
método colorimétrico do MTT e estudo de genotoxidiel (DNA) em linfécitos humanos. Os
resultados revelaram que o extrato reduziu o pemwral dos animais, bem como a ingestao
de agua e comida. Nos testes comportamentais,volosee um possivel efeito ansiogénico
no LCE. No teste do campo aberto ocorreu uma reddgéatividade locomotora no 15° dia
de tratamento e no teste do nado forcado um edetidepressivo-simile nos trés tempos de
tratamento, observado pela reducdo do tempo deilideate. Este efeito antidepressivo foi
revertido com o pré-tratamento de antagonistas dnemgrgicos, serotonérgicos e
dopaminérgicos utilizados no estudo. O extrato pren um aumento na concentracao de
noradrenalina e serotonina em corpo estriado deumdomgos apos 1 dia, e aumento de
dopamina, noradrenalina e serotonina apos 15Maavaliacdo do estresse oxidativo, ndo se
observou alteracbes nos niveis de malonildialddMDA), na concentracdo da enzima
catalase, e da glutationa reduzida, e foi possiggficar uma reducdo na concentracao de
nitrito em ambas as doses utilizadas, em hipocadgpeamundongos nos trés tempos de
tratamento. N&o causou alteracdes histopatologiepéticas e renais em camundongos, apos
administracdo aguda nas doses de 550 e 2000 nigglsgconcentracdes de 50 a 200ug/mL
nao desenvolveu citotoxicidade e no teste de ggrimodade ndo foi capaz de alterar o DNA
celular de linfocitos humanos. Pode-se concluir gie®dia gordonii mostrou resultados
satisfatorios em roedores. Entretanto, € necess&galizacdo de outros estudos para garantir
a seguranca no uso do extrato e futuramente pessa beneficios a populacao.

Palavras - chave Anorexia. Transtornos de Adaptacdo. Ansiedadenddminas Biogénicas.



ABSTRACT

Hoodia gordoniihas become consumed centuries, in order to proancgduction in appetite,
due to reduced food and water intake. Even today @onsumed in many countries. The
present study investigated possible behavioral methbolic alterations in rodents treated
with Hoodia gordoniiin different treatment periods. To evaluate bodight, the rats was
weighted daily during the period of treatment andasured water and food intak&o
investigate the behavioral (anxiety and depressaod)neurochemical changes, the mice were
tested for 1,8 and 15 days of treatment wiihodia gordonii (25 and 50mg/kg, oral), the
experimental models being performed in the Elev&ied Maze (EPM), Open Field (OP) test
and other group mice submitted the Forced Swimr{iid) test.In order, to investigate the
involvement with the monoaminergic system, the migere pretreated with specific
dopamine R and B; a; anday, of noradrenaline, serotonin Skl SHT,a2c, SHT3a receptor
antagonists in the forced swimming telst.addition, other groups of animals were pretreéate
with H. gordoniifor 1,8 and 15 dayandafter one hour, the striatum were removed for HPLC
analysis of monoamines and hippocampus for therarpats of oxidative stress, such as
enzymatic activity quantification of low levels gfutathione, catalase enzime, nitrite/nitrate
and malondialdehyde levelsThe citotoxicity (MTT) and genotoxicity (DNA) test was
conducted in human lymphocytes. The results shotwat] the extract reduced the body
weight of the animals, as well as, food and watéake. In the behavioral testingpodia
gordonii presented anxiogenic effect in the EPM, reducedrwtor activity on day 1, 8 and
15 of treatment and antidepressant-like effect dlfte first dose administration, with reduced
immobility time. It was interacted with noradrenergic, dopaminergic andotseergic
receptors used in this study. The extract promatethcrease in levels of norepinephrine and
serotonin in the striatum of mice after 1 day, andreased monoamines dopamine,
noradrenaline and serotonin after 15 days. Theatixiel stress was not able to alter the levels
of malondialdehyde (MDA), catalase, reduced gluteit in the hippocampus of mice,

leduced the concentration of nitrite in both dosseduin the three treatment times. The
cellular DNA of human lymphocytes was not changgdgordonii did not cause liver and
kidney after administration of doses 550 and 200@/km histopathology changes.
Concentrations of 50 at 200ug/mL did not develdptokicity and genotoxicity test, was not
able to change the cellular DNA of human lymphosyté can be concluded thatoodia
gordonii showed great results in rodents. However, otheties it’s necessary to ensure the
safe use of the extract, and it can be approvediin our country.

Keywords: Anorexia. Adjustment disorders. Anxiety. BiogeMonoamines.
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H,O’ - radical hidroperoxila

H.O; - peroxido de hidrogénio

HPLC -High Performance Liquid Cromatographic
HVA - 4cido 4-hidroxi-3-metoxi-fenilacético

IMC - indice de massa corporal

I.p. - via intraperitoneal

LCE - Labirinto em Cruz Elevado

LDH - lactato desidrogenase

LDL-colesterol - lipoproteinas de baixa densidade
mMA - miliamperes

MAOA - monoamina oxidase A

MDH - malato desidrogenase

mL - mililitros

mM - milimol

UM - micromol

MDA - malonildialdeido



MTT -3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometde tetrazolina
NADPH - fosfato de dinucleotideo de nicotinamidadenina reduzido
NE - noradrenalina

NEBA - Numero de entradas nos bracos abertos

nm - namometro

nM- nanomol

PEBA - Percentagem de entradas nos bragos abertos

POMC - pré-6pio-melanocortina

PTBA - Percentagem de tempo de permanéncia nogsabertos
PVN - Nucleo paraventricular

O, - radical superoxido

OECD -Organisation for Economic for Co-operation and Dieypenen
OH' - radical hidroxila

RNA - 4cido ribonucléico

rpm - rotagdes por minuto

SCGE -Single - cell gel electrophoresis

SNC - Sistema nervoso central

SOD - superéxido dismutase

TBARS - substéncias reativas ao acido tiobarbitiric

TPBA - Tempo de permanéncia nos bracos abertos

V- volts

VLDL-colesterol - lipoproteinas de muito baixa delasle

Vv.0. - via oral
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1. INTRODUCAO

1.1. Sobrepeso e obesidade: 0 uso de anorexigenos

Atualmente, tem-se observado uma elevacdo doseBdle excesso de peso e da
obesidade no mundo todo, afetando aproximadameftebithdes de individuos com
sobrepeso e 500 milhdes de obesos no mundo todoO(WAd11l). A obesidade é
caracterizada como uma doenca cronica, multifdfoeaatualmente representa um dos
maiores desafios de saude publica em todo o mhganorama brasileiro tem revelado que
as prevaléncias de sobrepeso e obesidade cresderaraneira alarmante nos ultimos anos,
representando 51% da populacéo adulta, aumentami@ddade até os 54 anos, em ambos
0s sexos (BRASIL, 2013). Associado a estas condigiiicas, é valido ressaltar o
surgimento de comorbidades corbiabetes mellitus hiperlipidemia, hipertensdo arterial,

doencas degenerativas e algumas formas de cariRaily(E2004).

Em decorréncia da multifatoriedade (fatores geagtiambientais, sociais e culturais)
referente ao sobrepeso e obesidade, muitas s@wnaasfde tratamento para tais condi¢cdes
clinicas, incluindo a intervencdo no estilo de va meio de programa alimentar e de
atividade fisica, sempre com o objetivo de melhargualidade de vida do individuo obeso e
diminuir os riscos de doencas e de morte (BRAY &BERWAY, 1999). Somente na
impossibilidade de adeséo a essa abordagem clfi@dicularmente nos casos mais graves, a
prescricdo de medicamentos anorexigenos (farmagespgpvocam supressdo do apetite,

diminuindo ou abolindo o0 mesmo) deve ser considge(&¢HO, 2006).

Os agentes farmacolégicos atualmente disponiveis paratamento da obesidade
agem por diferentes mecanismos. Existem aquelesltgram o balango energético através
da diminuicdo da ingestdo de alimentos pela indidé apetite que sdo os farmacos
anorexigenos. Os termogénicos sao aqueles que ageentando a energia despendida por
acelerar o metabolismo basal, enquanto outros tasnagem ainda reduzindo a absor¢éo de
nutrientes a partir do trato gastrintestinal (KORC& REITZ, 1999). Os anorexigenos de
acado central sdo farmacos catecolaminérgicos diesvalas anfetaminas, no qual estédo
incluidos o femproporex, anfepramona e mazindde€edicamentos agem estimulando a
liberacdo e/ou bloqueando a recaptacdo de dopaotmaconsequente estimulagédo do centro
de saciedade nas é&reas hipotalamica e limbicardbro&(MANCINI & HALPERN, 2002).
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Embora n&o aprovados formalmente como drogas asiddde, diversos outros
medicamentos sdo também utilizados para este fim, domo a fluoxetina e sertralina
(antidepressivos), o topiramato (anticonvulsivgnta) efedrina (amina simpatomimeética
proibida para este fim) e a cafeina (metil-xant{WVe#)LDING et al, 2004; QUEIROZ, 2008).

Novas drogas anorexigenas destinadas ao tratamergobrepeso e obesidade estédo
em fase avancada de estudo, com resultados proesssmmo a lorcaserina, um agonista
seletivo do receptor 5HE (SMITH et al, 2009), antagonistas do neuropeptidio Y
(MACNEIL, 2007), agonistas beta-3-adrenérgicos (OBAA et al, 2007), dentre outros. E
valido destacar que varias substancias usadas emulé® emagrecedoras apresentam
substancias oriundas de plantas, e na maioria akiss sdo contra-indicadas e/ou proibidas
por falta de estudos que confirmem eficacia e dewads inUmeros efeitos colaterais
induzidos. Como exemplo tem-se a cascara sagRttaT(nus purshian®.C.), o cha verde
(Camellia sinensi), o guaranaRaullinia cupang, o salgueiro-brancdg@lix Albg e, dentre
varias outras, a espédimodia gordonii(QUEIROZ, 2008).

1.2.Hoodia gordonii

As espécies do génetdoodia sdo vegetais com talos suculentos e protegidos por
espinhos; possuem flores exuberantes e podem afcangmetro de altura. Por sua notavel
similaridade com as espécies da familia Cactacestes vegetais tém sido erroneamente
referidos como “cactos” (BRUYNS, 200Hloodia gordoniié uma das treze espécies do
género Hoodia, pertencente a subfamilia Asclepiadoideae da kamApocynaceae
(ENDRESS & BRUYNS, 2000).

O consumo daddoodia gordoniié milenar entre os nativos de tribos indigenas sul
africanas, sobretudo pel@&ishmengda tribo San, que habitavam (e alguns ainda hmabita
atualmente) as proximidades do deserto de Kalatarifrica Austral. OsBushmense
alimentavam da planta para reprimir o apetite deréongas expedicdes de caca no deserto
africano do Kalahari. Em tais jornadas, estes podmsse alimentavam durante dois ou trés
dias de cacas, mas mascavam 0 suculento calt®altia gordoniie tinham a sua fome e
sede suprimidas (MOHLAPé& al, 2009).
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FIGURA 1. Imagens deHoodia gordonii. (A) Arbusto Hoodia gordoniino deserto de
Kalahari, semirido do sul da Africa, com alguma floracdo. Fonte:
http://www.tradeavail.com/ (B) Floragcdo exuberante deHoodia gordonii. Fonte:
http://www.weight-loss-secret.cor(iC) Detalhe das flores exuberantes roxas palidaseFont
http://www.fastweightlossreviews.net/blog/2009/@4tfweight-loss/

Em 1937, um antropdlogo holandés que estudavatossala tribo San observou e
notificou o uso deH. gordonii como supressor de fome e sede. Em uma reativagse d
projeto, em 1986, as espécies do gémhrodiaforam novamente investigadas, o que levou a
estudos futuros conduzidos pelos pesquisadoresdih S\frican Council for Scientific and
Industrial Research (CSIR) e a identificacdo decomposto ativo desta planta. A substancia
foi batizada como P57 e a sua indicagdo como stqredo apetite foi patenteada pelo
pesquisador Van Heerden e colaboradores, em 1988 (WYEERDEN, 2008). Antes disso,
ainda em 1997, a empresa de biotecnologia ingksdopharmfoi licenciada para uma
colaboracdo com o CSIR nas pesquisas referentggogsiedades anorexigenas Ha
gordonii. O acordo comercial concedeu Rhytopharm o direito de desenvolver e
comercializar o P57 no mundo todo, enquanto o G8t&e os direitos de comercializagéo
(LEE & BALICK, 2007).

Em 1998, a empresa farmacéutiefizer adquiriu os direitos d&hytopharmpara
também desenvolver e comercializar o P57 como wogadpotencialmente emagrecedora.
Cinco anos apos, em 2003, a empré&daer devolveu os direitos &hytopharm e
descontinuou as pesquisas com o P57, cujas raafeftoram completamente esclarecidas.
Nesse interim, ao ser informado da possivel exgdorale seu conhecimento, a tribo San
ameacou processar o CSIR por biopirataria, aleganto falha no cumprimento das regras
da Convencdao sobre Biodiversidade, que exigem setimento autorizado prévio de todas

as partes interessadas, inclusive descobridoresu&rias originais. Em marco de 2002, a
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Phytopharmchegou a um acordo com o0s nativos San restantes/éa do qual eles,

reconhecidos como guardides do conhecimento toaditiassociado a plantd gordonii
receberiam uma parte dasyaltiesfuturos (LEE & BALICK, 2007).

FIGURA 2. Estrutura molecular do P57 ou P57ASB-[B-D-tevetopiranosil-(&> 4)-D-

cimaropiranosil-(3>4)--D-cimaropiranosiloxy] -1Z3-tigloiloxi-14p-hidroxi-pregn-5-em-
20-one), um glicosideo esteroidal com propriedashesexigenas presente IHagordonii.

(A) Anéis glicosidicos{B) Nucleo esteroidal. Fonte: adaptado de Van Heegtlah, 2007
e Van Heerden, 2008.

Além do seu uso milenar como supressor de apetigede, diversos outros usos
tradicionais dessa espécie tém sido relatadospogialacdo africana, incluindo o tratamento
de colicas abdominais, hemorroéidas, tuberculosaheties e também como afrodisiaco e
estimulante do humor (FOLDEN, 2008). No entantas atiimos anos, &oodia gordonii
tem suscitado enorme interesse de consumidorestistés e industrias (farmacéuticas e
alimenticias), devido a sua provavel propriedadeexigena, sugerida com base em achados
etnofarmacologicos e demonstrada em recentes sst\d®N HEERDEN et al, 2007;
MOHLAPO et al., 2009).

Extratos deH. gordonii demonstraram uma notavel capacidade para aumantar
saciedade em varios estudos animais, tornandogredientes atrativos na confeccdo de
produtos naturais destinados ao controle do pespoi. Embora ainda preliminares,
estudos demonstram que 0s principais constituiate®s presentes nos extratos lde
gordonii consistem de glicosideos esteroidais (DALL'ACQUANNOCENTI 2007; VAN
HEERDEN, 2008), no qual at¢é o momento, 24 deleanfioisolados e quantificados por
diferentes autores (DALL’ACQUA & INNOCENTI, 2007; AN HEERDEN et al, 2007;
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ABRAHAMSE et al, 2007). Nesses estudos, observa-se que aind@@ndma nomenclatura
em comum para os glicosideos encontrados no extesiogordonii

Embora, atualmente, extratos #k gordonii e seus constituintes isolados sejam
frequentemente apresentados em produtos da iralfstmacéutica e alimenticia (AVULA
et al, 2006), estudos cientificos referentes as sugipdades bioldgicas e farmacoldgicas
ainda sdo escassos na literatura. Experimentos destireza comecaram a surgir apés a
patente do primeiro produto dotado de proprieda@sexigenas contendo o composto P57
(VAN HEERDEN et al, 1998). Estudos subsequentes confirmaram estatagébém em
extratos provenientes de outras espécies do gétmodia (TULP et al, 2001). Patentes
relativas a atividade anti-diabética e ao tratameetdano gastrico através do uso de extratos
de H. gordoniiforam também desenvolvidas (HORAd al, 2001; RUBIN, CAWTHORNE
& BINDRA, 2002).

Recentemente, experimentos com ratos utilizandgtrate bruto e o glicosideo P57
durante um periodo de oito dias mostraram uma &sdsggnificante do consumo e massa
corporal dos animais, quando comparados aos gmgrusole tratados apenas com veiculo
(VAN HEERDEN et al, 2007). Para investigar se 0 composto ativo iasténando em nivel
de sistema nervoso central (SNC), MACLEAN & LUO @20 injetaram o P57 diretamente
no terceiro ventriculo cerebral de ratos. Eles magsam uma reducdo de 50-60% na ingestao
de alimentos durante um periodo de 24 h, a quahdompanhada por um aumento da
concentracdo de adenosina trifosfato (ATP) no Kipaio dos animais. Ainda nesse estudo,
foi demonstrado que o P57 reverteu a reducdo de Wormalmente observada ap6s uma
dieta hipocalodrica. Os autores apontam o ATP coombef de sensagcdo energética, o que
causaria as respostas neurais, enddcrinas e aglaaeiapropriadas, e concluiram que, pelo

menos em parte, este seria um provavel mecanisragaeanorexigena ¢t gordonii.

Até o presente momento, poucos sdo 0s estudosificemente reconhecidos
realizados em seres humanos para investigar deseti uso dél. gordoniie seus derivados
na perda de peso (BLOMt al, 2011). Um relato da empregdytopharmdivulgou os
resultados de um estudo randomizado, controladglpeebo, realizado com 18 individuos
sob condi¢cdes de dieta controlada com o P57, popanindo total de 15 dias. Os resultados
preliminares desta pesquisa indicaram uma redugadisante na media diaria de ingestéao

de calorias no grupo tratado com o P57 (LEE & BAK]JQ007). Outro estudo com mulheres
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em sobrepeso que usaradin gordonii por 15 dias ndo apresentaram alteracdo do peso em
comparagao ao grupo controle (BLGial, 2011).

Apesar dos diversos produtos contendHo gordonii oferecidos pela industria
alimenticia e farmacéutica em varios paises do musabretudo nos Estados Unidos, onde
ela é vendida livremente, estudos validados peatauoidade cientifica ainda ndo constataram
a sua eficacia e seguranca, de modo que tais pdudio possuem registro como
medicamento em nenhuma parte do mundo. Devidaedast no Brasil, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determinou, em t¢od territdrio nacional, a proibicdo de
propagandas veiculadas em todos os meios de comgani¢RDC/ANVISA n° 423, 2007),
bem como proibiu a manipulacdo de todos os prodatosase deHoodia Gordonii
(RDC/ANVISA n° 424, 2007)

1.3 Funcao das monoaminas na regulacdo do peso

A descoberta do envolvimento do sistema monoamut@rgerotonina, dopamina e
noradrenalina) em diversas fung¢fes fisiolégicasna@ma regulacdo da ingesta alimentar,
favoreceu ao desenvolvimento de medicamentos adibg no tratamento da obesidade que
atuam neste sistema (CUADR&# al, 2001; HALPERN & MANCINI, 2003). Dentre as
monoaminas, a serotonina recebe destaque em ndgietite, pois a inoculacdo de agentes
serotoninérgicos no hipotalamo resulta na dimimuida ingesta alimentar, assim como a
utilizacdo de antagonistas conduz a efeito opddHBOWITZ et al, 1988; LAVIANO &
MEGUID, 2003).

A 5-HT apresenta controle sobre a fome e a sactedadves de diversos receptores,
com diferentes fungfes. Existem sete familias elifids de receptores de 5-HT, e em algumas
dessas familias ha varios subtipos, principalmentereceptores 5-HTe 5-HT,, que s&o
responsaveis pela reducao da ingestdo alimentpre @ comprovado pela administracéo de
agonistas serotoninérgicos como quipazina, metafeloilpiperazina e d-norfenfluramina no
nucleo paraventricular (SCHELLEKENS al, 2012).

Evidéncias farmacologicas tém sugerido que receptorHT,, diferentemente dos 5-

HT, ou 5-HT;, sdo o subtipo de receptor responsavel pelososfaia serotonina no
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comportamento alimentar, na regido do hipotdlamdiah¢ERREIRA & GOMES, 2009). O
que foi demonstrado pela administracdo de injep@eéricas, ou no hipotdlamo de agentes
serotonérgicos, ou antagonisfasdrenérgicos, que apresentam uma relativa afiaiqbeot
receptores 5-Hil significantemente reduziram a atividade supresdorapetite (HAMMER

et al, 1990). Os receptores 5-ksTmodulam a liberacdo enddégena de ambos os agomistas
antagonistas dos receptores da melanocortina, @tieipam do controle da homeostase do
peso corporal (ABIZAIDet al, 2006).

O receptor 5-HIc parece ser o mais importante na relacdo entrest@gealimentar e
balanco energético. Camundongos desprovidos desse tgrnam-se obesos e epiléticos,
engquanto o uso de agonistas com atividade no @cBgtiT,c produz uma diminuicdo na
ingestao alimentar (SCHELLEKENS& al, 2012; HEISLERet al, 2007). Agindo por meio
de seu receptor 5-Hd, a serotonina ativa diretamente a clivagem dadpid-melanocortina
(POMC). Pelo receptor 5-Hg, a serotonina hiperpolariza e inibe, no ndcleai@ago, o
neuropeptideo Y e o peptideo AgRP, deprimindo astréssédo inibitoria gabaérgica do
horménio estimuladora-melanécito ¢-MSH) e transcricdo reguladora de cocaina e
anfetamina (CART). Estes mecanismos associadosupead saciedade e estimulo a
termogénese. Por isso estes receptores tém sigstigemdos no tratamento da obesidade
(COLLINS et al, 2002).

Recentemente, o papel do receptor 5diMfa homeostase da glicose também foi
relatado em roedores. Estudos farmacoldgicos gigesdénostram efeito direto do receptor 5-
HT,c sobre a homeostase da glicose. Demonstrou-se raeihdolerancia a glicose em ratos
tratados com inibidores da recaptacdo da serotoAimateracdo entre serotonina e leptina na
homeostase da glicose faz do sistema serotonéumgicpossivel alvo para o tratamento de
diabetes e obesidade (SCHELLEKENS al, 2012). E quando ocorre polimorfismo neste
receptor é observada uma desregulacéo no contrgdessh (ROSMONIL2t al, 2004).

No entanto, a serotonina desempenha também muitesss duncdes fisiologicas e por
esse motivo, agentes serotoninérgicos, como a raibuta, fenfluramina, sertralina e
fluoxetina possuem varios efeitos colaterais, olomiga o uso dessas substancias como drogas
antiobesidade. Dentre os efeitos colaterais, dastae a hipertensdo pulmonar, a cefaléia, a
constipacdo, a nausea e a hipertensdo arterial EEQH: LEFEBVRE, 1999), que estédo
associados a estimulacdo dos receptores serotoo®rgE doencas valvares devido a
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estimulacao de receptorgs como no caso da fenfluramina e dexfenfluramindY&sRAND
et al, 1989).

Um estudo com microdidlise identificou a relagdo digpamina e serotonina na
alimentacg&o, no qual foi observada uma liberagacr@nizada (um aumento) de dopamina e
serotonina na regido do hipotdlamo, no periodo am ap animais estavam alimentados e
durante o jejum, ja no momento da ingesta alimeméara uma reducdo da liberacdo destas
monoaminas (FETISSO\Wt al, 2000). O que vem mostrar a estreita relacdoaslest

monoaminas durante 0 momento de alimentacgéo e jeguragido do hipotalamo.

O sistema dopaminérgitambémdesempenham importante papel na motivacéo de
comportamentos, inclusive do comportamento alime@aonsumo de alimentos aumenta os
niveis de dopamina no cérebro de animais e de hsnéato este relacionado as sensagdes
de prazer. Animais de laboratério modificados genatiente para nao produzir dopamina
mostram uma estreita relacéo: perdem a motivagixamt de comer e acabam morrendo de
inanicdo. A medida que seu cérebro recebe dosgsljpas do neurotransmissor, voltam a se
alimentar normalmente (DILEONE, 2009). Camundonkgyusckoutspara o transportador de
dopamina (com consequiente nivel de dopamina ekilaceelevado) mostraram maior
disponibilidade para trabalhar por uma recompetisaeatar (CAGNIARD et al, 2006),

demonstrando a importancia da dopamina na regukdgéentar.

As areas cerebrais envolvidas com o comportamethitoerdar relacionada a
dopamina sdo principalmente a regido nigroeskri@énentacdo) e regido mesolimbica
(aspectos da alimentacdo — motivacdo e recompe(B@HWARTZ et al, 2000;
PALMITER, 2007).

Estudo utilizando imagens de cérebro humano temtratws que as reducdes nos
receptores dopaminérgicos EBm sido associadas com a obesidade, mas estagesdnao
estdo claras se sdo causas, ou consequéncias sidadee(WANGet al, 2001). Animais
obesos com déficit de receptores dpresentaram um comportamento alimentar compullsivo
voltado principalmente para o consumo de alimersi@isorosos (JOHNSON & KENNY,
2010). Os receptoreszOambém parecem participar e interagir com Vvarios principais
mensageiros de sinalizacdo (como a insulina, la@igrelina) na modulagédo da recompensa e

saciedade obtida através da ingestédo de alimenttsNOS et al., 2008).
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Tem sido proposto que a relagdo da obesidade cgemética pode ser mediada por
uma atividade dopaminérgica anormal no hipotalanM®LKOW et al, 2008). O
polimorfismo de alguns receptores de dopaminadd genoétipo A1ALl e A1A2 (alelo Al)
parece estar associado com a obesidade e as eaglémticam que os individuos portadores
desse alelo tém a densidade dos receptoresdDzida no cérebro em comparagdo com outros
individuos (BARNARDet al, 2009).

Sabe-se que o0s obesos apresentam uma menor dikpgadé dos receptores da
dopamina, quando comparado com 0s grupos contiolen@ alteracdo na expresséo destes
receptores (FRANKet al, 2005) e que ha uma relacdo linear inversa emtseibtipo de
receptores de dopaming Disponivel e do indice de massa corporal (IMC)ANDS et al,
2008).

Duas hipodteses tém sido propostas para explicaduc@o na atividade dos receptores
dopaminérgicos em pacientes obesos. A primeiratéspoé a de que hiperatividade cronica
das vias dopaminérgicas em individuos obesos e hdown regulationde receptores,
como acontece de forma semelhante no desenvolhindentesisténcia a insulina em pacientes
obesos. A segunda hipétese propde que uma defeiprimaria em receptores de DA, pode
levar a uma baixa estimulacdo dos circuitos dem@enmsa, resultando em excessos como uma
forma de compensacdo, conhecido como "sindrome efeciéhcia de recompensa”
(GOLDFIELD; LORELLO & DOULCET, 2007).

Geigeret al (2008) em sua pesquisa sobre a neurotransmisg@mihérgica em ratos
alimentados com uma dieta para produzir obesiddiééa(incluiu alimentos com alto teor de
carboidratos e gordura) concluiu que o sistema mopEgico mesolimbico desempenha um
papel critico na hiperfagia, de preferéncia a didtgercaloricas e consequente obesidade
gerada por este tipo de alimentacdo, uma vez qiee gggpo de animais mostrou uma
diminuicdo da neurotransmissdo dopaminérgicanaceo accumbeng corpo estriado. O
estudo também descobriu que os animais podem rastmporariamente 0s niveis de
dopamina comendo alimentos com alta palatabilidadequal tém grandes quantidades de

gorduras e carboidratos.

Outro trabalho de Geigest al. (2009) mostrou que as deficiéncias no sistema de
dopamina no mesencéfalo de ratos propensos a ablesi$tdo em locais diferentes no inicio

de vida do individuo. Os autores concluem que uicitiéa neurotransmissao dopaminérgica
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mesolimbica € um componente essencial e uma posiigie fendtipo neuroquimico para a
obesidade. E os excessos, como a liberacdo de d@panuma resposta comportamental e
aumento compensatorio central em conjunto, reforgaimportancia da motivacdo e vias
reguladas pela recompensa para além da regulac@eoktatica do apetite e alimentacdo no
hipotalamo e, reforcando o argumento de que a dd@sipoderia ser abordada como um vicio
e ndo s6 como um desequilibrio metabdlico.

Por fim, a noradrenalina também esta envolvida osrmecanismos que controlam o
comportamento alimentar (WELLMAN, 2000). A ativagdo eixo hipotalamico-hipofisario
adrenal e ativagdo simpético-medular leva a litierage adrenalina pela medula adrenal e
noradrenalina das terminagdes nervosas na ciraulRghpostas da catecolamina ao exercicio
representam uma das diferencas comuns relatadas etividuos obesos e normais
(TENTOLOURIS; LAITIS & KATSILAMBROS, 2006). Na verde, parece que, homens e
mulheres adultos obesos apresentaram significagitlen maiores concentragcdes de
adrenalina e noradrenalina em repouso e resposiiasdaixas de adrenalina e noradrenalina a
varios estimulos diferentes, tais como a ingest& alimentos e exercicio fisico
(SALVADORI et al, 2003). A mobilizacado de lipidios durante o eksoc é dependente
principalmente do aumento da atividade simpaticerza que leva a liberacdo de adrenalina
pela medula adrenal e liberagdo de noradrenaliadedminacées nervosas para a circulagao
(CRAMPESet al, 2003).

Estudos farmacoldgicos tém demonstrado que drogasagmentam a noradrenalina
enddgena reduzem o consumo alimentar (MARGULES);IGEHLERTet al, 1998). Além
disso, a adrenalina inicia a lipdlise através deaefio de receptorgs3 do tecido adiposo, o
que leva ao efeito final de hidrdlise dos triacdgiois em acidos graxos livres e glicerol.
Desta forma, é crescente a pesquisa por novos dasregonistas beta-3 seletivos para o
tratamento da obesidade (MARUYAMéet al, 2009). Mutacdo no receptps estd associado
com dificuldade na perda de peso (SHIWAKUal, 2003). Em relacdo aos receptoses
adrenérgicos, existe uma relacdo que a reducdogestéio de alimentos produzidos pela
sibutramina é em grande parte devido ao aumentttiddade noradrenérgica ao nivel dos
receptoresi; (JACKSONet al, 1997), este tipo de receptor também parece estanvido
no aumento da atividade cardiovascular (WOOLARRL, 2004).

Assim, dados prévios que evidenciam alteracfes cdarmpentais € monoaminérgicas
conseguentes ao uso de varios agentes anorexigstifisam a proposta da atual pesquisa de
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investigar o comportamento das monoaminas ceretuagte o tratamento de animais com

H. gordonii.

1.4. Ansiedade e depresséo na obesidade

Autores relatam que existe uma estreita relacdo sdmimento de sintomas
depressivos ou de ansiedade durante a obesidadees&sas obesas sS40 em muitos casos
considerados alvos de preconceito e discriminagagye contribui para o surgimento de
disturbios psicossociais (TEICHMANBL al, 2006). A sintomatologia da ansiedade é pouco
relatada na literatura em pacientes obesos. Esflilmico recente tem verificado um indice
maior desta patologia em homens negros do caribaukheres negras africanas que
apresentavam sobrepeso e nao foi observada nentelegdo do surgimento de depresséo
nestes individuos (ASSARI, 2014). Pesquisa readizanl Brasil, com pacientes internados,
encontrou uma associacao de ansiedade com patlrgmicas, e a obesidade correspondeu
a 71,43% dos casos (GULLIC&t al, 2013). Neste caso, o0 ato de comer é justificamno
uma maneira de reduzir esta ansiedade, mostrandganho de peso corporal associado ao
nivel de ansiedade (CAPITAO & TELO, 2004).

Em relacdo a depressao, as pesquisas retratamsest@acao. Autores utilizaram trés
escalas de depressdo em um estudo clinico e waeaific uma relacdo da presenca de
obesidade abdominal com o surgimento da depregddbBERG et al, 2002), o que foi
verificado também por Hainest al. (2006). E quando ocorre esta associacdo, osemdic
maiores ocorrem no sexo feminino. Entretanto, peadores ndo esclarecem bem esta

relacéo.

Esta sintomatologia pode estar associada tambéns@de medicamentos. Pesquisa
mostra que sintomas de ansiedade e depressaoteonsi® frequentes manifestacées iniciais
da sindrome de abstinéncia ao uso continuado detésuias psicoestimulantes, como a
cocaina ou drogas anorexigenas derivadas da amatd8OFUOGLUet al, 2005). Estas
manifestacbes clinicas sdo conseqiéncias de @ksrageuroadaptativas (transitérias ou
persistentes) em determinadas areas cerebraigsdesupelo uso repetido da droga, as quais
podem predizer o comportamento de busca durantedpsrde abstinéncia (TANEt al,
2004).
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Vale salientar que as monoaminas estao envolviaéisiopatologia da obesidade e da
depressao, e a literatura afirma que farmacos ssadotratamento da depressédo estéo
também sendo testados no tratamento da obesid&d82@s59, inibidor de recaptacdo de
dopamina e noradrenalina, esta sendo investiganm ¢armaco anti-obesidade, mostrando
resultados satisfatorios (SPRAGGS al, 2005). A riboxetina, usada no tratamento da
depresséao e da dor cronica foi administrada ermténlios sadios e foi capaz de estimular a
secrecao de cortisol mais em homens que em mulffREsLL et al, 2005; TSE & BOND,
2005) e foi identificado um caso de reducdo de pmwomulher que ndo apresentava
sobrepeso (LWt al, 2005).

Diante desta perspectiva, o presente estudo igeasa acao del. gordonii(1, 8 e 15
dias de administracdo) em camundongos, no test@mado forcado, bem como foram
utilizados farmacos antagonistas de monoaminasipagatigar possivel interagao.

1.5. Estresse oxidativo relacionado a obesidade @ @so de anorexigenos

Como referido anteriormente, a obesidade é recafdnelcoje como importante
problema de saude publica, desde que acarreta imgiroemorbidades associadas, tais como:
hipertenséo arterial, diabetesellitustipo 2, doencas cardiovasculares, dentre tantaasou
Muitas dessas condicdes clinicas estdo relacionaddteracdes metabolicas bioquimicas,
incluindo distarbios no metabolismo da glicosgjlitérides e colesterol. Desta forma, além
de apresentar eficacia comprovada na reducdo do pesgporal, um medicamento
clinicamente Util para o tratamento da obesidaderiietambém promover uma melhoria das
condicbes médicas associadas ao sobrepeso, asoqusistem em fatores de risco aos
individuos obesos (RADOMINSKdt al, 2012). Tais consideracfes justificam a invegfiga
das altera¢gBes bioquimicas e histopatologicaszidds pelo uso dd. gordonii proposta no

presente trabalho.

O estresse oxidativo pode ser definido como umidigi que ocorre entre o balanco
pro-oxidante e antioxidante favorecendo o primeileyando a reacdes potencialmente
deletérias em lipidios, proteinas, acido ribongdé{RNA) e acido desoxirribonucléico

(DNA). Essas reacdes podem incluir peroxidacacagaos graxos das membranas celulares,
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oxidacdo dos grupos sulfidrila e inativagdo enzicaa(WWARNER; SHENG & HABERLE,
2004).

Destaca-se que as espécies reativas do oxigéniOEso0 encontradas em todos os
sistemas bioldgicos. Em condic¢des fisiologicas daatmolismo celular aerébico, o, Gofre
reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatrooetresultando na formacdo deCH
Durante esse processo sao formados intermedi&atisas, como os radicais superoxide (O
), hidroperoxila (HO") e hidroxila (OH) e o peréxido de hidrogénio £6,). Normalmente a
reducdo completa do,@corre na mitocéndria, e a reatividade das ERQisuéralizada com
a entrada dos quatro elétrons (HALLIWELL & GUTTERP1990; HALLIWELL, 1992).
Quando néo controladas, as ERO’s atacam muitacufedémportantes, incluindo enzimas,
lipidios de membrana e DNA. O processo de oxidatgdcidos graxos poliinsaturados da
membrana celular (lipoperoxidacdo) pode compromederestrutura da membrana,
danificando-a ou eventualmente causar uma comgkgfuicdo, culminando com a morte
celular. Vale salientar que o cérebro € um alvdepeacial do processo peroxidativo, pois
apresenta uma grande quantidade de acidos grajassaoirados (HALLIWELL, 1992,
FERREIRA & MATSUBARA, 1997; NAFFAH-MAZZACORATTIet al, 2001).

Sabe-se que os mecanismos de defesa contra as &ROBrnecidos por enzimas
como a superoxido desmutase (SOD), catalase, igh#igperoxidase (GSH-Px) e glutationa
redutase (GSHRd) e outros agentes antioxidante amrtripeptideo glutationa reduzida
(GSH), o acido ascoérbico, a albumina¢ocoferol (vitamina E), que normalmente mantém
essas espécies sob controle (HALLIWELL & GUTTERIDGE992; FERREIRA &
MATSUBARA, 1997; MOSLEYet al, 2006).

A catalase € uma hemeproteina citoplasmatica gaéiseaa reducédo do perdxido de
hidrogénio em agua e oxigénio (SCO#&fTal, 1991). Pode ser encontrada em varios 0rgaos
como o cérebro, sangue, figado, rim e medula éSseaatividade é dependente de fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPHut&lona peroxidases (GSH-Px) séo as
principais enzimas responsaveis pela remocao déxiger de hidrogénio, formada pela
superéxido desmutase (SOD) no citosol e mitocondriperéxidos organicos para seus
correspondentes alcoois, formados pela convers@tutitiona reduzida (GSH) a glutationa
oxidada (GSSG) (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).
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A glutationa (GSH, Ly-glutamil-cisteinil-glicina), um tripeptideo formad por
residuos de glicina, cisteina e acido glutamicastexem concentragdes milimolares em todas
as células do ser humano e tem outras acdes imfEstao metabolismo de xenobibticos e na
sintese de leucotrienos (HALLIWELL, 1994). GSH pai considerada um dos agentes
mais importantes do sistema de defesa antioxid#aecélulas, pois protege contra a leséao
resultante da exposi¢do a agentes como ferro, mi¢@perbarico, radiacdes ionizantes e luz
ultravioleta (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Além deduzir a suscetibilidade a lesao
renal decorrente da isquemia e reperfusao; trarespareserva de cisteina e detoxificacdo de
agentes quimicos e eliminacdo de produtos da lipgmcdo, também atua na sintese de
DNA, proteinas e algumas prostaglandinas (SHARBIL, 1990).

Dentre os componentes mais atingidos pelo estresskltivo estd a membrana
celular, devido a peroxidacéo lipidica, que cautsaagdes na estrutura e permeabilidade das
membranas. Consequentemente ocorre perda de isielddwna troca de ions e liberacdo do
conteudo de organelas, como as enzimas hidrolidicadisossomas e formacéo de produtos
citotoxicos como o malonildialdeido (MDA), levandamorte celular. A peroxidacéo lipidica
também contribui para o surgimento do envelhecimentdoencas neurodegenerativas.
Entretanto, nem todos esses processos sao prajadmpis seus produtos sao importantes no
processo inflamatorio, na reagdo em cascata cooido aracdonico, porém o excesso destes
produtos pode ser prejudicial ao organismo (NAKANAJ& LIPTON, 2009).

Os antioxidantes podem atuar em inUmeros aspeetqeatecdo contra os radicais
livres. O mecanismo de defesa primordial é evitlormacao destes radicais, principalmente
atraves da inibicdo das reacdes em cadeia cormgsrietabolicos como o ferro e o cobre. Os
antioxidantes devem ser capazes de inativar ogaiadiivres gerados pelo metabolismo
celular ou por outras fontes exégenas, impedindw d® lipideo, proteina, acido graxo e
DNA, evitando assim as lesdes aos constituintesétlda e possivelmente a morte celular
(NAKAMURA & LIPTON, 2009).

E importante lembrar que as defesas antioxidarfiesagetadas durante o uso de
drogas anoréxicas, especialmente pelo aumento @SERduzido por essas drogas, que,
algumas vezes, sdo consideradas como neurotokibd3 €t al, 2009). GALVAN-ARZATE
& SANTAMARIA (2002) demonstraram que a dietilpropay um agente anoréxico derivado
da anfetamina, comercializado no Brasil ha mai8@anos, pode afetar diferentes substratos

neuroquimicos, induzindo mudancas em aminoacidasoatvos em varias regides do
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cérebro, provavelmente envolvendo a liberacdo gamma. Ainda nesse estudo, por induzir
lipoperoxidacdo, o potencial neurotoxico da dietipona, em parte, foi associado a um

aumento de estresse oxidativo.

Embora muitas substancias naturais sejam isentagrdgriedades toxicas, é
largamente reconhecido o potencial téxico de muitesses compostos, o que justifica a
investigacdo de alteracdes histopatologicas e dtcipacdo do estresse oxidativo em
hipocampo dos animais apos o0 uso repetidoHdegordoni, bem como a avaliacdo de

genotoxicidade através do Ensaio Cometa, descs&gair.

1.6. Ensaio cometa

O Ensaio Cometa vem sendo utilizado ha mais den@8, & desde entéo é o teste de
genotoxicidade mais utilizado e que continua ema s crescimento. Ele foi elaborado para
0s estudos de toxicogenética devido a suas peadaligs e vantagens quando comparado a
outros testes para deteccao de substancias garastéXambém conhecido cor8mgle - cell
gel electrophoresi$SCGE) permite detectar quebra de fitas simpléspéas na molécula de
DNA induzidas por substancias com potencial genotoxtais como agentes alquilantes,
intercalantes e oxidantes. Combinando a simpligd#al técnica bioquimica de deteccdo de
quebras no DNA com a utilizacdo de poucas célulasoreespondendo a um ensaio
citogenético. As vantagens dessa técnica incluesenaibilidade na deteccdo de dano no
DNA, a coleta de dados em nivel de célula indiidoauso de um numero pequeno de
células para a andlise, a possibilidade de aplicag@ qualquer populacdo de células
eucaridticas e, principalmente, a rapidez de raedo#t (TICEet al, 2000; STANG & WITTE,
2009).

O teste ndo é utilizado para detectar mutacdes,simagesdes gendmicas que, apos
serem processadas, podem resultar em mutacao. rBétmio de anélise de lesdes no DNA
amplamente utilizado para quantificar seus danddatixos e crosslinks apoptose e a
genotoxicidade de substancias quimicas como predugoimicos, farmacéuticos,
agroquimicos, entre outros. A técnica é sensiva gatectar lesées em fita simples de DNA
e locais de reparos incompletos, a partir de celindividualizadas, colocadas em gel de

agarose, lisadas, submetidas a eletroforese easrddha matriz com um halo fluorescente é
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formado por DNA nao danificado e que ndo migrouinfagem resultante de células com
DNA danificado tem a aparéncia de um cometa, conds de uma cabeca (matriz nuclear) e
uma cauda (DNA quebrado). A extensao do DNA queanigsta correlacionado com o dano
ocorrido (TICEet al, 2000), ou seja quanto maior a cauda, maior @ dansado ao DNA

celular (Figura 3).

Os linfocitos sdo as células bastante utilizadastendgeste, células altamente
especializadas, que refletem o estado geral doisrga, séo facilmente obtidas em grande
namero e ndo necessitam de tratamento, ou sefaracaklular sdo dipléides e quase todas se
encontram na mesma fase do ciclo celular. Os lto®sao isolados por centrifugagdo, um
processo pelo qual retém os linfocitos, enquantouaims células passam (COLLINS al.,
2008).

O presente estudo buscou investigar o efeito de t@smeta em linfécitos humanos

que foram tratados previamente cblmodia gordonii

FIGURA 3. Classe de danos das “células-cometa’ (Adaptad¥ilieda et al., 2006). A
“cabeca” representa o nucleo original e a “caudafragmentos de DNA. Fonte da Figura:
Adaptado de <http://www.clicrbs.com.br/rbs/imag&&4820.jpg>.
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RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Atualmente, tem-se observado uma elevagédo dosesdiEe excesso de peso corporal e
da obesidade no mundo, afetando aproximadamentalides de individuos com sobrepeso
e 500 milhdes de obesos no mundo (WHO, 2011). ésidade € caracterizada como uma
doenca crbnica, multifatorial, e atualmente represaim dos maiores desafios de saude
publica em todo o mundo. O panorama brasileiro tewelado que as prevaléncias de
sobrepeso e obesidade cresceram de maneira alarmasitultimos anos, representando
52,6% para os homens e 44,7% para mulheres (SOMEDABRASILEIRA DE
ENDOCRINOLOGIA E METABOLOGIA, 2014). Associado atas condi¢cdes clinicas, tem-
se o0 surgimento de comorbidades colimbetes mellitus hiperlipidemia, hipertensao

arterial, doencas degenerativas e algumas formearaer (BRAY, 2004).

Nos ultimos anos, um corpo esbelto vem sendo kastatuado pela midia e
sociedade em todo o mundo, estando associado &nmdg poder, beleza e mobilidade
social e esses fatores socioculturais tendem argfahcipalmente as mulheres (ANDRADE
& BOSI, 2003). Diante desta situacdo, observa-s@lmente uma busca incessante por
métodos rapidos de perda de peso, muitas vezesnanesm uma justificativa clinica e

racional.

Dentre os grupos de farmacos antiobesidade cortieacias no Brasil, os derivados
anfetaminicos estdo entre os mais usados, porémgta estdo frequentemente envolvidos
com o abuso e possuem restricdes e contra-indisagbeso, podendo levar ao surgimento da
tolerancia, dependéncia quimica e sindrome denépsia (WIRTH, 2009). Mesmo diante
deste cenério polémico, o Brasil estd entre os paises que lideram o consumo de
medicamentos anorexigenos no mundo, o que justflmasca incessante por novos farmacos
eficazes e seguros destinados a este fim. Nessextmna medicina tradicional, utiliza de
fontes naturais como plantas, que oferecem um palenesgotavel para o desenvolvimento
e descoberta de novos medicamentos, muitas vezas, seguros, baratos e inovadores.
Entretanto, substancias oriundas de plantas sdwetandotadas de efeitos colaterais, contra-
indicacOes e toxicidade, sendo necessario, portarealizacdo de estudos que comprovem a

eficacia e seguranca de seu uso.
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Os resultados de estudos preliminares sobre asigntages anorexigenas Haodia
gordonii sdo considerados notavelmente promissores. No tentdavido a escassez de
estudos cientificos que comprovem a sua eficA@agerranca, associada ao fato de que a

manipulacéo de produtos derivados dessa espsi@eatualmente proibida no nosso pais.

Este fato justifica a proposta da presente pesquis@ visa contribuir com
informac0des referentes a administracdo repetidexti@to deHoodia gordoniiem ratos e
camundongos, no que concerne a alteracdes comporti@is) bioquimicas, neuroquimicas,
histopatolégicas e de genotoxicidade, que podemndraimmente beneficiar as pessoas que

apresentam sobrepeso ou aquelas que sédo obesas.
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3.0BJETIVOS

3.1 Geral

Investigar possiveis alteragbes comportamentaigtogaimicas e metabdlicas em

roedores tratados coRpodia gordoniiem diferentes tempos de tratamento.

3.2 Especificos

Verificar a variacdo de peso corporal, fded intake(consumo de alimento) water
intake (consumo de agua) durante o tratamento, ldoodia gordonij

Avaliar o efeito deH. gordonii em roedores submetidos aos testes LCE, CA e NF,
durante 1, 8 e 15 dias de tratamento;

Investigar os possiveis mecanismos envolvidos @a &rmacoldgica observada no
teste do nado forcado, utilizando antagonistasoffspes do sistema monoaminérgico;

Quantificar os niveis de monoaminas em corpo estride camundongos durante o
tratamento conmHoodia gordoniiap6s 1, 8 e 15 dias através da técnica de HMMigh(
Performance Liquid Cromatograjh

Investigar o efeito dd. gordonii sobre marcadores do estresse oxidativo (catalase,

peroxidacao lipidica, nitrito e GSH) em hipocampocdmundongos;

Determinara concentracdo de glicose, triglicérides, colektital e a atividade das
transaminases em soro de ratos tratadosHt.ogordonit

Avaliar a toxicidade oral agudaldeodia gordoniiem camundongos, de acordo com
0 guia OECD 425/2001;

Avaliar a genotoxicidade em linfécitaganos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratogVistar (180-230g) e camundong&wiss(25-35¢g) adultos, do
sexo masculino (n=8), provenientes do Biotério Genta Universidade Federal do Ceara. Os
animais foram mantidos em caixas de propileno era s&a com a temperatura de 25 £ 1 °C
e submetidos ao ciclo claro/escuro de 12 em 12debendo racdo do tipo Purina e agda

libitum.

Os experimentos foram realizados de acordo comaodgucuidados e usos de animais
de laboratério do Departamento de saude e serhigmanos dos Estados Unidos da América
(EUA) e aprovados pelo Comité de Etica em Pesguisamais da Universidade Federal do

Cearéa (UFC) com protocolo numero 05/12.

4.2. Droga

O desenvolvimento da pesquisa utilizou o extratoco sde Hoodia gordonij ja
disponivel no Laboratério de Neurofarmacologia (L& Universidade Federal do Ceard, o
gual foi procedente da China e importado pela esapRharma Nostra Comercial LTDA. Os
resultados da andlise constataram que o extratodegdoodia gordoniiapresentava-se em
uma concentracdo de 20:1, com o principio ativergaado pela Phytopharm (P57), e
encontrava-se livre de contaminacdes microbiol&giestando assim, apto ao consumo. A

compra da substancia foi devidamente realizadafpparade pesquisa.

Para o preparo da droga teste, a substancia fais#icada em 0,3% de Tween 20
(Sigma-USA) e diluida em &gua destilada para angbtede doses finais de 25 e 50 mg/kg,
administrado por via oral. A escolha da dose f@sebda em estudo realizado em nosso
laboratorio (MOURA, 2010). Os controles receberagicwlo (solucdo salina a 0,9%, 10
mL/kg).



4.3 Drogas e Reagentes

Quadro 1 — Apresentacgao das drogas e reagentes

Drogas/Reagentes

Origem

Agua Destilada

Deionizador

Alcool etilico P.A.

Quimex, Brasil

Bupropiona Sigma
Diazepam Unido Brasil Quimice
Doxorrubicina Sigma
Eosina Sigma
Fluoxetina Sigma
Hematoxilina Sigma
Imipramina Geisy
loimbina Sigma
NAN - 190 Sigma
Ondansetrom Sigma
PCPA Sigma
Prazosina Sigma
Ritanserina Sigma
SCH 23390 Sigma
Sulpirida Sigma
Tween 80 Sigma




4.4 Principais Equipamentos utilizados

Quadro 2 — Apresentacao dos principais equipamentagilizados
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Equipamentos

Origem

Agitador de tubos Modelo 251, FANEN, SP, Brasil
Balanca Analitica Modelo H5, Mettler, Suica
Balanca para animais Filizola, Brasil
Banho Maria Modelo 102/1, FANEN SP, Brasil
Bomba para HPLC LC 10 AD, Shimadzu Corp., Japan
Campo Aberto Fabricac&o nao industrial terceirizada

Centrifuga refrigerada

Modelo Marathon 26 KMR, EisBcientific

Crondémetro Incoterm, Brasil
Cubetas de quartzo Hellma
Deionizador USF, Elga, USA

Detector eletroquimico

L-ECD-62%, Shimadzu Corapah

Eppendorf

Eppendorf,

Espectrofotbmetro

Modelo Beckman DU 640B, FullertcA, USA

Freezera— 70 °C

Modelo ULT 2586-3D14, Revco Sigieninc.
Asheville, N.C. ,USA

Homogeneizadores manuais

Bellico, USA

Labirinto em cruz elevado

Fabricac&o n&o industeiaeirizadg

Laminas de vidro

Global Trade

Medidor de pH, modelo B374 Micronal, SP, Brasil
Microscopio com Nikon Instruments
imunofluorescéncia
Pipetas Automaticas H.E., Dinamarca
Recipiente do Nado Forcado Fabricac&do nao indutgrizeirizada
Sonicador Modelo PT 10-35. Brinkmann Instruments, In
USA
Vidrarias Pirex, Brasil
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4.5 Tratamento dos animais e Procedimento experiméal

Os animais, ratos e camundongos, foram tratadosHmrdia gordoniinas doses de
25 e 50mg/kg, v.o., durante 15 dias consecutivoap& de ratos foram pesados antes do
inicio do tratamento e diariamente (por 15 diasjn © intuito de se observar a variagéo de
peso, bem como o monitoramento (pesagem e trocaeprdala food intaké e agua \fater
intake dos animais. A quantidade de comida (300mg) alifoi predefinida, bem como da

quantidade de agua (1000ml).

Outros grupos de animais, camundongos foram trata@dooral com o extrato, para
investigacdo das acbes comportamentais. Neste eas@lteracbes foram avaliadas 60
minutos apods o 1°, 8° e 15° dia de administraca&iratza teste. Para isto, foram utilizados os
testes de “labirinto em cruz elevado (Plus maZeafiyidade locomotora espontanea (ALE)”
e “nado for¢cado”, para a investigacéo de possifeitos de ansiedade e/ou depresséo.

Para realizacdo da analise neuroquimica, animegbeeamH. gordonii, via oral, e,
apos 1, 8 e 15 dias foram sacrificados, sendo @etwas hipocampo e corpo estriado
retiradas para os testes neuroquimicos. Os niasisrnoaminas (NA, DA e 5-HT) e seus
metabdlitos (DOPAC, HVA e 5-HIAA), foram, entdo,teleninados utilizando HPLC. Outro
teste realizado foi 0 estresse oxidativo em hip@made camundongos, através da analise da

atividade da enzima catalase, peroxidacao lipiditaio e GSH.

Na realizacdo da andlise bioquimica foram utilimadatos, os quais foram tratados
com o extrato nas doses de 25 e 50mg/kg por 1%dias periodos determinados (0,1,8 e 15
dias de tratamento) o sangue foi coletado. No telgtetoxicologia foram utilizados
camundongos, que foram tratados com uma Unicad#580 e 2000mg/kg e observados por
14 dias e em seguida removidos o rim, figado edaipgo para avaliagdo histopatolégica.
Para este teste foi seguido o protocolo do OECD24P3. A dose de 175 mg/kg nao foi
utilizada, pois estudo de Moura (2010) utilizou @sel de 200mg/kg e os animais que
receberam esta dose apresentaram resultados setesllaadoses anteriores. E por ultimo
foram realizados o teste de citotoxicidade e gedcittade em linfécitos humanos. Todos
estes experimentos estédo descritos adiante.
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4.6 Testes comportamentais

4.6.1 Teste dd°lus Maze(Labirinto em Cruz Elevado - LCE)

O LCE apresenta dois bracos abertos (30 x 5 cro)sebdacos fechados (30 x 5 x 25
cm) dispostos perpendicularmente (LISTER, 1987)plataforma, paredes laterais dos
bracos fechados sé&o confeccionadas em acrilicep@aente e o chdo em acrilico preto. O
aparato encontra-se a uma altura de 45 cm do did@s os periodos de tratamento
determinados no presente projeto, os animais fa@otados no centro do aparelho com a
cabeca voltada para um dos bragos fechados e cosgortamento observado por 5 min.
As medidas comportamentais registradas no LCE sé@oiero de entradas e o tempo
despendido nos bracos abertos e nos fechados @Q8drara analise estatistica dos dados
e confeccao dos graficos a percentagem de entoadiaracos abertos é calculada dividindo-
se a frequéncia de entradas nos bracos abertogqupléncia total de entradas, e esse indice
multiplicado por 100. Da mesma forma é calculadaeaentagem do tempo em que 0s

animais permanecem nos bracos abertos.

Quadro 3- Esquema do teste Labirinto em cruz elevad

[Labirinto em cruz elevado]

H. gordonii 25 e 5 minutos

50mg/kg v.o.,
salina, diazepam
2mg/ kg i.p.

1, 8e 15 d de
tratamento

eNimerode entrada no braco aberto (NEBA);
Percentagem de entrada nobraco aberto (PEBA);

Lister, 1987

eTem po de permanénciano brago aberto (TPBA);
Percentagem detempono bragcoaberto (PTBA).
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4.6.2 Teste do Campo Aberto

O presente experimento € utilizado para avaliativadade exploratoria do animal
(ARCHER, 1973). Os animais foram colocados em umpcaaberto, com area de 30 x 30 x
15 cm e dividido em 9 quadrantes iguais. Os aninmf@iam devidamente tratados com
Hoodia gordoniiv.o. e apés 1, 8 e 15 dias de administracdo siudiwsedo teste durante 5
minutos. O parametro para observacdo € o numeroridEgmentos com as quatro patas
(movimentacéo espontanea ou atividade locomot@anégnea/ALE), registrados durante um
periodo de 5 minutos, e quantidadese#ing e grooming(Quadro 4).

Quadro 4 — Esquema do teste do Campo aberto

Teste do Campo Aberto

5 minutos

H. gordonii 25 e ‘

50mg/kg v.o.,
salina, diazepam

2ma/kg i.p. 1,8 e 15d de
g/ 91-p tr’atamento

Archer, 1973

Rearing Grooming

O experimento, descrito por Porsolt e colaborad(t8g8), inclui duas exposicoes a
um tanque de agua (22 cm de diametro e 40 cm deagltespacadas de 24 horas. Foi
colocada agua fresca a 25°C até a metade do taoewsm de 2@m. Apdés 60 min de
tratamento conH. gordonii os animais foram colocados um por vez no tangoejual o
tempo de imobilidade foi cronometrado por 5 minutdsanimal foi considerado imoével
guando permaneceu flutuando na agua, fazendo motoseuaves necessarios para manter a

cabeca acima do nivel de agua.
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Quadro 5- Esquema do teste Nado forcado

[ Teste do Nado Forgado ]

H. gordonii 25 e 5 minutos

50mg/kg ou salina 2

1,8e15d I~
de tratamento : 5
L= “‘-\
s -
g -
e
Porsolt et al., 1978 Tempo de

Imobilidade (s)

4.7 Envolvimento dos sistemas monoaminérgicos (dapaa, noradrenalina e

serotonina)

As drogas utilizadas para avaliar o mecanismo de aglacionado ao teste do nado
forcado foram: Bupropiona (BUP) 30 mg/kg (Geisyp $aulo, SP, Brazil), imipramina (IMI)
10mg/kg (Geisy, Séo Paulo, SP, Brazil), prazodh¥s) 1 mg/kg (Sigma, USA), ioimbina 1
mg/kg (Sigma, USA), SCH23390 15 mg/kg (Sigma, USA)pirida 50 mg/kg (Sigma, USA),
p-chlorophenylalanina methyl ester (PCPA) 100 md&igma, USA), ondansetron (Ondan)
1mg/kg (Sigma, USA), ritanserina 1mg/kg (Sigma, YSAioxetina 35mg/kg (Sigma, USA),
NAN 190 0,5mg/kg (Sigma, USA). Todas estas drogawani administradas
intraperitonealmente (i.p.) (MEL€éX al, 2011; MELOet al,, 2013).

O presente estudo investigou o possivel envolvimdatsistema dopaminérgico, para
isto os camundongos foram pré-tratados com SCH2@B808 mg/kg, i.p., um antagonista do
receptor dopaminérgico 1) ou sulpirida (50 mg/kg, i.p., um antagonista keptor

dopaminérgico B), e apos 30 minutos do tratamento foi administiddodia gordonii(50
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mg/ kg), bupropiona (30mg/kg) ou veiculo por vialoe apdés 1lh os animais foram
submetidos ao teste do nado forgado.

Em relacdo ao sistema noradrenégico foi adminiatraas animais a prazosina (1
mg/kg, i.p., um antagonista do receptgt- adrenérgico), ioimbina (1 mg/kg, i.p., um
antagonista do receptaR- adrenérgico) em outro grupo, e ap6s 30 minuwasadamento foi
administradoHoodia gordonii(50 mg/ kg), imipramina (10mg/kg, i.p.), ou vefupor via

oral, e ap6s 1h, os animais foram submetidos &® desnado forcado.

Para avaliar o envolvimento do sistema seroton@rg teste do nado for¢ado, os
animais foram pré-tratados com PCPA (100 mg/kg, ium inibidor da sintese de serotonina)
ou salina, 1 vez ao dia por 4 dias consecutivos @MADO et al, 2007). E apés 24 h da
ultima dose de PCPA ou injecao de salina, os caongud receberamoodia gordonii(50
mg/kg) ou salina e foram submetidos ao teste do fagado apds 1 h de administracédo do
extrato. Outro grupo foi tratado com NAN-190 (NAINSmg/kg, i.p), antagonista do receptor
5HT;4, ritanserina (RIT: 4 mg/kg, i.p.), antagonistardoeptor 5H}. € ondansetron (OND:
0,1mg/kg, i.p.), antagonista do receptor 3KHE apos 30 min foi administraddoodia
gordonii (50 mg/ kg). Um grupo diferente foi tratado comoftetina (35 mg/kg, i.p.), apds
tratamento com PCPA e, 30 min depois, foi submetalteste do nado forgado (Quadro 6).
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Quadro 6 — Esquema de tratamento com antagonistasamoaminérgicos

[ Teste do Nado Forcado ]

H. gordonii (50 mg/kg, v.0.). 30 ou 60 min 5 minutos
IMI (10mg/kg i.p.). FLU e
(35mg/kg, ip.). BUP L %
(30mg/ke.1.p.). ou salinav.o. fh_:_:_:;\

I 30 min

SCH (0.05mg/kg). SPD | e
(50mg/kg). PRA (1mg/kg), 101 e A
(1lmg/'kg) PCPA (100mg/kg) 4 '

dias. NAN (0.5mg/kg). RIT Tempode
(1mg/kg), OND (1mg/ke) via Imobilidade (s)
Lp.

4.8 Protocolo dos experimentos neuroquimicos

4.8.1 Dissecacao das areas cerebrais (hipocampmepo estriado)

Para a realizacdo do estudo neuroquimico, as @exabrais hipocampo e corpo
estriado foram dissecadas de camundongos. Os anionam sacrificados por deslocamento
cervical e, em seguida, os encéfalos retiradodoea@tos sobre papel aluminio numa placa de
petri com gelo. Acompanhando a fissura sagital aregdi a camada cortical cerebral foi
liberada das leptomeninges com a ajuda de uma pieza de microdissecacdo que
divulsionou o cortex delicadamente, em toda a sdansdo frontooccipital. O cortex ja
divulsionado foi rebatido para os lados, exponddepdo hipocampo que, divulsionado, foi
deslocado e retirado.

O corpo estriado (caudado, putamen e globo palfdo)isolado das estruturas

circunjacentes por divulsionamento com uma tesdenaicrodissecacéo, sendo a sua retirada
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orientada pelo didmetro da porcéo tuberosa visigsses nucleos, apos o rebatimento lateral

do cortex.

Terminada a dissecacdo, cada area foi colocadaagal ple aluminio, sob gelo,
pesada e armazenada a -10°C para uso posteriond@u&cessaria a estocagem por certo
periodo de tempo (no maximo 2 meses) os tecidos@dsiderados como tendo a mesma
viabilidade para experimentacdo que o0s ensaiadbsapés a dissecacdo (BURKE &
GREENBAUN, 1987).

4.8.2 Determinacao da concentracdo de monoaminaseus metabolitos com HPLC

- Método

Para a determinacdo dos niveis de catecolaminasilimado o equipamento de HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta PerformarjceNa cromatografia liquida classica, um
adsorvente (alumina ou silica) é empacotado emaatuma e € eluido por um liquido ideal
(fase movel). Uma mistura para ser separada éutida na coluna e € carreada através da
mesma por um liquido eluente (fase movel). Se umposto da mistura (soluto) é adsorvido
fracamente pela superficie da fase solida estaténéle atravessard a coluna mais
rapidamente que outro soluto que seja mais fortemadsorvido. Entdo, a separacdo dos
solutos € possivel se existem diferencas na aaspggé solido. Os detectores eletroquimicos
medem a condutancia do eluente ou a corrente agsocom a oxidacdo ou reducédo dos
solutos. Para ser capaz de detectar no primeiro, @ass solutos devem ser ibnicos e no
segundo caso, os solutos devem ter a caracterigtisarem relativamente faceis de oxidarem

ou reduzirem.

Detectores eletroquimicos que medem corrente askbcom a reducdo ou oxidacao de
solutos sdo chamados detectores amperométricasutaneetricos. Neste estudo foi utilizado
0 tipo amperométrico que reage com uma quantidad mmenor de soluto, em torno de 1
%. Todas as técnicas eletroquimicas envolvem aagdlo de um potencial para um eletrodo
(geralmente de carbono vitreo), oxidacdo da sutistajue esta sendo estudada préximo a

superficie do eletrodo seguindo a amplificacdo edid@e da corrente produzida. As
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catecolaminas sé@o oxidadas nos grupos de anelxhidpara produzir um derivado

ortoquinona com a liberacao de dois elétrons.
- Procedimento Experimental

Os animais foram decapitados 60 minutos ap0s angstnaicdo deHoodia gordonij
logo apos tiveram seus cérebros dissecados solre@eorpo estriado foi utilizado para
preparar homogenatos a 10% (20mg éarea/100ul tamp@d®)tecidos cerebrais foram
homogeneizados em acido perclorico (HGLO centrifugados por 15 minutos em centrifuga
refrigerada (4°C) a 15.000 rpm. Uma aliquota deiR@o sobrenadante foi, entéo, injetada

no equipamento de HPLC, para a analise quimica.

Para a analise das catecolaminas, uma coluna BOFERS®IL C18 com comprimento
de 250 mm, calibre 4,6 mm e de particula de 5 janT,ieermo Scientific, foi utilizada. A fase
movel utilizada é composta por tampao acido cit¢cb63 M, pH 3,0, contendo acido
octanosulfénico sédico(SOS) 0,69 M, como reagemaddor do par idnico, acetonitrila 4 %
vlv e tetrahidrofurano 1,7 % v/v. NA, DA, DOPAC, KY 5-HT e 5-HIAA foram
eletronicamente detectados usando um detector amptico (Modelo L-ECD-6A da
Shimadzu, Japéo), pela oxidacdo em um eletrodard®ico vitreo fixado em 0,85V relativo
a um eletrodo de referéncia de Ag-AgCl (HALLMAN &BISSON, 1984).

- Solucdes Reagentes
Fase Movel

Para preparar um volume de 500 mL de faseehioram pesados 15,75 g de acido
citrico (Grupo Quimica, RJ, Brasil) e 0,292 g der€lo de Sdodio (Grupo Quimica, RJ.,
Brasil) completado para um volume de 400 mL comaggurissima (Milli-Q). Esta solucao
foi ajustada para pH 3,0 com hidroxido de sédid M,(Reagen, RJ, Brasil). A esta solugéo
foi adicionado o SOS 75 mg (Sigma, MO, USA) e catgado o volume para 470 mL com
agua Milli-Q. Em seguida, foi procedida a filtragdaegaseificacdo, e posteriormente adicdo
de 20 mL de acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, NHJia) e 10 mL de tetrahidrofurano

(Sigma, MO, USA) para um volume final de 500 mL.
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Acido Perclérico 0,1 M

Adiciona-se 1,8 mL de acido perclérico (Sigma, MOSA) em um baldo
volumétrico e o volume ajustado para 300 mL.

Padrbes

Os padrdes foram preparados em uma concentragdalémt ng/20 puL de solucao
de NA, DA, 5-HT, DOPAC, HVA e 5-HIAA (Sigma, MO, EA). A partir da &rea dos picos
desses padrdes, as concentracbes das amostras daleutadas utilizando o programa
Microsoft Excel® e os resultados foram expressosrenol/g de tecido.

FIGURA 4 - Aparelho de HPLC com detecc¢éo de fluore€ncia e eletroquimica.
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4.8.3 Estresse oxidativo

Grupos de camundongos foram tratados &toudia gordoniipor 01, 08 e 15 dias e,
01 hora ap0s a ultima administracédo a area cerblpatampo foi retirada para avaliacdo do
estresse oxidativo. Os seguintes testes foramzaelals: estudo da atividade da enzima
catalase, dosagem de malonildialdeido, concentrdg&miveis de nitrito e determinacao da
concentracdo da glutationa reduzida (GSH).

4.8.3.1 Avaliacao dos niveis de peroxidacao lipgadi (dosagem de malonildialdeido)

A dosagem de malonildialdeido foi realizada confrdescrito anteriormente por
Huang e colaboradores (1998). Imediatamente ap&®dicdo dos tecidos, 0s hipocampos
foram homogeneizados em tampéao fosfato 0,05 M, fHa710 % (peso/volume). Apds
obtencdo dos homogenatos, uma aliquota dei&@ cada homogenato incubada a 37 °C por
1 h. Apos o periodo de incubacédo, foi acrescentm® homogenatos 40@ de acido
perclérico a 35% e, em seguida, a mistura foi degda durante 20 min a uma rotacao de
14.000 rpm. Apoés centrifugacdo o sobrenadantedparado e acrescido a este 200de
acido tiobarbitarico 1,2 %. Apoés agitacdo essaurastoi mantida em banho maria com agua
fervente (100 °C) por 30 min e logo em seguiddieata do banho maria foi colocada em um
banho de gelo para o retorno da reacdo a temperatabiente. A leitura foi feita em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda ajusig@@a 532 nm. Como padréo foi
utilizado varias concentracdes de MDA (0,627 a A@7ol). Os resultados foram expressos
comoumol/mg de proteina. As proteinas foram determinadiigando o método de Lowry
et al. (1951).

4.8.3.2 Avaliagdo da atividade da enzima catalase

A atividade da catalase mede a capacidade de @odie O2 e H20 a medida que
H.O; é hidrolisado (MAEHLY & CHANCE, 1954).

Imediatamente apds a dissecacao dos tecidos, osanpos foram homogeneizados
em tampao fosfato 0,05 M, pH 7,0 a 10 % (peso/velunD primeiro passo para
determinacdo da atividade da catalase é o premanoeib de rea¢do que é constituido por 9
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mL de peréxido de hidrogénio diluido em agua das4il(1/1000) em 0,5 mL de tampao tris-
HCI 1 M EDTA 5mM, pH 8 e 0,5 mL de agua mili Q. Apéentrifugacdo de 40L de
homogenato a 14.000 rpm por 30 min, uma amostra0dd. foi adicionada a 98@L do
meio de reacdo. Apés 1 min e 6 min as absorbangiesl e final foram registradas,
respectivamente a um comprimento de onda de 23QAncnrva padréo foi feita utilizando
catalase purificada (Sigma, MO, USA) sob condicidésticas as do ensaio. As proteinas

foram determinadas utilizando o método de Loetrgl (1951).

4.8.3.3 Determinacédo da concentracao da glutatiomaduzida (GSH)

A determinacéo da concentracdo da GSH baseia+®agao do reagente de Ellman, o
5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzdéico) (DTNB) contiol livre originando um dissulfeto misto
mais acido 2-nitro-5-tiobenzdico. A medida do prtodde reagdo formado foi realizada por
leitura da absorbancia a 412 nm, conforme desarteriormente por Sedlak & Lindsay
(1968), com poucas modificacdes. Imediatamente digdscacao dos tecidos, os hipocampos
foram homogeneizados em EDTA a 10 % (peso/voluie).seguida, foi retirado 400L
desses homogenatos e adicionado 320de &gua destilada e mais 8L de &acido
tricloroacético a 50%. O material foi agitado etaéugado a 3.000 rpm por 15 min (para 0s
hipocampos) e 6.000 rpm por 20 min (para os figadfra seguida, foi recolhido 4QQ. do
sobrenadante e acrescido §00de tampéao Tris-HCI 0,4 M, pH 8,9 e mais20de DTNB
0,01 M. Apos 1 minuto da reacao, foi realizadaitairie@ da coloracdo em 412 nm, atraves de
um espectrofotometro Beckman DU, acoplado a unersstde modernizacdo da Gilford,
USA, o qual permite a leitura automatica em sista@ligital, com maior sensibilidade. A
concentracdo da glutationa reduzida € expressaaeograma de GSH por grama de tecido.

As proteinas foram determinadas utilizando o metmlbowryet al (1951).

4.8.3.4 Dosagem de proteina (Método de Lowry)

A quantidade de proteina em homogenatos de higmrdol determinada a 25C
utilizando albumina sérica bovina como padrdo, derdd com 0 metodo previamente

descrito (LOWRYet al, 1951), que utiliza duas reacdes de formacadocod@ara analisar a
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concentracdo proteica fotometricamente. Inicialmehtfeita uma reacdo biureto de baixa
eficiéncia na qual os ions de cobre alcalino preduaima cor azulada na presenca de
ligacOes peptidicas. Esta cor biureto é caradwisge todas as proteinas e fornece uma cor
basica de fundo para a proxima etapa de ensaimi®epmeétodo emprega uma mistura
complexa de sais inorganicos, o reagente Folingliegu que produz uma cor verde azulada
intensa na presenca de tirosina ou triptofano divoel ligados a proteinas. Como as
quantidades desses dois aminoacidos sédo geralm@mgéantes nas proteinas soliveis, com
poucas excecdes, a cor das reacOes (verde-azeladdicativa da presenca de proteina e a
intensidade da cor proporcional a concentracdca Estoracdo foi medida em 750 nm,
através de espectrofotbmetro Beckman DU 640B, adoph um sistema de modernizacdo da
Gilford, USA. Esta dosagem foi realizada com o needromogenato confeccionado para

cada uma das dosagens de peroxidacéo lipidica,e33khlase.

4.8.3.5 Determinacédo dos niveis de nitrito/nitrato

Foram pesados 7mg de NajN©dissolvidos em 10 mL de agua bidestilada (estequ
10mM) foram feitas diluicbes em série (10 a 20ixarido 1mM, 100uM, 10uM, 5uM,
2,5uM, 0,625uM e 0,312uM. Foi feita uma equacacetka para o calculo das concentragfes
do teste (GREENt al, 1982).

Foram preparados homogenatos da area cerebral §1¥%em solucdo de cloreto de
potassio (KCI) 1,15%. Ap6s a centrifugacdo (800%B, min), os sobrenadantes foram
coletados e a producdo de NO foi determinada ardageacdo de Griess. Uma aliquota de
100pL do sobrenadante foi incubada com 100uL dgerda de Griess [sulfanilamida 1% em
H3PO4 1%/ N-(-naphthyl)-ethylenediamine 0,1%/H3PD4 diluido em &agua (1:1:1:1)] a
temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbafatianedida em espectrofotbmetro a
550nm. A concentracdo de nitrito (uM) foi deterndiaaa partir de uma curva padréo de
NaNQO,. NaNG (Sigma, St Louis, MO, EUA) 7 mg em 10 ml de agudestilada. Em
seguida foi procedida a filtracdo e a degaseificaedposteriormente adicdo de 20 mL de
acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, MI, Italia) e 4 de tetrahidrofurano (Sigma, St Louis,

MO, EUA) para um volume final de 500 ml.
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4.9 Andlises bioquimicas

Os animais foram submetidos a um tratamento Bowdia gordoniinas doses de

25 e 50 mg/Kg, por quinze dias consecutivos. Unra Bpés o 1°, 8° e 15° dia de tratamento,
as amostras de sangue foram coletadas atravésrdeatéle puncao orbital, para a obtencao
das amostras de sangue os animais foram anestesiaioéter. Neste experimento, 0 grupo
controle foi utilizado o mesmo animal antes deiami© tratamento. Na coleta sanguinea o
sangue foi armazenado em eppendorf e em seguidm@stras foram centrifugadas a 3000
rom por 10 minutos para a obtencdo do soro, do fm@m analisados os seguintes
parametros: glicose, triglicerideos, colestera@ltAST e ALT.

4.9.1 Glicose
Metodologia: Enziméatico — Glicose Oxidase

Principio: A glicose oxidase (GOD) catalisa a oxidacdo daogkcpara acido
gluconico e perdxido de hidrogénio. Através de ureacdo oxidativa de acoplamento
catalisada pela peroxidase (POD), o peréxido deop@hio formado reage com 4-
aminoantipirina e fenol, formando um complexo deeermelha (antipirilquinonimina), cuja
absorbancia € medida em 505 nm e a intensidaderda proporcional a concentragdo da
glicose na amostra.

Os valores foram determinados de acordo com asciéspedes do fabricante
(Labtest®) e expressos em mg/dL.

4.9.2 Triglicerideos
Metodologia: Enzimético — Trinder

Principio: Os triglicerides sao hidrolisados pela lipase liptgca e o glicerol
liberado € fosforilado pela gicerol quinase, foramnglicerol fosfato, que é oxidado a
dihidroxiacetona, e 4gua oxigenada por acdo dargliS-fosfato oxidase. Através da reacéo
oxidativa catalisada pela peroxidase, a agua oaigrreage com a 4-aminoantipirina e

ESPAS, produzindo a antipirilguinonimina, cuja absémcia, medida em 540 nm, é
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diretamente proporcional a concentracao de trigtoess.

Os valores foram determinados de acordo com ascidspedes do fabricante
(Labtest®) e expressos em mg/dL.

4.9.3 Colesterol Total

Metodologia: Enzimatico — Trinder

Principio: Os ésteres do colesterol sdo hidrolisados pelasteoté esterase
formando colesterol livre que, apds oxidacdo pelesterol oxidase, forma peréxido de
hidrogénio (HO,). Este, reagindo com o fenol e 4-aminoantipiriaavés de opulacdo
oxidativa catalisada pela peroxidase, produz umiaogimina de cor vermelha, cuja

absorbancia, medida em 500 nm, é diretamente miopat a concentracdo de colesterol

presente na amostra.

Os valores foram determinados de acordo com ascidspedes do fabricante
(Labtest®) e expressos em mg/dL.

4.9.4 Aspartato Aminotransferase (AST)

Metodologia: Cinética - UV

Principio: A AST catalisa a transferéncia do grupo amina ddodaspartico para o

cetoglutarato, com formacao de glutamato e oxasmeEste € reduzido a malato por acdo da

malato desidrogenase (MDH), enquanto a coenzimalMADxidada a NAD A consequente
reducdo da absorbancia em 340 ou 365 nm, monitlarizzspectrofotometricamente, é

diretamente proporcional a atividade da enzimanmas#ra.

Os valores foram determinados de acordo com ascidspedes do fabricante
(Labtest®) e expressos em U/L.
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4.9.5 Alanina Aminotransferase (ALT)

Metodologia: Cinética - UV

Principio: A ALT catalisa a transferéncia do grupo amina danial para o
cetoglutarato, com a formacao de glutamato e piouEste € reduzido a lactato por acéo da
lactato desidrogenase (LDH), enquanto a coenzim@HtlA oxidada a NAD A consequente
reducdo da absorbancia em 340 ou 365 nm, monitiarizsspectrofotometricamente, é

diretamente proporcional a atividade da enzimamas#ra.

Os valores foram determinados de acordo com ascidspedes do fabricante

(Labtest®) e expressos em U/L.

4.10 Estudo de toxicidade

Grupos de camundongos (n=3) foram tratados Howdia gordoniipor via oral, nas
doses 550, ou 2000 mg/kg uma Unica vez, e um guinuo foi tratado com salina (controle).
O comportamento dos animais foi observado apo6siB0tas e apos 4 horas de administragéo
do extrato, em seguida os camundongos foram pepatdds} dias consecutivos e observados
para a ocorréncia de morte neste periodo. Decerodd5 dias, os animais foram decaptados
e seu cerebro (hipocampo), figado e rim foram reduosvpara fazer a analise histopatologica.
O protocolo utilizado foi o OECD 425 (2001).

Hipocampo, figado e rim apos dissecados foram @igag@m paraformaldeido
tamponado 10% por 24h. Foi realizado um corte alag@ 5«um nas areas utilizadas e fixadas
em parafina, logo em seguida coradas com hematax#i eosina (H/E), para analise
microcopica. A anadlise histopatoldgica foi reali@agelo microscépio Nikon com um
aumento de 100 e 400x. As observacOes histologicakipocampo foram analisadas de
acordo com o escore usado no estudo de GlleATal (2005). A escala de escores é

apresentada abaixo:
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(0) Morfologia normal.

(1) Dano menor (edema, poucas células pinociticas).

(2) Dano moderado (desorganizacdo estrutural, edenweradas células pinociticas,
vacuolizacao, infiltrado inflamataorio).

(3) Dano intenso (desorganizacao estrutural, edgoatidade intensa de células pinociticas,

vacuolizacao, infiltrado inflamataorios).

4.11 Genotoxicidade e citotoxicidade vitro

Nesta etapa do trabalho, buscou-se verificar xicittadein vitro de uma amostra

deHoodia gordonniem linhagens tumorais e em linfécitos humanos.

Células: Os linfécitos foram isolados através de gradiedgedensidade (Ficoll-
Hypaque) e foram cultivados em meio RPMI 1640, eamgihtados com 20% de soro fetal
bovino, 1% de antibibticos e 4% de fitohemaglutniAs células foram mantidas em estufa a

37°C e atmosfera contendo 5% de L£O

Amostras: As substancias foram diluidas em DMSO na concgédrastoque de 10

mg/mL.

- Métodos

A citotoxicidade foi avaliada pelo método colorinéd do MTT, e a genotoxicidade
foi avaliada pelo método do Cometa (versao alcplimiizando linfécitos humanos isolados
de quatro doadores voluntarios, obedecendo aossegaritérios:

- ter entre 18 e 25 anos

- estar em bom estado clinico de saude

- ndo fumante e néo etilista

- ndo estar fazendo uso de algum medicamento.

A coleta do material (sangue periférico retirado w#ga cefalica ou basilica) foi

realizada por profissionais capacitados, nas dé&pmmks da UNIFAC (Unidade de
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Farmacologia Clinica da Universidade Federal dor&ea UFC), utilizando seringa

esterilizada e descartavel.

4.11.1Teste do MTT

A avaliacdo do potencial citotéxico dos compostigdalizada através do método do
MTT (MOSMANN, 1983). Este é um ensaio quantitatimovitro que foi desenvolvido para
estimacao de proliferacdo e sobrevivéncia cel@ssa técnica tem a capacidade de analisar a
viabilidade e o estado metabdlico da célula, seagsim, bastante (til para avaliar a

citotoxicidade.
- Execucéo do teste

Os linfacitos foram cultivados em multiplacas dec@§idades numa densidade de 2 x
10° células/mL. Apds 24 h do inicio da cultura, odd@aitos foram expostos aos compostos
durante 24 e 72 h com concentracdes variando dea800ug/mL. Apos o periodo de
incubacédo, as placas foram centrifugadas (15 g/itf), | o sobrenadante foi descartado.
Cada cavidade recebeu 150 da solucdo de MTT (10% em meio RPMI 1640) e foi
reincubada durante 3 horas, em estufa°€ &ra 5% CQ Apos esse periodo, as placas foram
novamente centrifugadas (30 g/10 min), o sobreriad@n desprezado, e o precipitado foi
ressuspendido em 10 de DMSO. Para a quantificacao do sal reduzidoceadas vivas, as
absorbancias foram lidas com o auxilio do espetttiofetro de placa, no comprimento de
onda de 550 nm.

4.12.2 Teste do Cometa

O teste do cometa, também conhecido c@mgle-cell gel electrophores(SCGE)
tem sido, rotineiramente, utilizado no estudo dtepaial genotdxico de compostos quimicos
industriais, biocidas, agroquimicos e produtos far@aticos (HARTMANNet al, 1997).

Nos ultimos dez anos, tornou-se um dos princip&todos no estudo de lesdes no DNA, com
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aplicabilidade em estudos de genotoxicidade, epmegia molecular, ecotoxicologia e
biomonitoramento populacional (COLLINS, 2004; FAU&Tal, 2004).

- Execucéo do teste

Os linfécitos (0,5 x 1Dcélulas/mL) foram cultivados na presenca de careedes
crescentes (50 a 200 pg/mL) da amostra duranteo@b la 37°C, em atmosfera de 5% de
CO,. O tampéo PBS foi utilizado como controle negativa doxurrubicina (0,6 uM) foi

utilizada como controle positivo.

ApoOs o tratamento, as ceélulas foram submetidastéo@rese em gel de agarose (25
V; 300 mA) durante 20 minutos. Para coloracdo dasifas, foi utilizada uma solucéo de
brometo de etidio (20ug/mL). As laminas foram a@alas com o auxilio de microscopio de
fluorescéncia. A andlise foi realizada de acordm co padrdo de escores previamente
determinados pelo tamanho e intensidade da caudardeta. Foram contados 100 cometas
por lamina (LOVELLet al, 1999) e classificados, por analise visual, @eaimco categorias
(0, 1, 2, 3 e 4) que representam a percentagenNderia cauda do cometa, indicando o grau
de lesao sofrido pela célula.

O indice de dano (ID) foi obtido pela seguinte félan ID = ini xji,onden € o

i=0

namero de células com nivel de dan(D, 1, 2, 3 ou 4). Logo, os valores de ID podemava

de 0 (sem dano) a 400 (dano maximo).

4.12 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada étralo software GraphPad Prism,
versao 6.0 (GraphPad Software, San Diego Califdtd). Os resultados que obedecem a
uma distribuicdo paramétrica, foram analisados $mrdent t, as comparacbes multipas
analisadas por Analise de Variancia (ANOVA), segyielo teste de Student Newman Keuls
(post hog, sendo os valores representados pela Média + Badrdo da Média (EPM). Os
dados nao-paramétricos foram analisados pelo mesograma utilizando o teste Kruskal-
Walllis seguido pelo teste de Dunm®$t hog, sendo os valores representados como mediana
+ valor minimo — valor maximo. O critério de sigoéncia utilizado foi *p < 0,05; **p<0,01;
***n<0,001.
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5. RESULTADOS

5.1Avaliacéo do peso corporal do animal

Neste teste foi analisado o peso dos animais, bfguaerificado diariamente, por 15
dias, apos administracao Heodia gordonii,por via oral, em rate®bservou-se que a dose
de 25mg/kg [14,50+0,98 (8)***], bem como a de 50kgg[9,87+0,87 (8)***] reduziram o
peso do animal em relagdo ao grupo controle [274,413+(8)] (Figura 05). Na tabela 01
encontra-se a reducdo do peso dos animais, mostamd reducdo na dose de 25mg/kg
[213,20£3,52 (8)*] e de 50mg/kg [209,20+1,78 (8)*8m comparacdo ao controle
[224,40+4,09 (8)].

40—
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FIGURA 05 — Efeito deHoodia gordoniiadministrado por via oral na variacdo do peso
em ratos.Controle (veiculo) otHoodia gordonii(25 e 50mg/kg) foram administrados por 15
dias e, diariamente, foi verificado o peso do ahirRara analise estatistica foi utilizado
ANOVA seguido de Student t Newman Keuls como tgstst hoc. Valores significativos:
***n<0,001 versuscontrole.
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Tabela 01- Peso dos animais tratados coApodia gordoniipor 15 dias

GRUPO PESO

Controle 224,40+4,09 (8)
H 25 213,20+3,52 (8)*
H 50 209,20+1,78 (8)**

Nota: Controle (veiculo) owHoodia gordonii(25 e 50mg/kg) foram administrados por 15 dias e,
diariamente, foi verificado o peso do animal. Randlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido de
Student Newman Keuls como teste post hoc. Valoigsifisativos: *p<0,05; **p<0,01versus
controle.

5.2 Avaliacéo da ingestao de agua e comida

A Figura 06A revela a ingestdo de agua pelos etosnL, durante o tratamento com
H. gordonii por 15 dias. Verificou-se uma reducdo da ingediidgua em ambas as doses
utilizadas 25 (193,30+6,06***) e 50mg/kg (156,55#6***), comparados ao grupo controle
(225,55+2,61). Resultado significante foi observas®m ingestdo de comida (controle:
195,70+6,57Hoodia25: 172,90+4,01**Hoodia50: 168,70+2,96**) (Figura 06B).
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FIGURA 06 - Efeito da administracdo deHoodia gordonii25 e 50 mg/Kg sobre o consumo
de comida (A) e consumo de agua dos animais (B)ontrole (veiculo) éd. gordonii foram
administrados por via oral. Foi fornecida uma qigaate de racdo pré-definida (200g) e agua
pré-definida (1000mL) e verificada a quantidade idgerida pelos animais. Os valores
representam a média =+ EPM da variacdo de comidaaiagerida pelos animais. Para analise
estatistica foi utilizado o ANOVA seguido por Stndé&lewman Keuls como tespmst hoc
sendo considerado significativo **p<0,01; ***p<0,00

5.3 Estudos comportamentais

5.3.1 Teste do Labirinto em cruz elevado (LCE) paraamundongos

Hoodia gordonii(25 e 50mg/kg) foi administrada uma vez em camngds e, apds 60
minutos, foi realizado o teste do labirinto em celevado, no qual os seguintes parametros
foram analisados: NUmero de entradas nos bracomsl{®IEBA), Percentagem de numero
de entradas nos bragos abertos (PEBA), Tempo deapéncia nos bragcos abertos (TPBA) e
Percentagem de tempo de permanéncia nos bracamsaljeiBA). Pode-se verificar na
Figura 07A que houve uma reducdo do NEBA nas ddee5mg/kg [5,57+0,89 (8)*] e
50mg/kg [6,57+0,64 (8)*] em comparacdo com o cdati®,00+0,84 (8)], ja o diazepam
mostrou um aumento deste parametro [11,38+0,73].(8)& Figura 07B, verifica-se a
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percentagem de entrada nos bracos abertos (PEBA)al ndo houve alteracédo nas doses de
25 [39,50+3,56 (8)] e 50mg/kg [35,43+2,13 (8)] eatagdo ao grupo controle [43,14+3,69
(8)] e com o diazepam [61,50£3,62 (8)***], drogadp@o, 0S animais permaneceram mais
tempo. Por sua vez, na Figura 07C observa-se ootelapermanéncia nos bracos abertos
(TPBA), o qual se verificou uma reducéo nas doge®xing/kg [62,83+4,82(9)**] e 50mg/kg
[70,83+£10,75 (9)**], quando comparado com o comr§l01,7+9,06 (9)] e na dose do
diazepam 160,80+6,14 (8)***]. E na Figura 07D, agemtagem de tempo no braco aberto
houve uma reducao estatisticamente significatigaduses de 25mg/kg [27,20+3,96 (8)**] e
50mg/kg [33,14+2,89 (8)*], em relagdo ao control®,50+3,69 (8)] e um aumento com o
diazepam [59,38+3,52 (8)**].
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FIGURA 07- Efeito de Hoodia gordoniie diazepam (DZP) administrado via oral por 1
dia sobre o niumero de entrada nos bragos abertos ABA-A), percentagem de entrada
nos bracos abertos (PEBA-B), tempo de permanéncres bracos abertos (TPBA-C) e
percentagem de tempo nos bracos abertos (PTBA-BJontrole (veiculo)Hoodia gordonii
(25 e 50 mg/kg, v.0.) e diazepam (2mg/kg i.p.) iodministrados por 1 dia e 30, ou 60 min
antes do experimento. Os valores da figura repraserm médiat EPM. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Studédewman Keuls como tesygost hoc
Valores significativos: *p<0,05; **p<0,0¢ersuscontrole.

Em relag&o ao tratamento Heodia gordonii,por 08 dias, foi encontrado que a dose de
25 mg/kg [3,57+£0,57 (8)*], bem como a de 50mg/kgh740,48 (8)*] promoveram uma
reducdo do numero de entrada nos bracos abertd3AJNuando comparado ao controle
[7,12+£1,20 (8)] e com o diazepam [11,00£0,62(8)*®¢Jorreu um aumento, na Figura 08A. A
figura 08B representa a percentagem de entradéragss abertos (PEBA), onde a dose de
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25 mg/kg [29,33%2,76 (8)*] e a de 50mg/kg [29,5@#L,(8)*] também reduziram a
percentagem de entrada nos bragos abertos (PEBAj)dg comparados com controle
[41,00£3,33 (8)], diferentemente do diazepam [662296 (8)***], que houve um aumento
desta percentagem. A Figura 08C mostra o tempeislegméncia nos bracos abertos (TPBA),
em ambas as doses utilizadas, 25mg/kg [38,00+BB3* e 50mg/kg [50,67+5,12(8)*],
houve reducdo do tempo em relacdo ao controle 1#8,719,00(8)] e o diazepam
[160,104£5,81 (8)***] um aumento. Tem-se na figur8D) a percentagem do tempo de
permanéncia nos bragos abertos (PTBA), apds O8ddiasiministracdo ddoodia gordonij
onde observou-se que nas doses de 25mg/kg [167/A7{3*] e 50mg/kg [21,20+1,59 (8)*]
houve reducdo deste parametro, quando comparadosnale [32,00+3,95(8)] e ocorreu

um aumento com o diazepam [58,88+2,96 (8)***].



74

A 15 B 80-
*% *EE
AEI]-
gﬂl- E-E
<
@ . é 40 .
o
Z 5 * o
—— 20
0- T 0- I
\G 3 \'B £y
o \'Ef? le \'E*q'
o o
o & R C R
C 2001 80+
*kk D
150+ Aﬁu'
7 2
< <L 40-
o 100+ o 40
= B .
k&
504 — 20+ -T-
0- T 0- T
@ > \@ 0% &
& & oy
{s)
%) K RS G > s

FIGURA 08- Efeito de Hoodia gordoniie diazepam (DZP) administrado via oral por 08
dias sobre 0 numero de entrada nos bracos abertodEBA-A), sobre a percentagem de
entrada nos bracos abertos (PEBA-B), sobre o tempde permanéncia nos bracos
abertos (TPBA-C) e sobre a percentagem do tempo ndsacos abertos (PTBA-D) no
teste do labirinto em cruz elevado para camundongosControle (veiculo),Hoodia
gordonii (25 e 50 mg/kg, v.0.) e diazepam (2mg/kg, i.prame administrados por 8 dias
consecutivos e 30 ou 60 min antes do experimergovadres da figura representam a média
+ EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOSéguido por Student Newman Keuls
como testgost hoc Valores significativos: *p<0,05; ***p<0,00¢ersuscontrole.

A Figura 09A demonstra o numero de entradas nogobrabertos (NEBA) apos
tratamento conHoodia gordonii, por 15 dias consecutivos. Percebe-se uma redugédo d
NEBA nas doses de 25 mg/kg [5,16+0,65 (8)*] e 5Mkmg[5,66+0,21 (8)*], quando
comparados ao grupo controle [7,62+0,75(8)] e unmemio na dose do diazepam

[10,63£0,56 (8)***]. Ainda na Figura 09B, a percagem de entrada nos bragos abertos
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(PEBA), nas doses de 25 mg/kg [32,60%£2,90 (8)*3Gmg/kg [35,00£1,77 (8)*], tiveram
seus valores reduzidos em relagdo ao grupo confddg9+2,38 (8)] e o diazepam
[61,13£3,07 (8)***] promoveu um aumento deste pagénm Na Figura 09C, encontra-se 0
tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA),gam as doses, de 25mg/kg
[47,33%£4,53(8)***] e 50mg/kg [75,00+1,61(8)***] ragziram este parametro em relagcédo ao
controle [106,90+2,84(8)], efeito oposto foi vezddo com diazepam [160,10+5,64 (8)***].
A Figura 09D mostra a percentagem de tempo de p&mes| nos bracos abertos (PTBA),
nas doses de 25mg/kg [16,29+1,55 (9)***] e 50 md/&@,00£1,25 (9)***], e foi constatado
uma reducdo deste parametro em relacdo ao coriBd|d3+1,68 (9)], jA o diazepam
[58,25+3,12(8)***] promoveu um aumento.
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FIGURA 09- Efeito de Hoodia gordoniie diazepam (DZP) administrado via oral, por 15
dias, sobre o niumero de entrada nos bracos abert@dEBA-A), sobre a percentagem de
entrada nos bracos abertos (PEBA-B), sobre o tempde permanéncia nos bracos
abertos (TPBA-C), e sobre a percentagem de tempo s\bracos abertos (PTBA-D), no
teste do labirinto em cruz elevado para camundongosControle (veiculo),Hoodia
gordonii (25 e 50 mg/kg, v.0.) ou diazepam (2mg/kg, i.pram administrados por 15 dias
consecutivos e 30 ou 60 min antes do experim@goalores da figura representam a média
+ EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANO¥éguido por Student Newman Keuls
como testgost hoc Valores significativos: *p<0,05; **p<0,01; *p<001versuscontrole.

5. 3.2 Teste do Campo aberto

Apoés a realizacdo do teste do labirinto em cruxagle os mesmos animais foram
submetidos ao teste do campo aberto, no qual farsahsados os parametros de atividade
locomotora (ALE) rearing e grooming A administracado aguda (1 dose)H@odia gordonij

via oral, ndo causou alteracdo da atividade locoraoem nenhuma dose [25mg/kg:
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62,86%3,77 (8); e 50mg/kg: 73,00+4,53 (8)], em camgédo ao controle: [61,00+2,64 (8)] e o
diazepam foi usado como padrdo positivo [10,29+2®3**] (Figura 10). Nao houve
nenhuma alteracdo no numero wEring em ambas as doses administradas [25mg/kg:
11,67+0,91 (8); e 50mg/kg: 12,43+1,37 (8)], em camagéao ao controle [15,29+1,16 (8)] e 0
diazepam [1,50+0,65 (8)***] (Figura 10B). Em relacdo numero dgrooming,houve uma
reducdo na dose de 25mg/kg [1,33+0,21 (8)*], empamacao ao controle [2,66+0,33 (8)], o
qgue nao foi verificado na dose de 50mg/kg [2,00a(8], diazepam reduziu este parametro
[0,37£0,18 (8)***] (Figura 10A).

100

Numero de cruzamentos (n)

FIGURA 10 - Efeito de Hoodia gordoniie diazepam (DZP) administrado via oral por 1
dia, sobre a atividade locomotora espontanea (ALEho teste do campo aberto para
camundongos. Controle (veiculo),Hoodia gordonii (25 e 50 mg/kg, v.0.) ou diazepam
(2mg/kg, i.p.) foram administrados 30 ou 60 mineardo experimento. Os valores da figura
apresentam a média EPM do numero de travessias durante 5 minutosa Raglise
estatistica foi utilizado ANOVA, seguido de Studeitewman Keuls como tespmst hoc
Valores significativos: *p<0,08ersuscontrole.
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FIGURA 10A e 10B - Efeito deHoodia gordoniie diazepam (DZP) administrado via oral

por 1 dia, sobre o numero degrooming e rearing no teste do campo aberto para
camundongos.Controle (veiculo),Hoodia gordonii (25 e 50 mg/kg, v.0.), ou diazepam
(2mg/kg, i.p.) foram administrados 30 ou 60 miteardo experimento. Os valores da figura
apresentam a médiaEPM do numero desaring durante 5 minutos. Para andlise estatistica
foi utilizado ANOVA, seguido de Students Newman keaomo testgost hoc Valores
significativos: *p<0,05; ***p<0,0lversuscontrole.

Hoodia gordoniifoi administrada por 08 dias, via oral e néo ferificada nenhuma
modificacdo na atividade locomotora do animal, enbas as doses utilizadas [25mg/kg:
30,67+3,31 (8) e 50mg/kg: 26,57+1,06 (8)], compdoacom o controle [29,43+£2,18 (8)],
diazepam [9,87+2,31 (8)***] reduziu a locomocaodiia 11). Assim, também se verificou
que, o0 numero deearing em ambas as doses administradas [25mg/kg: 20@B3£8); e
50mg/kg: 16,17+1,40 (8)] nao foi alterado em comapao ao controle [17,71+1,40 (8)], e
diazepam [1,50+0,59 (8)***], droga padréao reduziwearing (Figura 11B). No numero de
grooming,houve uma reduc¢ao nas doses de 25mg/kg [2,00£8)80= 50mg/kg [0,87+0,12
(8)***], em relacdo ao controle [3,42+0,52 (8)],sam como o diazepam [0,37£0,18 (8)***]
(Figura 11A).
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FIGURA 11 - Efeito de Hoodia gordoniie diazepam (DZP) administrado via oral, por 8
dias, sobre a atividade locomotora espontanea (ALE)o teste do campo aberto para
camundongos.Controle (veiculo) eHoodia gordonii (25 e 50 mg/kg, v.0.), ou diazepam
(2mg/kg, i.p.) foram administrados por 8 dias e 80,60 min antes do experimento. Os
valores da figurapresentam a médiaEPM do nimero de travessias durante 5 minutoa. Par

analise estatistica foi utilizado ANOVA, seguido$teidents Newman Keuls como teste post
hoc. Valores significativos: ***p<0,0%ersuscontrole.
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FIGURA 11A e 11B - Efeito deHoodia gordonii e diazepam (DZP) administrado via
oral, por 8 dias, sobre o numero dgrooming e rearing no teste do campo aberto para
camundongos.Controle (veiculo) e blodia gordonii (25 e 50 mg/kg, v.0.), ou diazepam
(2mg/kg, i.p.) foram administrados por 8 dias e 80,60 min antes do experimento. Os
valores da figurapresentam a médiaEPM. Para analise estatistica foi utilizado o ANQV
seguido de Students Newman Keuls como teste pastVadores significativos: **p<0,01;
***p<0,001 versuscontrole.
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No 15° dia de administracéo éioodia gordonii,por via oral, houve uma reducéo da
atividade locomotora em ambas as doses [25mg/kg8319,40 (8)***] e 50mg/kg
[23,25£1,63 (8)**] comparando com o controle [3243%3 (8)] e o diazepam
[9,37£2,45(8)***] (Figura 12). O numero deearing foi reduzido na dose de 25mg/kg
[15,43£1,19 (8)] em comparacdo ao controle [24,63&18)**] e com a dose de 50mg/kg
[20,17£1,99 (8)] n&o foi observada nenhuma altergE&gura 12B) e o diazepam [1,62+0,62
(8)***] reduziu o rearing . Quanto ao numero dgooming,houve uma reducdo nas doses de
25mg/kg: [0,87+0,12 (8)***] e 50mg/kg: [1,12+0,18)¢*], quando comparado ao controle
[1,87+0,22 (8)] (Figura 12A) e apds administrac@odihzepam [0,62+0,18 (8)***] também

ocorreu uma diminuigao.
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FIGURA 12 - Efeito deHoodia gordoniie diazepam (DZP) administrado via oral por 15
dias, sobre a atividade locomotora espontanea (ALE)o teste do campo aberto para
camundongos.Controle (veiculo) e blodia gordonii (25 e 50 mg/kg, v.0.), ou diazepam
(2mg/kg, i.p.) foram administrados por 15 diasOg @ 60 min antes do experimento. Os
valores da figurapresentam a médiaEPM do nimero de travessias durante 5 minutoa. Par
analise estatistica foi utilizado ANOVA, seguido$teidents Newman Keuls como teptest
hoc Valores significativos: **p<0,01; ***p<0,00%ersuscontrole.
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FIGURA 12A e 12B - Efeito deHoodia gordoniie diazepam (DZP) administrado por via
oral por 15 dias, sobre o numero dgrooming e rearing no teste do campo aberto para
camundongos.Controle (veiculo),Hoodia gordonii (25 e 50 mg/kg, v.0.), ou diazepam
(2mg/kg, i.p.) foram administrados por 15 dias e @ 60 min antes do experimento. Os
valores da figurapresentam a média EPM. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA
seguido de Students Newman Keuls como tpstt hoc Valores significativos: *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001 versuscontrole.

5.3.3 Teste do Nado for¢cado

Para avaliar o potencial antidepressivo-similedalizadoo teste do nado forcado, no
qual os animais tratados coHpodia gordonii,por 1 dia, apresentaram uma reducdo no
tempo de imobilidade na dose de 25 mg/kg [38,0@:8%*] e 50mg/kg [42,13+4,24 (8)**],
em comparacao ao grupo controle [91,63+15,44 @yufa 13). No oitavo dia consecutivo
de administracédo, também observou-se uma reducéemuo de imobilidade na dose de 25
mg/kg [30,83+5,04 (8)**] e 50mg/kg [42,33+6,11 (8)*comparando com o controle
[88,33£13,39 (8)] (figura 14). No 15° dia de admtracao verificou-se ainda uma redugao na
imobilidade, nas doses de 25mg/kg [38,67+7,49 (8¢*50mg/kg [30,14+4,81 (8)**],
comparando com o grupo controle [65,86+4,69 (8gyfa 15).
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FIGURA 13 — Efeito agudo deHoodia gordoniiadministrado via oral, sobre o tempo de
imobilidade, em segundos, no teste do nado forcagan camundongosControle (veiculo),
Hoodia gordonii25 e 50 mg/kg foram administrados uma vez e 69 (wio.) antes do
experimento. Os valores da figura representam daaa€HPM do tempo de imobilidade (s)
durante 5 minutos. Para andlise estatistica fdizadio ANOVA, seguido por Student
Newman Keuls como tepbst hoc**p<0,01 versuscontrole.
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FIGURA 14 — Efeito deHoodia gordoniiadministrado via oral durante 8 dias, sobre o
tempo de imobilidade, em segundos, no teste do nafdocado em camundongosControle

(veiculo),Hoodia gordonii25 e 50 mg/kg foram administrados por 8 dias caris@®s e 60

min (v.0.) antes do experimento. Os valores dardigapresentam a médiaEPM do tempo
de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para anabswtistica foi utilizado foi utilizado
ANOVA, seguido por Student Newman Keuls como tgeist hoc Valores significativos:
**p<0,01 versuscontrole.
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FIGURA 15 — Efeito deHoodia gordoniiadministrado via oral, durante 15 dias, sobre o
tempo de imobilidade, em segundos, no teste do nafdocado em camundongosControle
(veiculo),Hoodia gordonii25 e 50 mg/kg foram administrados por 15 dias etutsvos e 60
min (v.0.) antes do experimento. Os valores dardigapresentam a médiaEPM do tempo
de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para and@atistica foi utilizado ANOVA seguido
por Student Newman Keuls como tegiest hoc Valores significativos: **p<0,0versus
controle.

5.4 Investigacdo do mecanismo antidepressivo-similie Hoodia gordonii Envolvimento
dos sistemas monoaminérgicos

5.4.1 Sistema dopaminérgico

A Figura 16 revela que o pré-tratamento de camugakncom SCH 23390,
antagonista dos receptores;-fdmile, foi capaz de reverter a reducdo do tempo d
imobilidade, observada coioodia gordoniiadministrada sozinha. A bupropiona, inibidor
de recaptacao de dopamina, reduziu o tempo de licexdie e, quando previamente associada
com antagonista D também houve reversdo de seu efeito antidepred€hemtrole:
91,36+15,44(10); Hoodia 50: 42,13+4,24*(8); SCH: 69,06+12,35(8); SCtbodia
79,25+9,7%(8); Bup:53,00+9,25* (8); Bup+SCH: 101,00+5°8)]. A Figura 17 mostra o
efeito com antagonista dopaminérgico D2. O resaliadica que Sulpirida também reverteu
o efeito antidepressivo ddéoodia gordoniie bupropiona [Controle: 91,36+15,44 (Blpodia
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50: 42,13+4,24* (8); Sulpirida: 69,86+12,80* (8)ulp+Hoodia 78,50+6,83 (8); Bup:
53,00+9,25* (8); Bup+Sulp: 102,40+51@®B)].
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FIGURA 16 - Efeito de Hoodia gordonii (50 mg/kg) e bupropiona (30 mg/kg), via oral,
sozinha ou associada com SCH23390 (0,5mg/kg), soloréempo de imobilidade (s) no
teste do nado forcado em camundongo€ontrole (veiculo)Hoodia gordonii(Hoodia 50:

50 mg/kg) e bupropiona (BUP; 30 mg/kg), quando rdozs, foram administrados 60 min
antes do experimento; ou quando associados, fordminestrados 30 min apdés a
administragédo de SCH23390 (SCH: 0,5 mg/kg) e, e@@anin depois foram submetidos ao
experimento. Os valores da figura representam aaaeHPM do tempo de imobilidade (s)
durante 5 minutos. Para andlise estatistica fdizadio ANOVA, seguido por Student
Newman Keuls como tespost hoc Valores significativos:*p<0,08ersuscontrole;3p<0,05
versus Hoodia gordonifp<0,05versusBupropiona.
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FIGURA 17 - Efeito da Hoodia gordonii (50 mg/kg) e bupropiona (30 mg/kg), via oral,
sozinhos ou associados com sulpirida (50 mg/kg),bse o tempo de imobilidade (s) no
teste do nado forcado em camundongo€.ontrole (veiculo)Hoodia gordonii(Hoodia 50:
50 mg/kg) e bupropiona (BUP; 30 mg/kg), quando rdozs, foram administrados 60 min
antes do experimento; ou quando associados, fordminestrados 30 min apdés a
administracéo de sulpirida (SPD; 50 mg/kg) e, en@omin depois foram submetidos ao
experimento. Os valores da figura representam aaaeHPM do tempo de imobilidade (s)
durante 5 minutos. Para andlise estatistica fdizadio ANOVA seguido por Student
Newman Keuls como testpost hoc Valores significativos: *p<0,05versus controle;
<0,001versusHoodia gordonij °p<0,05versusBupropiona.

5.4.2 Sistema Noradrenérgico

O envolvimento com o sistema noradrenérgico foeolalo na Figura 18. Foi visto
gue ambos o0s antagonistas noradrenérgiebs (prazosina) ea2 (ioimbina), quando
administrados previamente Fh gordonii, reverteram a reducédo do tempo de imobilidade
observada nos animais tratados posteriormenteHtagordonii mostrando um envolvimento
do sistema noradrenérgico no efeito antidepresdov@xtrato [Controle: 87,75+12,83 (8);
Hoodia 50: 46,00+11,48* (8); PZS: 111,7+6,85 (8jpodia+PZS: 83,89+9,31(8); I0IM:
109,80+4,32 (8)Hoodia+IOIM: 70,89+6,00 (8)].
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FIGURA 18 - Efeito de Hoodia gordonii (50 mg/kg), via oral, sozinha ou associada com
Prazosina (1mg/kg), e ioimbina (1 mg/kg), sobre @mpo de imobilidade (s) no teste do
nado forcado em camundongosControle (veiculo),Hoodia gordonii (Hoodia 50: 50
mg/kg) foram administrados 60 min antes do expeartoeou quando associados, foram
administrados 30 min apds a administracdo de Frez@BZS: 1 mg/kg) ou loimbina (IOIM:
1mg/kg) e, entdo, 60 min depois foram submetidosxgperimento. Os valores representam a
médiat EPM do tempo de imobilidade (s) durante 5 minuRera analise estatistica foi
utilizado ANOVA, seguido por Student Newman Keulemo testepost hoc Valores
significativos:®p<0,05versuscontrole;?p<0,05versus Hoodia gordonii

5.4.3. Sistema Serotonérgico

As Figuras 19, 20, 21 e 22 mostram o envolvimergdHdodia gordoniicom o
sistema serotonérgico. Na Figura 19 foi observas® @ PCPA, um inibidor da sintese de
serotonina, bloqueou o efeito antidepressivo doatxt A fluoxetina € um inibidor de
recaptacdo de serotonina e também teve sua ac@emidedem torno de 60%, quando
administrada ap6s o PCPA [Controle: 98,14+16,16H@pdia 50: 42,1314,24* (8); PCPA:
136,30+6,48 (10); PCPA+Hoodia: 121,00+1%,78); FLU: 54,26+9,10 (9); FLU+PCPA:
97,79+11,58 (9)]. A Figura 20 apresenta um antagjarserotonérgico 5SHZ, NAN-190, que
quando administrado previamente cdf gordonii reverteu a redugcdo do tempo de
imobilidade do animal, observado coniHagordonii sozinha. A fluoxetina também teve sua
acao revertida pelo antagonista serotonérgicoiRHTontrole: 138,20+8,81Hoodia 50:
42,1314,24; NAN-190: 51,75+13,03; NAN+Hoodia: 10m¥39,69; FLU: 43,02+3,77;
FLU+NAN: 133,00+14,93).
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A Figura 21 apresenta o envolvimento do extddtogordonii com o antagonista
serotonérgico 5Hiaoc, ritanserina. Foi identificada uma reversédo dat@fantidepressivo
dos camundongos. A fluoxetina alterou a respostaamkagonista, causando uma acao
depressora no animal [(Controle: 91,63+15,44; Haod0: 42,13+4,24; Ritanserina:
92,13+15,33; Ritan+Hoodia: 103,00+£12,08; FLU: 43®Z7; FLU+RIitan:73,40+7,02)]. Na
Figura 22 é possivel identificar o potencial deratdo do extratdl. gordoniicom o receptor
5HT3, uma vez que foi observada uma reversdo doefsto antidepressor, quando os
animais foram pré-tratados com antagonista para esteptor [(Controle: 91,00+15,44;
Hoodia 50: 42,13+4,24; Ondan: 95,00+15,15; Ondaregim 74,50+12,13; FLU:
43,02+3,77; FLU+Ondan:74,00£13,24)].
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FIGURA 19 — Efeito de Hoodia gordonii (50mg/kg) e fluoxetina (35mg/kg), via oral,
sozinhos ou associados com PCPA (100mg/kg), sobreempo de imobilidade no teste do
nado forgado.Controle (veiculo)Hoodia gordonii(Hoodia50: 50mg/kg) e fluoxetina (FLU:
35mg/kg), quando sozinhos foram administrados 30 apds a ultima administracdo de
PCPA (administrado por 4 dias — 100mg/kg) e 60 m@pois foram submetidos ao
experimento. Os valores correspondem a médiatEPNeipo de imobilidade durante 5
minutos. Para analise estatistica foi utilizado AMQ seguido de Student Newman Keuls
como testepost hoc.Valores significativos: *p<0,05ersuscontrole;p<0,05versusHoodia
gordonii; °p<0,05versusfluoxetina.
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FIGURA 20 - Efeito de Hoodia gordonii (50mg/kg) e fluoxetina (35mg/kg) via oral,
sozinhos ou associados com NAN (0,5mg/kg), sobréempo de imobilidade no teste do
nado forgado.Controle (veiculo)Hoodia gordonii(Hoodia50: 50mg/kg) e fluoxetina (FLU:
35mg/kg), quando sozinhos foram administrados 30 apds a administracdo de NAN-190
(0,5mg/kg) e 60 min depois foram submetidos ao mx@®to. Os valores correspondem a
médiaztEPM do tempo de imobilidade durante 5 minuBasa analise estatistica foi utilizado
ANOVA, seguido de Student Newman Keuls como tgsist hoc Valores significativos:
*p<0,05 versuscontrole;p<0,05versusHoodia gordonij °p<0,05versusfluoxetina.
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FIGURA 21 - Efeito de Hoodia gordonii (50mg/kg) e fluoxetina (35mg/kg) via oral,
sozinhos ou associados com ritanserina (1mg/kg),se o tempo de imobilidade no teste
do nado forcado.Controle (veiculo)Hoodia gordonii(Hoodia 50: 50mg/kg) e fluoxetina
(FLU: 35mg/kg), quando sozinhos foram administra80smin apds a administracdo de
ritanserina (1mg/kg) e 60 min depois foram subnostidho experimento. Os valores
correspondem a médiatEPM do tempo de imobilidadende 5 minutos. Para andlise
estatistica foi utilizado ANOVA, seguido de Stud&dwman Keuls como teste post hoc.
Valores significativos: *p<0,0%ersuscontrole; 3<0,05 versusHoodia gordonij ?p<0,05
versusfluoxetina.
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FIGURA 22 — Efeito de Hoodia gordonii (50mg/kg) e fluoxetina (35mg/kg) via oral,
sozinhos ou associados com ondansetrom (1mg/kg)b o tempo de imobilidade no
teste do nado forgcado.Controle (veiculo),Hoodia gordonii (Hoodia 50: 50mg/kg) e
fluoxetina (FLU: 35mg/kg), quando sozinhos forammadstrados 30 min apos a
administracdo de ondansetrom (1mg/kg) e 60 miniddpoam submetidos ao experimento.
Os valores correspondem a médiatEPM do tempo dbilioede durante 5 minutos. Para
andlise estatistica foi utilizado ANOVA, seguido $keident Newman Keuls como tegtast
hoc Valores significativos: *p<0,05versus controle; p<0,05 versus Hoodia gordonij
Pp<0,05versusfluoxetina.

5.5 Avaliacdo dos efeitos déloodia gordonii sobre a concentracdo de noradrenalina,
serotonina, dopamina e seus metabdlitos por HPLC

A Figura 23 mostra a concentragcdo de noradreng@hitd em corpo estriado de
camundongos apos tratamento ddoodia gordoniipor 1 dia, nas doses de 25 [4,46+0,43*
(7)] e 50mg/kg [5,09.83+£0,42* (7)], e houve um aumtoena concentracdo de NE quando

comparado ao controle (2,59+0,48].
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FIGURA 23 - Determinacéo da concentragdo de noradrenalina (NE§m corpo estriado

de camundongos apos tratamento de 1 dia corpodia gordonii(25 e 50mg/kg), via oral.
Depois de 1 hora de tratamento, os animais foramifisados e dissecados para a retirada do
corpo estriado. A determinacdo das monoamina®iiai pela técnica de HPLC com deteccéo
eletroquimica. Os resultados (mmol/g de tecido) efaressos como média + EPM. Para
analise estatistica foi utilizado ANOVA e testedatint Newman’s Keydost hoc.

A Figura 24 apresenta a concentracao de serot@biHiB) e seu metabdlito SHIAA,
em corpo estriado de camundongos apés tratamemtéioodia gordonii,por 1 dia, através
da técnica do HPLC. Foi visto que ocorreu um aumdatconcentracdo da monoamina nas
doses de 25 [6,83%£1,12 (7)*] e 50mg/kg [6,83+0,34(7em relacdo ao controle
[2,60+0,87(7)]. Por sua vez, a concentracdo do mdéta S5HIAA nas doses de 25
[5,07+1,37(7)] e 50mg/kg [3,62+0,91(7)] ndo foramerentes do valor do grupo controle
[3,26£0,91 (7)].



92

=

mmolfg de tecido
mmolfg de tecido
E -9

o
066& ¢ é\'i':b {P\.;? 6@‘} ¢ é&qﬁj é\'?:?
R &

FIGURA 24- Determinacdo da concentracdo de serotonina (5HT-A9 seu metabdlito o
acido 5-hidroxiindolacético (5HIAA-B), em corpo estriado de camundongos apos
tratamento de 1 dia comHoodia gordonii (25 e 50mg/kg) via oral.Apés 1 hora de
tratamento, os animais foram sacrificados e diskecpara a retirada do corpo estriado. A
determinacdo das monoaminas foi feita pela téaeddPLC com detec¢do eletroquimica. Os
resultados (mmol/g de tecido) sdo expressos conuarteeEPM. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA e teste Student Newman’s Keokst hocValores significativos j < 0,05,
guando comparados ao controle.

A figura 25 mostra a concentracdo de dopamina (D), corpo estriado de
camundongos, apos tratamento ddoodia gordonii,por 1 dia, nas doses de 25 [4,27+0,99

(6)] e 50mg/kg [5,44+1,09 (6)] atraves da técnioaHiPLC, ndo houve alteracdo em relacéao
ao controle [5,21+0,77 (6)].
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FIGURA 25- Determinacdo da concentracdo de dopamina (DA) em g estriado de
camundongos, apos tratamento de 1 dia coioodia gordonii (25 e 50mg/kg), via oral.
Depois de 1 hora de tratamento, os animais foramfisados e dissecados para a retirada do
corpo estriado. A determinacdo da concentracdo olaamina foi feita pela técnica de
HPLC com deteccdo eletroquimica. Os resultados (fgnue tecido) sdo expressos como

média + EPM. Para analise estatistica foi utilizaAdROVA e teste Student Newman’'s Keul
post hoc.

A Figura 26 revela a concentracdo dos metabdlites dobpamina, o acido
dihidroxifenilacético (DOPAC), e acido 4-hidroxirBetoxi-fenilacético(HVA) em corpo
estriado de camundongos, ap0s tratamento E@odia gordonii,por 01 dia, através da
técnica do HPLC. Nenhuma alteracéo foi observadarmatras as doses de 25 [2,50+0,21 (7)]
e 50mg/kg [3,17+0,34 (7)] em relacdo ao controle7§30,90(7)] no DOPAC. Na
concentracdo de HVA, na dose de 25 [3,69+0,65 fd)} houve alteracdo significativa,
entretanto, na dose de 50 [2,59+0,24 (7)*] houva weducdo na quantidade da monoamina

em relacéo ao controle [5,53+1,08 (7)].
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FIGURA 26 - Determinacéo da concentracdo de acido dihidroxifetdcético (DOPAC) e
acido 4-hidroxi-3-metoxi-fenilacético (HVA), metabdlitos da dopamina, em corpo
estriado de camundongos apés tratamento de 1 diarandHoodia gordonii (25 e 50mg/kg)
via oral. Apés 1 hora de tratamento, os animais foram seadtis e dissecados para a
retirada do corpo estriado. A determinacéo das moimas foi feita pela técnica de HPLC
com deteccao eletroquimica. Os resultados (mma/tpdido) sdo expressos como media +
EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVeste Student Newman’s Kquidst hoc.
Valores significativos *p < 0,05, quando comparadogontrole.

A Figura 27 mostra a concentragdo de noradreng@hitg, em corpo estriado de
camundongos, apoés tratamento cdopdia gordoniipor 8 dias, observou-se um aumento
significativo nas dose de 50mg/kg [6,04+0,86 (B} relacdo ao controle [3,45+0,81 (7)].
Nenhuma alterag&o ocorreu na dose de 25 mg/kgH@,89 (7)].
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FIGURA 27 - Determinacdo da concentracdo de noradrenalina (NE§m corpo estriado

de camundongos ap0s tratamento de 8 dias cdAvodia gordonii(25 e 50mg/kg) via oral.
Apoés 1 hora de tratamento, os animais foram seadéis e dissecados para a retirada do
corpo estriado. A determinacdo das monoaminaifia pela técnica de HPLC com deteccdo
eletroquimica. Os resultados (nm/g de tecido) s@oessos como média £+ EPM. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA e teste Student Meawn's Keul post hoc. Valores
significativos *p < 0,05, quando comparados ao controle.

A Figura 28 se refere a determinacdo da concemtrdeadserotonina (5HT) e seu
metabolito SHIAA, em corpo estriado de camundongm®)s tratamento corkloodia
gordonii por 08 dias através da técnica do HPLC. Pode-sgue ndo ocorreu alteracao
significativa na concentracdo de 5HT apos tratamen H. gordonii nas doses de 25
[5,56£1,01 (7)] e 50mg/kg [5,72+0,80 (7)] em relagao controle [4,45%£1,02 (7)]. A
concentracdo do metabdlito 5SHIAA, também néo fteraldla nas doses de 25 [2,02+0,24
(7)] e 50 [1,93+0,36 (7)], quando comparado aocmmbaf2,92+0,52 (7)].
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FIGURA 28- Determinacédo da concentracdo de serotonina (5HT-A9 seu metabdlito o
acido 5-hidroxiindolacético (5HIAA-B), em corpo estriado de camundongos, apés
tratamento de 8 dias comHoodia gordonii (25 e 50mg/kg), via oral. Apos 1 hora de
tratamento, os animais foram sacrificados e diskecpara a retirada do corpo estriado. A
determinacdo das monoaminas foi feita pela téadeddPLC com deteccao eletroquimica. Os
resultados (nm/g de tecido) sdo expressos comoamedEPM. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA e teste Student Newman’s Keokt hoc.

A Figura 29mostra que ndao houve nenhuma alteracao signifecavconcentracao
de dopamina (DA), em corpo estriado de camundongp8s tratamento corhloodia
gordonii, por 8 dias, nas doses de 25 [3,60+0,65 (7)] e Bay@,49+1,05 (7)] através da
técnica do HPLC, quando comparado ao controle 8,89 (7)].
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FIGURA 29- Determinacdo da concentracdo de dopamina (DA) em g estriado de
camundongos apos tratamento de 8 dias cohltoodia gordonii (25 e 50mg/kg) via oral.
Apoés 1 hora de tratamento, os animais foram seadéis e dissecados para a retirada do
corpo estriado. A determinacdo das monoaminaiia pela técnica de HPLC com deteccdo
eletroquimica. Os resultados (nm/g de tecido) s@oessos como média £ EPM. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA e teste Student Mean’s Keulpost hoc.

A Figura 30 representa a concentracdo dos metabolie dopamina, o acido
dihidroxifenilacético (DOPAC), e acido 4-hidroxif8etoxi-fenilacético(HVA) em corpo
estriado de camundongos, apds tratamento Elmwdia gordonii, por 8 dias, através da
técnica do HPLC. Nao ocorreu alteracdo em ambdsses de 25 [2,96+0,45 (7)] e 50mg/kg
[3,67£0,50 (7)] na concentracdo de DOPAC, nem dé& Hdbse de 25 [2,35%0,63 (7)] e de
50 [3,14+0,82 (7)]} e seus respectivos controlesnfcole DOPAC [3,50+0,74 (7)]; controle
HVA [2,87+0,80 (7)]}.
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FIGURA 30- Determinacéo da concentragcdo de acido dihidroxifeldicético (DOPAC) e
acido 4-hidroxi-3-metoxi-fenilacético (HVA), metabdlitos da dopamina em corpo
estriado de camundongos apds tratamento de 8 diagns Hoodia gordonii (25 e 50mg/kg)
via oral. Depois de 1 hora de tratamento, os animais foramfisados e dissecados para a
retirada do corpo estriado. A determinacdo da curegio de metabdlitos foi feita pela
técnica de HPLC com deteccéao eletroquimica. Odtaelms (nm/g de tecido) sdo expressos

como média + EPM. Para analise estatistica fazatlb ANOVA e teste Student Newman’s
Keul post hoc.

A Figura 31 mostra a concentracdo de noradrengdhitd em corpo estriado de
camundongos apoés tratamento cdtoodia gordonii, por 15 dias, nas doses de 25
[3,62+1,45* (7)] e 50mg/kg [7,67+0,86** (7)] atravéla técnica do HPLC. Observa-se que
ocorreu um aumento na dose de 50 em relagcéo amleof#,80+1,10 (7)].
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FIGURA 31- Determinacéo da concentracdo de noradrenalina (NE§m corpo estriado
de camundongos apos tratamento de 15 dias cadoodia gordonii (25 e 50mg/kg) via
oral. Depois de 1 hora de tratamento, os animais forarifisados e dissecados para a
retirada do corpo estriado. A determinacdo das emonmas foi feita pela técnica de HPLC
com detecgdo eletroquimica. Os resultados (nm/tecido) sdo expressos como meédia +

EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOV#este Student Newman’s Kquist hoc.
Valores significativos *p<0,05; 1 < 0,01, quando comparados ao controle.

A determinacdo da concentracdo de serotonina (8H3gu metabdlito SHIAA, em
corpo estriado de camundongos apos tratamentd-Hmdia gordoniipor 15 dias, através da
técnica do HPLC é observada na Figura 32. Podesseqwe ocorreu um aumento da
serotonina nas doses de 25 [5,17+1,00 (7)*] e 5kgnéy,43+0,89 (7)*] em relagcdo ao
controle [1,78£0,20 (7)]. A concentracdo de aciddidsoxiindolacético (GHIAA), um
metabolito da serotonina, néo foi alterada em arabatses de 25 [3,58+1,15 (7)] e 50mg/kg

[5,47+£1,47 (7)] em relac&o ao controle [4,02+1,2). (
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FIGURA 32- Determinacao da concentracdo de serotonina (5HT)seu metabdlito acido
5-hidroxiindolacético (5HIAA), em corpo estriado de camundongos, ap0s tramento de

15 dias comHoodia gordonii (25 e 50mg/kg), via oral. Apdés 1 hora de tratamento, 0s
animais foram sacrificados e dissecados pararadatdo corpo estriado. A determinacdo da
monoamina e seu metabalito foram feitas pela téoecHPLC com deteccéo eletroquimica.
Os resultados (nm/g de tecido) sdo expressos coddaant EPM. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA e teste Student Newman’s Keokt hocValores significativos D < 0,05,
guando comparados ao controle.

A Figura 33 mostra a concentracdo de dopamina (DA), em corpaads de
camundongos apos tratamento cdfoodia gordonii, por 15 dias, nas doses de 25
[5,46+0,88 (7)] e 50mg/kg [7,61+0,50 (7)*] atravéa técnica do HPLC. Observa-se que

ocorreu um aumento na dose de 50 em relacéo amleoj#,66+0,91 (7)].
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FIGURA 33- Determinacdo da concentracdo de dopamina (DA) em g estriado de
camundongos apos tratamento de 15 dias coRpodia gordonii (25 e 50mg/kg) via oral.
Depois de 1 hora de tratamento, os animais foramfisados e dissecados para a retirada do
corpo estriado. A determinacdo das monoaminaiia pela técnica de HPLC com deteccédo
eletroquimica. Os resultados (nm/g de tecido) s@oessos como média £ EPM. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA e teste Student Meawn's Keul post hoc. Valores
significativos * < 0,05, quando comparados ao controle.

A Figura 34 demonstra a concentracdo de &cidarxifenilacético (DOPAC), um
metabolito da dopamina, em corpo estriado de caomgas$, apos tratamento cddoodia
gordonii, por 15 dias, através da técnica do HPLC. Podeessgue ndo ocorreu alteracdo em
ambas as doses de 25 [3,48%0,48 (7)] e 50mg/k@48,89 (7)] em relagdo ao controle
[3,38+0,41 (7)]. Em relagdo a concentracdo de aditiaroxi-3-metoxi-fenilacéticgHVA),
outro metabdlito da dopamina, em corpo estriadccal@undongos apds tratamento com
Hoodia gordonii,por 15 dias, também nao ocorreu alteracdo nas dieses [2,22+0,67 (7)] e
50mg/kg [3,32+0,54(7)] em relacéo ao controle [£B80(7)].
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FIGURA 34- Determinacdo da concentracdo de acido dihidroxifeldcético (DOPAC -

A) e acido 4-hidroxi-3-metoxi-fenilacéticHVA-B), metabdlitos da dopamina em corpo
estriado de camundongos apoés tratamento de 15 diaom Hoodia gordonii (25 e
50mg/kg) via oral. Apés a realizacdo dos testes os animais foramfisadios e dissecados
para a retirada do corpo estriado. A determinagiondetabdlitos foi feita pela técnica de
HPLC com deteccéo eletroquimica. Os resultadosgai@tecido) sdo expressos como média

+ EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANO¥Aeste Student Newman’s Kedst
hoc.

As Tabelas 02, 03 e 04 mostram a taxa de metalgdliz dos metabdlitos das
monoaminas dopamina e serotonina. Ao observar losegana Tabela 02, percebe-se que
houve uma reducdo na metabolizacdo significativaHwA/DA na dose de 50mg/kg
[0,42+0,05 (7)*], comparado ao grupo controle [@&@37 (7)], apds 1 dia de tratamento. A
Tabela 03, tratamento coioodia gordoniipor 8 dias, também revela uma redugcdo no
DOPAC/DA, na dose de 50mg/kg [0,74+0,32 (7)*], eefacdo ao controle [0,90+£0,07 (7)] e
no 5HIAA/5HT na dose de 50 mg/kg [0,32+0,02 (7)tHmparado ao controle [0,49+0,11
(7)]. E a Tabela 04 mostra o tratamento de 15 @M&RPAC/DA [0,97+0,25(7)*] apresentou
um aumento, em relacdo ao grupo controle [0,62HT )7
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TABELA 02 - Taxa de metabolizagcdo de monoaminas damina e serotonina em corpo
estriado de camundongos apds tratamento déoodia gordoniipor 1 dia.

Taxa metabolizagao

monoaminas Controle Hoodia25 Hoodia 50
DOPAC/DA 0,82+0,26 1,15+0,25 0,81+0,26
HVA/DA 0,93+0,17 0,84+0,23 0,42+0,05*
5HIAA/SHT 0,96+0,21 0,77+0,14 0,48+0,09

Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM. &wllise estatistica foi utilizado teste
Student t. Valores significativos *p<0,05, quandonparados ao controle.

TABELA 03 - Taxa de metabolizagdo de monoaminas damina e serotonina em corpo
estriado de camundongos apods tratamento déoodia gordoniipor 8 dias.

Taxa metabolizacao

monoaminas Controle Hoodia 25 Hoodia 50
DOPAC/DA 0,90+0,07 0,91+0,14 0,74+0,32*

HVA/DA 0,86+0,37 0,94+0,22 0,87+0,21
SHIAA/SHT 0,49+0,11 032+0,02** 0,38%0,08

Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM. &dlise estatistica foi utilizado teste
Student t. Valores significativos *p<0,05 gp&0,01, quando comparados ao controle.

TABELA 04 - Taxa de metabolizagdo de monoaminas damina e serotonina em corpo
estriado de camundongos apoés tratamento déoodia gordoniipor 15 dias.

Taxa metabolizagéo

monoaminas Controle Hoodia 25 Hoodia 50
DOPAC/DA 0,62+0,07 0,97+0,25* 0,50+0,11
HVA/DA 0,62+0,24 0,58+0,17 0,44+0,29
SHIAA/SHT 0,94+0,25 0,78+0,27 1,07+0,22

Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM. &wllise estatistica foi utilizado teste
Student t. Valores significativos *p<0,05, quandoparados ao controle.
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5.6. Avaliacéo dos efeitos doodia gordoniisobre o estresse oxidativo em hipocampo de
camundongos

5.6.1. Determinagdo dos niveis de Nitrito

A Figura 35 mostra reducao dos niveis de nitritohgmecampo de camundongos apés
1, 8 e 15 dias de tratamento céingordonii [dose de 25mg/kg (1 dia: 16,67+2,95* (8); 8
dias: 12,54+2,65**(8); 15 dias: 10,96+2,52** (7))de 50mg/kg (1 dia: 12,14+2,02* (8); 8
dias: 12,14+3,02*(8); 15 dias: 10,23+2,66 (7)] gu@ancomparado aos seus respectivos
controles [1 dia: 28,27%4,95 (7); 8 dias: 28,37¥%&; 15 dias: 21,96+2,15(8)].
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FIGURA 35- Niveis de nitrito em hipocampo de camunangos apds administracdo de
Hoodia gordoniivia oral por 1, 8 e 15 diasAp0s administracdo dd. gordoniios animais
foram sacrificados e dissecados para a retiradaipicampo. Os resultados sdo expressos
como média + EPM. Para analise estatistica fozatlb ANOVA e teste Student Newman
Keuls post hoc Valores significativos *p<0,05 e px0,01, quando comparados ao controle.
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5.6.2 Determinacao dos niveis de Glutationa ReduadGSH)

A Figura 36 mostra os niveis de glutationa reduzi@&H) em hipocampo de
camundongos apos 1, 8 e 15 dias de tratamentoHmodia gordonii.Observa-se que na
dose de 25mg/kg [1 dia: 1758177 (8); 8 dias: ¥449(8); 15 dias: 15861165 (8)] e de
50mg/kg [1 dia: 1718+254(8); 8 dias: 1504+146(8% dias: 1775%+228 (8)] ndo houve
alteracdo significativa quando comparado ao camtrd dia: 1577+199(8); 8 dias:
1426,£225(8); 15 dias: 1696+207(8)].
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FIGURA 36 — Efeito sobre os niveis de glutationa drzida (GSH) em hipocampo de
camundongos apos administracdo deloodia gordoniivia oral por 1, 8 e 15 diasApos
administragéo dél. gordonii os animais foram sacrificados e dissecados paetirada do
hipocampo. Os resultados sdo expressos como mé&@BM Para andlise estatistica foi
utilizado ANOVA e teste Student Newman Keplsst hoc
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5.6.3 Determinacao da atividade da enzima Catalase

Na Figura 37, observa-se a atividade da enzimalasataem hipocampo de
camundongos apoés 1, 8 e 15 dias de tratanmmtoHoodia gordonii Nao houve alteracao
em nenhum dos tempos de tratamento [25mg/kg (118@+18,87(8); 8 dias: 141,00+17,48;
15 dias: 127,30%16,96 (8)] e de 50mg/kg [(1 dieb#13,38(8); 8 dias:136,70+10,59 (8); 15
dias: 135,80+£11,60 (8)] quando comparado ao cantfdl dia: 138+11,5(8); 8 dias:
127,40,+14,92(8); 15 dias: 127,40+14,92(8)].
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FIGURA 37 — Efeito sobre a atividade da enzima calase em hipocampo de
camundongos apo0s administracado deloodia gordonii,via oral por 1, 8 e 15 diasApos
administragéo dél. gordonii os animais foram sacrificados e dissecados paetirada do
hipocampo. Os resultados sdo expressos como mé&@BM. Para andlise estatistica foi
utilizado ANOVA e teste Student Newman Keplsst hoc
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5.6.4 Determinacao dos niveis de Malonildialdeido

Na Figura 38 observa-se os niveis de malonildidéMDA) em hipocampo de
camundongos apoés 1, 8 e 15 dias de tratamentoHmodia gordonii Nao houve alteracao
dos valores de MDA na dose de 25mg/kg [1 dia: HLB7(8); 8 dias: 8,60+1,52(8); 15
dias: 36,68+4,45 (8)] e de 50mg/kg [1 dia: 8,84¥1(8); 8 dias: 9,89+1,53(8); 15 dias:
33,79+3,45 (8)] quando comparado ao controle [11z80 £2,57 (8); 8 dias: 11,30+1,09(8);
15 dias: 30,58+1,14(8)].
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FIGURA 38— Efeito sobre os niveis de malonildialddb em hipocampo de camundongos
apos administracdo deHoodia gordoniivia oral por 1, 8 e 15 diasAp0s administracao de
H. gordonii os animais foram sacrificados e dissecados pasrdirada do hipocampo. Os
resultados sdo expressos como meédia =+ EPM. Paliaeaagtatistica foi utilizado ANOVA e
teste Student Newman Keuydsst hoc
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5.7. Avaliacéo dos efeitos ddoodia gordoniisobre parametros bioquimicos

Hoodia gordonii(25 e 50mg/kg), via oral, foi administrado pordi&s consecutivos e,
apos 1, 8 e 15 dias, foi coletado amostra sangyiaea testes bioquimicos. A Tabela 05
mostra que, na dose de 25mg/kg houve uma reducgioideis de transaminase glutamico
oxalacética (TGO), apos os 01 dia de administrgg@mdo comparado ao controle [controle:
61,00+ 2,19 (8); dia 1: 60,00£2,35* (8); dia 8: B23,28 (8); dia 15: 63,50+3,38 (8)]. E na
dose de 50mg/kg, observou-se que no dia 8 [65,2048)*] e no dia 15 [63,75+4,23 (8)*]
houve reducéo dos niveis de TGO em relacdo aoateri#9,11+2,61 (8)]. No dia 1 ndo
houve alteracédo [72,67+3,45 (8)].

Foi verificado os niveis de TGP na dose de 25 qhgfiés dia 1 [28,88+1,90(8)], apos
dia 8 [29,75+2,05(8)] e dia 15 [38,13£1,60(8)] ndouve alteracdo dos valores, quando
comparados ao controle [33,11+1,85(8)]. Ja na dies®0mg/kg observou-se um aumento
apos dia 8 [36,22+2,27(8)*] e dia 15 [39,44+1,76@m relacdo ao controle [30,11+1,44(8)]
e nenhuma alteracdo com 1 dia de administracg8930,34(8)].

Em relacdo aos niveis séricos de glicétmydia gordoniina dose de 25mg/kg causou
um aumento destes niveis no dia 1 de administrdf6,30+£3,88 (8)] e no dia 8
[96,75%£4,62(8)] em comparacdo com o controle [83631(8)], ja com 15 dias de
tratamento [90,63+3,40(8)] ndo houve alteracdo. dbdse de 50mg/kg houve aumento apds
dia 1 [112,5+3,69(8)], dia 8 [115,0£3,92(8)] e dia [123,30+6,32(8)] quando comparados
com o controle [78,50+3,40(8)].

Os niveis séricos de colesterol apés 1 e 8 diaaddenistracdo déloodia gordonii
25mg/kg ndo foram alterados {ldia [48,86+3,43(B]dias [75,63+4,57(8)]} e 15 dias
[75,50£3,46(8)*] houve um aumento. Na dose de 58mgipés 8 dias de tratamento
[73,22+4,17(8)*] houve um aumento em relacdo adrota [58,44+3,69(8)], 0 que néo foi
observado apos o dia 1 [56,22+3,15(8)] e dia 156@&&2,11(8)].

Foi observada uma reducéo nos niveis séricos gleérides apdés administracao de
Hoodia gordonii,na dose de 25mg/kg com 01 dia de tratamento [43,25(8)*] em relacdo
ao controle [75,67+£9,45(8)]. Com 8 dias [87,50+633P e 15 dias de tratamento
[109,0£13,12(8)] ndo foi observada qualquer mudsasigaificativa. Na dose de 50mg/kg,
houve uma reducéo apos 1 dia [48,75%3,34(8)*], elacho ao controle [77,22+9,96(8)], 0
gue nédo ocorreu apos 8 dias [86,67+9,33(8)] e 45 [@8,50+9,82(8)],



109

TABELA 05 - Analise bioquimica dos niveis séricosa glicose, TGO, TGP, colesterol
total e triglicérides apds administracdo déHoodia gordoniipor via oral durante 15 dias
em ratos.

Grupo Glicose TGO/AST TGP/ALT Total Triglicérides
Colesterol
(mg/dL) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)

C (25) 83.63+2.01 61.00+2.19 33.11+1.85 61.11+5.7%.67+9.45

C (50) 78.50+3.40 79.11+2.61 30.11+1.44 58.44+3.69.22+9.96
25(1d) 109.30+3.88*60.00+2.35* 28.88+1.90 48.86+3.43 43.25+4.15*
50 (1 d) 112.50+3.69*72.67+3.45 30.89%+1.34 56.22+3.15 48.75+3.34*
25 (8 d) 96.75+4.62* 59.13+3.28 29.75+2.05 75.68%4. 87.50+6.89

50 (8 d) 115.004£3.92%65.22+3.70* 36.22+2.27* 73.22+4.17* 86.67+9.33
25(15d) 90.63+3.40 63.50+3.38 38.13+1.60 75.50+3.48.14+8.50
50(15d) 123.304+6.32*63.75+4.23* 39.44+1.70* 66.56+2.11 68.50+9.89

Nota: Controle (veiculo)Hoodia gordonii25 e 50 mg/kg foram administrados por 15 dias esamas
sanguineas foram coletadas 1 dia antes da adragdiste apos 1, 8 e 15 dias de administracdo. Os
valores da tabelapresentam a média EPM. Para analise estatistica foi utilizado tesedent t.
Valores significativos *p<0,05 comparados ao cdatro

5.8 Andlise histopatoldgica de tecidos expostosHaodia gordoniiem altas concentracdes

Os animais foram tratados cddoodia gordoniinas doses de 550 e 2000mg/kg, uma
Gnica vez, e em seguida, foram sacrificados eadss 0s seguimentos hipocampo, figado e
rim para a analise histopatoldgica (Figura 39).aBeta 06 revela que ocorreu alteracdo no

hipocampo na dose de 2000 [2,5 (2-3)*] em comparagacontrole.
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TABELA 06 — Escores das alteracdes histopatologicas de hipogao de camundongos
apos tratamento deHoodia gordonii

GRUPOS ESCORES
Controle 0
H 550mg/kg 2 (2)
H2000 mg/kg 2,5 (2-3)*

Nota: Os animais foram tratados catodia gordoniinas doses de 550 e 2000mg/kg v.o., dose Unica e
ap6s 14 dias os hipocampos foram removidos e emeltes histopatoldgicas foram avaliadas de
acordo com os critérios descritos por GILAfTal (2005): (0) Morfologia normal; (1) Dano menor:
edema, poucas células pinociticas; (2) Dano moded®bsorganizacdo estrutural, edema, moderadas
células pinociticas, vacuolizagdo, infiltrado infi@orio; (3) Dano intenso: desorganizacdo estrijtura
edema, quantidade intensa de células com pinogitasaolizacao, infiltrado inflamatério.
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Dose 550
(100x)

FIGURA 39 — Efeito de Hoodia gordonii em hipocampo de camundongos apés
tratamento nas doses de 550 e 2000mg/kgnalise microscopica de hipocampo com
ampliacdo de 100 e 400x em cada grupo. Animaisrfdratados com salina, Hoodia gordonii
550mg/kg e 2000mg/kg. Os resultados quantitativestadanalise sdo apresentados na tabela
06.

5.9 Avaliacdo do potencial citotoxico déloodia gordonii

A Figura 40 vem mostrar a avaliacdo de citotoxidaaealizada em linfocitos
humanos, através do ensaio de MTT. As células fagpostas ao extratdoodia gordonii
em uma concentragdo de 50, 100 e 200 pg/mL porenfadw de até 72h e foi observado que

doses acima de 200 pg/mL observa-se uma redugdahiiédade celular.
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FIGURA 40 - Avaliagdo dos efeitos deHoodia gordonii em linfécitos humanos
periféricos expostos ao composto por 24 e 72h atess do ensaio do MTT.Os
experimentos foram analisados segundo suas mégiagtiada regressao nao linear. Cada
amostra foi testada em triplicata em trés experioseimdependentes.

Na Figura 41, verifica-se o0 ensaio cometa realizaddinfécitos humanos, expostos a
Hoodia gordoniina concentracdo de até 200ug/mL, que apresentoresyasemelhantes ao
grupo controle. J4 a doxorrubicina que foi utili@asbmo padréo positivo, e causou lesao ao
DNA (Controle: 12,00+£1,00; Doxo: 138,00+28,00podia 200: 9,00+0,00;Hoodia 100:
4,00+0,00;Hoodia50: 28,00+8,00).
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FIGURA 41 — indice de dano ao DNA de linfocitos humnos expostos 24h #&oodia
gordonii. RPMI foi utilizado como controle negativo e doxdnaina (Doxo) na concentragao
de 0,6 uM foi utilizado como controlgositivo. Os dados correspondem a média £ erro
padrdo de quatro experimentos independentes. *p<@parado com o controle negativo
por ANOVA Newman Keuls.
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DISCUSSAO
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6. DISCUSSAO

A presente pesquisa utilizou duas espécies de amjiratos e camundongos. Devido a
dificuldade de se trabalhar apenas com ratos, psriexentos possiveis foram realizados em
camundongo$wiss A literatura revela que muitos estudos relaciosaa obesidade podem
ser realizados nestes grupos de animais, pois eatessensiveis aos efeitos agudos de
farmacos que atuam nas monoaminas (HALFO&Dal, 2010). Foram utilizados neste
estudo, diferentes periodos de tratamento com oatextOl, 08 e 15 dias, pois foi
comprovado na literatura que, as anfetaminas quaattoinistradas de forma aguda
promovem liberacdo de noradrenalina e dopamina ¥ANMDER et al, 2005). Hoodia

gordonii poderia mostrar resultados diferentes dependengeidodo de administracao.

Hoodia gordoniipassou a ser consumida na Africa durante a dédadd0, como
supressora do apetite, e hoje ainda é consumideagos paises, em diversas formulagdes.
Com o objetivo de verificar sua propriedade ang@enxa, foi administrada em ratos por 15
dias consecutivos e realizada a verificacdo do destamente. Foi observada uma reducao
significativa no peso dos animais tratados em amabagoses utilizadas (25 e 50mg/kg, via
oral), em comparagdo com o grupo controle. A escplhr estas doses baseou-se de acordo
com uma escala de doses realizada por trabalh@méwnosso laboratorio (MOURA, 2012),
no qual, observou-se uma reducéo dose dependemesdode animais nas doses de 25, 50,
100 e 200mg/kg, via oral. Desse modo, com o intdéaeduzir a quantidade necessaria de
droga, devido a dificuldade de oferta, optou-se uiibzar as menores doses testadas que ja
mostraram efeito. A reducdo de peso causadaHpayordonii também foi observada por
outros pesquisadores, Degttal, (2012) que utilizou 3 doses (5, 15, e 50mg/em), ratas
gestantes, identificou a dose de 50mg/kg, comdcsardose que promoveu uma maior perda

de peso nos animais.

Neste periodo de tratamento foi avaliada tambémgasido de agua e comida dos
animais diariamente e foi possivel identificar umealucdo significativa da ingestdo de
alimento e agua neste periodo, que pode ser umaalmsas de reducdo do peso destes
animais. Nossos resultados confirmam dados encwstraa literatura referida acima. Este
resultado foi encontrado também no estudo de M{R04&2), apds tratamento codoodia
gordonii por 8 dias. Em outro tratamento mais prolongaéol 8 semanas, verificou-se uma

reducao do peso corporal do animal, bem como redigadngestao alimentar (NICHOLSON
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et al, 2007). Em estudo clinico foi observado uma réduge aproximadamente 30% no
consumo de energia (RICHARDS & GROVER, 2003).

Estudos demonstraram que a acao supressora die apektrato dél. gordoniideve-
se a presenca do elemento denominado P57. Emhioapedvio (Mc LEAN & LUO, 2004)
foi demonstrado que, a injecao intraventriculaP&¥ em animais levou a producéo de ATP
em neurdnios presentes no hipotalamo, regulandm assngestdo alimentar do organismo.
Sabe-se que o ATP pode controlar os mecanismosodedstase do hipotalamo, em
particular, regulando a osmolaridade e a tempexatarporal (Mc LEAN & LUO, 2004).
Estudo recente indica que o P57 é um esteréidesiticco extraido deloodia gordonii,que
pode ativar o receptor em seres humanos (TAS2RIli#pwzir a liberacdo do peptideo
colecistocinina (CCK) nas células intestinais (H80) de ratos, tantex vivo,comaoin Vivo,
como em cultura de células humanas enteroenddcritas linhagem (HuTu-80),
consequentemente atuando na supressdo do alimdEME( COLLINS & MORGAN,
2010).

Existem hoje no mercado inUmeros farmacos utiligaa tratamento da obesidade,
sendo a sibutramina um deles. Em estudo experimemide se administrou o enantibmero
dextrogero (D) da sibutramina, desmetilsibutraménalidesmetilsibutramina, observou-se
uma reducéo do peso corporal e da ingestdo decaragio. Vale ressaltar que o tratamento
com os enantidmeros levogeros (L) ndo causou nealalteracédo nos animais (GLIGK al,
2000). Entretanto, o uso desta substancia € atntdnmaais restrito, desde que seu uso
aumentou exponencialmente e inumeros eventos advepwincipalmente o0s eventos
cardiovasculares foram descobertos. Outro grupi@meacos muito utilizado para reduzir o
peso eram as anfetaminas, hoje retirada do medmddo aos diversos efeitos adversos. Um
estudo utilizou um derivado nitroso da fenfluraminama anfetamina, o0 n-
nitrosofenfluramina, em camundongos e nao foi cafmalterar o peso nem a ingestao de
comida dos animais (SATOEtL al, 2006). Diante deste contexto, podemos salieniar os
resultados da presente pesquisa sdo promissastsguieH. gordonnifoi capaz de reduzir o
peso corporal, bem como a ingestdo de agua e calnganimais, podendo ser um potencial
farmaco para o uso na obesidade.

Uma pesquisa que utilizou o extrato@eemerimobservou uma reducao da ingestao

de comida no sexto dia de administracdo, reduzeskim, o peso corporal do animal
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(BRUNETTI et al, 2014). Nossos resultados mostraram uma redug@esb do animal apos
4 dias de administracdo do extrato.

Tanto a sibutramina como as anfetaminas foramadstg do mercado devido aos
inimeros efeitos adversos, dentre eles a ansie@aalete disto, a presente pesquisa buscou
investigar se o0 uso ddoodia gordoniinos animais causaria comportamento relacionado a
ansiedade. E foi identificado um comportamentoag&iico nos animais apds administracao
deHoodia gordonij apds o tratamento nos 3 periodos. Diazepam &laisomo droga padrao

positivo, que promove um efeito ansiolitico, difgmmente da a¢do do extrato utilizado.

Para avaliar a ansiedade em animais, varios téstasn desenvolvidos, como por
exemplo, o labirinto em cruz elevado (LCE), constib de dois bracos abertos e dois bragos
fechados, em formato de cruz, um dos modelos asimais utilizados. Este teste baseia-se no
comportamento espontaneo do animal de averséo laieras causado pelo medo e ansiedade,
induzido pelo espaco, ou braco aberto (TREIT; MEMARROYAN, 1993), iluminado e alto
(BUSH & VACCARINO, 2007). Os roedores quando seosiam neste aparato apresentam
uma aversao em explorar o brago aberto, causadagaimente pelo medo, do que pela altura
do aparelho (PELLOWet al, 1985; FERNANDES & FILE, 1996). O modelo utilizatem
validacdo comportamental, fisiolégica e farmacaiéagipara ratos (PELLOWt al. 1985) e
para camundongos (LISTER, 1987). Este teste tern bmbtante utilizado, por ser um
procedimento rapido e simples, para detectar eéitiolitico, ou ansiogénico de drogas, em
modelos animais (BARBOSAt al, 2008). Nele, as drogas ansioliticas classicasiocos
benzodiazepinicos, e ansiogénicas, como 0s ansdgenilos receptores benzodiazepinicos,
aumentam e reduzem, respectivamente, a exploragdocanmimal nos bracos abertos
(HANDLEY & MITHANI, 1984), caracterizando um comgamento ansiolitico, ou

ansiogénico respectivamente.

Sabe-se que no animal, embora ndo se possa puar mesmo vivencia a ansiedade
igualmente ao ser humano, esta é bem representadasies comportamentais induzidos por
situacdo estressante quando, neste caso, a amsipogzhra 0 animal para a fuga ou luta
(OHL, 2003). Desta forma, no presente estudo feeokado que a administracdo por gavagem
de Hoodia gordoniiem camundongos, 0S animais apresentaram uma cedasdarametros
relacionados aos bracos abertos (NEBA, PEBA, THBPMBA), sugerindo um comportamento

ansiogeénico.



117

Corroborando com os resultados do presente estuddministracdo de uma dose de
sibutramina em ratos, ndo foi capaz de alteraravé@npetros no teste do labirinto em cruz
elevado (FRASSETG@t al, 2010; SANTOSet al, 2014). Em relacdo ao uso de anfetaminas
em animais, resultados contraditérios foram enedios, como a observacdo de um efeito
ansiolitico por DAWSONet al (1995) e nenhum efeito significante com LISTER8Z). E
um estudo realizado com o extrato do cha verde, plardta descrita por possuir atividade
anorexigena, identificou-se que ratdlstar tratados por cinco semanas apresentaram um
efeito ansiolitico, como detectado pelo aumentdedapo de permanéncia nos bragos abertos
(MIRZA et al, 2013). Estes dados discordantes podem ser datesrde varios fatores como
dose, via de administracdo, diferentes racas di#ores utilizados, ao protocolo experimental

utilizado, entre outros fatores, que podem interfers resultados (SALASt al, 2003).

Para investigar uma possivel relagdo do efeitoogésico com o comportamento
exploratorio do animal, foi realizado o teste donpa aberto. Com relacdo a atividade
locomotora, ndo se observou nenhuma alteracdo memolde cruzamentos, em ambas as
doses deH. gordonii apos 1 e 8 dias de tratamento, indicando queeoe&nsiogénico,
causado apoés 8 dias, ndo esté relacionado a éksraq atividade locomotora do animal. No
entanto, apos 15 dias de tratamento houve umadaedig nimero de cruzamentos em ambas
as doses, deixando em duavida o efeito ansiogénicospso. Esta reducdo na atividade
locomotora pode estar de certa forma, relacionama cma reducdo da liberacdo de
monoaminas, entretanto, no presente estudo houveuomanto na liberacdo das monoaminas,
0 que pode ser visto mais adiante, em outros testeBo a quantificacdo dos niveis de
monoaminas. Foi administrado o diazepam, como pguivéitivo e promoveu um aumento da

atividade locomotora nos trés periodos de tratament

O teste do campo aberto € bastante utilizado paaftana atividade locomotora dos
animais. A tendéncia natural do animal, quando sigpa um ambiente novo é a de explora-lo,
apesar do estresse e do conflito causado porresierste (MONTGOMERY, 1958). Este teste
tem como finalidade reduzir a probabilidade de @ouaria de resultados falso-positivos em
testes comportamentais posteriores, que avalianidadie ansiolitica e antidepressiva de
drogas, uma vez que a partir dessa avaliacdo modeterminar se a administracdo da droga
teste resulta em alteracéo do nivel de excitabiéiddo SNC (MANSURet al, 1971). Como
exemplo, sabe-se que a redugcdo da atividade loocoan@spontanea (ALE) pode estar
relacionada a sedacdo, resultante da depress@NC¢PFEREZet al, 1998), enquanto que, a
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elevacédo deste parametro pode estar relacionado efeito psicoestimulante. Este modelo
permite discutir a especificidade do efeito de wraga, sendo utilizado para diferentes tipos
de drogas, caso elas possuam efeitos estimulaatitig, ansiolitica ou ansiogénica
(LISTER, 1987; PRUT & BELZUNG, 2003).

A avaliacdo da atividade locomotora, por exemplodgrd indicar o nivel de
excitabilidade do SNC (MANSURt al, 1971) e, portanto, como referido acima, subsanc
psicoestimulantes aumentam este parametro, neste (MUELLER et al, 1989). Os
compostos que aumentam o0 numero de entradas nesshadertos do LCE, reduzem o
comportamento exploratério e atividade locomotooa dnimais (PELLOWet al, 1985).
Diferente do descrito acima, o presente estuddic@ui uma reducao da atividade locomotora
e uma reducdo dos parametros no braco aberto, a@dd8B dias de administracdo He
gordonii, ou seja, 0 extrato ndo reduziu o comportamenpboeatdrio e produziu um efeito

ansiogénico, apos 15 dias de tratamento.

O rearing e ogroomingsédo parametros que também foram avaliados nodestampo
aberto, nossa pesquisa identificou que o parantgtirgrooming foi reduzido em ambas as
doses testadas deé. gordonii, em todos os tempos de administracdo e, apds 15ddias

tratamento o comportamento &aring também foi reduzido.

O rearing é descrito, por alguns autores, como um comportemestereotipado
complexo em roedores, que reflete 0 comportamergmeatorio do animal (JOHANSSON&
AHLENIUS, 1989), enquanto outros sugerem que agesmesioliticos diminuem o numero de
rearing (HUGHES, 1972; STOUT, 1994). E descrito que, aagdo do comportamento de
grooming é observada em roedores apreensivos (ARCHER, 16878pguns autores relatam
gue drogas ansioliticas reduzem o numerogdmoming, em animais no campo aberto
(BARROSet al, 1994; DUNNet al, 1981; MOODY, MERALI & CRAWLEY, 1993). Neste
sentido, a locomoc¢ao, o comportamentoreing e groomingem roedores, observados no
teste do campo aberto, sdo os parametros compaortmenais utilizados para descrever as
influéncias dos eventos da vida, ou da administratgi farmacos (MONTGOMERY, 1958;
ARAKAWA e IKEDA, 1991; REX, STEPHENS & FINK, 1996).

Trabalho prévio mostra que, a administracao deabaloses de anfetamina tendem a

causar um aumento da atividade locomotora, enquque altas doses promovem um
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comportamento estereotipado, o que inclusive perque a mesma seja utilizada em modelo
de psicose. Estes movimentos estereotipados inctungffing, rearing, grooming, freezing
(MARKHAM et al, 2006). Um trabalho recente demonstrou que, aagado de sibutramina
nao foi capaz de alterar a atividade locomotoraadimnal (SANTOSet al, 2014), fato
semelhante ao ocorrido no presente trabalho, ongs aleH. gordonii, apés 1 e 8 dias de

tratamento, ndo alterou este parametro.

A atividade derearing em roedores é relatada na literatura como um cdarpento
estereotipado complexo (DANDIYAt al, 1969) e varidvel. Alguns autores relataram que o
rearing reflete um comportamento exploratério do animalHAASSON & AHLENIUS,
1989) e, portanto, substancias ansioliticas intimium aumento da atividade dEaring ou
nao alterariam este parametro (YOUNG & JOHNSON,1)9%ntretanto, outros estudos
relacionam aearing com os niveis de excitabilidade do sistema nereestral (CUNHA &
MASUR, 1978), e sugerem que agentes ansioliticegdativos diminuem este parametro
(HUGHES, 1972; STOUT & WEISS, 1994Moodia gordoniipromoveu uma reducdo do
rearing, ap0s 15 dias de tratamento, entretanto Hoodiaogordo teste do labirinto em cruz

elevado ndo promoveu um efeito ansiolitico e sisiagénico.

O gooming (autolimpeza), segundo a literatura € um tipo denportamento
especificamente induzido, em situacdes em que umaarestd em conflito induzido, pelo
estresse ou frustracdo. Conforme alguns autormanportamento de autolimpeza em roedores
esta relacionado com os receptores de dopamigan@® cérebro (GISPEN e ISAACSON,
1981). A maioria das espécies animais passam uamagmparte do tempo em comportamento
de grooming (MACFARLAND et al, 1974), DRAGO (1999) mostrou em seu estudo
experimental que, a reducéo do comportamentgra@mingocorre em animais deficientes de
receptores P (Knockouj, em contraste com grupos de animais sem a pieskngeceptor de
dopamina B, os quais mostraram um nivel normal de ativac@igpostamental. Esta pesquisa
sugeriu que os receptoreg-&imile (D,.s) estdo estreitamente envolvidos no comportamento d
limpeza, diferente dos receptores-ddmile (D»4). O presente estudo, portanto ndo pode
descartar a possibilidade de interacadHdedia gordoniicom os receptores dopaminérgicos
D,, considerando que houve reducdo do comportamengwodmingnos animais, apesar da

literatura mostrar que a reducao de dopamina restigzcomportamento.

Outro teste comportamental, utilizado nesta peagu@ o teste do nado forcado,
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considerado um modelo animal classico pEmeeningde drogas com efeito antidepressivo
(BASSOet al, 2009). Este teste é considerado um modelo desplesecomportamental, no
qual os animais sdo forcados a nadar em um ret@pe@m agua e ndo ha possibilidade de
fuga. Na tentativa de escapar, o animal divide csgnportamento em periodos de atividade
vigorosa (comportamento de procura) e de imobied@dmportamento de espera) (STE&RU

al., 1985). Apesar da relacdo entre imobilidade (postura mantida que reflete um estado de
“desespero comportamental” no qual o animal € tengelo desejo de escapar) e depressao,
ser controversa (GARDIERt al, 2001), € bem demonstrado que drogas com ateidad
antidepressiva antagonizam, ou seja, diminuem @deate imobilidade do animal (PORSOLT
et al, 1977; FERNANDEZ-TERUELet al, 1990). Conforme dados recentes (SEQUEIRA-
CORDERCOet al, 2014), este teste apresenta uma estreita retapdi@s monoaminas, pois foi
verificado que animais submetidos ao nado forcgde,mostraram uma reducéo do tempo de
imobilidade, apresentavam niveis maiores de domaminoradrenalina na regidao do nucleo
accumbengjuando comparado ao grupo que nao foi submetidesé® do nado forcado. Estes
dados dao suporte ao teste do nado forcado, corfatomestressante, que pode desencadear

alteracdes nos niveis de monoaminas.

Nossos resultados mostraram que o tratamento d¢dmodia gordonii em
camundongos, foi capaz de reverter o tempo de Iidatie, nos trés periodos de tratamento,
revelando um possivel efeito antidepressivo-sindste mesmo teste foi realizado por
GLICK et al (2000) em ratos, que receberam enantiomeros bidramina e os autores
identificaram que estas substancias foram capagepra@mover a redugcdo do tempo de
imobilidade, assim como a sibutramina, mostranda agéio antidepressiva, 0 que também
foi verificado no estudo de lat al (2014). Dados contraditorios foi encontrado esgpesa
clinica de Perrieet al (2007), na qual observou-se o surgimento de dsfocem 0,8% da

amostra, uma precentagem bem reduzida, mas queeptaiteassociado ao uso deste farmaco.

Sabe-se que, a obesidade é uma patologia que pdeassociada ao desenvolvimento
da depressdo, pois ambas as patologias envolvememties fisiopatoldgicos comuns,
relacionados aos sistemas noradrenérgico e dopayitio§HAINER et al, 2006; KALIA,
2005). Esta relacdo das monoaminas com o desemaito da obesidade foi observada em
uma pesquisa realizada com adolescentes, que ciamgedgntificar, através da analise de
DNA da saliva, uma relacdo entre o desenvolvimendo obesidade/ sobrepeso com o

transportador de serotonina (SLC64A), bem como, rglagao entre a forma ativa do gene da
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monoamina oxidase A (MAOA), enzima que degrada a@smaaminas, e a reducdo do

aparecimento da obesidade (FUEMMELERal, 2009). Estas pesquisas vém mostrar uma
estreita relacdo do surgimento da obesidade comoamaminas. Uma vez que a depressao
esta associada com baixos niveis de monoaminasise nsetabdlitos, acredita-se que esta

reducdo também possa ocorrer durante a obesidadeAMD, 2008).

Em estudo clinico realizado com mulheres obesasfigeggam uso de medicamentos
como dietilpropiona, femproporex, sibutramina, HRatna e mazindol, utilizados no
tratamento da obesidade, verificou-se uma melhosa ascores de depressdo e ansiedade
(SUPLICY et al, 2013). Estes resultados positivos podem tamisiar eelacionados com a

reducao do peso destas mulheres.

Os resultados com a sibutramina sdo inUmeros. Em pesquisa clinica com 36
individuos, que utilizaram a sibutramina por sedsnanas, observou-se uma reducdo da
depresséao, de acordo com a escala de compreensépapsiogica e argumentou-se que esta
melhora ndo estava associada a reducao do pestifEL et al, 2006). Por outro lado, um
estudo mostrou que, a sibutramina pode levar aengtelk/imento da depresséo, estudo de
coorte com 28.357 sujeitos, em que 30,3% fizeramdss orlistat e 41,8% de sibutramina,
identificou o surgimento de depressdao em 0,8% dmdeptes que usaram sibutramina
(PERRIO; WILTON & SHAKIR, 2007). Outra pesquisa ta@m identificou o surgimento da
depressao (FAULCHONBRIDGEt al, 2009), e associaram estes sintomas a umaalfgéstr

de perda de peso pequena.

Varios estudos identificaram que a fentermina, wrivddo anfetaminico, promoveu
alteragcbes do humor. De quatro casos estudadosgesoberto que, trés apresentaram
episddios maniacos (RAISON & CLAIN, 1997). Uma peésg identificou um caso de
depressdo em paciente que usou fentermina asseciaetina (BOSTWICK & BROWN,
1996), e o surgimento de episddios maniacos enemtacfue nao apresentava historia prévia
de desordens afetivas (CLEARE, 1996). Outra peaqeializada com 50 mulheres revelou o
surgimento de um (01) caso de sintomas depressipos, 0 uso do medicamento (DOUGLAS
et al, 1983).

O uso de antagonista da melanocortina (SNAP 7% atividade anorexigena,
mostrou que esta substancia reduziu o tempo deilidaate no teste do nado for¢cado, apos a

administracdo de uma dose (BOROWSKHL, 2002), apresentando um efeito antidepressivo,
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e no teste de interacdo social foi verificado urieidade ansiolitica do farmaco. Nossos
resultados mostraram qud, gordonii apresentou uma redugéo no tempo de imobilidade, no
nado forcado ja no teste do labirinto em cruz eleyas animais apresentaram um efeito
ansiogénico, o que pode estar relacionado ao aondentnonoaminas, que sera relatado mais

adiante.

Considerando que os animais tratados ¢toodia gordoniiapresentaram um efeito
antidepressivo, e que este efeito pode estar oeladdo com o0s niveis de monoaminas, Visto
gue estes neurotransmissores participam da fisilmggd de inUmeras desordens, procuramos
investigar uma possivel relacdo do mecanismo He gordonii com receptores
monoaminérgicos, para isto, utilizando antagonistapaminérgicos, noradrenérgicos e

serotonérgicos no teste do nado forgado.

Como dito anteriormente, ha uma estreita relacéi® emonoaminas e depresséao, e a
literatura relata que o sistema dopaminérgico estflvido na fisiopatologia da mesma
(DAILLY et al, 2004). De fato, um estudo clinico mostrou quenio®is plasmaticos dos
metabolitos de dopamina encontram-se reduzidos amenies depressivos, indicando que,
nesta patologia ocorre uma metabolizacdo de dopaWHTANI et al, 2006). Logo, é
também verificado o uso de farmacos antidepressions acdo neste sistema, o que foi
confirmado através da potenciacdo da transmiss@andoérgica induzida pelo uso de
antidepressivos (D"AQUILAet al, 2000). Nossos resultados tém mostrado que e des
nado for¢ado, a reducao do tempo de imobilidadsactaupoHoodia gordoniifoi revertida
com a pré administracdo de SCH23390 (antagonigpandimérgico ), bem como pela
administracdo de sulpirida (antagonista do recegogaminérgico B), sugerindo que este
efeito antidepressivo esta relacionado de algummada@om os receptores dopaminérgices D
e D,. A interacdo da droga em nossa pesquisa, com eptaes dopaminérgicos podem

explicar o efeito do extrato sobre a reducéo nastép alimentar.

Em relacdo ao efeito antiobesidade, tem sido desque os receptores,®stdo
relacionados com a ingestdo alimentar. Estudo @réemprovou que animais com déficit
destes receptores no estriado tendem a apresemtemmaportamento alimentar compulsivo e

uma preferéncia para alimentos gordurosos (JOHN&BENNY, 2009).
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E importante destacar que os receptores dopaminérgh sdo expressos em regides
pré e pos sinaptica. No teste do nado forcado, reeepte trabalho, foi verificado que a
sulpirida liga-se aos receptores D2 pos sinapticagje impediu este efeito antidepressor de
H. gordonii. Por outro lado, se sua ligacdo fosse a nivel prdpsico ndo se observaria
provavelmente uma reducdo do tempo de imobilid&idpirida, antagonista 4 quando
administrado previamente tld. gordonniimpediu o efeito antidepressivo, o que pode se

especular ser uma acao da sulpirida nos recegiosesinapticos.

Estudo recente mostra gdeodia gordoniiquando administrada em mulheres, por 15
dias, aumentou os niveis de pressado arterial eqadncia cardiaca, efeitos estes que podem
estar estreitamente relacionados com os receptanesirenérgicos (BLOMet al, 2011).
Véarios farmacos usados no tratamento da obesidamesemtam acdo no sistema
noradrenérgico, dentre eles sibutramina. E anfei@sniaumentando a concentracao sinaptica
de noradrenalina, ou atuando diretamente nos @esptoradrenérgicos (ELHWEGI, 2004).
No presente trabalho, foi demonstrado ¢iegordoniitem uma agcdo em nivel de sistema
noradrenérgico, visto que, a prazosina (antagodsteeceptonl-adrenérgico) e a ioimbina
(antagonista2-adrenérgico) reverteram o efeito antidepresseid.cdyordonii,indicando que
este efeito antidepressivo esta de alguma fornecioglado com os receptored e o2-
adrenérgicos. Interessante que, foi demonstradqg gsies receptores quando ativados
promovem uma reducdo da ingestao calérica (WELLMABAVIES, 1991). E ainda vale
ressaltar que, as anfetaminas, farmacos anorexigé&m como mecanismo de acdo o
envolvimento do sistema noradrenérgico. E nosamlestlentificou que, o extrato mostrou
bons efeitos antiobesidade e antidepressivo, es estées provavelmente estdo também

relacionadas com o sistema noradrenérgico.

Em uma pesquisa anterior, foi demonstrada qubusramina promoveu uma reducao
na ingestao de comida, e os autores relacionareefesto a atividade noradrenérgica central
dos receptoresi;-adrenérgicos (JACKSOMt al, 1997). Outro estudo identificou uma
interacdo da clonidina, um agonisia adrenérgico, com a ioimbina, antagonista também
utilizado neste trabalho. E foi observada uma séeido efeito antidepressivo da clonidina
no teste do nado forcado, mostrando que a interdgaconidina no efeito antidepressivo
ocorre pelo receptor pos sinaptico (O'NEIEL al, 2001). Da mesma forma, na presente
pesquisaHoodia gordoniireduziu a ingestdo de agua e comida e foi det@ajaé a acéo

deste extrato sofre influéncia de alteracdes nerss noradrenérgico, pois foi identificado
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uma reversdo do efeito antidepressivo com o ptérsrento de antagonisi@ e o, (o-
adrenoreceptores).

No presente estudo, o envolvimento do sistema@eaiico na acdo antidepressiva
deH. gordoniifoi investigado através da inibicdo da sinteseetetonina pelo uso de PCPA,
inibidor da enzima triptofano hidroxilase. Estudwgeriores relatam que a administracao de
PCPA é capaz de depletar os niveis de estoqueaersiaa, em torno de 60%, sem afetar os
niveis de dopamina e noradrenalina (LUSCOM®&Eal, 1993; REDROBEet al, 1998).
Estudo prévio demonstrou que PCPA também revedteito antidepressivo de fluoxetina
(MACHADO et al, 2007).

Nossos achados mostraram que o efeito antidepoedsid. gordonii no modelo de
nado forcado foi revertido pelo pré-tratamento dmundongos com PCPA, sugerindo que
este efeito pode ser dependente da viabilidadeatianiissdo de serotonina. Confirmando
estes achados, a literatura mostra de fato que, resirotransmissor estd envolvido em
diversos processos fisiopatologicos, e dentre eftstacam-se a depressédo e a obesidade.
Com relacdo a obesidade e a serotonina, em um oesdnterior com adolescentes
(SOOKOIAN et al, 2007) e adultos jovens (SOOKOIA&t al, 2008) verificou-se uma
associagcado entre polimorfismo dos transportadoeesetiotonina (SLC6A4) e aumento de
peso. Outro estudo descreveu que o aumento dadé®ide serotonina promove a hipofagia,
e a inibicdo da liberacdo causa hiperfagia (ARONNEHOMTON-JONES, 2007). Outros
pesquisadores demonstraram que niveis reduzidaftevacdes na transmissao de 5HT estao
relacionados com aumento do peso e do desejo dmimmindoces, alimentos caléricos e
palataveis (NAVES & PASCHOAL, 2007).

Em relacdo aos receptores serotonérgicos envolhidos o efeito antidepressor
destaca-se o receptor 5-HT que participa do tratamento da depressdo e dadads
(SARGENTeEet al,, 2000; BLIER & WARD, 2003). Foi possivel verifitgue a administracao
de agonista 5Hil reduziu o tempo de imobilidade dos animais, ntetes nado forcado
(SINGH & LUCKI, 1993). Estao localizados a nivekginaptico no nucleo da rafe e pos-
sinaptico no sistema limbico e cortical (CELARAal, 2004). Estudo prévio realizou o pré
tratamento com NAN-190, seguido de metanfetamirfao®ve uma reducdo da atividade
locomotora do animal (GINAWI, AL-MAJED & AL-SUWAILE, 2005a). Até o presente
momento ndo ha relatos na literatura de antagengseotonérgicos para o extraioodia

gordonii, e nossos dados mostraram que a pré-administce;®AN-190 reverteu o efeito
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antidepressor/estimulante #& gordonii no teste do nado forcado, mostrando uma relacéo
deste receptor com o extrato.

A serotonina influi sobre inimeras fungdes cerashstimulando ou inibindo o acido
gama aminobutirico (GABA) (ROSSI & TIRAPEGUI, 2004)s farmacos que inibem a
recaptacdo deste neurotransmissor promovem umacsensle saciedade e aumentam o
metabolismo basal do animal (FERREIRA & GOMES, 20B8RFIELD & EISLER, 2009).
Os receptores envolvidos neste processo sdo indmer@s destacam-se 0s receptores das
familias 5HT% e 5HT,, sobressaindo o 5H{, pois animais que nao apresentavam este
receptor desenvolviam obesidade e convulsdes,se daidroga agonista favorecia a reducéo
do peso (BICKERDIKE, 2003; WARt al, 2008).

No presente estudo foi utilizado ritanserina, aomégja receptor 5-Hhpc em
camundongos, seguido ¢ gordonii e foi possivel identificar uma relacdo deste remep
com o extrato, através do aumento do tempo de lidable. Estes receptores encontram-se
em varias regides cerebrais e estdo envolvidasasodesordens do humor (CELADA al.,
2004). Um estudo utilizou a ritanserina e WAY-10DG#ara investigar a relacdo com a d-
fenfluramina, uma vez que este farmaco estimulaeadcdo enddégena de serotonina e néo foi
encontrada nenhuma relagdo com estes antagorastagja, ndo foram capazes de alterar o
efeito da anfetamina (JAVEBt al, 1998). Lorcaserin € um farmaco que se encordra n
mercado ha pouco tempo para tratar a obesidadgorista dos receptores 5kETnos
neurbnios pro-6piomelanocortina, (POMC) e pode tgitbhém com o0s receptores Sials,
quando administrada em doses maiores (MAR&tEL, 2011).

Os receptores 5HTpossuem aproximadamente 70-80% localizacdo pépisia,
exceto na regido do hipocampo, onde se localizanecipalmente no neurdnio pos-singptico
(MIQUEL et al, 2002), estdo envolvidos com a liberacdo de sutenurotransmissores como
dopamina e acetilcolina. Ha relatos mostrando quagdministracdo aguda de antagonistas
destes receptores reduz o tempo de imobilidadeest tdo nado forcado (BRAVO &
MASWOOD, 2006). O ondansetrom é um antagonistaedesteptor e os dados da presente
pesquisa mostraram que, o mesmo foi capaz de ioikiieito anti-imobilidade déloodia
gordonii no teste do nado forcado. Estudo realizado conanfetamina e ondansetrom foi
possivel perceber um aumento da ingestao alimeotaanimais que foram pré-tratados com

ondansetrom, mostrando o envolvimento deste argeeai com 0 antagonista 5T
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(GINAWI, AL-MAJED & AL-SUWAILEN, 2005b), o que foiverificado também em nosso
trabalho.

A sibutramina interage com inumeros tipos de rewept adrenérgicos e
serotonérgicos, e verificado no estudo de Janhebhext (2011), que o pré tratamento de
animais com prazosina, seguida da administra¢c&bdéramina promoveu um aumento de
20% na ingestdo de agua, sem alterar a ingest@ordela em relacdo ao grupo controle.
Quando foi utilizado um antagonista seletivo WB41@Gbuve reversdo do efeito da
sibutramina na ingestéo alimentar. Um antagonisite; 5 reduziu o efeito de sibutramina em
relacdo a ingestdo da primeira refeicdo apds odosanorexigeno. Os antagonistesA/D
adrenérgicos evidenciaram o efeito da sibutramimarelacdo a ingestdo alimentar, ja o
antagonista especifico BRL44408 ndo aumentou doeé&iorexigeno da sibutramina. Os
receptores, S40 receptores pré-sinapticos, em relacdo am efsfimulante, a locomocao do
animal foi reduzida com o pré-tratamento de antasg@nl, a2 e 5HT»7 (JANHUNEN et
al., 2011).

Percebe-se aqui que os resultados obtidos no tlsteado forcado mostram-se
promissores, poisl. gordonii interagiu com todos os antagonistas testados celmemalina,
dopamina e serotonina, o que pode trazer uma agéorapida e ser mais eficaz na reducéo do
peso. A literatura tem demonstrado que no tratamneatobesidade existe uma variedade de
farmacos que apresentam ligacdo a mais de um oecegsim como a sibutramina ja citada

aqui, que interage com receptores de noradrenalgeaotonina.

Pelos efeitos demonstrados até aqui e no intuitocdeparar a sinalizacédo
monoaminérgica, a presente pesquisa buscou inaesig niveis de monoaminas e seus
metabolitos em corpo estriado de camundongos, éstrda analise de HPLC. Outras areas

cerebrais ndo foram possiveis avaliar devido arénora de problemas técnicos.

Neste teste, os dados mostraram goedia gordoniina dose de 50 mg/Kg foi capaz
de aumentar os niveis de dopamina em corpo estdadoamundongos apos 15 dias de
tratamento, e os seus metabdlitos DOPAC (néao feramlo em nenhum periodo ou dose) e
HVA (foi reduzido apés 1 dia na dose de 50mg/kgménsuracédo dos niveis dos metabdlitos
das catecolaminas d4 uma idéia da taxa de liberag&movacdo destas catecolaminas no

cérebro. Por exemplo, concentracbes de HVA no cespriado dao idéia de renovacdo da DA
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nesta area cerebral. Concentra¢des de HVA diminpemexemplo, na doenca de Parkinson,
onde ha degeneracéo de neurdnios dopaminérgico€ AD®, 2005).

Visto que DA possui um efeito supressor do apetiéeadministracdo de. gordoniié
capaz de aumentar o conteudo de DA em estriadatds, ra atividade supressora do apetite
apresentada peldoodia gordonii pode estar, em parte, relacionada com um possieid
dopaminérgico. Um estudo realizado com a anfetammnaamundongoSwissverificou uma
reducdo nos niveis de DA e DOPAC no estriado apisrds de administracao do farmaco, o
que sugere uma deplecdo deste neurotransmissar,oapso de anfetamina (GLUC# al,
2001).

A dopamina é um neurotransmissor diretamente mgladio a alimentacdo e o0s seus
efeitos vao depender do tipo de receptor e dacgadizacdo no cérebro. Estudo de imagens do
cérebro tem mostrado que, quando ocorre reducadrmero de receptores dopaminérgices D
ha um aumento do indice de obesidade (WA&Gal, 2001). Os receptoresz@ambém
parecem participar e interagir com varios dos [jpais mensageiros de sinalizacdo (como a
insulina, leptina e grelina) na modulacdo da recamsp e saciedade, obtida através da ingestao
de alimentos (THANOS:t al, 2008). Nosso estudo mostrou um aumento dos snidei
dopamina apés 15 dias de uso do extrato. E a @xaetabolizacdo do HVA/DA mostrou-se
reduzida apés 1 dia e do DOPAC/DA apés 8 dias sa de 50mg/kg, evidenciando que pouca
monoamina foi metabolizada com o suo do extrate,ppde estar contribuindo para os niveis
elevados das monoaminas. E apos 15 dias de trat@nagesar do aumento da concentracdo
de dopamina em corpo estriado de camundongos, haoveaumento significativo da
metabolizacdo DOPCA/DA na dose de 25mg/kg.

A sinalizacdo dopaminérgica apresenta acédo dessfwelo apetite no nucleo arqueado
e hipotalamo lateral, enquanto que o hipotdlamdreeredial € capaz de estimular a ingestao
de alimentos (RAMOSet al, 2005). Também tem sido sugerido que, a atividade
dopaminérgica no cértex pré-frontal é influencigdas propriedades sensitivas da comida
(GAMARO et al, 2003).

Este neurotransmissor parece regular o apetite peldulacdo do sistema de
recompensa da comida no circuito mesolimbico nebcér (STEELEet al, 2010), esta
ativacdo parece estar relacionada com o subtipecdptor dopaminérgicosPOTHOS et al.,

1995). Tratamentos sistémicos repetidos com aganikipaminérgicos® D, sdo capazes de
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produzir reducéo do consumo de comida (VALASSI; BANSKI & BILLER, 2008).

Em relacéo a serotonina, os resultados apresengattienciaram que a administracédo
de Hoodia gordoniiem camundongos, aumentou 0s niveis desta monoaminacorpo
estriado, na dose de 25 e 50 mg/Kg apds 1, 8 @akbdd tratamento. JA 0 seu metabdlito
5HIAA nao sofreu nenhuma alteracdo significant@aetaxa de metabolizagdo SHIAA/SHT
houve uma reducéo apds 8 dias de tratamento naddd@amg/kg. O extrato dehemerimfoi
administrado em ratos por 17 dias e foi observad@aumento dos niveis de serotonina e uma
reducdo nos niveis do metabdlito e da taxa de mikabdo na regido do hipotdlamo, néo
promoveu alteracdo nos niveis de dopamina, nendreralina (BRUNETTEt al, 2014). A
administracdo de metanfetamina por quatro diagdpaz de reduzir os niveis de serotonina

em hipocampo, estriado e cortex, em torno de 60@RRYJCK et al, 2001).

Existe uma forte evidéncia que o aumento na atiddads-sinaptica dos receptores
serotoninérgicos tende a causar uma reducao naédpaende alimento ingerido, durante uma
refeicdo e modifica o padrdo de alimentagcdo. A naeswdéncia existe para o papel anorético
da 5-HT, particularmente como resposta as dietas balanceamento de aminoacidos
(FEIJO; BERTOLUCI & REIS, 2011).

Em relacdo a noradrenalina foi encontrado em npssquisa um aumento em ambas
as doses apos 15 dias de tratamentoldogordonii Esta monoamina esta relacionada com o
consumo alimentar, através da ativacdo dos re@pidradrenérgicos, ja a estimulacdo dos
receptoresnl, 2 e 3 apresentam um efeito oposto (RAM@Sal, 2005). O mercado
farmacéutico investe pesado em pesquisas com asamdamas, € ja foi descoberto que o
inibidor da recaptacdo de noradrenalina GW320658youma atividade antidepressiva,
além de acdo antiobesidade (HAINER al, 2006). A Riboxetina, um potente e seletivo
inibidor da recaptacédo de noradrenalina, foi aptavaara o tratamento da depressédo maior.
Este farmaco ainda nao foi testado em pacientesosbentretanto, mulheres tratadas com
riboxetina tiveram uma significante reducao de fésbet al, 2005).

Um estudo experimental com a utilizagdo de sibutrarpor 14 dias identificou uma
reducdo dos niveis de monoaminas (dopamina, sématomoradrenalina e seus metabdlitos)
no hipotdlamo de animais obesos, comparado comaimique apresentavam peso normal

(NAKAGAWA et al, 2000). A fenfluramina, uma anfetamina, em estdelanicrodialise foi
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descrito que esta promove uma elevagdo dos nieeirhdrenalina, dopamina e serotonina
em cortex pré-frontal de ratos (ROTHMA®L al, 2003). Outra pesquisa identificou uma
reducdo, em torno de 45-60%, da quantidade deosémat no cérebro de camundongos,
mostrando um efeito toxico deste farmaco e inibampgletamente a recaptacdo das
monoaminas, e 0 n-nitrosofenfluramina, um derivdddenfluramina, inibiu a recaptacdo de
dopamina (20%) e noradrenalina (25%) (SATEtHL, 2006).

Como discutido acima, as monoaminas apresentanmyariante papel no controle do
apetite. Foi verificado neste estudo que admimgdtradeHoodia € capaz de interferir na
neurotransmissdo noradrenérgica, dopaminérgica retosérgica em corpo estriado de
camundongos, promovendo um aumento dos niveis rdasntonoaminas, apos 15 dias,

indicando assim que as monoaminas sao mediadsas;das dél. gordonii

O presente estudo investigou os efeitosidadia gordonii,um agente anorexigeno de
acado central (MACLEAN e LUO, 2004), sobre o eskessidativo, em hipocampo de
camundongos. Para isso foram utilizados quatrocautires envolvidos nesse processo:
concentracdo de nitrito, glutationa reduzida (GSHjvidade da catalase (CAT) e
determinacdo da produgdo de substancias &cidawaseatom o &cido tiobarbitdrico
(TBARS).

O estresse oxidativo € o resultado da excessivdupdo de espécies quimicas
reativas, como os radicais livres. Varios estudastram a correlagdo entre obesidade e
promocao do estresse oxidativo (FAINTU@Hal, 2007). Isso se deve principalmente pelo
papel endocrino das células de gordura (adipécitgsle além da sua funcdo de
armazenamento, produzem e excretam quantidade#ficsiimas de adipocinas. Essas
moléculas modulam a acdo ndo somente do tecidosipnas também de vérios sistemas
organicos (HERMSDORFF & MONTEIRO, 2004; MINER, 200®elo fato de haver uma
maior secrecdo de adipocinas pro-inflamatoriasyigtimde da quantidade excessiva de tecido
adiposo, nos ultimos anos a obesidade vem sendsidesada como uma condicédo
inflamatoria crénica (VISSERt al, 1999; SEWTERet al, 1999; COTTAMet al, 2003;
FAINTUCH et al, 2007). A producdo elevada de radicais livres epagrar danos
significativos do DNA, desempenhando um importapégpel no processo de mutacdo e
carcinogénese (KEHER, 1993).
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O consumo de oxigénio do cérebro resulta em gerdgdadicais livres. No combate
a acdo degenerativa dessas moléculas, observourspoaéancia do sistema antioxidante
(SOD, GPx e CAT) e sua funcéo de evitar o danolarelproduzido por radicais livres
(DREVERet al, 2012). No presente estudo, nao foi verificadohoena alteracdo nos niveis
de GSH e CAT nos trés tempos (1, 8 e 15 dias),reulgeque aH. gordonii por si sG, ndo
possui acdo pro- e nem antioxidante. Nossos reggitmdo mostraram semelhangca aos
encontrados em estudo realizado com hepatocitosatds, em que foi administrado D-
anfetamina, um importante anorexigeno de acdoatgrteste farmaco reduziu os niveis de
GSH em uma relacao inversa concentracdo/dose depend\pds o isolamento das células
hepaticas, essas foram colocadas em meio tampensalametidas a doses de anfetamina por
2 horas nas concentractes de 0,2; 0,4; 0,8 e 1,EAM AWIL et al, 2011). Os niveis de
GSH celular foram significativamente reduzidos ap@sibacdo com todas as concentracdes
de anfetamina, em todos os intervalos de tempopacados com o controle. A deplecdo de
GSH foi maxima aos 120 minutos, apdés a adicdo danfBtamina. Esses resultados
comparativos mostram uma vantagem do extratdatalia gordonij pois este nao foi capaz

de diminuir a concentracao de GSH.

Autores afirmam que o uso cronico de anfetaminas &um aumento significativo
nos indices de estresse oxidativo, identificadovaoiacdes da atividade da CAT no cortex
pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de ratéd¥F et al, 2006), apos tratamento agudo
(dose Unica) e dose repetida (tratamento por j dams anfetamina nas doses de 1mg/kg, 2
mg/kg e 4 mg/kg. Os autores observaram que a egmsepetida a anfetamina induz um
aumento da atividade da SOD no hipocampo dos asimas trés doses estudadas e que a
anfetamina administrada de forma crbnica (durantdias) leva a uma diminuicdo na
atividade da CAT nas doses de 1 mg/kg e 2 mg/kg aumento dessa atividade na dose de 4
mg/kg (FREY et al, 2006). Outro estudo utilizando concentracbesAde 10 mg / kg,
concluiu que a exposicdo de camundongos a metamfetaliminuiu a atividade da CAT na
regido do estriado (JAYANTHdt al, 1998).

Usando uma metodologia diferente (20 mg/kg duraatdias), Carvalhet al. (2001)
demonstraram que a atividade da CAT mostra-se aademo cortex pré-frontal de ratos
Wistar. Por outro lado, D' Almeida e seus colaboradoi®®3) ndo encontraram nenhuma
mudanca na atividade da CAT, apds o tratamentoiard&om metanfetamina (2,5 mg/kg

durante 5 meses), em rat@éstar. As diferencas metodologicas utilizadas para avai
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interferéncia de anoroxigenos de acdo central sabatividade da catalase, em modelos
animais, tornam dificil inferir conclusdes mais exsficas e, portanto, mais estudos sao

necessarios para esclarecer a importancia detteascakes.

E valido salientar que todos os componentes ddacélip suscetiveis a acdo das
ERQO’s, porém a membrana € uma das mais atingidateearréncia da peroxidacgéo lipidica,
gque acarreta alteracbes na sua estrutura e pefidaddi(VAN DER KRAAIlJet al, 1988).
Consequentemente ocorre uma perda da seletividatieaa idnica e liberacdo do contetudo
de organelas, como as enzimas hidroliticas dosssiisnas, e formacdo de produtos
citotoxicos (como o malonildialdeido - MDA), resarido em morte celular (HERSHKO,
1989). A lipoperoxidacdo também pode estar assa@ad mecanismos de envelhecimento,
de cancer e a exacerbacédo da toxicidade de xemoSi@iISHAN; AW & JONES, 1990).
Assim, como na formacédo das ERQO’s, nem sempre oasegs0s de lipoperoxidacdo sao
prejudiciais, pois seus produtos sdo importanteseagdo em cascata a partir do &cido
araquidénico (formacdo de prostaglandinas) e, ptmiana resposta inflamatéria
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990). Logo, o excesso dais produtos pode ser lesivo
(ROSS & MOLDEUS, 1991).

A concentracdo plasmatica de substancias reativagido tiobarbitirico (TBARS)
liberadas durante a peroxidacéo lipidica esta alirehte ligada ao IMC (indice de massa
corporea), mostrando que o acumulo excessivo diptadiposo pode levar a um aumento na
producdo de espécies reativas (FURUKAWRAal, 2004). Estudo prévio relacionando a
obesidade com o estresse oxidativo verificou goenaentracdo de TBARS foi mais elevada
nas obesas hipertensas e menor nas nao obesagermasq KONUKOGLLEt al, 2003).

A metanfetamina é capaz de causar extresse oxadativtecido cerebral. Um estudo
mostrou que a metanfetamina foi administrada patrqudias aos animais e foi verificado um
aumento do dano oxidativo, ocasionado pelo aumdstonalonildialdeido na regido do

hipocampo e estriado de animais (GLU€Kal, 2001).

O presente estudo, ndo identificou variagOes sagtivas no TBARS. Os valores de
MDA nos grupos de 25 mg/kg e 50 mg/kg, comparadograpo controle ndo mostraram
grandes diferencas. Diferencas foram encontradasneanpesquisa que mostrou aumento da

producdo de TBARS em hepatdcitos de ratos, tratados D-anfetamina, em comparacgéo
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com controle (animais nédo tratados). O experimdettempo-concentragdo de D-anfetamina
(0,4, 0,8 e 1,6 mM) resultou em um aumento sigaii® na producdo de TBARS nos
hepatocitos (EL-TAWILet al, 2011). A administracao de fenfluramina a heptiéale ratos
causou um aumento dos niveis de MDA e uma redugaadathilidade celular, acompanhado
da perda de ATP intracelular (NAKAGAWE#&t al., 2005).

Pelo que foi encontrado no presente estiitiogordonii apresenta-se favoravel, ou
seja, ndo mostrou desencadear o0 surgimento de iespégativas de oxigénio nos

experimentos realizados.

Sabe-se que o NO desempenha um importante papgbramcamente todos os
sistemas do organismo (EISERICH; PATEL & O'DONNEN©98). Embora exerca diversas
fungBes fisiologicas Uteis, quando em excesso, o d8@e exercer efeitos nocivos. Em
determinadas condigcbes, o0 NO e o O2- podem interagsultando na formacgédo de
peroxinitrito (ONOO-), um produto extremamente bt@xi Esse composto € capaz de reagir
com diversas moléculas: proteinas, lipideos, cdrhtiis e acidos nucléicos, danificando-as
(TUTKA et al, 2007). Além disso, seus provaveis produtos derdposicao, o radical OH-

e o dioxido de nitrogénio, dentre outros, tém saamk potencial deletério (RADENOVL
al., 2003).

Neste estudo, o tratamento cdin gordoniiem camundongos, causou uma reducao
significante nos niveis de nitrito, quando compareaim o grupo controle, nos trés tempos de
tratamento. Os niveis de nitrito foram quantificadmmo forma indireta de determinar os
niveis de oxido nitrico, sintetizados apos a exg@msiaH. gordonii A diminuicdo do
conteudo de nitrito/nitrato no hipocampo pode es@acionada com a degradacdo de
peroxinitritos.Hoodia gordonii,nesse modelo, apresentou atividade antioxidantandindo
a formacg&o de nitrito, contribuindo, dessa mangieaa a reducdo de ERO’s cerebral. A

diminuicdo da concentracao de nitrito cerebral sugen efeito neuroprotetor ¢t gordonii.

Anfetaminas foram utilizadas por diversos autod@sYANTHI et al, 1998; FREYet
al., 2006; EL-TAWILet al, 2011) e verificou-se que estes farmacos promawenaumento
do estresse oxidativo nos experimentos realizaamsp por exemplo, um estudo que utilizou
a anfetamina por quatro dias em ratos, encontrouaumento da SOD na regido do
hipotalamo (KUCet al., 2009).
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O cha verde, bastante utilizado pela populacdoiliraspara reduzir o peso, foi
administrado em camundongos por trés semanasveriticado que promoveu uma reducao
do estresse oxidativo no figado de animais, promidweima aumento da catalase, glutationa
peroxidase (Gpx3), glutaredoxin (Grx2), GSR e diloten S-transferases (GSTal, GSTa4,
GSTm1, GSTm2 and GSTm3), o que né&o foi encontradgrapo controle (NEWSOMIet
al., 2014).

Hoodia gordoniié bastante comercializada fora do Brasil, comm&&o anorexigeno
e ha poucos relatos de pesquisa sobre este extest®, sentido despertou-se o interesse em
analisar os parametros bioquimicos de ratos apadnanistracdo dédoodia gordonii A
determinacdo dos parametros bioguimicos no sanguena& ferramenta para auxiliar o
diagnostico de doengas metabdlicas, definir o lpaufricional de uma populacdo homogénea
e permitir uma avaliagdo clinica mais aprofundadandlividuos. Desta forma, o presente
estudo buscou investigar os efeitos da adminigiragd@ Hoodia gordonii nos niveis
glicémicos, bem como os niveis de colesterol tetatiglicerideos e marcadores de lesédo
hepatica (TGO, TGP) em ratos.

As alteracbes metabdlicas relacionadas com a aatragpresentam cada vez um
impacto maior na saude humana e estdo relaciormmasdoencas de elevado indice de
morbilidade e mortalidade no mundo ocidental, taimo doencas cardiovasculares, diabetes,
doencas neurodegenerativas, entre outras. Em didisicom sobrepeso e obesidade, um
excesso de acidos graxos livres (AGL) proveniedgeBpadlise (sobretudo do tecido adiposo
abdominal) pode afetar o metabolismo lipidico hiepaestimulando a producédo hepatica de
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL-caed) ricas em triglicérides, levando a
um aumento de lipoproteinas de baixa densidade {tdMsterol) e a uma reducdo nas
lipoproteinas de alta densidade (HDL-colesterofstA forma, altos niveis de AGL podem ter
um impacto substancial no risco cardiometabdlicompvendo tanto dislipidemia quanto
resisténcia a insulina. A reducédo de peso provopadanuitos dos anorexigenos disponiveis
€ normalmente acompanhada de melhoras signifisatima comorbidades clinicas, incluindo
efeitos favoraveis sobre o perfil lipidico e meHlono metabolismo da glicose
(HAZENBERG, 2000; MAGKOSet al, 2008). Desta forma, o presente estudo objetivou
realizar o perfil lipidico e glicémico dos animaistes e apds o tratamento cBimgordonit
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Como referido anteriormente, apesar de diversascespvegetais apresentarem baixa
toxicidade, existe um numero cada vez maior dedesticientificos que comprovam a
toxicidade de plantas antes usadas sem restrigfe$oema indiscriminada. Espécies como a
kava-kava Riper methysticun®. Forst, Piperaceae) foram responsaveis por dezkneasos
de hepatotoxicidade na Europa (WHITT@Nal, 2003; CLOUATRE, 2004). No Brasil, na
década de 80, o confré&gymphytum officinale. Boraginaceae) foi disseminado como planta
para a cura de diversas doencas, inclusive o caasirdo comprova sua acao cicatrizante,
guando usada de forma topica, entretanto, o uemnimtdesta planta, como por exemplo, em
saladas, leva a um sério risco, pois é altamengmatbixica devido aos alcaldides
pirrolizidinicos (STICKEL & SEITZ, 2000).

Os resultados do presente estudo mostraram quasalgarametros bioquimicos
(glicose, TGO, TGP, triglicérides e colesterol) dosmais tratados corAoodia gordonii
apresentaram-se alterados em relacdo ao grupmleyréntretanto, a literatura retrata que os
valores considerados dentro da faixa de normaligexdkem variar, de acordo com estudo
realizado por Dantast al (2006), descreveram alguns valores bioquimicossiderados
como referéncia para ratos (200-220q), dentre estieses encontraram glicose sanguinea
108+17,4 mg/dL; AST 81+11,7 U/L; ALT 51+12,3 U/Lplesterol total 87+18,1 mg/dL e
triglicerideos 82+24,7. Pode-se considerar que c&da com o estudo citado, nossos

resultados encontram-se com valores bem proxinmosraalidade para este animal.

Uma pesquisa experimental realizada na China camapatosWistar convencionais
com animais que nunca tiveram contato com patogenoseja, livre de microorganismos, e
foi observado que os ratos convencionais apresevdadres bioquimicos acima (ALT, AST,
glicose sanguinea e outros) que o outro grupo (XéA@l, 2004). Outro estudo considerou
os valores para ratos de AST entre 54 a 269 UI/AL€ 26 a 77 UI/L (BIRCHARD &
SHERDING, 1998). Alanina aminotransferase e asfmaamainotransferase sao transaminases
encontradas em varios tecidos no individuo. Usuailenestas enzimas estdo aumentadas na
corrente sanguinea quando ocorre algum dano hep&titretanto estas enzimas nao séo
especificas de injuria nos hepatdcitos (GALLIERIal, 2006). Um estudo randomizado
realizado em mulheres acima do peso tratadas ldowdia gordonii por 15 dias né&o
apresentou alteracfes dos niveis de ALT quando axadps ao controle (BLOMt al,

2012). Nossos resultados mostraram que TGP nadb&mg/kg apdés 08 dias e 15 dias
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houve um aumento considerado significante e o9ndee TGO na dose de 25mg/kg apos 1
dia de tratamento apresentou uma reducéo, resudiailar ocorreu na dose de 50mg/kg apos
8 e 15 dias. O uso de Hoodia gordonii por 1 dia, é@&uficiente, nas doses utilizadas de
interferir com a funcéo hepéatica. Estas transares)agpesar de estarem aumentadas néo foi

verificada lesao hepatica na analise histoldgica.

Estudo clinico com mulheres obesas utilizou a spuina, orlistat e metformina em
grupos diferentes, por seis meses e promoveu ucwgde nos niveis de colesterol total,
colesterol de baixa densidade, triglicerideos dipteina B, e nestes grupos ndo houve
alteracdo nos niveis do colesterol de alta densi@@®KCELet al, 2002). Mulheres obesas
que usaram o0 cha verde por 12 semanas apresentaramreducdo nos niveis de
triglicerideos e colesterol de baixa densidade eaumento nos niveis do colesterol de alta
densidade (HSW@t al., 2008).

Neste estudoHoodia gordoniialterou os niveis de glicose sanguinea em ambas as
doses apods 1, 8 e 15 dias de tratamento, em amlsses, exceto na dose de 25mg/kg apos
15 dias. Estes aumentos na glicose podem ser aetatns a ingredientes presentes no
extrato, como os glicosideos. Entretanto, valoliegmicos diferentes foram encontrados por
RUBIN, CAWTHORNE &. BINDRA (2002), que identificana em seu trabalho uma
atividade anti-diabética ddoodia gordoniiutilizada em ratos. Pelo que foi exposto acima, as
pesquisas revelam que os valores bioquimicos podemar com o uso de substancias
anorexigenas, sejam elas oriundas ou ndo de plaatasais, mas estas alteragcbes nao
obrigatoriamente podem indicar algum prejuizo a@aoismo.

Em relacdo aos valores de colesterol total fontileado um aumento na dose de
50mg/kg ap6s 8 dias e na dose de 25mg/kg apdsdkb #h os valores de triglicérides
mostraram-se reduzidos apdés 1 dia em ambas as. deseasvestigacbes apontam que a
reducdo dos niveis plasmaticos de colesterol ®tphrticularmente, da fracdo LDL, seja
através de modificacdes no estilo de vida, ou odgsmedicamentos, tém se mostrado eficaz
para a diminuicdo de eventos coronarianos, noragdiz da fungao endotelial, estabilizacao e
até mesmo, regressdo de lesbes ateroscleroticaSGBIOVES et al, 2006). Os valores
bioquimicos encontrados neste estudo ndo mostranaanrelacdo com dose, ou periodo de

tratamento, logo outros exames séricos precisameakzados.
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A avaliacdo da toxicidade é realizada para detemorpotencial de novas substancias
e produtos que podem causar prejuizos a saude humateterminacdo da toxicidade aguda
de uma substancia € extremamente importante, ppapalacdo faz muitas vezes o uso da
forma indevida de produtos naturais, partindo da wedo que nao traz nenhum maleficio a
saude. Desta formaamundongos foram tratados uma Unica vez Etwudia gordonii,via
oral, na dose de 550 e 2000mg/kg, e outro grupdr&wado com salina. Em seguida, os
animais foram observados logo apos a administrd¢ég®B0 e 60 minutos e 0s grupos tratados
comH. gordoniiapresentaram alguns sinais gerais de toxicidaldergcao (mais frequente) e
rearing, estes comportamentos encontravam-se reduzidess@pdinutos de administracdo da
droga. Os animais foram pesados e observados pdiag&4onsecutivos e néo foi verificada

neste periodo nenhuma mortalidade nos grupos.

Estudo prévio realizado com o0 mesmo extrato na desetOmg/kg em ratas gestantes
por 13 dias, dose esta também utilizada por ndscaésou nenhum evento adverso e nem
malformacédo, ou anomalias em fetos (DENT al, 2012). Em relacdo aos sinais de
toxicidade, um estudo detectou como mudanca coaperital dos animais com piloerecao e
prostracdo, apos tratamento com extrato alcodledathropa gossypiifolia L({dose maior
que 1.800mg/kg) (MARIZt al, 2006).

A sibutramina apresenta como efeitos adversos pit@pgdo, constipacado, cefaléia,
insOnia e ansiedade em doses terapéuticas. Umanakseelevada pode induzir alteragoes
mentais, hiperatividade do sistema autonOmico eragibes neuromusculares, aumento da
salivacdo, elevacdo da pressdo arterial, midriasmneulsdes epilépticas causadas pela
sindrome serotonérgica foi identificada (BOYER & AMON, 2005; FLORENTIN;
LIBEROPOULOS & ELISAF, 2008).

Apos 14 dias de observacdo, os camundongos foranficdos e figado, rim e
cérebro (hipocampo) foram removidos e encaminh@dosa analise histopatologica, na qual
nao foi verificada nenhuma alteracédo de figadaonenos grupos tratados cdr gordoniiem
comparacao ao controle, apesar de ter sido endonalgeracdes séricas de TGO e TGP, em
outro teste. A area do hipocampo apresentou aftesaque foram classificadas em escores:
dose 550 (escore 2: 2-2) e 2000 mg/kg (escore223d; de acordo com Giladt al. (2005).
Estas doses foram administradas uma Unica veoseadd 2000 mg/kg foi capaz de promover
alteracdes no hipotalamo, ja outros 6rgaos naonfaf@tados (figado e rim). Estudo realizado
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em nosso laboratério com monocrotalina (doses 1M@ng/kg), um alcaldide que causa
hepatotoxicidade em animais e humanos, identifioma desorganizagdo estrutural na regido

do hipocampo e cortex parahipocampal de camunddit@sIORIO Jret al, 2012).

Foram escolhidas estas areas, pois é sabido gigadnfe o rim estdo envolvidos no
processo de metabolizacdo e excrecdo de farmawohjmcampo, por ser uma area que foi
bastante explorada em nosso estudo. Uma pesquesavaliou a biodisponibilidade de P57
administrada em camundongos fémeas identificou syee distribuicdo foi maior no rim,
seguida do figado e cérebro e que foi eliminaderganismo apds 4 horas de administracdo
(MAGDULA et al, 2010).

O teste de toxicidade, como mostrado anteriormendentificou alteragbes
significativas no hipocampo de camundongos. Naateat de pesquisar outras possiveis
alteracdes celulares foi investigado o DNA de litfis apds o uso deoodia gordonii Sabe-
se que o DNA passa por diversas alteracbes dendasmde mutacdes, que na maioria das
vezes ocorrem devido aos erros durante o processepticacdo do DNA, na divisédo celular.
Estas mutagcées sdo comuns em todos 0s seres @igostganismo deve fazer esta reparacao
de maneira fisiologica. Entretanto, algumas mutaqio sao corrigidas e podem causar a
morte celular. Os agentes mutagénicos sdo aquadealtgram a sequéncia de bases do DNA,
causando um aumento na quantidade de mutacdes. &gates sdo indmeros, podem ser
enddgenos (6xido nitrico, radicais livres de oxiggnocupacionais, dietéticos, radiagéo,
poluicéo e bioldgico (RIBEIRO & MARQUES, 2003).

A literatura revela que algumas plantas podem miodubstancias toxicas, que tém a
funcdo de defesa contra virus, bactérias, fungomnimais predadores (FONSECA &
PEREIRA, 2004). E algumas dessas moléculas, desved plantas medicinais sdo capazes
de induzir modificacbes celulares citotoxicas, emtias modificacdes quimicas no DNA, as
quais podem ser nocivas as células, pois interferarprocessos vitais, como a duplicacéo do
DNA e a transcricdo génica, bem como podem compema estrutura do DNA,
promovendo lesGes génicas e cromossomicas (TAYeOR, 2003; VERSCHAEVEet al,
2004). E poucos sao os estudos que analisam axitioiade e genotoxicidade de drogas

vegetais, logo sdo poucas as informacdes sobrassseto (LOHMANEet al, 2001).
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Diante disso, a presente pesquisa avaliou a wlaloéi celular e a lesdo no DNA de
linfécitos humano expostos ao extratoHf@odia gordonii,por meio do teste MTT e do teste

cometa, respectivamente.

Primeiramente, foi avaliado o potencial citotoxa®Hoodia gordoniiem linfécitos
humanos através do ensaio do MTT, apds 24h e 7Zxpulesicdo. Estudos de “screening”
utilizando MTT tem sido uma ferramenta essencefi@z para avaliar o potencial citotoxico
de substancias (ALLEY et al., 1988). Neste testgqgacAmetro utilizado é a viabilidade
celular, que é determinada pela atividade de erwimitocondriais. Autores relatam que 0s
ensaios de citotoxicidada vitro sdo reprodutiveis, rapidos, baratos e podem analis
inimeros compostos de uma so vez, e apesar deend@dtipem identificar o mecanismo de
acdo dos compostos, sdo 0s primeiros testes madizmra identificar novos compostos com
potencial anticancer (BERRIDG&# al, 1996; TAKIMOTO, 2003).

Os resultados mostraram que, ap0s os tempos deaigén testados (24 h e 72 hH.a
gordonii ndo foi citotoxica na dose de 200ug/ml, ou sejacéslas mostraram-se viaveis
mesmo apls 72h expostas ao compostoHdegordonii, em uma dose considerada
relativamente alta para os potencias farmacos ram@génicos. Um resultado diferente foi
encontrado com anfetaminas, no estudo realizadoEpeFAWIL et al (2011), em que
mostrou citotoxicidade para hepatdcitos de rato8s apxposicdo a D-anfetaminas em
diferentes concentracbes (0,4, 0,8 e 1,6 mM), rapdtr um decréscimo significativo na
viabilidade celular. As variagcfes na viabilidadeilze foram percebidas logo apds 30 min de
incubacéo nas doses de 0,4, 0,8 e 1,6 mM e atangitotoxicidade maxima a 120 min, nas

mesmas doses.

O teste do cometa ndo detecta mutacbes em niviglogénas pode ser aplicado ao
estudo de lesbes gendbmicas. Estas lesdes, a degkndea natureza, podem ser reparadas
mediante expressao de varios genes envolvidos a@svariados mecanismos de reparo do
DNA (SLUPPHAUG; KAVLI & KROKAN, 2003). O ensaio alia o dano ao DNA de
células simples, baseado na migracdo do DNA deswktuem um campo eletroforético
(OSTLING & JOHANSON 1984).

Sabe-se que os radicais livres possuem a capaciiadateragir com o0 DNA,
induzindo quebras nas fitas do material genéticAl{HWELL & ARUOMA, 1991; TAN,
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GROLLMAN & SHIBUTANI, 1999; SALMON et al, 2004; ROWE, DEGTYAREVA &
DOETSCH 2008). O ensaio do cometa mostra-se capatetbctar tanto quebras de fitas
simples quanto de dupla fita (CAVALCANTEt al, 2006). As quebras de dupla fita da
molécula de DNA séo lesbes dificeis de serem rdparapodendo desencadear a morte
celular ou mutac6es deletérias, além disso, asrgsiele fitas simples podem ser convertidas
em quebras duplas durante o progresso da forgddhraplicacdo (KHANNA & JACKSON,
2001; KUZMINOV, 2001). E um teste rapido e poucspeindioso para avaliar danos
causados ao DNA devido sua alta sensibilidade (&EFEINERT, 2003).

De acordo com a analise dos resultados do ensaietapfoi observado que o indice
de dano (ID) apresentado pelo grupo tratado com IRBdhtrole negativo) foi semelhante
aos grupos tratados corh gordonii Os resultados comparativos com 0 grupo tratado co
doxorrubicina (Doxo) mostram a diferenca significatdos resultados de ID dos diferentes
grupos. Em resumo, os resultados obtidos revelamga houve danos no DNA de linfécitos
humanos, induzidos peldoodia gordonii Esses resultados corroboram com os estudos
realizados no Toxicology Center S.p.A. em Roma (BCCet al, 2011), em que
experimentosin vitro e in vivo feitos comH. gordonii ndo mostraram potenciais efeitos
genotdxicos do extrato da planta. O extrato demomstdo ser genotdxico em ensaio de
mutacao bacteriaria vitro, ensaio de mutacdo genétinavitro, utilizando células de linfoma
do rato e em um ensaio de medula 0ssea noirrativo. Estes dados indicam que o risco

genotoxico do extrato de. gordoniié baixo.

Nossos resultados mostraram gHeodia gordonii (50, 100 e 200 pg/mL) foi
adicionada aos linfécitos humanos por 24 horas @ cd&usou nenhum dano ao DNA.
Doxorrubicina foi utilizada como padrédo positivalestruiu o DNA da célula. Estudo usando
drogas anorexigenas como a sibutramina e fenproamecamundongos mostrou que estas
drogas aumentam a frequéncia de genotoxicidade oelias tas doses utilizadas 10, 20 e
40mg/kg (SILVAet al, 2010).Hoodia gordoniindo causou genotoxicidade, mesmo quando

usada em altas doses.

No presente estudo, o indice de dano no teste simcecometa foi realizado por
operador manual. Autores comparam o sistema manoasemi-automatico e confirmaram

que um operador treinado consegue visualizar maelkoescores do que O processo semi-
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automético e automatico, porque na analise manunali€ facil detectar todas as alteragdes no
DNA (AZQUETA et al, 2011).

A literatura recomenda que o medicamento mais aknyara o tratamento da
obesidade deve possuir as seguintes caracterigéchgir 0 peso corporal e promover uma
melhora das doencas dependentes do excesso detgrestgitos colaterais toleraveis e/ou
transitorios; néo ter propriedades de adicdo, ¢a selacionada a dependéncia; apresentar
eficacia e seguranca mantidas em longo prazo; passeanismo de acdo conhecido; e um
custo acessivel (GUY-GRANRt al, 1989). Pelo que foi exposto na presente pesquisa
Hoodia gordonii mostrou resultados promissores e, apresenta-seo aom potencial

farmacoldgico para ser utilizado futuramente ntatreento do sobrepeso e obesidade.
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7. CONCLUSAO

A administracdo dedoodia gordoniiem roedores durante 15 dias desencadeou o0s

seguintes efeitos farmacologicos:

Reducdo do peso corporal, bem como da ingestdogda @ comida durante o
tratamento, que pode estar relacionado com a @éterdo sistema monoaminérgico, pois foi
verificada uma interagdo com 0s antagonistas e umeato de monoaminas em corpo

estriado;

Possivel efeito ansiogénico no teste do labirimboceuz elevado, apds tratamento de

01, 08 e 15 dias, o que foi verificado com a redudi@ parametros nos bragos abertos;

No teste do campo aberto, promoveu reducdo dalatiggroomingnos trés tempos
de tratamentarearing e reducéo da atividade locomotora no 15° dia, randb que o efeito
ansiogénico nao esta relacionado com a reducéadivddade locomotora, pois sG ocorreu
alteracdo da locomocédo apoés 15 dias de uso e teodi@$abirinto em cruz elevado a reducdo

nos parametros foram em todos os tempos de tratamen

Possivel efeito antidepressivo no teste do nad@adar, devido a reducdo no tempo de
imobilidade ap6s 01, 08 e 15 dias, que pode edkcionado com a elevacdo das

monoaminas;

Interacdo com receptores noradrenérgicos, pelas@vedo efeito antidepressor no

pré-tratamento com antagonistag € a,);

Interacdo com receptores dopaminérgicos, pela s@vedo efeito antidepressor no

pré-tratamento com antagonistas €0D;);

Interacdo com receptores serotonérgicos, pelas@&veatos efeitos no pré-tratamento

com antagonistas (5HA, S5HT,a2c, SHT3a);

Houve um aumento dos niveis de noradrenalina dos@na em corpo estriado de

camundongos, apos 1 dia, e aumento das monoanmopamada, noradrenalina e serotonina,
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apos 15 dias, e reducdo do metabolito de dopaniMA) apdés 1 dia. E a taxa de
metabolizagdo apresentou-se reduzida (HVA/DA — RA@PAC/ DA - 8d, na dose de
50mg/kg, 5HIAA/SHT- 8d, na dose de 25mg/kg) e utmmanto apds 15 dias DOPAC/DA-
15d;

Em relacdo ao estresse oxidativo, ndo foi capaz atlerar os niveis de
malonildialdeido (MDA), da enzima catalase, da aloha reduzida em hipocampo de
camundongos. Entretanto, reduziu a concentracadrite em ambas as doses utilizadas, nos

trés tempos de tratamento.

N&o desencadeou alteracdes histopatolégicas hepétienais apos administracao de
doses 550 e 2000mg/kg;

N&o foi capaz de danificar o DNA celular de lintési humanos, nem promoveu

citotoxicidade;

Desta forma, nossos achados apontam um possiveledsogordonii no tratamento
do sobrepeso e obesidade, uma vez que mostrourreduzso corporal e ingestao alimentar,
ndo causar danos em 0Orgéaos vitais, como figadm.eFoi verificado uma interacédo da
gordonni com as monoaminas, poiS promoveu um aumento neectracdo destas e um

envolvimento com os antagonistas.

Sabe-se que estes resultados ndo séo suficieméesguasiderar o extrato devidamente
adequado, outras pesquisas experimentais (neurmasintoxicolégicas, metabdlicas) séo
necessarias para que possa comprovar a sua efecdeiguranca e possivelmente no futuro
trazer beneficios a sociedade que hoje apresetitaenas morbidades relacionadas com

alteracdes desencadeadas no sistema monoaminérgico.
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Abstract

Universidadn Foderal do Caash, Folalers, CE, Brasil

Foodia gordoniis 8 plan] spedes e Iradifonally in soutem Alica ko cupgress anaalile Recenty, I has bean oo calod
with & Sgnibcan! inohanse in Hood pressore and pubse rale Bwomen, suggesng Syrmpal homimalis aciity. The present study
ivesticaled Pe postitie anBdepressontiie afiects of acule and repesel (15 days) adminiskalon of H goslond e
{25 and 50 megkg, ool 1o nice expossd ko 8 kioed swineming ksl [FSTL. Naurochemies! andysis of bain monc@mines was
ako canted oul o delesming (he molvemenl of Bie mongaminenge sysiem an Bese aliecls Acule admins¥alion of H.
gordonil decreasad Be mmobitly of mice B lhe FST wilfiod sccomganying changes in general achvily in Be apen-field 1
durig acule beatmenl smgeslng an anfdepres sanl-ike diecl The anl-immabiily efecl of M gordoni was preverded by
peetesimeni of mice wih PCPA Jan Inhibior of serolonin (SHT] sniiesie], NAN-TI0 @ 5HT .. antaganil), fansedn {3
SHT sz antagenisl), andansekon @ 5-HTI. antagonisl), prazosin fan of-adenccsplor anlagonisl), SCH23390 @ D,
recapios anlagonist), yohimbine (8n al-adremceplor antsgonisl), and sulbiside (8 Dp mceplor anlsgenisl). A signifeand
inemass i 5-HT leves in P shiakim wis delecled aller aculs administmton, whie 5HT, norepneghring and depamine weee
sigrifeanty alevaled aller chronic Damtmen. Resulls indealed Fal H gordond possesses aniteprassant B achly in the

FST by alerng fie dopamnenic, seroonenge, and nomdsnangic systerms.

Ky words: Hoodls gordond; Anlideprassant action; Momoaminengc sysiem; Foced swimming lesl

Introduction

Depreszion B one of e most prevalen dhiooe:
nevroysyehiniis danaders that sffecs up 0 20% of the
popadiation arcamd the ghode {1}, Although several dasses
of aniidepressants are cumently being esed i the
teatment of this disonder, bDecasuse of imied effcacy
mned nckecirabie adverse effects of Teatments, cheonis
end recurent depression i3 o8l present 81 hegh retes.
Aocondingly, theme ks growing nferest inthe development
of effcien and safe drugs as allamatve terapsutcs for
e manegement of this mental Biness (21

Traditonal medcine from aound fe world refies on e
wae of 3 wide vanety of medicnal pians. In =t years, a0
creasng numibes of stedes have demone tEed numSnoEs
plant speces exibiing & varsty of promising phammacoiogecal
poperbes, nouting acions on fe centsl nenous sysiem
{CMS ) siech 88 Bwidyie and anfidepressive affects (3-5).

Hoodly gondond (Messon) Seest e Decne B o8
cacti-die auooudand apeces from the Apocyonacses

Cormspondenon F.OF. Souma: <cheaSorenooiFyah oo oom e

famdy ued radbonaly among the San ihe of souhaem
Africa D suppress appetls whan Sway on g haentng
tripa (6h. This raditonad wae was furfer valdaied in nital
expioratory reseanch when an ooypwegnans ghoosids
(PET) was proposed &3 1ie scive compound retated 1o
wisighl boas. bnduced by admendstration of H - gordonl o
femats rats (7). From these stefes, H gorcbnd hes
gained Incresaing Ineresl 25 8 natwral eppetils suppres-
ani N weight mansgement, and prodects conlsmeng fe
specdes have been makeisd 0 several counties sround
the workd, However, bacause of the abeence of acientic
evidenae for s efficscy and safety, the sale of H. gondond
was prohibited In Brazdl by the National Heshh
Surveilance Agency in Febnesry 2007,

In & recent shedy, e administstion of 3 punibed
gxtract of H godond wae ssaocated with & signifoant
Erease iy e biood pressene and putse rate of weaman,
sugpesting possible sympathombmets  activity (Bl

Rocsivad ik 1, 2074, Acocopdad Soplombar 2 2074, Rrst puhlzshod onfine Novarmbar 7, 2004
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Ahough the diects of ihes piant an bod nlake ane e
focis i e Heralurs, swme sym@ahomimels acthily
miaked 1o mood deorders could sen e delacisd fnom
. gordari. However, Bis hypohess has sl ol been
exparad. Taking 1his it cansidératon, Ihe present sty
nvestigaled a possitie anlidepessant-ie acton of soule
and chronic doses of B govdend aiiras] administered o
mrice and fested n e looesd swimering test [FST) (94
ome ol e mosi oomemon o ammsa modeds used  or
sreening anidepres sant diugs

The FST i akss an irgonant ool [ Sudying me
meumbiciogca medhanisns vaved in antdepres san
mspoises . nlad, umemus shdes fave shown Tl fe
modulaon of e seolonengic, moradiensnge, and
dopaTinesgic syElams N his animal mods wnderes
e behavioml diects of several anfdepres sanis (10,111
Thus, beasig i mnd e onoSmnesge heony o
depaszion, (he vavement of seratonengs, mosadnenss-
g, and dopaminergic syskems on he efleds o H
gordeni i B FST was investgaled Furfesnons, wilh
e aim of comodnealing e res oS Bom Beese shidies we
a5t aonduicled & neurochermical analsis of brdin mond-
atines i B animals, usng high-pedosnance figuid
chomaiogagpty HPLCL

Matarial and Methods

Animals

Male Seiss mics (25-30 g) mantansd on & 12120
ightdark cycie weare used in Ths study. Al experimenis
were cabed ot & an ambiend lemparalus of 244 2°C
Wil aooess o lood and walssr a4 bilim. ANRELS wers
Fredla] n accondanes with curmenl B and e Malonal
In=flules of Hesith Guids for e Care and Liss o
Laboraiory Animaks The shdy was perormead wilh s
corseni of and undsr susvallancs by he Commiles ol
Hhics n Animal Reseanch fproloonl #0512} of Me
Degpartamenls de Fizinlogia & Farmacologia,
Universidade Federd do Ceard, Fofsera, CF, Brazi.

Druga

In 1his sludy, 3 commenca dry puribed exiract of K
gordonii was used, legally mmporied Fom Makirdmedis
UK This produd s manitaciured in assondancs with e
mquirements of he Medioines and Healhoas Products
Reguidlory Ageney in the Uniled Kingdom. The aclve
ingrefien contend (PST) = guasniesd Teugh Equas
malysas by 1he company’s Labosalory for
Chialty Conta. Asa, fhe molefal was shoewn o be fee o
micababgital conlaminaton and was al 2 dilulion o
Al The purchase of e substence was made e
maaaah purpdees Fos the wse of e dug B oour
axpediirenis, H oo was erulsfed n 036N Teesn
20 {Sigrma, USA) and dilued in dislibed waler. The exime
was adminslierad od@lly b mics, al doses of 25 and
g a8 SEnghe diss o lof 15 oonsecullve days.

MUCO O e al

The acklifonal deigs usedia is sldy wene: 10 mo g
rigradriae (M Geisy, Braxl), 1 mglg prazosn (P25
Sigma), 1 mgig yohimbine [YOHL Sigra), 005 mgjig
SCHZIIS0 [Sgma), 50 kg sulisnde Siarmal, 100 mg/
kg prchioraplemddanine mellyl esier [PCPA; Sgma),
0.5 gk MAN-190 { 1-Z-mafho ypheny |4-J-{2 phis-
ridoimlyjppecarine, Sigmal, 1 mghg ondsnssinom
{Sigrma}, 1 mg/kg Manssnn [Sigmal, and 35 mglkg
Buounafne [FLU Skgma) Al drgs weee divied n diziiied
waler and adminisesd by he nFapedoneal {ip) ouk.

F3T

To wveskgale e aflects of e drug n lhe FST,
difierent groups of mice recsived 25 avd 50 mgixa (oo
H. pordoril of vehicle (oo} aculely lor 15 consecitve
days Sulmequenty, 60 man aler fe sl adminisizion,
anifraks were lesied in e FET. B {10 mgfg, o) was
wead a3 e posifve oonkol

The lesl was conducted using the mehod of Podsoll =1
al. {3} wilh ey modifcatons. This model =& 4 wel-
ke scteaning iod lor polental anlidepesessan] dugs:
Wice were placed Feids 8 25-om gass cylader (44 anm
diameter) conltaning 20cm of wals mainlased al
244 2°C and were oroed o swim for § min: 2 min o
adap! o the enifonmment and 4 min 1o ragister Frmabdity
e (12.13). Thar immolilly (e was recorded A
mouse was oonsigered immmobide when i remoained
Foafing n ihe waier, wilhoul struggiing, making oy veny
sighl moverments necessany o keep i head above
water. Drugs wilh anfdenreszanl aclvly mduce Bal
parametes [Emmability Bme), while depressant daigs exer
me opposie effect

Bacairss H. gondornd decreasad Te mmotifity of mise
i Be FET, he pres and model was abso usad 1o dedenmine
e possibie v averment of 1he monoaminengic sysiem an
iz aclon Thus, (o sssess he possibe conlibuton of
he seqlonedgic Syslem, mice were relrealed wilh
100 mgfy, o, PCPA, an inhibior of seqolodin [5-HT)
symihess, or velice, once a day, lor 4 consecutive daya .
Theea, 24 h afler e a8 POPA o saine inpecion, animals
wers ireated wilh 50 mgig, oo M gordoni or vehice,
and were lesied n e FET 1 hlaker. Addilonal groups
receiver] 35 mglag, 4, FLU |a sdectve ssralonin reup-
take inhibilar {SSR1] 24 h dier he s PCPA or saline
injecton, and 30 mEn Bier were lested i e FIT.
Iwvalvement of Bie 5-HT eoceplor sublypes was @on
e qaled. Animas wese prefrenied with 0.5 md sy, i,
HAN-130 fa 54T, mecepis antagonisly, 1 mgfg, o,
FRanserin |8 S-HTouy o receplar antagoniat), o 1 mafkg,
ip, ondanssdson (8 5-HTi. sdepior anlagonisl), and
A min @ier hey recsived 50 mgfkg, po, H godoni or
welhiche, and 1 hialer animals were Esied o e FST.

T nvwestigats the role of Bie noSsdienas)ic yslen an
e eflects of H. gordand, mice were pretealed with 1 mg/
kg, ip, prarasin (an of -adremocepion anlagonieT) of 1 mg/
bg, g, YOHI {an oZ-admerooeplod snlaonial). Addilons

172




Bpiotpd s Al aad of Haoelis Gurdodi i mios

goups of animals received 005 mgiy, ip, SCHZI0
& dopamine (DA} D, reteplor antagonist) or S0 mg kg,
o, =ulpiride 8 DA Do receplor anlagoniad] 1o evduale
e dogaminang it mvavemend. Thirly minues aller reatl-
ments, mice recaved oraly S0mgkg H gordond o
vehica, and 1 b [aker, By were lesied n e FST.

The doses and admineiaton schadule of he shove
rotonis wese chosen an the basis o pravious study
poloooss, nd dala fom the Peraue oonfimed e
seecivly and effcary of he sbovementoned Feat
ments & e onceatalons used (1416} Alsg, e
airservet was biinded o he frealmenia.

Oparrfigld st (OFT)

To investizale general iaomolor achly, mice wers
veatexd with H gordoni {25 and 50 mg g, po) or vehicie
() Bcately of lof T aonsculve days and wers exasd
o the OFT 60min aler the B8 adminisiraiom WM
{10 mgikg, ip, & dassical midegressant) was used as a
ostve control

The OFT nwvcives an epparats made of an aagque-
Plesigias box (40 x 30 =« 20 em) with Be (oo dvided into
9 auadl squares. Each anima was genfy phced in a
coder of e spparakis and i behavior was obearved
difing A 5-min sesEna A Hind absever gislened e
rurmber ol Gmes fis anims enered sach square |counis
gef Smin), & counl B considesd when the anmal olally
crogses kom one sjuare B Be red. A change in he
fuimber of eounls wilh respecd 1o Be conlmdl group s
considersd 88 an deraton of locomaor actvly {17).

Moncaming lovel determinalion

For dederminalion of manoaimine evels, conbol antd H
gorchni groups (25 and 50 g fg) wes imaled aculely or
bor 15 conseculve dayvs (o) and Kied 1 h aler e Ba
Iemimenl The beatin stdakim of Be mice was dissecked
on ice for De preparalion o a 10% homogenale {10% w)
V) Bl was soncded @ 01 M ORBOO,, for 30z and
cendiuged al 20375 g, lor 15 mn, a1 4°C. Supsrialanis
e rarroved and Biesed brough a meamrane [Milpose,
Brazl, 02 L) A 20-ul sampie of Be supematan! was
then analyzed by HPLC (Shimadzu, Japan).
Concentraliors ol reregnephrme (NE}, DA, and ssrolonin

vanilic agd (HVA), and S-hydmyndokacele acd (5
HIAAJ, were delecled. AdSlonaly, DA tumiver s
mported 2 Whe ralo of DOPAC to DA fintacelutar DA

Adisteally snolican when P-005 compare 1o the
mntnl

Results

Effectof H gardonif on immobility time in the FST

Figum 1A reveaied thal fe immedility tme of animass
b M FST was reduced n & signdcan manmearalieramiie
adminizraton of M. gordond & doses of 25 mghg and
50 mgig (H25 and H50) compasd o contrd (di 3 F:
13.49, P<0.001) IMI-10 {10 mghy, ip) was used as e
peslive contra and, as expacied, nduced Smilar ailers-
fons (d: 28; F: 13.49), P<0.001). Figure 18 shows Bal
animals 1eakd for 15 consedulve days at doses of
25 mgfg (A 28 F: 536, P<0.05 and 50 mghg (of: 28;
F: 536, P=<0.01} a0 reduced immobilty ime compared
© the control groug. IMI-10 was once again ellectve as
B positve control (df: 28: F:5.36, P=0.01).

Effect of H. gardoni on lotomoticn In the OFT
Fliguse 24 shows e fesulls of acile rssiment wih H
Sordoid in Be OFT. Anirals realed with e exiran did
nal aler their locomdlor acivly when effes dose was
used eompared 1o fe contol, and gave resuls Smitar b
B antidesressand IMI (40 27 B 274). I Figue 28,
animais Feaked be 15 conseculve days presenisd
sqnificant réducihon of Doomalor aclivity, and (Ml did

nal afiange his parameler (0 29, F: 1532, P00

Involvenent of the ssoitonengic, noradmnengic, and
dopaminergic syatems on the action of H. gordonii in
the FST

The resulls prassnied 0 Figure 3A show (hal
pretmatnent of mice wilh the nhibile o 5HT synhesis
PCPA (100 mgg, ip once per day lor 4 consecilve
days) was shie I block he aflects ol H. goroni (HS0) n
he FST (4 99; F: 988, P<0.05). Iha smilar way, NAN-
190 [5-HT ,, atagodisl, 0.5 mgfy, ip), Mansern (Filan,
S-HTqam anlaonisl, 1 mgkg, i, &d odanssdnn
{Orda; 5-HT,, antsgonist, 1 mghy, iv] bocked the
aflects of H. gowlonii (HS0) (af 99; F: 988, P<0.05). As
expasied PCPA was alis io revarss the anldep@masant
Be dleds of FLU (35 mghg, jp) (4 9% F 988,
P=0.05)

Figuee 38 demonsbales Mal pralasabrent of rice with
bath the a1-adrenoceplar antagonist PZS-1 (mgfg, iol
{dt 47 F: 787, P<005) and he ol-adrenoceplor
artagonisl YOHI- (mgig, igh [0t 47, F: TAT P<005
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Rgure 1. Frenoblity Sma in T fomed swimming s ofmios St
mosived whiche foonvol], Moodi gomioal 25 mobyg 425) and
5 g {H0). pa] and mipmmne L 10 mal. dol. Anmals
mcaivied M. gondond aoutely (4] and for 15 conseoude days (5.
Fosuls are roporind a5 maons:SE P=005, =P<001,
o001, companed o confrol PANOVA and Swdeni
Merwrnan-keals post hoc tef)

and suigaride {50 mgy, ), 8 DA D, receglor aniagodist
joi: 47 F: 4.5, P=0.05).

EMeet of scute and chronic administration of
H. gordanii on levels of brain monsamines snd
b sl s

Tabie 1 shows al animas realed wih balh doses of
H gordonii had neressed semlonin levels o brain
s¥iatum, alier s (o 20 F 579, P=0.06) and dvonst
il 24 B 430, Peolis) imaknents, comgared b he
mspecive enntol grougs . On theofmer hand, any dvonic
adminiskaton of H gosford a1 50 mgfy nduced a
sgnilcan] ncmase in Me leves of NE (88 20; F: 564,
P 01) an DA (o 33, F: 374, P0.06)

Al and andodie Talments wilh M. gomhos did ol
indues a sgnilican] chamge In 5-HT lumowe [5-HIAAS-
KT} o intraceiular (DOPACIDA) and edsacahilas (HVA
DA} DA lumover, comganed o hie respeciive coniol
Qrougs {dala nol shawn),

Discussion

In s shidy, we showed hal H gorolond exdracl &
doses of 35 and 50 gl sdminsstered aculdy and ke
15 semsecufve days by oral gavage, nduced & significant
anldepresmantike sflea on mice Bstad in lhe FST.

The FET refmaie one of (he imosl cofiman aniinal
miodes used for sreening polenial anidepnes sant agents
(18,150, This lest induces & siale of mmoebiily in animaks
lncing an inescapable sualion {in & swim lak). Such
immchiily behavior has been hypoifeszed o e
behaviceal despak, which in lum may el demessive
disorders in humans. Thersios, e anldepes canl-ile
aiity of a compound k= espeessad by a decresass in Be
immobilly of animais submitied 1o forced 8 wimming. This
tehavioral change i3 sensifve lo majes dasses of
anfdepreysan diugs even when adminisiess) aotsEy,
nchuding moncamine axdase Ehitikes, Yoysies, seec-
fve 5-HT reupiake infibilors, snd ahghicss (9 18.20)
Thus, our resils suggesied an anldepeasant-ike profle

Figure 2 | ocomoie acivity in ©m opon feld tost of mon et
romned saling weahice (confral), Hoodia gordond (25 mglm
{HE25] and 50 mg)ig (HE0), po] and minemne {1, 10 mgkg,
i) Animals mosived M. gosiond acuiely (A} and for 15
oormecudve days (B Rasuls are reported a5 moans £ 5E
=P 001, compamd fo contml (ANOVA ond Budomnt-
ey vernan ¥l s ot hoo Sesd]

from M gordond, al=o shown by dnown anfdepssszani
diugs inoodinkcal use, such &3 FLU, 1ML, and olhers
{8,20.21).

Preyibus s ides Taee Sown inal CNS simulant drugs,
sl &5 aodaine of arphelamines, ane abie o decreass
reralilily b Be FET. Howaver, in conlast io anlidepess-
eanls, sliraban drugs case masked molor shvulEion n
lesls hat evAualke hegenerd aclvly of animale As such,
his heafhanior paodie B oonsslent with 8 ke positve Siea
n e FST modd ad = ofien dislinguished bom the
antidegeszantike rediclion @ b by azsessing
iocomak ackvly inthe OFT (2.21). Thie, io invesigae
Mis poss by el H gosond feducsd Brvcbilly by &
slirukan acion, mbe were aksossaed for 1he ablily 1o
mease molod ackily In Bee OFT. This experimen s a
cofmfman measute of espordlory behasior and geness
scivity in Dalh miee and @Eis, and harekore i s hean
frequently used 85 8 mechaniam loass ess sedalve, kG,
af stimukan efects of compounds (22).

Cur findings shawed Bal, Smiar o 1841 {90 mghg),
aoute adminsimton of H gordond & bolh doses ealed
{25 and 50 ey} did nol groduce sgnificant changes in
locomolion of the animals n e openlieid amrena
However, Mies was 8 lendendy loward an noreass
loconotion =i a higher does (50 mgig). Thess resulls
inisaled Tl H. Qoo exeried 3 probalie siEepas-
sanl-ike alled in Me FST al reldively how doses Thas,
lirfer ivestgalion is equired b investgale a possbie
ncrease noambuislion wing highes doses of M gondanll,
Sinfar ehavioral dhanges can be absarved lor inslanos
lrorm  bupeogion, - an  effecive DA reuptale nhibdior
anlidepmssanl used in dincal pracios, which indioss
locomation n animats only al high doses (23]

For B conc iresmen], mice lresled wilh H
gordoni a8l bolh doses, for 15 days consscubvaly,
eahibiled deceased ooofmolnd adivily i ine OFT,
wherags 10 mghyg Ml was ol shis o dunge s
parameier. Previous studies have demonsisled & semitar
decmase n ooamalar ackily fram dllerent anlidepes-
sAnts n e OF T, incuding acile and chranic 1] a1 dosas
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Figure 3. Effed= of Hoodia gosond in Bia forced swirmming feed
on semionamic, radrenanic ord dopmminagic symems A
Pevireatmon t of animals wif p-ohiomph smdafanins mofTy ester
FPCPA, 1 G0 mglg . do). diarsein (Flan, 1 mgg. o], ondarse-
ton (Onda, 1 mglog, dp] or sehichs on ;e eflads of 4 gosond
M50, 50 mg kg, po). Fucoedne (Ao, 35 mghg, p) was wmoed 2
poalve @i B, Pestnatmont of anmals wid peeosin (PIS,
1 mghg. 4o} or yohmbine {YOML 1 mgfg. do), and C, wi
mipinds {50 mglogl and SCHZEE0 | 0.05 mglo) or veisdo onthe

efincs of M. gosiond (50 mglm, po). Resufts ars mporisd a5
means = 5E. P10, (5, comp amd i contol; ooy (0% compared 1o
H goriond N OVA and Sudent N ewman-Houls post hoo o)

&= high 8= 20 o 30 ma g (21,34}, Despils the decmeass
i Igcamoios acthily In B open ek, immobifly belavios
was decmased in e FST, suggeating (al such eiscds
Froam M. gosticnd isalmanits wase nol due i S0 inoneass in
Dendrior aclvly ol Bie ihee. Taken logether, sur resulis
in e FST and OF T suggesd Bal M gordoni 8 relalively
bw doses may ad a3 an anfdepressani-ike agenl

The monoamine hypolhess of depresson predicls
fal Be undedying pallnghy Sdogicd bass of depsssinn

Ed

iz, d lemsl in pad, 2 deplelion in Me leves of 5HT, NE,
andior DA in he CNS. This hypofesie appesrs fo be
supporied by e mechanem of ackon of
dngs, which devales he lavel of Thase neurotrins milers
in T besn Because fhe FST akes prosides 3 wsefu
madel ke wesigatng neurdbiclogical mechanisms
undarying anfdepressantike rmpness (25), he i
valverment of serobfent, nofadrenenge, and dopar-
nergic syslems on e akcs ol H. gooond was S
Inves igalen using fislesl Wil s sim, we investqaled
e eflecis of saveral pharmacalogieal an ;
uldlors of Mess syslems on hie anlbmmabily acdion of
H. govdond in mige

Mozl anlidepressan daigd in dinical use pomole an
inemase i 5-HT avaiabiity by direc By inhibilng secibnin
ralpiake aflecing saolnamn moves in e bean, and S50
iniemding wilh 5-HT,, SHT., and 5-HT,, eopions
{27} In Mg sanee, sludes show kal PCPA (a0 nhiblar
ol iryplophan hydoy lase ) adminisiraled i mceorat lar
4 conssculve days & abie b degisls Me sndogenous
slores ol 5-HT (by aboul 6%} and prevent Bie anfde
preasanl-ike eflectof SHT reuptsie nhiblors {S5R18) ke
FLU i e FST (28), consstean] with hie hypofass mal
B5RI campounds &icl Beld aculk bahavoml aiecs by
incmasng edmosiuar SHT. I tha presal skidy, the
reducionol bedin 5HT by prefrestment of mice wilh PCPA
pavenisd Be anidepmesant-ile oot of M gordond,
sugesing hal he mechanism underfying s eflsc i
s iy depanden] on an incmasa n 5HT Eves in tha
synagiic dedl. Paicipaion of e semionengic @y siem is
rankrced by dermonsraing hal (he el of H. goroni
e SlE peve e by prelmatmenl wili SHT e, ST =,
and 5-HT,, receplor antagonssts, suggesling a pobabls
iveivamnand of thess reepins W is anfdepiissant e
acivily,

In paralel wilh Be serolonengs syslem, he naradren
emic sysiem is ateo siongly irplicaed in ine pphophys-
gy of depresson (23). A1 least in g, degresson

Table 1. Determinaion of levels of monoamines and meboiss 0 sratm of mos Foatsd wih Hoodlo gordond, aang Hgh

e anos flquid chiromaiogran by (HPLS )

Monoarmines and Ao o Faatmond Civon o §rma rmeer
raeviain o e

Tl H25 HED Comenl H25 HE
HE 208 + (48 448 = (143 3= Q73 280 = 110 241 = 048 TEY £ (UBE=
o, B2 =0T 427 = 0488 fdd = 109 46 = 0 S48 = Q88 TEl = O
EVA B53 £ 108 189 = 068 255 £ 024 180 = 030 22 £ 0BT 1 £ 08
[t T AT £ 050 250 = 021 4T £ 034 1A = 041 A48 £ 048 HE s 00
BT 280 = 04y BEy = 2 ATE £ 08T 1.7 £ 020 BT £ 11 443 + (o
S Ly 508 = 1M 847 £ 187 AR £ 091 402 £ 124 358 = 1148 A58 £ 147

Animals moslved aoule and cfvonic {|Sodays) adminstTaion of 4 gogond {25 and 50 mglg, po, H25 and M5, respecively] or
vericla. Data are repoded o maons+5E n mollg tsse n=Td) NE noradrenalne: DA dopamine; DORAG: 34
difpdmryphen acedc acd: &M T seoibonim S S-hydorp kindosaomio aod; HVA: iomovanilc agd. *P=00% =000,

L — [T

P [ S p—_
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saams i 890 b associsied wilh a hypalundlion of B
mwadrenermie system, soiliat sorme anfdepessanits ad by
nressing he swapls avalabity o NE (35) In Ris
corgesd, e o t-and o k-admenospioms have baan shown o
undertis same of Me silidepressan-foe responsss of
druge in behavioral models of depression (29,300, Our
resufis showed fal pralreammen] of mice with bom
prarosn and YO f1- and ad-adremmeepion aniagonists,
mspeckvely] was abie ko reverse (e anBdepres san-ie
allectol H. gordori These lindings ndoated fal e afec
ol K goslond i Bwe FST Fwaved, al least n pan, an
ierasEan wilh o1 - and 22-adfenoopiods, suggesing hie
maricpaion of e noradenagic syslam n the anfde-
pressani-fke action induced by Bie plond exiracl

Sudes shove Tl (he dopaminanys sysiem, n par,
may sen e mpicsed in e requiaton of mood (31}
Carrenily, there s evidence om ssvesl reporis sgard-
ng he effcacy of anlidepresamiz refajed 1o ihe
mientaton of dopaminengc neurddransTission @ B
reament of degression {31,32). Ouwr resils showed hal
e depamineigic syslam was dso invaved i De and-
I rmaibility eflect ol M. goslond Puoug i s inlesss §ion wif
b DA Dy and Do receglors, because pratmakment of
e rmice with SCHZI300 {a DA D, recapior antoenist) or
suipirice {3 D Dy, receplor antagonis ) pesvenisd Fie ani-
immchility aflect evoked by HL gowdouil. These resulls ae
in acordance with predous shidies, which have reporied
Tt e ani-mmobility afied o Moyodic anfidepress ais
sich as I (and oihers) was realed, alleastin par, o Do
ecepiors [32). Addifonally, affwough the rae of DA D,
Eeepines in Bve acton Mmechanism of anfdemessants =
=il conboversSs, sspery shidies hawe 850 shown [heir
mvoivemen in degression ad on lhe ackon mecfansm
ol anfdegressants (13

Together, behavioral changes evoked by H. goskourd in
e FET suggested an anbdepressanbile aflec) aler
acule sl repealed adminisismion of he panl exiac,
which seem 1o e madiaked by an insracion with e

DVOPAL, HWA, and 5-HLAA) evwls inbrain striaomol mass
el received aoade anddhronic | 15 deays | lsatreat willh A
gordond (25 and 50 mgfeg, poj. Athough hippocampas,
hypoibtaiamus, and codes aress have bean siongly
minied io ihe anfdepressand medchaniam of ssverd dugs
34), sticies show Bal e srislum & ako a relevant beain
aea Wwvaved in Be ackon o 1Tess ovmpounds (35 36}
Farinstance, Kress and Lucki 35} showssd Pl acute and
repealed adminatralion of FLU (an S5RI) elevals] Bea
vais of S-HT b he skistum of rate, whis lchivawa and

Metrer {36) showsd sl M (8 Feyele) sgnifcantly
ncreas e eximosivar DA in e s iabum,

MO Oniet @l

Consisten] wilh greviows shdes Tial show 8 sieang
relabanship belween ihe medani=m of anldepressants
amd changes in strata monoamns Byds, Be pesand
meyrochesmical ansysks oonebaled by HPLD nevaaiod
sgnifcan] inocressed vty of moncamines N beEn
=fabim of miece realed wilh AL gorcond. Hesulls showed
mal only SHT monoafmne was sinifcanty noreased
afler sole adminsiration of H gordond, at both doses
testad, while an narease of & Bres momoamines (5HT,
DA, and NE) was observed afler dwonic adminisisfon al
S g Mg Thess s uls caraboraled aur hypalhasis Bial
me anidepmssantike sflecl exhibiled by H. goslom
entact n fe FOT i, indesd, raBled o B seminsnge,
naradenargic, and dogamnargic syslams

More specicaly, owr Indings showed hal De efecs
o H. gpostoni ane dependenl on inoressoes; i 5-HT, NE,
and DA eveis in the synap@c cdefl, maEinky afler repeabed
adrinistaton al higher doses, sggesting Bl newons
adapive changes may devela billowing ong-desm raal
ment thal sestain higher evals of ME and DA Fran can b
achieved lollowing acuie admemsEalion. |n Sddilon,
sfevaled MNE leveis defecied in thes sfudy are in
acsordance with previous eports Bal associale H
gordevdl o Sgnificant ndreases n Bbod pessure and
paulss rate (6], Howsyer, il must be smphaszed Bal onky
oo cEscrede hamin negion was acasmined i thie sludy and
i i quie posstie et functimal changes ooour 81 offer
E=r )

In swnmary, Be pesen! sidy povided  sddencs
ndeatng Mal aocule and chamic (15 days) ord adminis-
Fatan of M. gordoni extras ai doses of 25 and 50 rrgg
exhibiied a grobable anldepressanidive allea in mice
exposed o Be FST. This acfon was nol realed b a
peychasimulan effec] in e OF T. Furfermons, batmy-
ezl alteralions obsarvadiin the FST mnd OF T seem 1o be

laveis i Me slirabim o mee. Our resulls miss Ihe
perspective for furer investigalion on behavioral
mﬂ and meEdrochamecal machanems  svaved in
antidepressant-Fke sllects sliciled by H. gordonil
Hvesaver, Dacauss he preaeﬂ res s wene oS
wEing @ diry axtact o S plant al adilulon of 201 andihe
smibslances contsined in B exrac wes nol used in lhe
wehiche grougs, lurs reseandh is aio mquired o conbom

e resend dieck
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