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Se partires um dia rumo a Itaca

Faz votos de que o caminho seja longo
repleto de aventuras, repleto de saber.
Nem lestrigdes, nem ciclopes,

nem o colérico Posidon te intimidem!

Eles no teu caminho jamais encontraras

Se altivo for teu pensamento

Se sutil emocéo o teu corpo e o teu espirito tocar
Nem lestrigdes, nem ciclopes

Nem o bravio Posidon hés de ver

Se tu mesmo né&o os levares dentro da alma
Se tua alma néo os puser dentro de ti.

Faz votos de que o caminho seja longo.
Numerosas serdo as manhds de verao

Nas quais com que prazer, com que alegria
Tu hés de entrar pela primeira vez um porto
Para correr as lojas dos fenicios

e belas mercancias adquirir.
Madrepérolas, corais, ambares, ébanos

E perfumes sensuais de toda espécie
Quanto houver de aromas deleitosos.

A muitas cidades do Egito peregrinas

Para aprender, para aprender dos doutos.
Tem todo o tempo itaca na mente.

Estas predestinado a ali chegar.

Mas, ndo apresses a viagem nunca.

Melhor muitos anos levares de jornada

E fundeares na ilha velho enfim.

Rico de quanto ganhaste no caminho

Sem esperar riquezas que Itaca te desse.
Uma bela viagem deu-te itaca.

Sem ela ndo te ponhas a caminho.

Mais do que isso ndo lhe cumpre dar-te.
itaca ndo te iludiu

Se a achas pobre.

Tu te tornaste sabio, um homem de experiéncia.
E, agora, sabes o que significam [tacas.

Konstantinos Kavafis (1863-1933)
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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) é o segundo distarbio neurodegenerativo mais comum sendo
caracterizado pela deplecdo dopaminérgica na via nigroestriatal. O tratamento farmacolégico
da DP é meramento paliativo além de apresentar um perfil de reagdes adversas incapacitante.
A neuroinflamacéo e o estresse oxidativo (EO) estdo envolvidos na fisiopatologia da DP
sendo alvos importantes para tratamentos por meio da neuroprote¢cdo. A Myracrodroun
urundeuva (MU) tem uso secular e bastante difundido no nordeste brasileiro por suas
propriedades antiinflamatérias e antioxidantes marcantes. Nesta pesquisa, avaliamos o efeito
dos extratos hidralcodlicos liquido (EHAMU: 5, 10, 20 e 40mg/kg) e seco (ESMU:10 e 20
mg/kg) da MU por 15 dias, via oral, no modelo experimental de DP induzido pela injegéo
estriatal unilateral de 6-Hidroxidopamina. No teste do campo aberto ndo foi observa qualquer
alteracdo na movimentacdo animal, ndo obstante, no teste do Rota Rod foi observado uma
melhora na coordenacdo motora nos animais submetidos a leséo estriatal e tratados com
EHAMU nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg e com ESMU nas doses de 10 e 20 mg/kg. No teste
rotacional induzido por apomorfina, 0 EHAMU e o ESMU na dose de 20mg/kg reduziram
77,8% e 86,2%, respectivamente o numero de rotagfes contralaterais em animais com leséo
estriatal unilateral, na mesma dose os extratos liquido e seco conseguiram reverter a deplecédo
dopaminérgica estriatal em 71,7% e 100% respectivamente indicando um otimo efeito
neuroprotetor da planta, que foi confirmado pela coloracdo de Nissl e pela imunhistoquimica
para Tirosina hidroxilase realizadas no tecido do estriado lesionado. O efeito antioxidante da
droga foi evidenciado no teste in vitro do DPPH onde o extrato seco na concentracdo de
25ug/ml teve efeito similar ao controle (vitamina E). Observamos que o efeito antioxidante
dos extratos testados ndo estd relacionado com a capacidade de sequestrar radiacais
superéxido pelo teste in vitro da superdxido dismutase. O potencial anti-inflamatorio e
antinociceptivo dos extratos também foram observados com clareza nos modelos de edema de
pata induzido por carragenina e Hargreaves, respectivamente com resultados significativos
nas doses de 10 e 20mg/kg. Para verificar o mecanimso de neuroprotecdo do EHAMU (20 e
40mg/kg, v.0 — 15 dias) também avaliamos sua acdo sobre a neuroinflamacdo por meio de
imunohistoquimica para COX-2, INOS, TNF-a no cortex, estriado e regides CAl, CA3 ¢ Giro
parahipocampal do hipocampo onde observamos, com excecdo da regido CAL, uma
diminuicéo siginificativa da marcacdo tecidual para estes marcadores de inflamacéao indicando
um mecanimso de neuroprotecdo tanto para os neurénios dopaminérgicos estriatais como para
0s neurdnios corticais e hipocampais envolvidos na deméncia apresentada pelos pacientes
com a doenca em estagios mais evoluidos. No tecido estriatal verificamos ainda, nos animais
tratados com o EHAMU (20 e 40mg/kg, v.o — 15 dias) diminuicao drastica na marcacgdo para
o fator de transcricdo NF-kB. Observamos que o EHAMU na dose de 40mg/kg diminui a
ativacdo microglial por meio da diminuicdo acentuada da marcacdo para 0 OX-42 asssim
como a diminuicdo da astrogliose observadas pela marcacgdo insipiente de GFAP no estriado
submetido a lesdo. A MU representa, portanto uma opcao viavel e eficiente de neuroptotecdo,
apresentando resultados que encorajam os estudos clinicos para que uma nova estratérgia
terapéutica emirja ndo como mero paliativo, mas como uma terapia que diminda ou, pelo
menos, torne mais lenta a progressao da doenca.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, 6-hidroxidopamina, Myracodroun urundeuva,
neuroinflamacéo.



ABSTRACT

Effect of standardized extract of Myracrodruon urundeuva in an animal model of
Pakinson’s disease.

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disorder
characterized by dopaminergic depletion in the nigrostriatal via. Pharmacological treatment of
PD is merely palliative and presents a profile of disabling adverse reactions.
Neuroinflammation and oxidative stress (OS) are involved in the pathophysiology of PD and
are important targets for treatments through neuroprotection. The Myracrodroun urundeuva
(MU) has secular and widespread use in Brazil’s northeastern for its remarkable anti-
inflammatory and antioxidants properties. In this study, we evaluated the effect of liquid
hydroalcoholic extract (EHAMU: 5, 10, 20 and 40mg/kg) and dry extract (ESMU: 10 and 20
mg / kg) of MU for 15 days, orally, in the experimental model of PD induced by unilateral
striatal injection of 6-hydroxydopamine. In the open field test was not observed any change in
handling animal, however, the Rota Rod test was observed an improvement in motor
coordination in animals subjected to estriatal injury and treated with EHAMU (10, 20 and 40
mg / kg) and ESMU (10 and 20 mg / kg). In the apomorphine-induced rotational test,
EHAMU and ESMU both 20mg/kg, reduced 77.8% and 86.2%, respectively, the number of
contralateral rotations in animals with unilateral striatal injury, in the same dose liquid and dry
the extracts could reverse striatal dopamine depletion in 71.7% and 100% respectively
indicating a great neuroprotective effect of the plant, which was confirmed by Nissl staining
and by imunhistoquimica for Tyrosine hydroxylase performed in striatal tissue injury. The
antioxidant effect of the drug was demonstrated in the DPPH test (in vitro) where the dry
extract at a concentration of 25ug/ml had an effect similar to control (vitamin E). We found
that the antioxidant effect of the plant extract was not related with the ability to sequester
superoxide radiacals by in vitro assay of superoxide dismutase. The potential anti-
inflammatory and antinociceptive of the extracts were also clearly observed in the models of
paw edema induced by carrageenan and Hargreaves, respectively, with significant results at
the doses 10 and 20mg/kg. To verify the mechanism of neuroprotection of EHAMU (20 and
40mg/kg, po - 15 days) also evaluated its effect on neuroinflammation by
immunohistochemistry for COX-2, iINOS, TNF-a at the cortex, striatum and areas CAl, CA3
and parahippocampal Giro from hipoccampus where noted, except for the CAL region, a
significative decrease marking tissue for these markers of inflammation indicating one
mechanism of neuroprotection for both striatal dopamine neurons and for cortical and
hippocampal neurons involved in dementia reported by patients with the disease in more
developed stages. Striatal tissue showed even, in animals treated with EHAMU (20 and
40mg/kg, po - 15 days), drastic decrease in the markup for the transcription factor NF-kB. We
note that at a dose of 40mg/kg EHAMU reduces microglial activation through the sharp
decline in the markup for the OX-42 goes like as decreased astrogliosis observed by marking
incipient GFAP in the striatum subjected to injury. MU therefore represents a viable and
efficient neuroprotetor, encouraging clinical studies for a new therapeutic strategy, not as
palliative therapy but as a tool capable of decrease or at least become slower the progression
of the disease.

Key-Words:  Parkinson’s  disease, 6-hidroxidopamine, = Myracodroun urundeuva,
neuroinflammation.
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1. Introducéo

1.1 Doenga de Parkinson

1.1 .1 Descoberta e caracterizacédo da doenca

Coube a James Parkinson, em 1871, o mérito da descri¢ao inicial da doenca
que hoje leva o seu nome. O ensaio intitulado “An Essay on the Shaking Palsy”,
consta da primeira descricao mundial bem definida da DP. A enfermidade, intitulada
“paralisia agitante”, foi caracterizada pela presenga de movimentos tremulantes, com
diminuicdo da forgca muscular, tendéncia para a inclinacdo do tronco para frente e
alteracdo da marcha (festinacdo), tendo os sentidos e o intelecto ndo afetados.
Apontou ainda que a evolucéo da doenca era acompanhada por quedas frequentes,
obstipacao, disartria, dificuldades para degluticdo, sialorréia constante, incontinéncia
urinaria e finalmente anartria(PARKINSON, 1817).

Apoés a eximia descricdo feita por Parkinson, varios trabalhos colaboraram
para o melhor entendimento da patologia, dentre eles, ressalta-se a contribuicdo
fundamental do neurologista francés Jean-Martin Charcot(Figura 1). Charcot definiu
a presenca dos chamados quatro sinais cardinais da doenca, quais sejam tremor de
repouso, bradicinesia, rigidez muscular, contestando James Parkinson que citava a
presenca de uma fragueza muscular no quadro da doenca, e instabilidade postural.
Apresentou ainda os critérios para o diagnéstico diferencial e sugeriu 0 primeiro
tratamento para a doenca(PEARCE, 1992; GOETZ, 1987; GOETZ et al.,1995;
CHARCOT, 1880).Charcot discordou da descricdo original de Parkinson, quanto a
preservacao das funcbes corticais superiores na doenca, considerando a presenca
de perda de memoria e enfim, uma disfuncdo cognitiva, fatos estes hoje bastante
conhecidos(CHARCOT, 1880; BRAAK et al., 2006).



Figura 1. A esquerda, James Parkinson (1755-1824) e ao seu lado Jean-Martin
Charcot (1825-1893).

Hoje, sendo apontada pelos estudos epidemiologicos como a segunda mais
freqiente doenca neurodegenerativa e a mais frequente entre os disturbios do
movimento, a doenca de Parkinson acomete de 1-2% da populacdo mundial,
demandando custos altissimos e causando elevado impacto negativo na qualidade
de vida dos portadores (ALVES et al., 2008). A doenca de Parkinson recebe a
atencao dos pesquisadores como nunca antes a fim de se desvendar por completo a
etiologia e fisiopatologia e por fim, desenvolver um tratamento adequado para a

patologia.

Quase cem anos foram necessarios para se avancar da descoberta,
descricéo e definicdo dos sinais clinicos mais importantes até um novo patamar que
forneceu um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na patologia da
doenca de Parkinson. Tal transicdo foi realizada pelo trabalho pioneiro de
FredericLewy, que descobriu particulas microscépicas (denominadas posteriormente
de corpos de Lewy, em sua homenagem) (SILVA et al., 2013) nos cérebros afetados
pela doenca, e pelos estudos de Konstantin Tretiakoff(Figura 2), que, baseado o
estudo postmortemda substancia negra forneceu a primeira evidéncia concreta que
esta era a principal estrutura cerebral afetada pela doenca de Parkinson idiopética
(LEES et al., 2008). Apenas em 1997 fez-se a descoberta de que a a-sinucleina era

0 componente majoritario dos corpos de Lewy (SPILLANTINIet al., 1997).



Figura 2. A esquerda, Frederic Lewy (1985-1950) e ao seu lado Konstantin
Tretiakoff (1892-1958).

Os passos seguintes no entendimento das bases moleculares da Doenca de
Parkinson foram dados com os estudos de Carlsson e colaboradores em 1957 que
mapearam a distribuicdo da dopamina no cérebro de mamiferos, inclusive sua
concentracdo nos ganglios da base. Também mostraram que a L-DOPA era capaz
de reverter os efeitos da deplecdo dopaminérgica induzidos pela reserpina. Em
1959, Sano e sua equipe fizeram esse mapeamento no cérebro humano,
identificando que o0 neurotransmissor em questdo estava mais concentrado no
sistema extrapiramidal. Em 1960, Ehringer e Hornykiewicz observaram uma reducéo
drastica (mais de 90%) na concentracdo de dopamina no estriado e globo palido em

cérebros de pacientes com Parkinson (GOETZ, 2011).

Meses depois, novas técnicas de histofluorescéncia mostraram a entédo
desconhecida via nigroestriatal, com corpos celulares na substancia negra (parte
compacta)e as proje¢cdes axonais no estriado. Esta técnica possibilitou o
entendimento de que a reducdo da dopamina estriatal ndo era consequéncia da
atividade diminuida da tirosina hidroxilase, enzima que sintetiza dopamina, mas
devido a perda dos neurbnios dopaminérgicos da via recém-descoberta. Nesta
mesma época Barbeau e colaboradores mostraram a reducdo do &cido
homovanilico (HVA), metabdlito da dopamina, na urina de pacientes com
Parkinson(BARBEAU et al., 1961). Desta forma foi delineado o que ainda hoje é tida
como principal caracteristica fisiopatologica da doenca e sobre a qual os tratamentos
foram direcionados inicialmente (GERLACHet al., 2003).



1.1.2 Ganglios da base, deplecdo dopaminérgica e doenca de Parkinson

O entendimento da doenca de Parkinson como consequéncia da deplecao
dopaminérgica é possivel quando se analisa o papel da dopamina nos circuitos
motores (Figura 3). A movimentacdo voluntéria, assim como a involuntéria, se
baseia em padrdes temporo-espaciais de contracées musculares que séao iniciadas e
coordenadas por diferentes estruturas do Sistema Nervoso Central. O fino ajuste
entre estas estruturas com as redes neuronais envolvidas no controle motor sao

essenciais para um comportamento motor adequado(HADDERS-ALGRA, 2003).

Os nucleos da base sdao um conjunto de estruturas cerebrais constituido pelo
nucleo caudado, putamen, globo palido além dos nuacleos satélites: nucleo
subtalamico e substancia negra que possuem comunicacao direta com os principais.
Essas estruturas controlam os padroes complexos da atividade motora por meio da
regulacdo de impulsos neuromotores (FREUND, 2002). A principal funcdo dessas
estruturas, inferida a partir de casos de pacientes com lesfes nestas estruturas, €
manter a prontiddo dos neurdnios corticais para organizar e liberar sequéncia de
movimentos ou programas motores em momentos adequados (IANSEKet al., 1995).
A outra funcdo importante é a de liberar e finalizar programas motores além da
manutencdo do movimento regulando suas variagdes de velocidade e amplitude. O
controle motor mediado pelos NB ocorre por meio de duas vias: a direta e a
indiretaonde, a primeira esta envolvida na iniciacdo e manutencdo do programa
motor e segunda na iniciacdo e/ou finalizacdo dos movimentos (GRILLNERet al.,
2005).

A via direta apresenta 0s neurbnios estriatais GABAérgicos contendo
substancia P e encefalina como co-transmissores e expressao receptores
dopaminérgicos tipo D1. A ativacdo dos neurbnios estriatais pelo coértex causa
inibicdo dos neurdnios GABAérgicos do globo palido e substancia negra reticulada,
0s quais sao responsaveis pela eferéncia que se projeta ao talamo. Logo, a ativagéo

desta via inibitéria causa desinibicdo do talamo que entédo excita o cortex através de



projecdes glutamatérgicas, facilitando a movimentacdo (ALEXANDER &
CRUTCHER, 1990).

A via indireta, por sua vez, apresenta neurbnios estriatais GABAérgicos
contendo encefalina/neurotensina como co-transmissores e expressa receptores D2
de dopamina. Ao serem ativados, 0s neurdnios estriatais causam inibicdo do globo
palido externo. Do globo palido externo uma via GABAérgica se projeta para o
ndcleo subtalamico exercendo influéncia inibitéria, a acdo dos neurbnios estriatais
sobre o0 globo palido entdo provoca uma desinibicdo do nucleo subtalamico que
possui neurdnios glutamatérgicos estimuladores da atividade inibitéria do globo
palido interno sobre o talamo, dificultando pois a estimulacéo cortical. As vias séo,
portanto antagOnicas e, se assim ndo fosse, seria impossivel a funcdo de
modulacdo. A via indireta, aparentemente, serve para aumentar o nivel de inibicao
tbnica no talamo, sendo uma via mais lenta, que regula o grau de excitacao cortical
e modula as acdes desinibitérias da via direta (GOLDMAN-RAKIC& SELEMON,
1990).

A atividade da dopamina em ambas as vias € aumentar a excitabilidade do
neurdnio motor, diminuindo o fluxo inibitério dos ndcleos da base (Figura 3). A DA
modula os efeitos glutamatérgicos dos impulsos corticoestriatais, exercendo dupla
acao: excitando neurdnios da via direta, que expressam receptores D1 e inibindo

neurdnios da via indireta que expressam receptores D2 (PURVES, 2005).

Na doenca de Parkinson, com a perda dos neurbnios dopaminérgicos e
resultante deplecdo dopaminérgica, as duas vivas, direta e indireta, tornam-se hiper-
inibidas com inibicdo reduzida dos neurdnios da via indireta e excitacdo diminuida
dos neurdnios da via direta (ONLA-OR & WINSTEIN, 2001; GRILLNEREet al., 2005).
O resultado final é uma ativacdo excessiva dos neurbnios que constituem local de
eferéncia dos NB (GPi/SNr), gerando excessiva inibicdo do eixo talamo-cortical, o

gue é caracteristico da doenga (OBESO et al., 2000).

A deplecao dopaminérgica ndo constitui a Unica caracteristica da Doenca de
Parkinson, a presenca de inclusdes eosinofilicas citoplasmaticas denominadas

corpos de Lewy dentro dos neurdnios dopaminérgicos remanescentes, mesmo tendo



papel controverso na fisiopatologia da doenca, continua como um achado

neuropatolégico de valor para o diagnostico (SHULTS, 2006).

Via dopaminérgica Via dopaminérgica
direta indireta
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Adaptado de ALEXANDER & CRUTCHER, 1990
Figura 3.Efeito da dopamina na execuc¢do do comando motor.As areas motoras

corticais se projetam para o estriado fazendo conexdes sindpticas excitatorias
glutamatérgicas com os neurdnios GABAérgicos espinhosos meédios que dao origem
a duas eferéncias estriatais chamadas de via direta e indireta. A via direta expressa
receptores de dopamina D1 e provocam a inibicdo dos neurdnios GABAérgicos do
GPi/SNr causando a desinibicdo talamica. Na via indireta os neurbnios estriatais
com receptores de dopamina D2, se projeta, para o GP externo, causando inibicao
desse nucleo e desinibicdo do ndcleo subtalamicoque , por sua vez estimula
atividade inibitério do GPi/SNr sobre o tdlamo, dificultando a movimentagdo. Nas
duas vias a dopamina atua diminuindo o efluxo inibitério dos nucleos da base sobre
o tédlamo: estimulando e inibindo os neurdnios estriatais da via direta e indireta,

respectivamente.



Outra caracteristica neuropatolégica na DP € a presenca de respostas das
células de glia, mais precisamente, a ativagdo da microglia, possivel de ser
visualizada através de uma tomografia de emissdo de pdésitrons nas areas cerebrais
com sinais de neurodegeneracéo. Tal observagédo direcionou os estudos para a
importancia da neuroinflamacédo nos processos neurodegenerativos representando
avancos importantes (OUCHI et al., 2009; PRZEDBORSK, 2010).

1.2 Aspectos fisiopatoldgicos da Doenca de Parkinson

O mecanismo pelo qualos neurdniosdegeneramna DPndo foi ainda
totalmentecompreendido, masprovavelmenteenvolve a oligomerizacdo da a-
sinucleina, o estresse oxidativo,a deficiéncia daatividadedo complex Imitocondrial,a
excitotoxicidade mediada pelo glutamato, a elevacdo dos niveis de ferroealteracdes
noprocessamento de proteinas(OBESO et al., 2010). Ainda,com base
naepidemiologia,neurogenéticaeestudos pOs-mortem, acontribuicao de
processosneuroinflamatérios na progressdo dadoenca, foi proposta(Figura 4)
(HIRSCH & HUNOT, 2009).
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Figura 4. Mecanismos envolvidos na fisipatologia da Doenca de
Parkinson.Fatores neurotrdficos, alguns deles conhecidos porcombater o
estresseoxidativo e diminuir a taxa de formacdo de proteinas deformadas, séo
encontrados em menor concetnracdo no estriado de pacientes com DP, levando a
agregagao de a-sinucleinama formada. Também ¢é possivel identificar um “up-
regulation” de mediadores inflamatérios como TNF-a,IL-1, IL-6, INOS e COX-2.
Existem evidéncias consistentes e amplamente amparadas de que 0 estresse
oxidativo estd envolvido na DP, assim como a excitotoxicidade mediada pelas altas
concentragfes de glutamato no estriado parkinsoniano, aumentando ainda mais a
producdo de radicais livres e a neuroinflamacéo,estabelecendo assim um ciclo
vicioso que se incumbe pela progressdo inexoravel da doenca (BRUNDINetal.,
2008).



1.2.1 Agregados de a-sinucleina

Além da deplecdo dopaminérgica, a presenca de depdsitos de proteinas
naforma de inclusbes intracelulares caracteristicas (corpos de Lewy) e inclusdes
neuriticas que aparecem nos neurbnios remanescentes, também caracterizam a DP
e consistem em marcadores patognomdnicos da doenca (MOOREet al., 2005). A
analise dessas inclusdes indica que elas consistem de material filamentar ou
granuloso de proteinas que se localizam nas regiées em neurodegeneracdo na DP,
sendo classificada como uma forma neurodegenerativa de amiloidose, que consiste
em um grupo de doencas resultantes do acumulo de proteinas mutantes ou
‘misfolded” que se depositam dentro ou fora da célula como agregados insoluveis
também conhecidos por placas neuriticas. Ensaios de imunorreatividade confirmam
gue estes depositos se localizam nos corpos celulares e terminais pré-sinapticos e
que a a-sinucleina (a-sin) € o seu componente majoritario (SPILLANTINI et al.,
1997;MUNISHKINA& FINK, 2007).

Os primeiros estudos sobre o papel fisiolégico da a-sin mostraram que ela
interage com o0s terminais pré-sinapticos controlando a fusdo das vesiculas as
membranas pré-sinapticas e, por conseguinte, a reciclagem de neurotransmissores.
De forma mais direta, ela inibe a exocitose das vesiculas além de evitar a
reutilizacdo das mesmas, diminuindo o conteddo de neurotransmissores disponivel
para liberacdo na fenda sinaptica (LARSENet al., 2006), responsabilizando-se por
diminuir a transmisséo em periodos em que a atividade neuronal esta muito elevada
(SULZER, 2010).

N&do obstante, esta proteina, especialmente quando sofre mutacbes
patogénicas e sdo anormalmente fosforiladas, ubiquinadas e nitradas, se
transformando em uma proteina “misfolded” (traducgao direta: mal enovelada fazendo
referéncia a estrutura terciaria da proteina que foi modificada, tendo alterada a sua
funcao fisioldgica) esta propensa a formar oligbmeros toéxicos, conhecidos como
protofibrilares, com potencial de interagir com lipidiosda membrana celular

provocando o seu rompimento (CONWAYet al.,2000).



As interagcBes entre essas proteinas e as vesiculas singpticas, mitocéndrias
ou as membranas lisossomicas podem promover degeneracdo (SILVA et al., 2013).
Afora o supracitado, as proteinas com mutacfes patogénicas ou “misfolded”, séo
mais eficazes em romper as vesiculas uma vez que sao mais propensas a formarem
poros nas membranas vesiculares fornecendo um meio para a saida das

catecolaminas e contrinbuindo para deplecdo dopaminérgica (SULZER, 2010).

7

O grande desafio é entender como uma proteina nativa e solluvel se
transforma formando estruturas poliméricas instaveis e insolluveis. A a-sin é
extremamente sensivel aos processos que levam a sua polimerizacéo ou fibrilacéo,
como os fatores ambientais a exposicédo a herbicidas, pesticidas e metais pesados
gue desempenham um importante papel na patogénese da DP (UVERSKY et al.,
2002). A oxidagao da dopamina igualmente mostrou capacidade de converter a a-sin
em produtos insoluveis toxicos (XU et al., 2002). Os astrgcitos ativados no processo
neurodegenerativo contribuem com o acumulo desses agregados protéicos uma vez
gue, apresentando a proteina em altas concentracdes no processo neuroinflamatoério
produz os exemplares toxicos da proteina (MINAGAR et al., 2002; SEKIYAMA et al.,
2012).

Ja foi demonstrado que a dopamina se liga de forma covalente a a-sin
resultando em um composto citotoxico. As proteinas “misfoded” se ligam com maior
avidez a dopamina estando relacionadas de forma dose-dependente a uma maior
toxicidade celular que resulta em maior neurodegeneracdo dopaminérgica (MULLIN
& SCHAPIRA, 2013).

Ainda que a mutacéo genética da a-sin seja rara, existem fortes evidéncias de
gue esta proteina esteja envolvida, de alguma forma, em virtualmente todos os
casos de doenca de Parkinson, ja que ela constitui 0 componente majoritariodos
corpos de Lewy e dos neuritos de Lewis (SPILLANTINI et al., 1997).

1.2.2 Estresse oxidativo e Disfuncdo mitocondrial

Os neurbnios e as células da glia conttm uma rede de mitocbndrias
espalhadas ao longo dos ax6nios neurais com uma densidade maxima na area

7

perinuclear. A funcdo das células eucariontes é inteiramente dependente de um



suprimento de ATP abundante proveniente de mitocondrias proficuas. Os neurdnios
sdo particularmente dependentes da fosforilacdo oxidativa devido ao seu processo
dindmico de remodelacdo sinaptica. Defeitos mitocondriais provenientes de
alterac6es no DNA mitocondrial, mutacdes de suas proteinas ou mesmo de insultos
de agentes externos podem alterar o potencial de sua membrana e, se nao
controlados, levar a neurodegeneracdo (GORMAN& DOYLE, 2008; MULLIN &
SCHAPIRA, 2013).

A observacao, na década de 80, de que o uso do 1-metil-4-fenil-1, 2, 3,6-
tetrahidropiridina (MPTP) promovia parkinsonismo, além de sugerir o envolvimento
dos agentes ambientais na etiologia da doenca abriu caminho para o estudo do
estresse oxidativona patogénese da DP, haja posto ser este agente um inibidor do
complexo mitocondrial | e formador de radicais livres, inclusive da formagéo de 6xido
nitrico (NO) por meio do seu metabolito 1-metil,4-fenilpiridinium (MPP+)
(LANGSTONet al., 1983; CLEETERet al., 1992 ).

O estresse oxidativo, resultado do aumento da formacdo ou defeitos na
inativacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) citotoxicas, pode iniciar ou
promover a degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos na doenca de Parkinson
(ABRAHAM et al., 2005). A citotoxicodade dos EROs se relaciona a sua habilidade
de oxidar constituintes celulares, especialmente lipidios e acidos nucléicos levando a
uma deterioracdo da arquitetura estrutural e de sinalizacdo celular resultando na
morte neuronal tanto por necrose quanto por apoptose (EBADI & HIRAMATSU,
2000; BARNHAM et al., 2004).

Existem vérias fontes de EROs na doenca de Parkinson, desde as altas
concentracfes de ferro, naturalmente presentes na substancia negra, adicionado as
alteracdes na regulacdo do mineral observada em cérebros de pacientes (DEXTER
et al., 1987), até o proprio sistema dopaminérgico nigroestriatal, uma vez que a
dopamina, a despeito de imprescindivel para o funcionamento normal dos ganglios
da base, pode ser oxidada gerando espécies pro-oxidantes através da auto oxidacao
ou pelo catabolismo enzimatico via monoaminoxidase, prostaglandina H ou
tirosinase (GRAHAM, NAPPI &VASS, 2001; TSE et al., 1976).



Um importante fator contribuinte para o EO consiste na disfuncdo do
Complexo | da cadeia transportadora de elétrons da mitocdndria em cérebros de
humanos com DP(observacao post-mortem) (SCHAPIRA et al. 1989, 1990). Modelos
experimentais in vitro e in vivo da doenca foram desenvolvidos com autilizacado de
inibidores do complexo | como o MPTP, a rotenona e a 6-OHDA, que provocam uma
diminuicdo de até 40% da atividade do complexo mitocondrial | (BETARBET et al.,
2002).

O complexo | consiste em 8 grupamentos Ferro-Enxofre necesséarios para o
transporte de elétrons. Na DP as anormalidades nas acdes enzimaticas sao
encontradas apenas na parte compacta da substancia negra(REICHMANN&
JANETZKY; 2000). O estudo da atividade de enzimas que contém ferro é importante
na DP devido a sobrecarga de ferro encontrada na substancia negra dos pacientes
(post mortem), particularmente de Fe®" enquanto que o cérebro e a cadeia
respiratdria enzimatica apresentam grandes quantidades da isoforma reduzida, Fe**
(GRIFFITHSet al., 1999; SIAN-HULSMANN et al., 2011) A neuromelanina, pigmento
encontrando de forma abundante na substancia negra, tem capacidade de se ligar
ao Fe* e outros céations, inclusive os provenientes da oxidacdo da dopamina,
promovendo desta forma um efeito citoprotetor (FRIEDMAN & GALAZKA-
FRIEDMAN,2001). Nao obstante, a concentracdo deste pigmento nos pacientes com
DP ¢é inferior & metade da encontrada em individuos sadios, indicando que, de

alguma forma, ela esta envolvida na neurodegeneracéo da SN (ZECCA et al., 2002).

Os neurbnios séo particularmente susceptiveis aos agentes oxidantes devido
a sua elevada atividade metabdlica associada a relativa pequena quantidade de
antioxidantes endoégenos no cérebro. Em condicdes fisiologicas,a continua producéo
de radicais livres é compensada pela potente acdo de enzimas protetoras as quais
seriam: superoéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, que representam as
mais importantes enzimas antioxidantes presentes no corpo para protecéo contra a
toxicidade de EROs(YU, 1994). O estresse oxidativo encontrado no cérebro de
pacientes com Parkinson pode ser, pois, resultado de uma reducao de eficiéncia da
atividade destes sistemas antioxidantes, tornando a SN ainda mais vulneravel ao
EO, dado ja ratificado por uma ampla variedade de estudos(URAKAMI et al., 1992;
ABRAHAM et al., 2005; BARLOW et al., 2006).



1.2.3 Excitotoxicidade

Oglutamato, aminoacido excitatério cerebral, exerce um importante papel no
dano neuronal encontrado em condi¢cdes patoldgicas. O processo deexcitotoxicidade
induzida pelo glutamato resulta de uma estreita interacdo sinérgica entre estresse
oxidativo e dano mitocondrial. Embora tanto os receptores ionotrépicos quanto
metabotropicos do glutamato tenham participacdo do processo excitotoxico, os do
tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) parecem desempenhar um papel central(LAU&
TYMIANSKI, 2010).

O principal elemento patologico da excitotoxicidade do glutamatoé a alteracao
da homeostasia do Ca" e, a jusante, a superativacdo dos receptores de NMDA. A
ativacao destes receptores evoca uma sobrecarga de calcio na célula que estimula a
sintese de NO em quantidades toxicas (ZADORIet al., 2012).

Além da ativacdo de enzimas que amplificam o dano celular, os niveis
elevados de calcio podem exceder a capacidade de sequestro de calcio pela
mitocondria, levando a uma disfuncdo mitocondrial e programacdo de morte
celular(ZADORI et al., 2012). Alteracbes na captacdo do glutamato, mediada por
seus transportadores especificos também podem provocar aumento na sua
concentracao extracelular =~ acompanhado, inexoravelmente, do dano
excitotoxico(ICHAS& MAZAT, 1998).

1.2.4 Neuroinflamacéao

A neuroinflamacado apresenta acdes antagdnicas podendo ser benéfica, uma
vez que efetivamente permite aremocéao de detritos patogénicos e facilitaa liberacéo
demoléculasimunomoduladorascomo citocinas e quimiocinas quepodemfornecer
suportepara as célulasvizinhasap6s um insulto téxico, ou apresentando potencial
nocivo por meio de uma resposta descontrolada que pode ser elicitada apos a
ativacdo microglial (ZECCAetal, 2003;. BUTOVSKYetal, 2005;ZHANGetal,
2005,2007;. KIM etal, 2007).



Varias evidéncias apontam para 0 envolvimento do processo
neuroinflamatério no desenvolvimento e progressao da Doenca de Parkinson. Os
fatores imunogénicos liberados pelos neurdnios dopaminérgicos lesionados tem
potencial para desencadear respostas imunoldgicas nocivas, tanto inatas quanto
adaptativas, além de conseguirem amplificar o processo patologico. Estes
mecanismos nao apenas sugerem uma complexa comunicacdo entre o sistema
nervoso e o sistema imunoldgico periférico, mas ainteracao entre as células imune
residentes do cérebro (isto é, as micréglias) e outras células do parénquima cerebral
como as células endoteliais, os astrécitos e os proprios neurénios (HIRSCH et al.,
2012).

Antigenos enddgenos que normalmente ndo sdo encontrados em condi¢des
fisiologicas podem desencadear uma resposta imune adaptativa na DP. Este
conceito € amparado pela presenca de linfocitos T CD8+ e CD4+ nos cérebros de
pacientes com Parkinson aliado a auséncia de linfocitos B e das células NK.
Corroborando com estes dados, estudos experimentais com ratos intoxicados com
MPTP indicam que os linfécitos T CD4+ contribuem para o0 processo
neurodegenerativo através de um mecanismo envolvendo a via Fas/FasL. O
antigeno envolvido nesta resposta adaptativa e na infiltracao linfocitaria mesmo que
ainda nao formalmente identificado, seriam os epitopos de a-sinucleina modificados
e oxidados (BROCHARD, et al., 2009; HIRSCH et al., 2012).

A a-sinucleina ,como anteriormente explicitado, por si s6, ndo é toxica mas,
ao induzir a ativacdo microglial, acaba contribuindo para uma resposta
neuroinflamatéria lesiva caracterizada pela liberacdo de EROs como
oradicalsuperéxido(ZHANG et al., 2005). A metaloproteinase-3, enzima envolvida na
degradacdo da matriz celular, também ativa a micréglia durante a degeneracao
dopaminérgica (KIM et al., 2005), assim como a neuromelanina, um subproduto do
catabolismo das catecolaminas, gue € detectada fora dos neurdnios
catecolinérgicos degeneredos e captada pelas microglia sendo um potente gatilho
para a ativacdo das mesmas e provocando um “up —regulation” das vias de
sinalizacdo do NF-kB e do mitégeno p38 ativado pela proteina quinase ativada
(MAPK) (BARTELS et al., 2010).Como desfecho, os neurbénios em degeneragédo que
emitem essas substancias pré-inflamatorias, causam ativacdo de micrdglia, criando

um circulo vicioso de dano neuronal na doenga de Parkinson (OUCHI et al., 2009).



O cérebro além de possuir uma situacdo de protecao privilegiada fornecida
pela Barreira Hemato-Encefélica, ainda conta com a ac¢édo dos astrdcitos e microglia
residentes que agem como uma resposta imune inata, tendo papel ativo na
manutencdo da homeostase do ambiente neuronal por meio da liberacéo de fatores
neurotroficos e da fagocitose de detritos (NAPOLI & NEUMANN, 2009). Nao
obstante, chegou-se a conclusdo de que a neuroinflamacdo é perigosa para 0s
neurbnios da SNpc. Varios estudos jA mostraram que a microglia ativada produz e
libera em excesso varios compostos perigosos como as EROs, as espécies reativas
de nitrogénio (ERNs) além de prostaglandinas e citocinas pro-inflamatorias
(PRZEDBORSKI,2005; LONG-SMITH et al., 2009). Os mecanismos sugeridos de
ativagdo da microglia incluem a atividade dos receptores Toll-like (TLR), o NF-kB,
INOS, COX-2 além de interleucinas (PRZEDBORSKI, 2007; LONG-SMITH et al.,
2009).

Ja foi observado que na SNpc saudavel a concentracdo de micrdglia € maior
gue nas demais partes do cérebro, e que esta populacdo de células aumenta com a
idade (BEACH et al.,, 2007). Além de sujeita aos efeitos deletérios do estresse
oxidativo pelas altas concentracfes de ferro nos neurénios dopaminérgicos a SN se
torna por este motivo ainda mais sensivel a neurodegeneracao(JENNERet al.,
1996).

As micréglias ativadas sdo recrutadas para SNc se fixando nos neurdnios
dopaminérgicos e, uma vez ativadas, se tornam fagociticas e ingerem os neurénios
degenerados (SUGAMA et al., 2003). Alguns compostos nocivos sao liberados neste
processo provocando eventos pro-apoptoticos(Figura 5) (TEISMANN et al.,
2003b;OUCHI et al., 2005).

As células da glia,como os astrocitos e micréglia possuem papel central na
inflamacdo neuronal. Quando o antigeno do Complexo Principal de
Histocompatibilidade é expresso na superficie de suas membranas, as células da
micréglia se tornam fagociticas (HAYESet al., 1988), além de liberarem mediadores
inflamatérios como as citocinas IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y e ativarem a iNOS,
agentes profundamente envolvidos na lesdo celular ndo apenas na area da
inflamag@o como em toda &reado processo neurodegenerativo (PANEK et al., 1992;
OUCHI et al., 2005).
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Figura 5. Vias da neuroinflamacé&o e do estresse oxidativo na patogénese da
doenca de Parkinson. Os radicais livres podem ter origens a partir de diversas
fontes, como a ativacédo glial, a disfuncdo mitocondrial e a agregacéo protéica. O
NO e o radical superoxido, derivados da ativacdo da micrdglia, reagem no
ambiente extracelular para formar peroxinitrito, que atravessa as membranas
celulares contribuindo para a peroxidacao lipidica, danos ao DNA eformacao de
nitrotirosina na a—sinucleina. Quando as espécies reativas de oxigénio sobrepujam
as defesas anti-oxidantes, o estresse oxidativo esta gerado; provocando destruicao
de estruturas moleculares como proteinas, lipidios e DNA e que contribuem para o

dano irreversivel, lesdo neuronal e morte.



Alguns estudos post-mortem mostraram que a microglia e o complemento
estavam ativados especificamente na SNpc de pacientes com DP (BANATIet al.,
1998; BARTELS&LEENDERS, 2009). Os niveis de citocinas inflamatdrias como IL-
1b, IL-2, IL-6 e TNF-a também estavam aumentados no estriado e fluido cérebro
espinhal desses pacientes. Igualmente, foi observado um aumento nas
concentragdes de INOS e COX-1 e 2, amplificando a degeneracgéo progressiva dos
neurbnios dopaminérgicos (NAGATSU et al., 2000; OUCHI et al., 2005). A perda de
neurbnios dopaminérgicos ja foi relacionada com a ativacdo de micréglia na
substancia negra (McGEER et al., 1988; VILA et al., 2001;AKIYAMA & MCGEER,
1989; GAOet al., 2002;SUGAMAet al, 2003;McGeer et al., 2003) e 0 acumulo de
marcadores de microglia ativada, com a severidade dos sintomas motores em

pacientes com Parkinson (OUCHI et al., 2005).

Fica evidenciado que, diferente do que se pensava, as micrdglias ndo agem
apenas em resposta a um dano neuronal, estando de fato intimamente envolvidas
na progressdo da degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos. Na discusséo
sobrefuturos tratamentos paraDP, a deteccao eavaliacéo da
neuroinflamacéoapdsterapiaéuma questéo central, o que sera possivel com o auxilio
de técnicas de imagem (OUCHI et al.,, 2009).Hong (2012) prop6s uma terapia
direcionada especificamente para a resposta glial sendo esta amparada por dois
pilares: modulacdo da atividade da micrdglia, tornando a neuroinflamacdo mais
controlada e aumentando a liberacao de fatores neurotroficos pelos astrocitos. Ele ja
observou que algumas moléculas, como o valproato e a memantina, apresentam

este efeito.

1.3 A levodopano tratamento da Doenca de Parkinson

Mais de quatro décadas apdés a descoberta de que a dopamina era o
neurotransmissor provavelmente envolvido no controle dos movimentos, o
farmacologista sueco Arvid Carlsson ganhou o prémio Nobel de Medicina/Fisiologia
em 2000. Sua descoberta levou direta e rapidamente ao desenvolvimento da

Levodopa(L-DOPA), um precursor da dopamina que atravessa a barreira



hematoencefélica constituindo um tratamento revolucionario para a Doenca de
Parkinson (BENES, 1999).

Em 1913, Marcus Guggenheim, um bioquimico da empresa Hoffmann-la
Roche® em Basel, Suica, isolou o enantiomero puro da L-DOPA do feijao da planta
Vicia faba (Figura6). Guggenheim testou em si a substancia que acreditava ser
toxica e foi vitimado por episodios violentos de vomitos, entendidos posteriormente
com a descoberta de que a L-DOPA era convertida perifericamente em dopamina,
um potente agente emético (GUGGENHEIM, 1913 apudi HORNYKIEWICZ, 2010)

Figura 6. Planta e feijoes da Vicia faba.

A L-DOPA entrou no cenario clinico no fim dos anos 60 como uma droga
milagrosa, capaz de “desbloquear”’ ou “acordar” pacientes imobilizados por anos ou
décadas vitimas da progressiva e incapacitante DP. Nao obstante, com igual
rapidez, seus efeitos adversos graves e debilitantes emergiram. Dentre eles as
discinesias, caracterizada por movimentos involuntarios, e o efeito de “liga/desliga”
da droga que provoca repentinamente o “congelamento” do paciente, interrompendo
suas atividades motoras (ABBOTT, 2010).

Os estudos de Carlsson (1957) mostraram que a L-DOPA revertia a catatonia
de coelhos sob a acdo da reserpina e em 1960 ele apresentou uma pesquisa
mostrando que a dopamina atuava como um neurotransmissor e estava envolvida
na patogenia da DP (CARLSSON et al., 1957 apud ABBOTT, 2010 ). Sua pesquisa
ndo foi recebida com entusiasmo até que um cientista austriaco, Oleh Hornykeiwicz,

decidiu observar os niveis de dopamina em cérebros de pacientes que tinham



Parkinson e encontrou que 0s corpos estriados dos mesmos apresentavam
deplecéo completa de dopamina. Com dados em maos e forcas unidas, em 1961,
com a ajuda do neurologista Walter Birkmayer, 20 pacientes com sintomas severos
de Parkinson receberam uma injecdo de L-DOPA. O resultado foi excelente, a
despeito de temporério: por algumas horas a rigidez muscular deu lugar a
movimentos(BIRKMAYER& HORNYKIEWICZ ; 1961 apud HORNYKIEWICZ, 2010).

Alguns anos depois, 0 neurologista George Cotzias, iniciou um teste clinico
com a forma oral da L-DOPA; em 1968 publicou um estudo de dois anos de duracao
realizado com 28 pacientes e, em 1970, o FDA aprovou a droga para
comercializacédo (COTZIAS et al, 1969).

No cérebro, a L-DOPA é tratada como se tivesse sido produzida pelo
organismo. Ela penetra nos neurdnios dopaminérgicos ficando brevemente
armazenada antes de ser convertida em dopamina e liberada mediante a
estimulacdo nervosa. Os terminais nervosos funcionam como um tampao, a curto
prazo, das variacfes dos niveis sanguineos permitindo que o efeito do farmaco se
mantenha entre as doses (Figura 7).

Com a progressao da doenca e a destruicdo progressiva dos terminais
dopaminérgicos a capacidade de tamponamento encolhe e o efeito terapéutico da L-
DOPA comeca a se refletir nos niveis sanguineos. Como isto promove as terriveis
discinesias ainda ndo é certo, mas a teoria prevalente sustenta que, por conta da
deplecdo dopaminérgica, os neurbnios se tornam mais sensiveis a dopamina
externa como forma de compensacdo, reagindo de forma exagerada a dopamina
derivada da L-DOPA. Ja o fenbmeno de liga-deliga ainda ndo é compreendido uma
vez que os periodos em que a droga néo faz efeito ndo correspondem exatamente

aos periodos emque seus niveis plasmaticos estédo baixos (JAIN et al., 2012)
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Figura 7. Mecanismo de acdo da L-DOPA. A L-DOPA atravessa a barreira
hematoencefalica se armazenando nos neurdnios dopaminérgicos que, através da
acado da DOPA descarboxilase a transforma em dopamina. Dito posto, com a
progressdo da doenca e rareamento dos neurdnios dopaminérgicos, o tratamento
apresenta uma diminuicdo de efeito adicionado a um aumento de ocorréncia dos
incapacitantes efeitos adversos. Para evitar a formacdo de dopamina
perifericamente, a L-DOPA deve ser administrada com inibidores das

descarboxilases periféricas.

A levodopa tem tempo de meia-vida muito curto e é rapidamente convertida
em dopamina no plasma por acédo da descarboxilase periférica, causando nauseas e
vomitos. Este fato serviu de estimulo para a elaboracdo de preparacbes
farmacéuticas de associacdes entre levodopa e inibidores da descarboxilase
periférica, como a carbidopa, liberadas pelo FDA em 1988 (JAINet al., 2012). Mais
recentemente o0s clinicos vém adicionando a farmacoterapia para Parkinson
inibidores das enzimas que degradam a dopamina, MAO e COMT, visando refinar a

terapia com a levodopa, postergando a0 maximo o seu inicio, aumentando o seu



tempo de meia-vida e diminuindo, o quanto pode, a sua dose (RIEDERER&_LAUX,
2011).

Desde que surgiu ha 40 anos, a L-DOPA persiste como esteio do tratamento
da doenca de Parkinson. Infelizmente, além do fato de provocar efeitos adversos
incapacitantes e preditores de uma ma qualidade de vida e ndo adesao terapéutica,
a levodopa ndo diminui ou ao menos atrasa a progressao inexoravel da doenca,
atuando, portanto como um mero paliativo (HORNYKIEWICZ, 2010).

1.4. Myracroduon urundeuva Alleméo
1.4.1 Aspectos botanicos e quimicos

AMyracrodruon urundeuva Alleméo, popularmente conhecida por aroeira-do-
sertdo, € uma arvore da familia Anacardiaceae de tronco alto e copa larga formada
por ramos flacidos que, quando novos, sdo revestidos por pélos. A madeira tem
cerne roxo-escuro, € muito dura e dificil de ser lavrada. Cresce nos sopés de serra e
tabuleiros, justificando, pois, sua denominacdo de Aroeira do sertdo (Figura 8). O
extrato acetato de etila, preparado a partir da entrecasca triturada e previamente
desengordurada com hexano, foi selecionado para fracionamento monitorado,
devido ao seu melhor comportamento cromatografico. Este procedimento resultou
na separacao de sete fracdes Uteis, das quais, duas, codificadas como F(8-13) e
F(18), apresentaram maior rendimento e destacada atividade anti-inflamatoria (RAO
et al., 1989). Este trabalho de investigacao e identificacdo de constituintes quimicos
ativos demonstrou que a atividade terapéutica da planta depende da presenca de um
complexo fitoterapico, ao invés de simplesmente um principio ativo. Deduziu-se
esta concluséo, a partir da deteccdo dessas fracdes ativas (BANDEIRA, 1993). A
analise da primeira, F(8-13), com rendimento de 8,83%, permitiu concluir tratar-se
de uma mistura de chalconas diméricas: as urundeuvinas A, B e C. A segunda,
F(18), com rendimento de 31,45%, mostrou-se constituida predominantemente por
taninos (BANDEIRA, 2002).

Tanto a fracdo enriquecida com chalconas quanto a rica em taninos
demonstraram ac¢fes farmacolégicas. ldentificaram-se, nas folhas, os flavondides
guercetina, aromadendrinol, agastisflavona e constituintes do 6leo essencial, entre

outros. A presenca dessas substancias indica que a aroeira-do-sertdo, além de
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patriménio ecoldgico, é um recurso farmaco-quimico. Por outro lado, os brotos em
intensa atividade metabolica poderiam produzir os mesmos constituintes ativos da
entrecasca, existindo assim a possibilidade de substituir, para uso medicinal, a
entrecasca pelos brotos e renovos. Nao obstante, faz-se necesséria a realizagdo de
estudos clinicos para avaliacdo da seguranca e eficicia, para que essa espécie
medicinal e seus constituintes bioativos possam efetivamente fazer parte do arsenal

terapéutico.

1.4.2 A¢bes Farmacoldgicas

Atualmente, a aroeira-do-sertdo devido ao seu secular uso pela populagcéo do
nordeste e especialmente do Ceara, faz parte da Relacdo de Plantas Medicinais do
Estado do Ceara (REPLAME).Estudos etnofarmacoldgicos referem o uso da casca
do tronco desprovida de suber, ou seja, a entrecasca, como um remedio vegetal de
uso ginecolégico mais frequente e mais antigo, em medicina popular do Nordeste do
Brasil, citando seu emprego no tratamento, por via oral, de doencas do aparelho
respiratorio, do aparelho urinario, nas hemoptises, hemorragias uterinas e diarréias,
sob a forma de infuso ou decocto, e sua excelente reputacdo como cicatrizante, no
tratamento caseiro das sequelas poés-parto, de ferimentos na pele e na boca,
usando-se as preparacdes caseiras, concomitantemente, por via oral e por via topica
(MATQOS, 2000; VIANA et al., 1997).

O uso popular da aroeira-do sertdo direcionou os pesquisadores a pesquisa
visando validar o emprego da planta além da descoberta de novas acoes
farmacoldgicas. Desta forma os extratos hidroalcodlico e aquoso da entrecasca da
aroeira-do-sertdo foram submetidos a estudos farmacoldgicos, tanto pré-clinicos
guanto clinicos, evidenciando o potencial terapéutico da planta nas inflamacoes,
Ulceras gastricas e dores, aliados a auséncia de efeitos toxicos e teratogénese nas
doses empregadas (RAO et al., 1987; BANDEIRA, 1993; MENEZES, 1986; VIANA
et al., 1997;2003).

7

O extrato aquoso da planta € capaz de diminuir de forma significativa as

lesdes ulcerativas induzidas por acido acetilsalicilico e histamina, corroborado pelo



estudo de Menezes (1999) que também verificou acao terapéutica do extrato em um
modelo de colite difusa experimental (SOUSA et al., 2007).

Em varias plantas medicinais j& estudadas, a atividade antitlcera é atribuida
ao conteudo de flavanéides uma vez que estes apresentamuma atividade
antioxidante pronunciada contra os radicais peroxila. Varios polifenéis tem mostrado
aumento de prostaglandina gastroprotetora (PGE;) e muco na mucosa gastrica,
mostrando efeito citoprotetor. Outros previnem a lesdo da mucosa, protegendo-a
contra diferentes agentes necroticos utilizados em modelos experimentais de Ulcera
(ALANKO et al., 1999; REPETTO &LLESUY, 2002). A aroeira-do-sertdo apresenta
elevada concentracdo de flavondides sendo provavelmente esses compostos
provaveis responsaveis pelas a¢des farmacologicas da planta.

Chaves (1998) estudou o efeito da planta sobre o transito gastrico e observou
gue na dose de 400mg/kg o extrato etandlico da casaca de M.urundeuva inibe a
diarréia, a hipersecrecdo e o aumento do transito intestinal induzido por 6leo de
croton. Observou também inibicdo da contratilidade evocada pela acetilcolna e
histamina em 6rgao isolado (ileo) de cobaias.

Figura 8. Myracrodruon urundeuvaAllemé&o.

O estudo fitoquimico da M. urundeuva isolou duas fracdes da aroeira-do-
sertdo: uma rica em taninos e outra rica em chalconas diméricas (VIANA et al.,
1997;2003). A fracdo rica em taninos causou inibicdo da migracdo de neutrofilos e



leucdcitos induzida por carragenina. Como o recrutamento de neutréfilos induzido
pela carragenina é dependente de mediadores quimiotaxicos liberados pelas células
residentes (SOUZA et al., 1988), é possivel que o efeito da fracdo taninica se deva
a inibicdo da liberagdo de quimiocinas como o LBT4 ou a IL-8. Como em outras
condi¢cdes, o TNF-a tem papel importante na liberagcdo de mediadores como IL-1,
prostaglandinas, PAF e bradicinina, € possivel que a fracdo rica em taninos possa
inibir a liberacdo de TNF-a e IL-1 além de mediadores secundérios (VIANA et al.,
1997).

Menezes (1986) e Viana (1995) estudaram o efeito do extrato hidroalcodlico
da entrecasca da aroeira-do-sertdo sobre a degradulacdo de mastocitos observando
acao estabilizante da membrana além do efeito anti-histaminico e antibradicinina

gue podem estar envolvidos na mediacao da atividade antiinflamatoria da planta.

Também foi observado que o efeito antinociceptivo da fracdo taninica da
Aroeira-do-Sertdo ndo € revertido pela naloxona, indicando que o sistema opiéde
nao estd envolvido na atividade, sugerindo uma acao periférica. No teste da
formalina a acdo foi melhor na segunda fase, de forma similar a aspirina, sugerindo

sua provavel inibicdo da sintese de prostaglandinas (VIANA et al, 1997).

A planta vem sendo estudada em todo o pais e algumas outras acdescom
propdsitos meédicos variados ja foram demonstradas, como o efeito antibacteriano do
O0leo essencial (MONTANARI et al., 2012); a atividade inseticida contra o Aedes
aegypti demonstrada pelo extrato e, agora pelo m-pentadecadienil-fenol isolado das
sementes da planta (SOUZA et al., 2012); atividade antiviral do extrato bruto sobre o
rotavirus (CECILIO et al., 2012); atividade antiproliferativa e citotoxica do extrato
etanolico das sementes no modelo de viabilidade cellular MTT em células
cancerosas humanas (FERREITA el al., 2011) e o efeito anticariogénico
apresentado pelo extrato aguoso em modelo experimental em ratos (CRIVELARO
DE MENEZES et al., 2010).

Nobre-Junior e colaboradores (2009), mostraram que a fracao enriquecida de
chalconas reduziu a morte celular induzida pela 6-hidroxidopamina (6-HODA), além

de inibir a peroxidacgéo lipidica e prevenir a necrose, induzida por esta neurotoxina,



sugerindo que as chalconas obtidas a partir de M. urundeuva podem ser benéficas

em doencas neurodegenerativas, como a doenga de Parkinson.

A variedade de efeitos atribuidos a planta ja era de se esperar. Pertencente a
caatinga, bioma caracterizado por apresentar vegetacao continuamente exposta ao
estresse ambiental, especialmente associado a falta de &gua, excesso de
luminosidade e temperatura, a planta elabora respostas a estes fatores
desenvolvendo mecanismos de defesa quimica que estdo associados a producédo de
metabdlitos secundarios ou “principios ativos”, os quais apresentam efeitos
farmacolégicos sendo, por isso, tdo visados e estudados para a producdo de novos
medicamentos (Di STASI et al., 1995).

1.4.3 Toxicidade

Recentemente, um estudo de toxicidade realizado por Carlini e colaboradores
(2012) revelou que o tratamento cronico, de 83 dias, ndo promoveu nenhuma
alteracao significativa nos animais tratados com o extrato da planta (13.8 mg/kg/dia),
sugerindo sua seguranca. Nao obstante, em estudo de Bandeira (2002) ficou
evidenciado que o tratamento por periodo prolongado com a planta apresentar
toxicidade em ratas prenhes (BANDEIRA, 2002).

Os principais sinais de toxicidade produzidos pela administracdo intraperitonial
do extrato hidroalcoolico, em ratos (50 a 1600 mg/kg de peso), foram: ptose,
piloerecdo e diminuicdo da atividade motora espontanea. Com doses acima de
1600 mg/kg de peso, por via intraperitonial, os animais depressao, seguida de coma
e morte por parada respiratoria. A maioria das mostes ocorridas dentro de 48 horas.
A DLsy do extrato administrado por via intraperitonial, pelo método de Miller e
Tainter, foi de 2.2 g/kg de peso. Doses de até 5000 mg/kg de peso, por via oral, ndo
mostraram qualquer alteracdo comportamental nos animais (VIANA et al., 1995).

A toxicidade subaguda foi testada em cées, tratados durante 30 dias
consecutivos com 200 mg/kg de extrato aguoso, administrado por via oral. Durante
o tratamento, ndo houve qualquer alteracdo no consumo de alimentos nem no
comportamento dos animais. Nenhuma reacao clinica significativa ou morte ocorreu
(MENEZES, 1986; RAO, VIANA, GADELHA, 1988).



A toxicidade semicrbnica foirealizada em ratos tratados diariamente por via
oral com 200 a 400 mg/kg de extrato, por um periodo de 90 dias. Todos os animais
apresentaram aumento de peso, ndo obstante ndo foi observada qualquer alteracao
comportamental e os animais mantiveram-se saudaveis durante todo o periodo. As
taxas de mortalidade, com as doses de 200 e 400 mg/kg, foram de 20 e 30%,
respectivamente. Os resultados das autopsias ndo revelaram nenhuma alteracéo
gue pudesse ser correlacionada com a administragdo do extrato. Os paramentros
bioquimicos e hematoldgicos, dos grupos controle e experimental, mantiveram-se
dentro dos valores normais. Nenhuma lesdo ou alteracdo foi observada nos érgaos
ou na relacao 6rgao/peso corporal dos animais, sacrificados no final do experimento
(MENEZES, 1986).

1.4 .4 Testes clinicos

A seguranca observada nos testes de toxicidade conduziu a planta aos
testes clinicos. O Elixir (7%) da aroeira-do-sertdo foi testado em 12 pacientes com
Ulcera gastrica nas doses de 1 e 2 g de elixir por dia durante 30 dias consecutivos.
Ao final da segunda semana todos 0s pacientes se encontravam assintomaticos. O
exame endoscopico mostrou que ao final do tratamento, 75% dos pacientes
apresentaram cicatrizacdo completa dos processos ulcerosos. Dentre 0s
participantes apenas um relatou constipacdo ndo havendo outro efeito colateral
referido (VIANA et al., 1988; VIANA et al., 1995).

N&o foram detectadas alteracfes no eletrocardiograma, ho hemograma, nos
exames bioguimicos, nem no sumario de urina. A administracdo de 30 ml diarios do
elixir de aroeira-do-sertdo, em voluntarios sadios durante 28 dias, pois néo
apresentou efeitos tdxicos, no entanto recomenda-se que o elixir-de-aroeira do
sertdo seja administrado apos a ingestao de alimentos (MELO et al, 1998).

O creme vaginal de Myracrodruon urundeuva (15%) também foi testado
clinicamente em um grupo de 6 pacientes cm cervicite e ectopia. O creme foi
administrado por via intraveginal por meio de aplicador a cada 24 horas durante 15
dias, havendo apds este tratamento melhora significativa de todos os casos. Através
da colposcopia de controle, observou-se que as areas de ectopia haviam sofrido
processo de repitelizagéo significativo (VIANA, 1995).

Campos (2008) realizou um estudo do uso do creme vaginal de aroeiracom 33

mulheres que receberam indicacao e prescri¢cdo do uso do creme vaginal de aroeira,



sendo que 18 (54,5%) completaram todas as fases do estudo (pré-tratamento, pos-
tratamento e exames clinicos em ambas as fases). Para a diagnose de cervicite, foi
prescrita umabisnaga de 50 g de creme vaginal, correspondendo a 10 dias de
tratamento (5 g/dia/aplicacéo) e, quando da diagnose de ectopia, trés bisnagas de
50 g de creme vaginal, correspondetes a 30 dias de tratamento, sendo que no
periodo menstrual o tratamento (5g/dia/aplicacéo) era temporariamente interrompido.

Entre as 18 mulheres constantes da amostra: onze apresentaram um
processo inflamatorio que, ap6s a terapéutica, evoluiu para cura; fato este
corroborado pelas observacdes dos potentes efeitos anti-inflamatorios por parte dos
taninos e chalconas diméricas, constituintes quimicos integrantes da aroeira, pela
inibicdo da producdo de NO e TNF-q, nos macrofagos, e a inibicdo multifatorial da PGE-2,
bem como por induzir a producdo da enzima citoprotetiva Heme-Oxigenase-1 (HO-1).
Tais observacfes foram feitas por Matos (2000); Bandeira (2002); Albuquerque,
Rodrigues e Viana (2004) e Sawle (2008).

A aroeira-do-sertdo também apresenta efeito antibacteriano e antifingico,
como asseveram estudos de Viana (1995), Soares (2006), Nobre-Junior (2009), e o
Creme Vaginal de Aroeira também demonstrou acao terapéutica neste sentido, pois,
das dezoito mulheres pesquisadas, 14 apresentavam indicios de contaminacao por
Trichomonas, Clamidia e Candidiase (JARVIS, 2002; ANDRIS, 2006; FREITAS et al,

2006) e tiveram diminui¢éo ou cura da contaminacéao.

1.5 Modelo experimental de Parkinsonismo induzido por 6-OHDA

A fim de entender os mecanismos envolvidos, assim como desenvolver novas
drogas e terapias para a doenca de Parkinson, varios modelos experimentais
validados que mimetizam da forma mais exata possivel os sintomas chaves da
doenca e a sua evolucao lenta sdo empregados (TERZIOGLU & GALTER, 2008). O
modelo experimental de Parkinson induzido por 6-OHDA é considerado classico e
tem sido empregado por muitos anos no screening de novas drogas
antiparkinsonianas (GALDINI et al., 2008).

A 6-hidroxidopamina (6-OHDA), toxina dos neurdnios catecolinérgicos, é um
derivado hidroxilado da dopamina que foi pela primeira vez utlizada na
desenervagdo simpatica cardiaca e, logo depois, no sistema nervoso central

(UNGERSTEDT, 1968). A droga também tem sido empregada como quimioterapico



em casos de neoplasmas catecolinérgicos (SCHOR et al.,, 2004). Também j& foi
detectada no cérebro e urina de pacientes de Parkinson (ANDREW et al., 1993),
uma 6-OHDA enddgena formada a partir da dopamina por uma hidroxilagdo néo
enzimatica na presenca de Fe?* e H,0, sugerindo seu envolvimento na patogénese
da DP(LINERT et al., 1996).

A toxina ndo atravessa a barreira hematoencefalica logo, a injecdo deve ser
estereotaxica no estriado, no feixe medial do mesencéfalo ou na substancia negra,
provocando a destrui¢cdo da via nigroestriatal com deplecdo dopaminérgica rapida e
irreversivel. Tal seletividade para neurbnios dopaminérgicos resulta da absorcéo
desta toxina pelos transportadores de dopamina e de noradrenalina devido a
semelhanca estrutural desses neurotransmissores com a neurotoxina (Figura 9)
(BOVE & PERIER; 2012).

HO NH, NH,

HO HO
OH OH

6-OHDA Dopamine
BOVE & PERIER; 2012

Figura 9. Comparacédo entre as estruturas quimicas da 6-Hidroxidopamina (6-
OHDA) e da dopamina.

Solucbes contendo 6-OHDA devem ser protegidas da luz além de conterem
acido ascorbico para evitar a sua oxidacdo, por ser esta uma droga sabidamente
labil. Rotineiramente tem sido utilizado o modelo de aplicacdo unilateral de 6-OHDA
com o lado contralateral servindo de controle. A injecdo bilateral de 6-OHDA tem
sido evitada devido a necessidade de cuidados mais intensos requeridos pelos
animais, assim como a alta mortalidade resultante da afagia, adipsia e convulsées
provocadas pelo modelo (UNGERSTEDT, 1971). Adicionalmente, a injecao estriatal

unilateral possibilita a observacdo do comportamento rotacional induzido pela



administracdo de agonistas dopaminérgicos como a apomorfina, atestando assim

ocorréncia da leséo (CENCI et al., 2002).

O mecanismo de lesdo toxica da 6-OHDA envolve a sua auto-oxidacao,
resultando na formacao de perdxido de hidrogénio além dos radicais superéxido e
hidroxila. Estas espécies reativas de oxigénio sdo neurotoxicas devido ao seu forte
potencial de oxidacdo (HEIKKILA& COHEN, 1973; COHEN & HEIKKILA, 1974;
KUMAR et al., 1995, BOVE et al., 2005).

O tratamento com 6-OHDA provoca a ativacdo de varias quinases incluindo
proteinoquinases que regula o sinal extracelular (PKE) (KULICH & CHU, 2001;
HORBINSKI & CHU, 2005), da glicogénio sintase quinase-3p e da quinase ativada
por estresse (EMINEL et al., 2004). Apesar de estudos indicarem um aumento de
genes relacionados tanto a morte quanto a neuroprotecdo, o mecanismo de
transcricdo pelo qual a 6-OHDA modula a decisdo de morte/sobrevivéncia da célula
continua apenas parcialmente compreendido (RYU et al;. 2005; CHALOVICH et al.,
2006)

A despeito da elaboracéo de novos e mais elaborados modelos animais para
a doenca de Parkinson, a injecdo unilateral de 6-OHDA permanece sendo a
ferramenta mais utilizada para obter uma lesdo nigrostriatal controlada devido a
baixa complexidade e custo do procedimento. N&o obstante, a injecdo estereotaxica,
seja na SNpc ou no estriado, apresenta alta reprodutibilidade contrastando com
outros modelos onde a variabilidade individual consiste em fonte importante de
erros. Este fato representa um consideravel fator de adesdo ao modelo mesmo
antigo como o da 6-OHDA, onde novas estratégias terapéuticas devem ser
investigadas e os efeitos neuroprotetores de novas drogas, esclarecidos, sendo util
na monitorizacdo dos efeitos de diferentes tratamentos, que podem ser preventivos
ou protetores, devendo ser administrados pouco antes ou pouco depois da cirurgia,
guando a perda neuronal esta sendo estabelecida (BLANDINI et al.,
2008;PRZEDBORSKI et al., 1995).



2. Objetivos
2.1Geral

Investigar o efeito do extrato hidroalcodlico liquido da casca de Myracrodruon
urundeuvaAllemdo (EHAMU) e extrato hidroalcodlico seco da casca de
Myracrodruon urundeuvaAllemao(ESMU) em um modelo animal de doenca de
Parkinson produzido pela injecéo estereotaxica unilateral de 6-OHDA em ratos.

2.2 Especificos
+ Verificar os efeitos dos extratos EHAMU (5,10,20e 40mg/kg) e ESMU (10 e 20mg/kg)

da casca de Myracrodruon urundeuva Alleméao sobre:

- A movimentacdo espontanea e a coordenacdo motora em ratos submetidos a
injecéo estereotaxica unilateral de 6-OHDA através dos testes do campo aberto e do
Rota-Rod, respectivamente;

- O comportamento rotacional induzido por apomorfina em ratos submetidos a
injecéo estereotaxica unilateral de 6-OHDA,;

- As alteracdes nos niveis de neurotransmissores envolvidos no processo
neurodegenerativo da DP, através da determinacdo dos niveis de dopamina e de
seu metabolito DOPAC na area cerebral estudada através de HPLC em ratos
submetidos a injecdo estereotaxica unilateral de 6-OHDA,;

« Verificar o efeito do extrato EHAMU sobre:

-a perda neuronal através da coloracdo de Nissl em ratos submetidos a injecao
estereotaxica unilateral de 6-OHDA
- A marcacdo da enzima Tirosina Hidroxilase (TH) pelo método de
imunohistoquimica;
% Avaliar os efeitos anti-inflamatérios dos extratos EHAMU (10 e 20mg/kg) e
ESMU (10 e 20mg/kg) da casca de Myracrodruon urundeuva Allemao no
edema de pata induzido por carragenina e atividade sobre a hiperalgesia
térmica no teste de Hargreaves;

s Avaliar a atividade sequestradora de radical livre do ESMU (25,50 e
100pg/ml) pelo teste do difenil-2-picrilhidrazil (DPPH);



« Avaliar a atividade do ESMU (25,50,100,200 e 400ug/ml) sobre a superoxido
dismutase utilizando a metodologia do NBT (Nitroblue-tetrazolio);

+ Verificar o efeito do EHAMU (20 e 40 mg/kg, v.0) sobre:
-A neuroinflamacdo induzida pela 6-OHDAatravés de imunohistoquimica para os
mediadores de inflamagdo TNF-a, COX-2, iNOS e fator de transcricdo NF-kB no
cortex, hipocampo e estriado de ratos submetidos ao modelo experimental de
doenca de Parkinson induzido pela 6-OHDA,;
- A atividade glial (microglia e astrocitos)no modelo experimental de doenca de
Parkinson induzido pela injecdo estriatal unilateral de 6-OHDA através de
imunohistoquimica para OX-42 e GFAP.



3. Metodologia

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com peso variando entre 180-200g
provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina do Juazeiro do Norte (Estécio-
FMJ). Os animais foram mantidos em caixas de prolipropileno com no maximo 6
animais, a temperatura média de 24 + 2°C em ciclos de alternancia claro/escuro de
12 horas, recebendo racdo padrdo e agua a vontade. O protocolo experimental foi
encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA, n° protocolo: 43/13)
da UFC e os experimentos realizados de acordo com as normas internacionais de

uso de animais em experimentacao.

3.2 Material botanico

O extrato hidroalcodlico foi feito a partir da casca do caule da M. urundeuva,
numero da exsicata no herbério Prisco Bezerra: 14.999. O extrato hidroalcoolico na
preparacao liquida foi fornecido pela professora Profa. Dra. Mary Anne Medeiro
Bandeiras do departamento de Farmacia da Universidade Federal do Ceara e a
preparacdo seca do extrato fornecida pela Profa. Dra. Luzia Kaline Almeida Moreira

Leal do Dartamento de Farmacia da Universidade Federal do Ceara.

3.3Preparo do Extrato Hidroalcodlico da casca do caule de Myracrodruon
urundeuva Alleméo

A extracdo do material foi realizada de acordo com o método preconizado
pela Farmacopéia Brasileira Il edicdo (1959), em processo geral B para a obtencao
de extrato fluido. O liquido extrator 1 foi preparado a partir de 50 mL de glicerina
bidestilada, 300 mL de alcool, 150 mL de agua. O liquido extrator 2 foi preparado
através da mistura de etanol e 4gua na proporcao de 2:1.

Umedeceu-se exatamente cerca de 30 g da droga pulverizada (folha e caule
dos brotos) com quantidade suficiente do liquido extrator 1. Deixou-se em
maceragcdo durante 6 horas em vaso coberto. A mistura foi introduzida em um
percolador. Coletou-se 80 % (24 mL) do percolado e juntou-se aos poucos, o liquido
extrator 2, mantendo excesso de liquido sobre a droga. Continuou-se a percolagcéo
com o liquido extrator 2, até total esgotamento da droga vegetal. O solvente foi

evaporado em banho-maria a 60°C até consisténcia xaroposa. O residuo foi



dissolvido na porcdo posta a parte, misturou-se bem e adicionou-se quantidade
suficiente do liquido extrator 2 até obtencao de 30 mL.

Foi feito o doseamento, por espectrofotometria na area visivel, de taninos e
fendis totais no extrato Hidroalcodlico de Myracrodruon urundeuva allemao
apresentando uma porcentagem absoluta de 0,93% e 1,48% EAG (equivalente de

acido gélico), respectivamente (AGUIAR, 2013).

3.4 Preparo do Extrato Seco da casca do caule de Myracrodruon urundeuva
Alleméao

Primeiramente o extrato etandlico foi produzido segundo método | descrito na
Farmacopéia Brasileira 12 edicdo (SILVA, 1929). Para estudo de secagem foi
utilizado o equipamento modelo MSD 1.0 fabricado pela LABMAQ do Brasil,
constituido de um sistema de alimentacdo, bico aspersor do tipo pneumatico,
sistema de aquecimento, camara de secagem, ciclone, recipiente de coleta e ducto
de exaustdo. O adjuvante de secagem foi utilizado numa proporcao de 30% em
relacdo do percentual de residuo seco do extrato etandlico de aroeira. O teor de

fendis totais deste extrato é de 458,7 + 4,5 (0,98%) ugEAG/mg* de extrato seco.

* ug de Equivalente ao acido galico por mg

3.5 Protocolo experimental

Os extratos hidroalcodlico (EHAMU 5,10,20 e 40mg/kg) e seco(ESMU 10 e
20mg/kg) de Myracrodruon urundeuva Allemao foram utilizados por via oral sendo
administrados meia hora antes e uma hora depois da injecdo estereotaxica de 6-
OHDA e por 14 dias seguidos ap6s a mesma.Ver protocolo experimental no

(quadrol).



Quadro 1: Protocolo de tratamento experimental

GRUPOS TRATAMENTO

1 Controle Falso operado (injecdo estriatal estereotaxica de agua
destilada +agua destilada, v.0) — 8 animais

Controle (6-OHDA+ 4gua destilada, v.0.) — 8 animais

EHAMUS5mg/kg (6-OHDA + EHAMU5Smg/kg v.0) — 8 animais

EHAMU 10mg/kg (6-OHDA + EHAMU10mg/kg v.0) — 8 animais

EHAMU 20mg/kg (6-OHDA + EHAMU 20mg/kg v.0) — 8animais

EHAMU40mg/kg (6-OHDA + EHAMU40mg/kg v.0) — 8animais

N O O B~ WDN

ESMU10mg/kg (6-OHDA + ESMU10mg/kg v.0) — 8animais

8 ESMU20mg/kg (6-OHDA + ESMU20mg/kg v.0) — 8animais

* Os animais utilizados nos testes de avaliagdo da atividade anti-inflamatoria(edema
de pata induzido por carragenina e Hargreaves) dos extratos Hidroalcoolico e Seco
de Myracrodruon urundeuvareceberam uma aplicacdo Unica dos mesmos (10 e
20mg/kg, v.0) uma hora antes do inicio do experimento.
3.6Modelo experimental de Parkinson induzido por 6-OHDA

Os animais foram anestesiados com uma mistura de cloridrato de xilazina (15
mg/kg) e quetamina (75mg/kg) sendo entdo submetidos a tricotomia da area
superior da cabeca e posteriormente fixados ao aparelho estereotaxico onde
receberam injecdo estereotaxica unilateral de 6-OHDA (duas inje¢cdes de 1ul de
uma solucdo de 6-OHDA dissolvida em salina 0,9% contendo 0,2%de &cido
ascorbico) na dose de 12ug/ul dentro do corpo estriado direito (AP 0,9/1,4; ML 3,8;
DV 3,3 a partir do bregma) de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (PAXINOS;
WATSON, 1986), usando uma seringa de Hamilton de 5pl. A seringa era deixada no
local de aplicacdo por 5 minutos para assegurar que o seu conteudo fosse injetado

corretamente sendo depois retirada cuidadosamente (KIM ET AL, 1998).

3.7 Teste do campo aberto

Os animais previamente submetidos a lesdo estriatal de 6-OHDA e ao
tratamento de 15 dias com o EHAMU ou ESMU foram, no décimo quinto dia apos a
cirurgia, tratados por gavagem 60 minutos antes do inicio do teste. Os animaisforam
colocados no centro do aparato que consiste em um quadrado (72cm x 72cm x 36
cm) dividido em 4 quadrantes,sendo entdo observados durante 5 minutos com

relacdo aos pardmetros: nuamero de segmentos invadidos ou numero de



cruzamentos (movimentacdo espontadnea), numero de comportamento de se
levantar (rearing) e nimero de comportamento de autolimpeza (grooming). Apés o
fim do teste com cada animal, o aparelho foi lavado com solugcéo de alcool a 5% a
fim de evitar possiveis influéncias de odor deixado pelo sujeito experimental anterior
(MONTGOMERY, 1955; FRUSSA-FILHO &PALERMO NETO, 1990).

3.8 Teste da barra giratéria Rota Rod

O rota-rod consiste numa barra que gira numa velocidade de 12 rpm e que
permite verificar o potencial de uma substancia promover incoordenagdo motora,
seja por sedacdo e/ou relaxamento (ROSLAND, HUNSKAAR, HOLE, 1990). Os
animais receberam o EHAMU (5, 10, 20 e 40mg/kg, v.0) ou ESMU (10 e 20 mg/kg,
v.0) gavagem sendo submetidosao teste 60 minutos apos. Neste teste foi
contabilizado o nimero de vezes que o animal caiu da barra giratério no tempo de
60 segundos (DALLMEIER & CARLINI, 1981).

3.9Teste rotacional com Apomorfina

Os animais foram submetidos ao teste rotacional induzido por apomorfina
(Img/kg,s.c),15 dias apOs a injecdo estereotaxica de 6-OHDA. Neste teste foi
observadodurante 60 minutos o namero de rotacdes contralaterais que o animal

realizava em volta do proprio eixo (KIM et al., 1998).

3.10 Dissecacao da area cerebral (corpo estriado, cortex e hipocampo)

Os animais foram decapitados com uma guilhotina (Harvard, USA) 16 dias
apos a cirurgia estereotaxica de 6-OHDA. Os encéfalos foram retirados rapidamente
e colocados sobre papel aluminio em uma placa de Petri com gelo. Acompanhando
a fissura sagital mediana, a camada cortical cerebral foi liberada das leptomeninges
com uma pinc¢a reta de microdissecacdo que divulsionou o cortex delicadamente,
expondo o corpo estriado que foi retirado. Ap6s pesados, os estriados foram
guardados no freezer a -20°C ou colocados em formol tamponado e posteriormente
alcool a 70% para o estudo histolégico. Um corte coronal no nivel do hipocampo
(CAl, CA3 e giro), cortex cerebral e corpo estriado também foram realizadospara

posterior andlise histoldgica.

3.11 Determinagéo de Dopamina e DOPAC com HPLC



Os niveis cerebrais de dopamina e DOPACforam analisados em
homogenatos do estriado a 10% preparados em tampéo fosfato de sddio (150nm;
pH 7,4) 2 semanas apos a inje¢do estereotaxica de 6-OHDA. Para a determinacao
da dopamina e seu metabodlito DOPAC foi utilizado um equipamento de HPLC
(Modelo L-ECD-6A da Shimadzu, Japao) com deteccdo amper (Shim-Pak CLC-
ODS, 25cm). A fase movel foi preparada com &cido citrico monohidratado 150mM,
octil sulfato de sédio 67mM, tetrahidrofurano 2%, acetonitrila 4%, preparados em
agua deionizada. O pH da fase mével foi ajustado para 3,0 utilizando NaOH 10mM.
A quantificacdo dos picos obtidos sera realizada com o auxilio de uma curva padrao.
Valores absolutos foram corrigidos quanto a recuperacao das canulas e expressdes
de variagdes com relacdo aos valores basais (BELLISSIMO et al., 2004). Foram
utilizados padrdées numa concentracao final de 4ug/ml e a partir da altura ou area
dos picos padrdes as amostras foram processadas no programa Prisma®e o0s

resultados expressos em ng/mg de tecido.

3.12 Avaliacéo da perda neuronal (coloracéo de Nissl-cresil violeta)

O meétodo de Nissl utiliza o cresil violeta, um corante basico utilizado para
evidenciar o citoplasma de neurbnios, inclusive os corpusculos de Nissl. Com a
ocorréncia de lesdo neuronal, esses corpusculos podem desaparecer, dessa
maneira, tal coloracdo serve como indicador da viabilidade neuronal, além de
possibilitar a contagem de neurdnios remanescentes. Ap0s montar os slices em
laminas gelatinadas (ou silanizadas), as laminas foram mergulhadas em: Xilol
(2min) por duas vezes; alcool 100° (2 min) por duas vezes; alcool 95° (2 min) por
duas vezes; alcool 70° (2 min); alcool 50° (2 min) e agua destilada (2 min). A série
de mergulhos citada é responsavel pela hidratacdo da lamina. ApGs isso, seguiu-se
a série de mergulhos: corante cresil violeta (2 a 7 min- controlando o tempo pela cor)
e agua destilada (5 mergulhadas).Os proximos passos garantiram a desidratacéo
da lamina: Alcool 50° (5 mergulhadas), alcool 70 © (5 mergulhadas), Diferenciador:
1mL de ac. acético em 100mL de alcool (1 mergulhada rapida), Alcool 70° (1 min),
Alcool 96° (1 min) por duas vezes, Alcool 100° (1 min) por duas vezes , Xilol (1
min) e por fim, fez-se a imersdao em xilol novamente retirando a lamina desta
solucdo apenas na hora do seu fechamento. As laminas foram finalizadas com
Entelan.As laminas foram observadas em microscopio Optico Leica® com camera

embutida sob aumento de 40x.As é&reas analisadasforam delimitadas por 16



guadrantes e a contagem de células realizada observando sempre 3 areas de cada

area cerebral estudada com “n” minimo de 2 animais.

3.13 Imunohistoquimica para Tirosina Hidroxilase

Os animais foram sacrificados por decapitacdo 16 dias apds a injecao
estereotaxica de 6-OHDA e tiveram seus cérebros dissecados para retirada, por
meio de um corte coronal, da area do estriado. Com a finalidade de determinarmos o
percentual de células dopaminérgicas nas laminas, foi realizada a
imunohistoquimica para tirosina hidroxilase. As secc¢des coronais foram formol
tamponado e 24 horas depois colocadas em etanol 70% até o momento da
parafinizacdo das pecas.As pegas parafinizadas foram cortadas com um micrétomo
numa espessura de 3um. A lamina pronta foi adicionado o anticorpo primario anti-
tirosina hidroxilase (CHEMICON) (overnight) na diluicdo 1: 200 em solugcéo tampéao
Tris 0,05 M, pH 7,2-7,6, contendo 1% de BSA (albumina de soro bovino). No dia
seguinte, as laminas foram lavadas com PBS duas vezes, sendo logo em seguida
adicionado o anticorpo secundario (reagente amarelo ou LINK- DAKO Cytomation)
durante uma hora em camara fria. Apos esse periodo, as laminas foram lavadas
com PBS e posteriormente adicionado Streptavidina peroxidase (reagente vermelho-
DAKO Cytomation) por 40 minutos. As laminasforam novamente lavadas e, em
seguida, aplicada a elas uma solucédo de DAB preparada de acordo com o fabricante
(DAKO Cytomation) durante 30 segundos. Posteriormente as laminas foram lavadas

com agua destilada e montadas em meio livre de xilol.

3.14 Edema de pata induzido por carragenina

O edema de pata foi induzido pela injecdo de 0,1 mL de carragenina (1% p/v)
em salina e administrada na area subplantar da pata direita dos animais(WINTER et
al.,, 1962). Uma hora antes da injecdo de carragenina, os extratos Hidroalcodlico
(EHAMU 10 e 20mg/kg) e seco (ESMU 10 e 20mg/kg), foram administrados, por via
oral. Trés horas apés a injecao intraplantar de carragenina, a medida do edema foi
feita pela diferenca entre o volume deslocado da pata direita no momento 3horas
apos a carragenina e o momento antes da aplicacdo da mesma. A indometacina (20

mg/kg, v.0.) foi usada como farmaco de referéncia.

3.15 Teste de Hiperalgesia térmica de Hargreaves



O teste de Hargreaves foi descrito 1988 e consiste no aquecimento, por meio de
uma fonte radiante de luz infravermelha, da regido central da planta da pata traseira
de ratos. O comportamento nociceptivo € avaliado como a sensibilidade ao calor
(hipernocicepgéo térmica), determinada pela laténcia de retirada da pata do raio de
luz (HARGREAVES et al., 1988). Os animais receberam os extratos EHAMU ou
ESMU nas doses de 10 e 20 mg/kg e uma hora depois uma injecéo intraplantar de
carragenina sendo uma hora ap0s submetidos ao teste sendo submetidos a uma
ambientacdode 5 minutos nos compartimentos. Apos este periodo a resposta basal
de laténcia para retirada da pata do estimulo foi quantificada, acionando-se o
infravermelho juntamente com o sistema contador de tempo, que cessa com a

resposta de retirada de pata.

3.16 Avaliagao da atividade antioxidante do Extrato seco de Myracrodruon

urundeuva in vitro

3.16.1 Método do 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

A capacidade antioxidante foi avaliada pelo método de sequestro do radical
DPPH. O extrato utilizado foi o extrato seco (spray-dry) de Myracrodruon urundeuva
nas concentragdes de 25, 50 e 100ug/mL. As misturas reacionais foram compostas
por 0,3mL da solugdo do ESMU (25, 50 e 100ug/mL) ou do controle positivo
(vitamina E) mais 2,7mL da solucéo estoque de DPPH (40ug/mL). Foi aguardado um
periodo de 30 minutos para iniciar a leitura das amostras por espectrofotometria
(517nm) (SAINT-CRICQ et al., 1999). A medida que o efeito antioxidante é
detectado a intensidade do espectro de absorcdo diminui (ADEVAILTON et al.,
2009).

3.16.2 Metédo da superédxido dismutade (SOD)

A atividade da enzima foi determinada segundo o método de ALBINO-
TEXEIRAet al.(1992), através da analiseda capacidade de uma droga de inibir a
reducdo fotoquimica do azul de nitro tetrazolio (NBT). O extrato ESMU foi adicionado
a 0,5 mL de metionina (0,13 mM), 0,5 mL de EDTA (0,54 mM), 0,8 mL de tampéo
fosfato de potassio (0,1 M, pH 7,0), 0,2 mL de riboflavina (1 mM) e 0,5 mL de NBT



(0,44 mM). Os tubos contendo a solugéo obtida foram expostos a luz fluorescente
(80 W) por 30 minutos. Extratos preparados seguindo o0 mesmo procedimento foram
mantidos no escuro. A absorbancia da solucao foi medida em espectrofotdmetro ( =
560 nm) em ambos os tipos de extrato (iluminado e nao iluminado) e a diferenca
entre as duas absorbéancias foi considerada para a determinacdo da atividade da
SOD, que resultou na inibicdo da reducdo do NBT pela dismutacdo enzimatica do

anion superoxido.

Neste método, a riboflavina reduzida fotoquimicamente gera O%, o qual reduz
o NBT. Na presenca de SOD esta reducgédo é inibida. Os resultados sdo expressos
em unidades de enzima, que € a quantidade de SOD necessaria para reduzir a taxa
de reducéo do NBT em 50%.

3.17 Imunohistoquimica para TNF-a, INOS, COX-2,NF-kB, OX-42 e GFAP

Foram realizadas as imunohistoquimicas para TNF-a, iNOS e COX-2 no
corpo estriado e hipocampo/cortex dos animais do estudo e NF-kB, OX-42 e GFAP

apenas no corpo estriado.

As areas cerebrais estudadas foram retiradas apos dissecacdo cerebal e
fixadas em formol tamponado a 10%. Decorridas 24 horas, os fragmentos foram
retirados do formol e colocados em alcool 70% e posteriormente parafinizados. Os
cortes histoldgicos feitos foram de 3 a 4 um de espessura e as laminas foram

colocadas em estufa a 60°C por 3 horas.

Apés a desparafinizacdo do tecido, seguida de hidratacdo, foi realizado o
bloqueio da peroxidase enddgena com H,O, (PBR). Posteriormente, foi realizada a
lavagem das laminas com tampdo de lavagem (DAKO®) 0,01M (5 min) e,
posteriormente, as laminas foram incubadas com o anticorpo primario para deteccéo
de TNF-a (Sigma®), iNOS, COX-2 e NF-kB (Santa Cruz®), OX-42 (Serotec®) e GFAP
(DAKO®) na diluicdo de 1:200 em diluente DAKO® (diluente primario), por 60 min.

Na imunohistoquimica para COX-2, as laminas foram lavadas trés vezes em
PBS 0,01M e incubadas com o anticorpo secundario marcado com biotina (Santa-

Cruz®), na diluicdo de 1:200, por 30 min, & temperatura ambiente. Apds a remocao



do excesso de anticorpo, foi incubado com o complexo streptovidinabiotina-
peroxidase (Santa Cruz®) diluido em PBS, por 30 minutos.

Para investigacdo dos outros mediadores, as laminas foram lavadas trés
vezes em tampao de lavagem e incubadas com o Flex HRP (polimero), por 30 min, a
temperatura ambiente. Apds a remocao do excesso de anticorpo, e a lavagem com
tampédo, a reagdo foi revelada utlizando diamina-benzina-peréxido de hidrogénio
(DAKO®) substrato buffer, & temperatura ambiente, por 5 min, no escuro.

Para todas as imunohistoquimicas, ap0s controle da intensidade, a reacao foi
interrompida pela lavagem com agua corrente por 5 min. A contracoloracao foi feita
com hematoxilina de Mayer (Invision Flex-Dako), por 5 minutos, sendo 0 excesso
retrado com &gua corrente. Finalmente, as laminas foram submetidas a
desidratacdo com alcool 95%, alcool absoluto, xiléis e montadas com laminulas em
Entellan (RIBEIRO et al., 2002).

Nas laminas para imunohistoquimica de NF-kB, a contracoloragcéo foi
realizada com Metil Green, por 10 minutos, sendo 0 excesso retirado com agua

corrente e passagens em Butanol e Xilol e montadas com laminulas em Entellan.

Os controles negativos foram processados simultaneamente como descrito

acima, e o anticorpo primario foi substituido por diluente DAKO® (diluente primario).

3.18 Analise estatistica

Os resultados sao expressos como média = erro padrdao da média (E.P.M).
Para comparacao de médias entre dois grupos sera usado o teste “t” de Student e
para comparacdo multipla dos parametros serd utilizada a Analise de Variancia
(ANOVA). O nivel de significancia entre os grupos sera determinado pelo teste de
Student Newman Keul. Em todas as analises, considerar-se-4 estatisticamente

significante valores dep< 0,05.



4 Resultados

4.1 Estudos Comportamentais

4.1.1Campo Aberto
4.1.1.1 Extrato hidroalcodlico de Myracrodruonurundeuva
O teste do campo aberto configura, entre outros, como um importante método

de observacdo de alteracdes na atividade locomotora dos animais. Uma vez no
aparelho, o animal € observado quanto ao niamero de travessias com as quatro
patas os quadrantes, 0 numero de iniciativas de comportamento de limpeza
(grooming) além da quantidade de vezes em que se levanta sendo apoiado
completamente pelas patas traseiras.

A Figura 10 apresenta o efeito do Extrato Hidroalcodlico de
Myracrodruonurundeuva (EHAMU 5, 10, 20 e 40mg/kg, v.0) sobre o Numero de
Cruzamentos no teste do Campo Aberto em ratos com leséo estriatal induzida por 6-
OHDA. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos testados: 6-OHDA
(18,40+0,6182), EHAMU 5mg/kg (18,60+0,8327), EHAMU 10mg/kg (19,40 +0,2449),
EHAMU 20mg/kg (18,20+ 0,4422); EHAMU 40mg/kg (19,40+0,4989) e FO (19,60+
0,9452).

A Figura 11mostra o efeito do EHAMU (5, 10, 20 e 40mg/kg, v.0) sobre o
Numero de Rearingno teste do Campo Aberto. 6-OHDA (14,80+0,7118), EHAMU
5mg/kg (15,10+0,5044), EHAMU 10mg/kg (16,90+0,5467), EHAMU 20mg/kg
(18,50+1,014); EHAMU 40mg/kg (17,50+0,8724) e FO (13,90 0,7520). Apenas o
grupo tratado com 20mg/kg foi diferente do grupo 6-OHDA.

A Figura 12 apresenta o efeito do EHAMU (5, 10, 20 e 40mg/kg, v.0) sobre o
Numero de Grooming no teste do Campo Aberto em ratos com lesdo estriatal
induzida por 6-OHDA. 6-OHDA (4,9 10,3480), EHAMU 5mg/kg (3,5 +0,3073),
EHAMU 10mg/kg (3,1+0,3786), EHAMU 20mg/kg (3,1 +0,2769); EHAMU 40mg/kg
(3,8 £0,3590) e FO (4,4 + 0,4000). Os grupos 5, 10 e 20mg/kg diferiram de forma
siginicativa do grupo 6-OHDA.
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Figura 10. Efeito do Extrato Hidroalcoodlico de Myracrodruonurundeuva

(EHAMU 5, 10, 20 e 40 mg/kg, v.o, por 14 dias além de 30 minutos antes e 1
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Figura 11. Efeito do Extrato Hidroalcodlico de Myracrodruonurundeuva
(EHAMU 5, 10, 20 e 40 mg/kg, v.o, por 14 dias além de 30 minutos antes e 1
horas apés a cirurgia estereotaxica) sobre o Numero de Rearing no teste do
Campo Aberto em ratos com lesdo estriatal induzida por 6-OHDA. Teste
realizado 14 dias apds a injecdo estereotdxica de 6-OHDA. Os animais foram
observados durante cinco minutos. Os valores foram expressos como média £+ EPM
(n= 10). ® < 0,05 vs 6-OHDA; °p<0,05 vs FO. (ANOVAe teste Student-Newman-
Keul).
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Figura 12. Efeito do Extrato Hidroalcodlico de Myracrodruonurundeuva
(EHAMU 5, 10, 20 e 40 mg/kg, v.o, por 14 dias além de 30 minutos antes e 1
horas apés a cirurgia estereotaxica) sobre o NiUmero de Grooming no teste do
Campo Aberto em ratos com lesdo estriatal induzida por 6-OHDA. Teste
realizado 14 dias apds a injecdo estereotdxica de 6-OHDA. Os animais foram
observados durante cinco minutos. Os valores foram expressos como média £+ EPM
(n=10). ®p < 0,05 vs 6-OHDA.(ANOVAe teste Student-Newman-Keul).



4.1.1.2 Extrato seco de Myracrodruonurundeuva

A figura 13 apresenta o efeito do Extrato seco de Myracrodruonurundeuva
(ESMU 10 e20 mg/kg, v.0) sobre o Numero de Cruzamentos no teste do Campo
Aberto em ratos com lesdo estriatal induzida por 6-OHDA. N&o houve diferenga
estatistica entre os grupos testados: 6-OHDA (18,13 +0,69), ESMU 10mg/kg (18,50
+ 0,53), ESMU 20mg/kg (17,75+0,77) e FO (19,25+ 0,86).

A figura 14 mostra o efeito do ESMU (10 e 20mg/kg, v.0) sobre o Numero de
Rearing no teste do Campo Aberto. Ndo houve diferenca estatistica entre 0os grupos
testados: 6-OHDA (13,88 +0,9), ESMU 10mg/kg (14,88 = 0,4), ESMU 20mg/kg
(16,13 £0,3) e FO (14,38 £ 0,9).

A figura 15 apresenta o efeito do ESMU (10 e 20 mg/kg, v.0) sobre o Numero
de Groomingno teste do Campo Aberto em ratos com lesédo estriatal induzida por 6-
OHDA. 6-OHDA (4,8 + 0,4), ESMU 10mg/kg (3,250 + 0,3134), ESMU 20mg/kg
(2,875 +0,2) e FO (4,75 = 0,5). Os dois grupos tratados com ESMU diferiram do

grupo 6-OHDA nos testes estatisticos.
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Figura 13. Efeito do Extrato Seco de Myracrodruonurundeuva (ESMU 10 e 20
mg/kg, v.o, por 14 dias além de 30 minutos antes e 1 horas ap0s a cirurgia
estereotaxica) sobre o Niumero de Cruzamentos no teste do Campo Aberto em
ratos com lesao estriatal induzida por 6-OHDA. Teste realizado 14 dias apos a
injecdo estereotaxica de 6-OHDA. Os animais foram observados durante cinco
minutos. Os valores foram expressos como média + EPM (n= 8). (ANOVAe teste

Student-Newman-Keul).
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Figura 14. Efeito do Extrato Seco de Myracrodruonurundeuva (ESMU 10 e 20
mg/kg, v.o, por 14 dias além de 30 minutos antes e 1 horas ap0s a cirurgia
estereotaxica) sobre o NUmero de Rearing no teste do Campo Aberto em ratos
com leséo estriatal induzida por 6-OHDA. Teste realizado 14 dias apds a injecao
estereotaxica de 6-OHDA. Os animais foram observados durante cinco minutos. Os
valores foram expressos como média + EPM (n= 8). (ANOVAe teste Student-

Newman-Keul).
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Figura 15. Efeito do Extrato Seco de Myracrodruonurundeuva (ESMU 10 e 20

mg/kg, v.o, por 14 dias além de 30 minutos antes e 1 horas ap0s a cirurgia
estereotaxica) sobre o Numero de Grooming no teste do Campo Aberto em
ratos com lesdo estriatal induzida por 6-OHDA. Teste realizado 14 dias ap0s a
injecdo estereotaxica de 6-ohda. Os animais foram observados durante cinco
minutos. Os valores foram expressos como média + EPM (n= 8). ®p < 0,05 vs 6-
OHDA, "p<0,05 vs FO.(ANOVAe teste Student-Newman-Keul).



4.1.2 Teste do Rota-Rod

O teste da barra giratéria Rota-Rod mede o efeito de drogas sobre a
coordenacao motora, considerando preditor de incoordenagdo motora quanto menor
seja o tempo que o animal consegue se equilibrar na barra giratoria, aferindo isto

pelo nimero de vezes que o animal cai do aparelho no periodo de um minuto.

A figura 16 mostra o efeito do Extrato Hidroalcodlico de Myracrodruon
urundeuva (EHAMU 5, 10, 20 e 40mg/kg, v.0) sobre a coordenacdo motora dos
animais através do numero de quedas da barra giratéria do Rota-Rod em ratos com
lesdo estriatal induzida por 6-OHDA. Os grupos EHAMU 20 (0,6 0,2449) e
40mg/kg (0,4+0,2449)ndo apresentaram diferencas entre si mas eles e 0 grupo
EHAMU 10mg/kg (1,6 £ 0,2449 ) sao estatisticamente diferentes do Grupo 6-OHDA
(2,6 £0,2429). Os grupos EHAMU 5(2,4+0,2449) e EHAMU 10mg/kgsdo diferentes
do grupo FO (0,4000+0,2449) assim como entre si.

A figura 17 mostra o efeito do Extrato Seco de Myracrodruon urundeuva
(ESMU 10 e 20 mg/kg, v.0) sobre a coordenacdo motora dos animais através do
namero de quedas da barra giratéria do Rota-Rod em ratos com lesdo estriatal
induzida por 6-OHDA. O grupo ESMU 10mg/kg (1,600 +0,2449) e ESMU 20 mg/kg
(1,4 £ 0,2449) apresentaram diferenca estatistica quando comparados ao grupo 6-
OHDA (2,6 £ 0,2449). Considerando ainda as analises estatisticas, os grupos ESMU
10 mg/kg e ESMU 20mg/kg a despeito de ndo serem diferentes entre si, sédo
diferentes do grupo FO (0,4 £ 0,2449).

A Figura 18 representa a comparacdo entre os efeitos dos extratos
Hidroalcodlico (EHAMU) e Seco(ESMU) de Myracrodruon urundeuva nas doses de
10 e 20mg/kg sobre o numero de quedas da barra giratdria no teste do Rota-Rod no
periodo de 1 minuto em ratos com lesdoestriatal induzida por 6-OHDA. Na dose de
10mg/kg os extratos hidroalcodlico (1,6 + 0,2449) e seco (1,6 = 0,2449) sao iguais
entre si nos testes estatisticos. Ndo obstante, nas doses de 20mg/kg os
extratosEHAMU (0,6 £0,2449) e ESMU (1,4 +£0,2449) se mostraram diferentes.
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Figura 16. Efeito do Extrato Hidroalcodlico de Myracrodrounurundeuva
(EHAMU 5, 10, 20 e 40 mg/kg, v.o, por 14 dias além de 30 minutos antes e 1
horas ap0s a cirurgia estereotaxica) na coordenacdo motora (teste de Rota-
Rod) de ratos com leséo estriatal induzida por 6-OHDA. Teste realizado 14 dias
apos a injecao estereotaxica de 6-OHDA. Os animais foram observados durante
uma hora. Os valores foram expressos como média + EPM (n= 5). ®p<0,05vs Grupo
6-OHDA e "p<0,05 vs Grupo FO. (ANOVA e teste Student-Newman-Keul).
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Figura 17. Efeito do Extrato Seco de Myracrodrounurundeuva (ESMU 10e 20
mg/kg, v.o, por 14 dias além de 30 minutos antes e 1 horas ap0s a cirurgia
estereotaxica) na coordenacdo motora (teste de Rota-Rod) de ratos com leséo
estriatal induzida por 6-OHDA. Teste realizado 14 dias ap0s a injecao
estereotaxica de 6-ohda. Os animais foram observados durante uma hora. Os
valores foram expressos como média + EPM (n= 5). ®p<0,05vs Grupo 6-OHDA e
Pp<0,05 vs Grupo FO. (ANOVA e teste Student-Newman-Keul).
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Figura 18. Comparacdo entre os Extratos Hidroalcoolico (EHAMU) e Seco
(ESMU) de Myracrodrounurundeuva (10 e 20 mg/kg, v.o, diariamente por 14
dias além de meia hora antes e 1 hora apés a injecdo estriatalestereotaxica
unilateral de 6-OHDA) na coordenacdo motora de ratos (teste de Rota-Rod)
com lesao estriatal induzida por 6-OHDAde ratos com leséo estriatal induzida
por 6-OHDA.Os valores foram expressos como média + EPM (n=5).*p<0,05
(EHAMU 20mg/kg vs ESMU 20mg/kg). (t-Test).



4.1.3 Teste Rotacional Induzido por Apomorfina

O teste rotacional induzido por apomorfina é utilizado como parametro para a
determinacdo da extensdo da lesdo estriatal em animais submetido a injecéo
estriatal unilateral de 6-OHDA e se caracteriza por movimentos estereotipados de
rotacdo na direcdo contralateral a lesao realizada.

A Figura 19 mostra o efeito doExtrato Hidroalcodlico de
Myracrodruonurundeuva(EHAMU 5,10,20 e 40mg/kg, v.0) no comportamento
rotacional induzido por apomorfina (1mg/kg, s.c) em ratos com lesdoestriatal
induzida por 6-OHDA. A administracdo do extrato na dose de 40mg/kg provocou
uma diminuicdo de 87,2% no numero de rotagdes (25,4 + 2,6) e as doses de 20, 10
e 5mg/kg, reduziram em 77,8% (44,0 = 1,225), 57,4% (84,4 + 7,646) e 8,8% (180,8
+7,123) respectivamente,quando comparadoao grupo 6-OHDA (198,4+8,183).Houve
diferenca significativa entre os grupos EHAMU 20 e 40mg/kg.

A Figura 20 mostra o efeito  do Extrato seco de
Myracrodruonurundeuva(ESMU10 e 20 mg/kg, v.0) no comportamento rotacional
induzido por apomorfina (1mg/kg, s.c) em ratos com leséoestriatal induzida por 6-
OHDA. O extrato nas doses de 10 e 20 mg/kg reduziram em 71,0% (57,4 £ 6,2) e
86,3% (27,2 +£1,855), respectivamente quando comparado ao controle
(198,4+48,183). Os grupos ESMU 20 e ESMU 10 sao estaticamente diferentes.

A Figura 21 representa a comparacdo entre os efeitos dos extratos
hidroalcodlico e seco de Myracrodruonurundeuva nas doses de 10 e 20mg/kg no
comportamento rotacional induzido por apomorfina (1mg/kg, s.c) em ratos com
lesdoestriatal induzida por 6-OHDA.Os grupos EHAMU 20mg/kg(44,0 + 1,225 ) e
ESMU 20mg/kg (27,2 + 1,855 ) apresentaram diferenca estatistica entre si, assim
como ocorreu entre os grupos EHAMU (84,4 + 7,646) e ESMU (57,40 + 6,218) na
dose de 10mg/kg.
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Figura 19. Efeito do Extrato Hidroalcoolicode Myracrodruonurundeuva (EHAMU
5, 10, 20 e 40 mg/kg, v.0, por 14 dias além de 30 minutos antes e 1 horas ap0s a
cirurgia estereotaxica) no comportamento rotacional induzido por apomorfina
(Img/kg, s.c) em ratos com lesdo estriatal induzida por 6-OHDA. Teste realizado
14 dias apds a injecdo estereotaxica de 6-OHDA. Os animais foram observados
durante uma hora. Os valores foram expressos com média + EPM (n= 5). ®p<0,05vs
Grupo 6-OHDA e Pp<0,05 vs Grupo FO. (ANOVA e teste Student-Newman-Keul).
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Figura 20. Efeito do ExtratoSeco de Myracrodruonurundeuva (ESMU10 e
20mg/kg, v.o, por 14 dias além de 30 minutos antes e 1 horas ap0s a cirurgia
estereotaxica) no comportamento rotacional induzido por apomorfina (Img/kg,
s.c) em ratos com lesdo estriatal induzida por 6-OHDA. Teste realizado 14 dias
apls a injecao estereotaxica de 6-OHDA. Os animais foram observados durante
uma hora. Os valores foram expressos com média + EPM(n=5). ®p<0,05vs Grupo 6-

OHDA e "p<0,05 vs Grupo FO. (ANOVA e teste Student-Newman-Keul).
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Figura 21.Comparacdo entre os extratos hidroalcodlico (EHAMU) e seco
(ESMU)de Myracrodruonurundeuva (10 e 20 mg/kg, v.o, diariamente por 14 dias
aléem de meia hora antes e 1 hora apds a injecdo estriatalestereotaxica
unilateral de 6-OHDA) no comportamento rotacional induzido por apomorfina
(Img/kg, s.c) em ratos com lesdo estriatal induzida por 6-OHDA.Os valores
foram expressos com média + EPM (n=5).*p<0,05 (EHAMU 10mg/kg vs ESMU
10mg/kg );*p<0,05 (EHAMU 20mg/kg vs ESMU 20mg/kg); (t-Test).



4.2 Niveis estriatais de Monoaminas
4.2.1 Niveis dopaminérgicos

A principal caracteristica neuroquimica da doenca de Parkinson é a deplecao
dopaminérgica no sistema nigroestriatal devido adenegeracdo neuronal local. A
observacdo dos niveis de dopamina e de seus metabdlitos na via
nigroestriatalconsiste em uma ferramenta importantena busca de agentes que
consigam restabelecer ou aumentar a transmissdo dopaminérgica com consequente

melhora do quadro global da doenca.

A tabela 1 mostra os valores em média £+ EPM dos niveis de dopamina e
DOPAC nos estriado direito e esquerdo de animais com lesédo estriatal direita
induzida por 6-OHDA e tratados com o Extrato Hidroalcoolico de Myracrodruon
urundeuva (5, 10, 20 e 40 mg/kg).

A injecdo estereotaxica de 6-OHDA produziu uma queda de 83,21% (447,8+
79,63ng/mg de tecido) no conteido de dopamina quando comparado ao grupo FO
(2668+350,4ng/mg), indicando uma degeneracdo neuronal intensa. Os grupos
tratados com o EHAMU nas doses de5 e 10mg/kg apresentaram uma reversao leve
e estatisticamente ndo importante dos niveis de dopamina quando comparados ao
grupo 6-OHDA, apresentando ainda uma deplecédo de 72,6% (728,4 £ 206,6 ng/mg)
e 57,6%(1140 =+ 238,5 ng/mg), respectivamente.Houve uma melhora
estatisticamente significante nos niveis de dopamina dos animais tratados com
EHAMU nas doses de 20 e 40mg/kg onde os niveis dopaminérgicos conseguiram
atingir71,7%(1913+146,2ng/mg) e 90,9% (2450 163,7ng/mg), respectivamente do
nivel dopaminérgico atingido pelos animais do grupo FO. Nas analises estatisticas,
os grupos EHAMU 5 e EHAMU 10 ndo sdo considerados diferentes tampouco 0s
grupos EHAMU 20 e EHAMU 40. Ver Figura 22.

A Tabela 2 mostra os valores em média + EPM dos niveis de dopamina e
DOPAC nos estriado direito e esquerdo de animais com lesédo estriatal direita
induzida por 6-OHDA e tratados com o Extrato Seco de Myracrodruon urundeuva
(10 e 20mg/kg).



AFigura 23apresentao efeito do ESMU nas doses de 10 e 20mg/kg sobre os
niveis estriatais de dopamina. A menor dose apresentou deplecdo de 62,9%
(1198+364,8ng/mg de tecido) do conteudo de dopamina estriatal, ndo sendo
estatisticamente diferente do grupo 6-OHDA. A dose de 20mg/kg conseguiu
suplantar os niveis dopaminérgicos atingidos pelo grupo falso operado apresentando
uma média de 3629 + 464,9 nanogramas de dopamina por miligrama de tecido. Para
este parametro, houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos ESMU
10mg/kg e ESMU 20mg/kg.

A figura 24 aponta a comparacgédo no efeito dos extratos hidroalcodlico e seco
de Myracrodruonurundeuva nos niveis de dopamina estriatal. Os grupos
EHAMU10mg/kg (1131 = 238,5 ng/mg de tecido) e ESMU 10mg/kg (988,2 + 364,8
ng/mg de tecido) ndo apresentaram diferencas significativas entre si quando
analisados na estatistica. O grupo ESMU 20mg/kg(3629+464,9) suplantou o efeito
do EHAMU 20mg/kg (1913+146,2) em 89,7% no que diz respeito aos niveis de
dopamina no estriado (em ng/mg de tecido) sendo considerados grupos diferentes

pelos testes estatisticos com nivel de significancia de p< 0,01.



Tabela 1. Efeito do Extrato Hidroalcéolico de Myracrodruonurundeuva nos
niveis de Dopamina e DOPAC (ng/mg de tecido) em corpo estriado de ratos
lesionados com 6-OHDA.

GrupoExperimental Dopamina DOPAC
6-OHDA 447,8+ 79,632 752,3+201,1
ipsilateral
6-OHDA 2027 + 337,3 713,9 + 16,63

contralateral
EHAMU 5 728,4 + 206,6% 1081 + 68,51
ipsilateral
EHAMU 5 1971 + 234,5 1299 + 215,7
contralateral
EHAMU 10 1146+ 185,4 990,3 +417,4
ipsilateral
EHAMU 10 1994 + 30,67 333,8 +46,78
contralateral
EHAMU 20 1913 +146,2 2003 + 318,6*"
ipsilateral
EHAMU 20 2072 + 588,3° 304,7 + 46,55
contralateral
EHAMU 40 2450 + 163,7* 687,8 + 373,12
ipsilateral
EHAMU 40 3921 +221,8 1755 +172,1
contralateral
FO 2668 + 350,4° 1985 +182,4°
ipsilateral
FO 2986 + 519,3 774,0 £ 68,83

contralateral

O Extrato Hidroalcodlico de Myracrodruonurundeuva (5, 10, 20 e 40 mg/kg, v.o) foi
administrada diariamente por 14 dias, além de 30 minutos antes e uma hora apos a
injecdo estereotaxica unilateral de 6-OHDA. Duas semanas ap0s o procedimento
estereotaxico, os animais foram sacrificados por decaptacdopara a retirada dos
corpos estriados (direitos e esquerdos). Os resultados foram expressos como média
+ EPM (n=4-7). Ipsilateral corresponde ao estriado retirado do lado em que houve a
lesdo com 6-OHDA (direito) e contralateral ao estriado do lado oposto ao da lesdo
(esquerdo). ®p<0,05 vsControle contralateral do grupo, °p<0,05 vs grupo 6-
OHDA.(ANOVAEe teste Student-Newman-Keul).
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Figura 22.Efeito do extrato de Myracrodruonurundeuva (5, 10, 20 e 40 mg/kg,

v.0, diariamente por 14 dias e 1 hora ap0s a injecado estereotaxica unilateral de
6-OHDA) nos niveis de dopamina (ng/mg de tecido) em estriado direito de
ratoscom lesdo estriatal induzida por 6-OHDA. Os valores foram expressos com
média + EPM (n= 5-7). ®p<0,05vs Grupo 6-OHDA e °p<0,05 vs Grupo FO.(ANOVAe

teste Student-Newman-Keul).



Tabela 2. Efeito do Extrato Seco de Myracrodruonurundeuva nos niveis de
Dopamina e DOPAC (ng/mg de tecido) em corpo estriado de ratos lesionados
com 6-OHDA.

GrupoExperimental Dopamina DOPAC
6-OHDA 447 .8+ 79,632 752,3 £+ 201,1
ipsilateral
6-OHDA 2027 + 337,3 713,9 £ 16,63

contralateral
ESMU 10 1192+146,5 946 + 266,8
ipsilateral
ESMU 10 3108 +548,5 2435 + 296,5
contralateral
ESMU 20 3629+ 464,9 1224 + 256,9
ipsilateral
ESMU 20 4651 £ 678,2 1957 +892,2
contralateral
FO 2668 + 350,4° 1985+ 182,4°
ipsilateral
FO 2986 + 519,3 774,0 £ 68,83

contralateral

O Extrato Seco de Myracrodruonurundeuva (5, 10, 20 e 40 mg/kg, v.0) foi
administrada diariamente por 14 dias, além de 30 minutos antes e uma hora apos a
injecdo estereotaxica unilateral de 6-OHDA. Duas semanas ap0s o procedimento
estereotaxico, os animais foram sacrificados por decapitacdopara a retirada dos
corpos estriados (direitos e esquerdos). Os resultados foram expressos como média
+ EPM (n=4-7). Ipsilateral corresponde ao estriado retirado do lado em que houve a
lesdo com 6-OHDA (direito) e contralateral ao estriado do lado oposto ao da leséo
(esquerdo). ?p<0,05 vs Controle contralateral do grupo, °p<0,05 vs grupo 6-
OHDA.(ANOVAEe teste Student-Newman-Keul).
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Figura 23.Efeito do extr ruonurundeuva (10 e 20 mg/kg,

v.0, diariamente por 14 dias além de meia hora antes e 1 hora ap0s a injecao
estriatalestereotaxica unilateral de 6-OHDA) nos niveis de dopamina (ng/mg de
tecido) em estriado direito de ratoscom lesdo estriatal induzida por 6-OHDA.
Os valores foram expressos com média = EPM (n= 4-7). ®p<0,05vs Grupo 6-OHDA e

Pp<0,05 vs Grupo FO.(ANOVA e teste Student-Newman-Keul).
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Figura 24. Comparacdo entre os extratos hidroalcodlico (EHAMU) e seco
(ESMU)de Myracrodruonurundeuva (10 e 20 mg/kg, v.o, diariamente por 14 dias
aléem de meia hora antes e 1 hora apds a injecdo estriatalestereotaxica
unilateral de 6-OHDA) sobre niveis de dopamina (ng/mg de tecido) em estriado
direito de ratos. Os valores foram expressos com média + EPM (n= 4-5). *p<0,01
EHAMU 20mg/kg vsESMU 20mg/kg. (t-Test).



4.3 Atividade Antioxidante do Extrato Seco de Myracrodruon urundeuva

4.3.1 Método do DPPH

A figura 26 mostra o efeito do Extrato Seco de Myracrodruon urundeuva nas
concentragbes 25, 50 e 100ug/mL sobre a redugédo da absorbancia da solugdo de
DPPH. A absorbancia observada nas solugcdes com concentracoes de 25
(0,1346+0,003), 50 (0,1503+0,003702) e 100 (0,1435+0,002612) pug/mL de ESMU a
despeito de serem iguais entre si, diferiram do controle (1,946 +0,04). Um controle
com Vitamina E foi incluido no teste (0,1920+0,003036).

4.3.2 Método da SOD/NBT

A figura 27 mostra que o Extrato Seco de Myracrodruon urundeuva nas
concentragbes 25(0,0160+ 0,0080), 50(0,0105+0,0015), 100(0,0200+0,0100),
200(0,0285+0,001500) e 400ug/mL(0,0610 +£0,004000)né0 apresentam efeito sobre
atividade da superoxido dismutase. Um controle com Acido Ascorbico (AA) foi
incluido no teste (0,4650+0,01800).



Absorbancia (517nm)

Figura 25. Absorbancia da solucédo do radical DPPH na presenca do ESMU (25,
50 e 100pug/mL) e de Vitamina E (Vit E, ). Os valores foram expressos como média

+ EPM (n= 4-5). ®p<0,05 vs controle. (ANOVA e teste Student-Newman-Keul).
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Figura 26. Atividade da supeodxido dismutase no Extrato seco de Myracrodruon
urundeuva nas concentragdes de 25, 50, 100, 200 e 400ug/ml. Os valores foram
expressos com média + EPM (n= 6-9). p<0,05 vs controle;’p<0,05 vs AA. (ANOVA

e teste Student-Newman-Keul).



4.4Atividade anti-inflamatéria e analgésica do extratoSeco de Myracrodruon

urundeuva

A figura 27mostra o efeito do extrato Seco de Myracrodruon urundeuva (10, 20
e 40mg/kg) sobre o edema de pata induzido por carragenina em ratos. O
edema apresentado pelo grupo controle carragenina (0,9511+ 0,076)
apresentou diferenca estatistica quando comparado aos dos grupos ESMU
20mg/kg (0,5800 * 0,06011) e indometacina (0,5550 + 0,07205) mas nao aos
dos grupos ESMU 10mg/kg(1,140 + 0,1011) e ESMU 40mg/kg
(0,8740+0,02943). Um grupo indometacina 20mg/kg foi utilizado como controle
(0,5550 + 0,07).

A figura 28 mostra o efeito do extrato Hidroalcodlico de Myracrodruon
urundeuva (10 e 20mg/kg) sobre a hiperalgesia induzida por carragenina no
teste de Hargreaves. O tempo para retirada da pata, indicando hiperalgesia
apresentado pelo grupo controle carragenina (8,344 +1,017) apresentou
diferenca estatistica quando comparado a todos os demais grupos: ESMU
10mg/kg (13,29+0,6075), ESMU 20mg/kg (17,50 +1,192), ESMU 40
(14,82+0,5400) e indometacina 20mg/kg. Os grupos ESMU 10 e 40mg/kg séao
iguais entre si no teste estatistico ANOVA. Os grupos ESMU 20 e ESMU 40
sdo, e acordo com o teste estatistico, iguais entre si e ao grupo indometacina
20mg/kg.
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Figura27. Efeito do extrato seco de Myracrodruon urundeuva (ESMU 10, 20 e

40mg/kg) e indometacina (20mg/kg) sobre o edema de pata induzido por

= 0-

carragenina (1%) em ratos. Os valores foram expressos com média = EPM (n

5). ®p<0,05 vs carragenina; "p< 0,05 vs indometacina. (ANOVA e teste Student-

Newman-Keul).
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Figura 28. Efeito do extrato hidroalcoodlico de Myracrodruon urundeuva (ESMU

10, 20 e 40mg/kg) e indometacina (20mg/kg) sobre a hiperalgesia térmica

induzida por carragenina no teste de Hargreaves. Os valores foram expressos

com média + EPM (n= 9-6). ?p<0,05 vs carragenina; "p< 0,05 vs indometacina.

(ANOVA e teste Student-Newman-Keul).



4.5 Estudos Histoldgicos

4.5.1 Contagem de células viaveis por método de Nissl

O método de Nissl utiliza o cresil violeta, um corante béasico utilizado para
evidenciar o citoplasma de neurbnios. O citoplasma contém varias estruturas, dentre
as quais, os corpusculos de Nissl, compostos basicamente por RNA. Esta coloracdo
opera como indicador da viabilidade neuronal, pois, quando da ocorréncia de lesao
neuronal, esses corpusculos podem desaparecer, fendmeno conhecido por

cromatolise.

No grupo Falso Operado, a média de neurdnios viaveis por campo foi de 174
+ 8,390 . O grupo da 6-OHDA apresentou uma reducao de 58,33% (72,44+3,321) no
numero de células viaveis enquanto que os grupos tratados com EHAMU nas doses
de 20 e 40mg/kg apresentaram uma reducdo de apenas 34,38% (113,3+5,053) e
11,83% (153,4+5,308), respectivamente. (Figuras 29 e 30).



Figura 29. Micrografia de neurdnios viaveis pelo método de Nissl em estriado
direito de ratos sumetidos a lesdo estriatal estereotaxica unilatera de 6-OHDA.
A: 6-OHDA; B: EHAMU 20; C: EHAMU 40 (meia horas antes, uma hora depois e por
15 dias apos a injecdo de 6-OHDA); D: Falso Operado meia horas antes, uma hora

depois e por 15 dias apoés a inje¢do de 6-OHDA). x 40.



N

o

o
]

*kk

100+

NUmero de neurdnios/campo

o
L

6-OHDA 20 40 FO

EHAMU (mg/kg)

Figura 30. Contagem de Células viaveis em estriado direito de ratos
submetidos a injecdo estereotaxica unilateral de 6-OHDA. Coloracdo pelo
método deNissl comCresil violeta. Contagem realizada em 3 campos Opticos de
cada animal (n=3) sob aumento de 40x. Os valores sdo expressos como a média *
EPM. ***p<0,001 representa diferenca significativa comparada ao grupo 6-OHDA.
(ANOVA — Newman — Keuls test).



4.5.2 Ensaios de Imunohistoquimica

4.5.2.1 Imunohistoquimica para Tirosina Hidroxilase (TH) em estriado
direito de ratos submetidos a lesdo estereotaxica unilateral de 6-OHDA e
tratados com o EHAMU 40 mg/kg, v.o, por 14 dias.

A imunomarcacaopara TH foi observada na fotomicrografia do estriado direito
dos animais (Figura 31)onde ficou evidente que o tratamento com EHAMU 40 mg/kg
(110,3 + 9,02)aumentou de forma consideravel e significativa (Figura 32) o nimero

de células positvas para TH ao se comparar o grupo controle 6-OHDA (8,5 + 0,99).



Figura 31. Fotomicrografia de imunohistoquimica para TH em estriado direito
de ratos sumetidos a lesdo estriatal estereotaxica unilatera de 6-OHDA e
tratados cpor 14 dias com EHAMU .A: 6-OHDA; B: EHAMU (administrados meia

horas antes, uma hora depois e por 14 dias ap0s a injecdo de 6-OHDA, v.0. x 40.
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Figura 32. Contagem de imunomarcacao para Tirosina Hidroxilase (TH) em
estriado direito de ratos submetidos a injecao estriatal estereotaxica unilateral
de 6-OHDA e tratados por 14 dias com EHAMU. Contagem realizada em 3
campos Opticos de cada animal (n=1-2) sob aumento de 40x.0Os valores sé&o
expressos como a média + EPM. **p<0,001 representa diferenca significativa

comparada ao grupo 6-OHDA. (T- Teste — ndo paramétrico).



4.5.2.2 Imunohistoquimica para COX-2 nas areas hipocampais Giro
denteado, CA1 e CA3, no cortex e no estriado direito de ratos submetidos a
lesdo estereotaxica unilateral de 6-OHDA e tratados com o EHAMU, v.o, por 14
dias

A imunomarcacéopara COX-2 foi investigada por meio de fotomicrografia nas
regides do giro denteado (Figura 33), CAl (Figura 34) e CA3 do hipocampo (Figura
35); cortex (Figura 36)e estriado (Figura 38).

Observou-se uma maior marcacéo tecidual para COX-2 nas areas do giro
denteado, CA3 e Cortex cerebral, além do estriado. Nao foi observado marcacéo
siginificativa na regidao CA1.

A Figura 37 mostra a contagem de células marcadas com COX-2 no cortex
dos animais do grupo controle 6-OHDA (66,83 + 1,88), EHAMU 20 mg/kg (29,67 +
1,56), EHAMU 40 mg/kg (22,83 + 1,70) e Falso operado ( 6,50 + 1,47).

A Figura 39 mostra a contagem de células marcadas com COX-2 no estriado
direito dos animais do grupo controle 6-OHDA (256,3 + 9,67), EHAMU 20 mg/kg
(80,17 £ 2,67), EHAMU 40 mg/kg (81,67 + 3,44) e Falso operado (63,17 £
3,40).



Figura 33. Fotomicrografia de imunohistoquimica para COX-2na area do giro
denteadode ratos sumetidos a les@o estriatal estereotaxica unilateral de 6-
OHDA e tratados por 14 dias com o EHAMU.A: 6-OHDA ; B: EHAMU 20; C:
EHAMU 40 (B e C meia horas antes, uma hora depois e por 15 dias ap0s a injecao
de 6-OHDA); D: Falso Operado (agua destilada meia horas antes, uma hora depois

e por 15 dias apos a injecdo de 6-OHDA). x 40.



Figura 34. Fotomicrografia de imunohistoquimica para COX-2 na area CA1 do

hipocampo de ratos sumetidos a leséo estriatal estereotaxica unilatera de 6-
OHDA e tratados por 14 dias com o EHAMU.A: 6-OHDA ; B: EHAMU 20; C:
EHAMU 40 (B e C meia horas antes, uma hora depois e por 15 dias apos a injecao
de 6-OHDA); D: Falso Operado (dgua destilada meia horas antes, uma hora depois

e por 15 dias apos a injecdo de 6-OHDA). x 40.



Imunomarcacgao para COX-2 na area CA3

Figura 35. Fotomicrografia de imunohistoquimica paraCOX-2 na area CA3 do
hipocampo de ratos sumetidos a leséo estriatal estereotadxica unilatera de 6-
OHDA e tratados por 14 dias com o EHAMU.A: 6-OHDA ; B: EHAMU 20; C:
EHAMU 40 (B e C meia horas antes, uma hora depois e por 15 dias apos a inje¢édo
de 6-OHDA); D: Falso Operado (dgua destilada meia horas antes, uma hora depois

e por 15 dias apos a injecdo de 6-OHDA). x 40.



Figura 36. Fotomicrografia de imunohistoquimica para COX-2em coértex do
hipocampo de ratos sumetidos a leséo estriatal estereotaxica unilatera de 6-
OHDA e tratados por 14 dias com o EHAMU.A: 6-OHDA ; B: EHAMU 20; C:
EHAMU 40 (B e C meia horas antes, uma hora depois e por 15 dias ap0s a injecao
de 6-OHDA); D: Falso Operado (dgua destilada meia horas antes, uma hora depois

e por 15 dias apos a injecdo de 6-OHDA). x 40.



(Cortex)

6-OHDA 20 40 FO

EHAMU (mg/kg)

NUmero de células com imunomarcacao para COX-2

Figura 37. Contagem de imunomarcacao para COX-2 em cértex direito de ratos
submetidos a injecao estriatalestereotaxica unilateral de 6-OHDAe tratados por
14 dias com o EHAMU. Contagem realizada em 3 campos épticos de cada animal
(n=2) sob aumento de 40x. Os valores sdo expressos como a média + EPM.
***n<0,001 representa diferenca significativa comparada ao grupo 6-OHDA. (ANOVA
— Newman — Keuls test).



Imunomarcacgao para COX-2 no estriado

Figura 38. Fotomicrografia de imunohistoquimica para COX-2em estriado

direito de ratos sumetidos a lesdo estriatal estereotaxica unilatera de 6-
OHDAOHDAEe tratados por 14 dias com o EHAMU.A: 6-OHDA ; B: EHAMU 20; C:
EHAMU 40 (B e C meia horas antes, uma hora depois e por 15 dias apos a injecao
de 6-OHDA); D: Falso Operado (agua destilada meia horas antes, uma hora depois

e por 15 dias apos a injecdo de 6-OHDA). x 40.
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Figura 39. Contagem de imunomarcacdo para COX-2 em estriado direito de
ratos submetidos a injecdo estriatal estereotaxica unilateral de 6-OHDA.
Contagem realizada em 3 campos oOpticos de cada animal (n=2) sob aumento de
40x. Os valores sdo expressos como a média + EPM. ***p<0,001 representa
diferenca significativa comparada ao grupo 6-OHDA. (ANOVA — Newman — Keuls
test).



4.5.2.3 Imunohistoquimica para iINOS nas éareas do hipocampo Giro
denteado, CA1 e CA3, no cortex e no estriado direito de ratos submetidos a
lesdo estereotaxica unilateral de 6-OHDA e tratados com o EHAMU, v.o, por 14
dias.

A imunomarcacaopara iNOS foi investigada por meio de fotomicrografia nas
regides do giro denteado (Figura 40), CA1 (Figura 41) e CA3 do hipocampo (Figura
42); cortex (Figura 43)e estriado (Figura 45).

A Figura 44 mostra a contagem de células marcadas com iNOS no cortex
dos animais do grupo controle 6-OHDA (78 = 2,88), EHAMU 20 mg/kg (73,17 *
2,12), EHAMU 40 mg/kg (50,67 £ 3,04) e Falso operado (53,67 + 2,51).

A figura 46 mostra a contagem de células marcadas com iNOS no estriado
direito dos animais do grupo controle 6-OHDA (74,83 + 2,96), EHAMU 20 mg/kg
(69,17 = 3,88), EHAMU 40 mg/kg (63,33 £ 2,21) e Falso operado (29,67 + 1,72).



Imunomarcacgao para iNOS noGiro Denteado

A B

Figura 40. Fotomicrografia de imunohistoquimica para iNOSna areadoGiro
Denteado de ratos sumetidos a lesdo estriatal estereotaxica unilatera de 6-
OHDA e tratados por 14 dias com EHAMU. A: 6-OHDA ; B: EHAMU 20; C:
EHAMU 40 (B e C meia horas antes, uma hora depois e por 15 dias ap0s a injecao
de 6-OHDA); D: Falso Operado (agua destilada meia horas antes, uma hora depois

e por 15 dias apos a injecdo de 6-OHDA). x 40.



Imunomarcacéo para iNOSna Area CA1

Figura 41. Fotomicrografia de imunohistoquimica para iNOS na area CAl do
hipocampo de ratos sumetidos a lesdo estriatal estereotaxica unilatera de 6-
OHDA.A: A: 6-OHDA ; B: EHAMU 20; C: EHAMU 40 (B e C meia horas antes, uma
hora depois e por 15 dias apos a injecdo de 6-OHDA); D: Falso Operado (agua
destilada meia horas antes, uma hora depois e por 15 dias ap0s a injecdo de 6-
OHDA). x 40.



Imunomarcacao para INOSna Area CA3

B

Figura 44. Fotomicrografia de imunohistoquimica para iNOSna area CA3 do
hipocampo de ratos sumetidos a leséo estriatal estereotaxica unilatera de 6-
OHDA.A: 6-OHDA ; B: EHAMU 20; C: EHAMU 40 (B e C meia horas antes, uma
hora depois e por 15 dias apos a injecdo de 6-OHDA); D: Falso Operado (agua
destilada meia horas antes, uma hora depois e por 15 dias apos a inje¢do de 6-
OHDA). x 40.



Imunomarcacgao para iINOSno cortex cerebral

Figura 45. Fotomicrografia de imunohistoquimica para iNOSem cortex cerebral
de ratos sumetidos a lesdo estriatal estereotaxica unilatera de 6-OHDA.A: 6-
OHDA ; B: EHAMU 20; C: EHAMU 40 (B e C meia horas antes, uma hora depois e
por 15 dias apés a injecdo de 6-OHDA); D: Falso Operado (agua destilada meia

horas antes, uma hora depois e por 15 dias ap0s a injecdo de 6-OHDA). x 40.
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Figura 44. Contagem de imunomarcacdo para iNOSem cortex cerebral direito
de ratos submetidos a injecdo estriatalestereotaxica unilateral de 6-OHDA.
Contagem realizada em 3 campos 6pticos de cada animal (n=2) sob aumento de
40x. Os valores sdo expressos como a média + EPM. ***p<0,001 representa
diferenca significativa comparada ao grupo 6-OHDA. (ANOVA — Newman — Keuls
test).



Figura 45. Fotomicrografia de imunohistoquimica para iNOSem estriado direito

de ratos sumetidos a lesdo estriatal estereotaxica unilatera de 6-OHDA.A: 6-
OHDA ; B: EHAMU 20; C: EHAMU 40 (B e C meia horas antes, uma hora depois e
por 15 dias apés a injecdo de 6-OHDA); D: Falso Operado (agua destilada meia

horas antes, uma hora depois e por 15 dias apos a injecédo de 6-OHDA). x 40.
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Figura 46. Contagem de imunomarcacéao para iNOS em estriado direito de ratos
submetidos a injecdo estriatal estereotaxica unilateral de 6-OHDA. Contagem
realizada em 3 campos opticos de cada animal (n=2) sob aumento de 40x.0Os
valores sdo expressos como a média £+ EPM. *p<0,05; ***p<0,001 representa
diferenca significativa comparada ao grupo 6-OHDA. (ANOVA — Newman — Keuls
test).



4.5.2.4 Imunohistoquimica para TNF-a nas areas do hipocampo Giro
denteado, CA1 e CA3, no cortex e no estriado direito de ratos submetidos a
lesé@o estereotaxica unilateral de 6-OHDA e tratados com o EHAMU, v.o, por 14
dias.

A imunomarcacaoparaTNF-a foi investigada por meio de fotomicrografia nas
regides do giro denteado (Figura 47), CA1 (Figura 48) e CA3 do hipocampo (Figura
49); cortex (Figura 50) e estriado (Figura 51).

A figura 52mostra a contagem de células marcadas com TNF-a no estriado
direito dos animais do grupo controle 6-OHDA (245 + 9,85), EHAMU 20 mg/kg (83,50
+ 3,79), EHAMU 40 mg/kg (96,17 * 4,45) e Falso operado (27,17 £ 1,92).



Imunomarcacao para TNF-a no Giro Denteado

Figura 47. Fotomicrografia de imunohistoquimica para TNF-ana areado giro

denteado do hipocampo de ratos sumetidos a lesdo estriatal estereotaxica
unilatera de 6-OHDA.A: 6-OHDA; B: EHAMU 40 (administrado meia horas antes,

uma hora depois e por 15 dias ap06s a injecdo de 6-OHDA, v.0). x 40.



Imunomarcacao para TNF-a na area CA1 do hipocampo

Figura 48. Fotomicrografia de imunohistoquimica para TNF-ana area CAl do
hipocampo de ratos sumetidos a leséo estriatal estereotaxica unilatera de 6-
OHDA.A: 6-OHDA; B: EHAMU 40 (administrado meia horas antes, uma hora depois
e por 15 dias ap6s a injecdo de 6-OHDA, v.0). x 40



Figura 49. Fotomicrografia de imunohistoquimica para TNF-ana area CA3 do

hipocampo de ratos sumetidos a leséo estriatal estereotaxica unilatera de 6-
OHDA.A: 6-OHDA; B: EHAMU 40 (administrado meia horas antes, uma hora depois
e por 15 dias apos a injecdo de 6-OHDA, v.0). x 40.



Imunomarcacao para TNF-a no cértex cerebral

Figura 50. Fotomicrografia de imunohistoquimica para TNF-aem cértex

cerebralde ratos sumetidos a lesdo estriatal estereotaxica unilatera de 6-
OHDA.A: 6-OHDA; B: EHAMU 40 (administrado meia horas antes, uma hora depois
e por 15 dias apoés a injecao de 6-OHDA, v.0). x 40.



Figura 51.Fotomicrografia de imunohistoquimica paraTNF-a em estriado direito

de ratos sumetidos a lesdo estriatal estereotaxica unilatera de 6-OHDA.A: 6-
OHDA ; B: EHAMU 20; C: EHAMU 40 (B e C meia horas antes, uma hora depois e
por 15 dias apés a injecdo de 6-OHDA); D: Falso Operado (agua destilada meia

horas antes, uma hora depois e por 15 dias ap0s a injecédo de 6-OHDA). X 40.
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Figura 52. Contagem de imunomarcacdo para TNF-a em estriado direito de
ratos submetidos a injecdo estriatal estereotaxica unilateral de 6-OHDA.
Contagem realizada em 3 campos 6pticos de cada animal (n=2) sob aumento de
40x. Os valores sdo expressos como a média + EPM. ***p<0,001 representa
diferenca significativa comparada ao grupo 6-OHDA. (ANOVA — Newman — Keuls
test). X 40.



4.5.2.5 Imunohistoquimica para NF-kBno estriado direito de ratos
submetidos a lesdo estereotaxica unilateral de 6-OHDA e tratados com o
EHAMU, v.o, por 14 dias.

A imunomarcacaoparaNF-kBfoi investigada por meio de fotomicrografiano
estriado dos animais (Figura 53).

A figura 54mostra a contagem de células marcadas com NF-kBno estriado
direito dos animais do grupo controle 6-OHDA (245 + 9,85), EHAMU 20 mg/kg (83,50
+ 3,79), EHAMU 40 mg/kg (96,17 + 4,45) e Falso operado (27,17 = 1,92).
Evidenciando portanto a acdo do EHAMU em inibir o fator de transcricao.



Imunomarcacao para NF-«B no Estriado direito

..
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Figura 53.Fotomicrografia de imunohistoquimica para NF-kBem estriado direito

de ratos sumetidos a leséo estriatal estereotaxica unilatera de 6-OHDA. A: 6-
OHDA ; B: EHAMU 20; C: EHAMU 40 (B e C meia horas antes, uma hora depois e
por 15 dias apés a injecdo de 6-OHDA); D: Falso Operado (agua destilada meia

horas antes, uma hora depois e por 15 dias ap0s a injecédo de 6-OHDA). X 40.
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Figura 54. Contagem de imunomarcacdo para NF-kBem estriado direito de
ratos submetidos a injecdo estriatalestereotaxica unilateral de 6-OHDA.
Contagem realizada em 3 campos 6pticos de cada animal (n=2) sob aumento de
40x. Os valores sdo expressos como a média + EPM. ***p<0,001 representa
diferenca significativa comparada ao grupo 6-OHDA. (ANOVA — Newman — Keuls
test). X 40.



4.5.2.6 Imunohistoquimica para OX-42 no estriado direito de ratos
submetidos a lesdo estereotaxica unilateral de 6-OHDA e tratados com o
EHAMU, v.o, por 14 dias.

A imunomarcacaoparaOX-42foi investigada por meio de fotomicrografiano
estriado dos animais (Figura 55). Foi observada uma drastica diminuicdo da
marcacéao para OX-42 nos animais tratados com o EHAMU.



Imunomarcacao para OX-42 no Estriado direito

Figura 55.Fotomicrografia de imunohistoquimica para OX-42em estriado direito
de ratos sumetidos a leséo estriatal estereotaxica unilatera de 6-OHDA. A: 6-
OHDA ; B: EHAMU 20; C: EHAMU 40 (B e C meia horas antes, uma hora depois e
por 15 dias apés a injecdo de 6-OHDA); D: Falso Operado (agua destilada meia

horas antes, uma hora depois e por 15 dias ap0s a injecédo de 6-OHDA). X 40.



4.5.2.7 Imunohistoquimica para GFAP no estriado direito de ratos
submetidos a lesdo estereotaxica unilateral de 6-OHDA e tratados com o
EHAMU, v.o, por 14 dias.

A imunomarcacaoparaGFAPfoi investigada por meio de fotomicrografiano
estriado dos animais (Figura 56). E a contagem das células marcadas foi realizada
nos grupos: 6-OHDA (67,67 + 4,33); HEAMU 20 (44,33 + 3,48); EHAMU 40 (28,33 +
3.38) e FO (11,67 + 0,88) (Figura 57). Evidenciando que o EHAMU também é
capaz de inibir a astrocitose observada no modelo de Parkinson induzido por 6-
OHDA.



Imunomarcacao para GFAP no Estriado direito

A B

Figura 58. Fotomicrografia de imunohistoquimica para GFAPem estriado

direito de ratos sumetidos a lesdo estriatal estereotaxica unilatera de 6-
OHDA.A: 6-OHDA ; B: EHAMU 20; C: EHAMU 40 (B e C meia horas antes, uma
hora depois e por 15 dias apos a injecdo de 6-OHDA); D: Falso Operado (agua
destilada meia horas antes, uma hora depois e por 15 dias apos a injecédo de 6-

OHDA). X 40.
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Figura 59. Contagem de imunomarcacdo para GFAPem estriado direito de
ratos submetidos a injecdo estriatalestereotaxica unilateral de 6-OHDA.
Contagem realizada em 3 campos o6pticos de cada animal (n=1-2) sob aumento de
40x.0s valores sdo expressos como a média + EPM. ***p<0,001 representa
diferenca significativa comparada ao grupo 6-OHDA. (ANOVA — Newman — Keuls

test).



5. Discussao

A doenca de Parkinson(DP) éa segunda doenca neurodegenerativa mais
comum no mundo. Sendo relacionada com a idade e contextualizando o
envelhecimento populacional que esta ocorrendo na sociedade, sua incidéncia esta
destinada a crescer acarretando no aumento do impacto social e doscustos
demandados por ela, o que justifica anecessidade prementedo desenvolvimentode
novas estratégias terapéuticaspara esta patologia que venham, sendo curar pelo
menos, coibir a sua progresséo (BLANDINI, 2010).

Na DP, a perda progressiva dos neurdnios dopaminérgicos na pars compacta
da substancia negra (SNpc) funciona como gatilho para complexas modificacdes no
circuito dos ganglios da base que subjazem os sintomas motores tipicos da doenca
como tremor, rigidez muscular, instabilidade postural e bradicinesia. Porquanto nao
existe um unico fator causador para a doenca, é sugerido um numero reduzido de
mecanismos que convergem para tentar explicar a sua origem como: 0 acumulo de
ferro (BROOM et al., 2011), o estresse oxidativo, defeitos mitocondriais,
empacotamento defeituoso de proteinas e neuroinflamacéo. Muitas, se néo todas,
informacdes provém de estudos conduzidos nas ultimas quatro décadas mediante o
uso de modelos experimentais, o que tem progressivamente identificado os
mecanismos etiopatogénicos mdultiplos e a fisiopatologia envolvida na Doenca de
Parkinson (BLANDINI et al., 2008).

A injecdo intraestriatal de 6-OHDA incita danos aos terminais dopaminérgicos
seguidos por perda progressiva e delongada dos neurdnios da SNpc por um
mecanismo de morte anterégrado (dying back). O nivel de dano celular provocado
pela injecdo estriatal € menos marcante quando comparada a lesdo provocada pela
injecdo da toxina diretamente na substancia negra, ficando limitada a 50-70% de
perda do ndcleo (BLANDINI et al.,, 2008). Esta neurotoxina medeia suas
acOesatravés do potente dano oxidativo consequente da inibicdo da atividade das
enzimas do complexo respiratorio mitocondrial e, em parte, pela ativagcdo da
microglia com consequente neuroinflamacdo (WHITTON, 1997).Por outro lado
parametros como for¢ca muscular,equilibrio e coordenacdomotora dependem

dainteracdo devarios neurotransmissoresem regidesdiferentes do cérebrocomo o


http://www.sciencedirect.com.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0006899312011365#bib53

cortexmotor,0 estriado, o tronco cerebral e ocerebelo e podem ser avaliados pelo
teste do Rota-rod (WICHMANN &DELONG, 2002).

No presente trabalho avaliamos de modo comparativo o0s efeitos
comportamentais e neuroquimicos de duas preparacfes obtidas de Myracrodruon
urundeuva (aroeira-do-sertdo) em modelo experimental de DP. Os nossos
resultados mostraram quea administracao intraestriatal de 6-OHDA reduziu de forma
mais marcante a coordenacdo motora do que a atividade motora (avaliada pelo
campo aberto) dos animais.Porquanto a dopamina € essencial para a coordenacao
do movimento motor, a diminuicdo dos niveis deste neurotransmissor acarreta na
falha desse sistema (KUMAR et al.,, 2012). A deterioracdo do desempenhodos
animais submetidos a lesdo estriatal também pode ser consequencia da
degeneracdo cortical que ocorre, dentre outras causas, pelo processo de
neuroinflamacéo instalado, como evidenciado em alguns estudos(SEKIYAMA et al.,
2012).

O tratamento com EHAMU e ESMU nas doses respectivas de 40 e 20 mg/kg,
v.0, por 14 dias melhorou o desempenhomotor dos animais no teste do rota-rod,
sugerindo o seu efeito neuroprotetor. E possivel que o tratamento com estas
preparacoes se deva a preservacao pelo menos parcial, dos niveis de dopamina na
via nigroestriatal, por vias que provavelmente diminuem o dano oxidativo e a cascata
inflamatoria ndo permitindo uma degeneracdo dopaminérgica mais intensa nos
animais lesionados com 6-OHDA e tratados com EHMU ou ESMU, em relacéo
aqueles apenas lesionados. No teste do campo aberto apenas o numero de
grooming apresentou diferenca estatistica significante quando comparado ao grupo
6-OHDA, mostrando uma diminuicdo no niumero deste comportamento estereotipado

0 que pode ser identificado como alguma atividade sedativa da planta.

A despeito de a bradicinesia ser um dos sinais cardinais da doenca, o teste
do campo aberto utilizado em animais que sofreram inducédo experimental da DP
nem sempre apresenta efeitos sobre a movimentacdo animal como observado no
trabalho realizado por Barbieroe colaboradores (2010), o que indica que este teste,

por mais que nos dé uma boa ideia de como esta a atividade motora do animal, nao



tenha uma aplicacdo tdo direta nestes modelos, como tem o teste de
comportamento rotacional provocado por agonistas dopaminérgicoscomo é o caso

da apomorfina.

Classicamente, ratos submetidos a lesdo na via dopaminérgicanigroestriatal
apresentam estereotipia motora e comportamento rotacional em resposta a
administracdo sistémica de um agonista dopaminérgico (MEREDITH & KANG,
2006). O teste rotacional induzido por apomorfina continua sendo a referéncia inicial
para determinacdo da magnitude da perda dos neurbnios dopaminérgicos. O
desequilibrio no conteudo de dopamina entre os lados esquerdo e direito do cérebro
causa a assimetria rotacional observada, onde o animal apresenta rotacdes
oriundasdo lado cerebral de maior atividade devido a presenca de um maior de
neurdnios dopaminérgicos viaveis (UNGERSTEDT, 1971). No presente estudo, 0s
animais submetidos a cirurgia estereotaxicaintraestriatal de 6-OHDA apresentaram
rotacdes contralaterais esteriotipadas, o que validou o experimento. Os tratamentos
tanto com EHAMU quanto com ESMU diminuiram o numero de rotacdes de forma
dose dependente como observado na estatistica, o que denota um possivel efeito
neuroprotetor da planta provavelmente mediado pela preservacdo dos niveis de
dopamina no corpo estriado, comprovado pelos resultados dos niveisestriatais de

monoaminas realizados pelo HPLC.

A associacdo entre a deplecdo dopaminérgica na via nigroesriatal e a doenca
de Parkinson ja € bem estabelecida (KELLEY et al., 2012) logo, diminuicbes nas
concentracbes de dopamina (DA) e DOPAC no estriado dos animais ja eram
esperadas e, de fao, foram observadas neste estudo. Corroborando com estes
achados, a tirosina hidroxilase (TH), enzima limitante da sintese de dopamina sendo
expressa principalmente nos neurénios dopaminérgicos, também teve sua presenca
drasticamente diminuida pela 6-OHDA como observado no corpo estriado dos
animais através da andlise imunohistoquimica. Estes resultados estdo de acordo
com estudos que utilisam o mesmo modelo e que apontam uma perda consideravel
de neurdnios dopaminérgicos observada através da diminuicdo acentuada da

marcacdo de imunohistoquimica para TH (JANG et al.,, 2012). Estes achados
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refletem o dano aos terminais neuronais estriatais ou mesmo a morte dos neurdnios

dopaminérgicos da SNpc.

Os extratos testados elevaram os niveis de dopamina e de DOPAC, assim
como aumentaram a marcagdo para TH no estriado, mostrando uma maior
integridade dos neurdnios e, portanto uma atividade neuroprotetora, o que ainda foi
endossado pela coloracdo com cresil violeta no estriado dos animais que mostrou
uma maior populagéo neuronal vidvelnaqueles animais tratados com o EHAMU. Este
era o efeito esperado tendo em vista todo o embasamento tedricosobre os
mecanismos fisiopatologicos da doenca assim como acdes da planta sobre estes
mecanismos que precedeu a realizacdo desta pesquisa, no entanto o entendimento
dos mecanismos por meio dos quais esta protecédo ocorre € imprescindivel para o

entendimento da doenca e para a escolha dos alvos terapéuticos.

Varios fatores podem levar a morte neuronal, ndo obstante, uma estudo
recente mostrou que o bloqueio da INOS reverte tanto a diminuicdo de marcacéo
para TH como a deplecdo dopaminérgica induzida pela injecao estriatal de 6-OHDA
(LIU et al., 2012). A inibicdo da INOS observada neste estudo pode desta forma ser
um dos fatores responsaveis pela neuroprotecdo observada em animais que

receberam o Extrato Hidroalcodlico de Myracrodruon urundeuva.

Devido ao envolvimentode neuroinflamacdo no processo fisiopatolégico da
DP o interesse pelos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) tem aumentado,
sendo a eles creditado algum efeito neuroprotetor. Assim muitosestudos
epidemioldgicos indicam quea utilizacdo prolongadade AINEsesta associada aum
risco menor deDP por mecanismos dependentes e independentes da inibicdo da
COX (MOORE etal., 2010). Nesta direcéo, o acido salicilico (AS) tem sido proposto
como agente neuroprotetor em estudos que utilizam o MPTP como modelo
experimentalde DP. A acdo do AS é atribuida a sua capacidade de sequestrar
radicais livres,podendo atuar desta maneira de modo profilatico em um tratamento
de longa duragdo (ESPOSITOetal., 2007). Outros estudos com o AS, agora a longo
prazo, e no modelo de Parkinson induzido por rotenona, mostraram que a droga

também atenua os niveis de mediadores inflamatérios como a COX-2 e iNOS além



de suprimir os niveis do fator de transcricio NK-kB e de citocinas pro-
inflamatériascomo o TNF-a (THAKUR &NEHRU, 2012). Os efeitos neuroprotetores
sdo, portanto devido a suas propriedades antiinflamatérias e antioxidantes.

Vale ressaltar que, mesmo o0s AINEs apresentando efeitos sobre a
progressdo da doenca, sendo, portanto uma ferramenta de intervencao
neuroprotetora, a utilizacdo a longo prazo destes agentes ndo é viavel. Este fato é
devido aos ja conhecidos e danosos efeitos colaterais dessas drogas, sobretudo, no
trato gastrointestinal sendo portanto necesséaria a continua busca por agentes que
causem menos efeitos adversos. Considerando esta questdo, avaliamos o potencial
da Myracrodruon urundeuva como agente anti-inflamatério além do seu efeito
analgésico, usando o teste de edema de pata induzido por carragenina eo teste de

Hargreaves.

A carragenina € um polissacarideo sulfatado extraido a partir de algas
marinhas e que tem sido vastamente utilizado em testes animais para a inducéao de
inflamacdo sendo muito util no “screening” de novas drogas antiinflamatoérias
(SHRIVASTAVA et al. 2012). Tem sido proposto que os principais mediadores
envolvidos neste edema sejam a histamina, a serotonina, as cininas e
prostaglandinas sendo os dois primeiros responsaveis pelo edema inicial e os dois
ultimos pela fase tardia (Di ROSA et al. ,1971), que também esta relacionada com a
infiltrac&o de neutrdéfilos e a liberacao de radicais livres por estas células (DAWSON
etal., 1991; PESKAR et al, 1991).

Observamos, através da mensuracdo, que a injecdo intraplantar de
carragenina provocou extravasamento de plasma e inflamacéo caracterizado pelo
aumento de liquido no tecido conjuntivo da pata do animal. A fase tardia do edema,
observada neste estudo, foi inibida pelos extratos hidroalcodlico e seco da planta de
forma significativa, principalmente na dose de 20mg/kg. Esta fase classicamente
responde bem aos anti-inflamatdérios ndo esteroidais, pontuando a participacdo da
cicloxigenase-2 neste modelo e nos fornecendo indicativos de que o0s extratos
deMyracrodroun urundeuva também possam apresentar este efeito inibidor de COX

e INOS. Observamos ainda estes mesmo animais no aparelho de Hargreaves e o0s



extratos foram capazes de diminuir a hiperalgesia induzida pela carragenina
aumentando o limiar de resposta ao estimulo térmico. O efeito de hiperalgesia pode
ser, embora ndo unicamente, responsabilidade da liberacdo central e periférica de
prostaglandinas em resposta a lesdo tecidual (ORTIZ et al., 2007),endossando
assim o provavel envolvimento da inibicdo da COX-2 pelos extratos testados, o que

explica sua acéo antiinflamatoria e analgésica.

O extrato hidroalcodlico da casca de aroeira apresentou efeito anti-
inflamatdrio significativo em estudos anteriores em modelos de inflamacéo cronica e
aguda (MENESES, 1986). Uma fracdo importante do extrato desta planta é a
enriquecida de chalconas, que séo flavondides e que assim como os outros de sua
classe, possuem de forma bem descrita na literatura,potencial antioxidante e
antiinflamatério, principalmente devido a inibicdo da COX (ZUANAZZI, 1999).
Algumas chalconas ja tiveram comprovadas suas acdes sobre a inibicdo da
migracdo de neutrofilos e a liberacdo de eicosanoides e TNF-a em modelos
utilizando o zymozan e a carragenina (HERENCIA et al., 2001). O estudo com a
fracdo de chalconas diméricas isoladas a partir do extrato de acetato de etila da MU
realizado em nosso laboratério mostrou que nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg esta
fracdoaumentou a laténcia ao estimulo térmico no teste da placa quente por efeitos

analgésicos periféricos e centrais (VIANA et al., 2003).

Os efeitos analgésico e anti-inflamatério apresentado pelos flavonoides séo
compartilhados com outra fracdo importante presente nos extratos de MU, que é a
fracdo rica em taninos (AHMADIANI et al., 2000). A fracdo taninica também foi
estudada pelo nosso laboratério nos testes da formalina e do edema de pata
induzido por carragenina apresentando efeitos farmacolégicossignificativos

provavelmente devido ao seu efeito antioxidante.

Os taninos séo produzidos pelas plantas com a finalidade de protecéo, sendo
eficientes em capturar espécies reativas de oxigénio. O estudo mostrou que,
diferentemente da fragdo rica em chalconas, a fracdo taninica apresenta agéo
analgésica apenas na segunda fase do teste da formalina, assim como ocorre com a

aspirina, indicando, pois uma possivel inibicdo da COX (SOUZA et al., 2007).



O extrato etandlico também apresentou efeito anti-inflamatério pronunciado
no edema de pata induzido por carragenina, em um modelo de peritonite e na cistite
hemorréacica induzida por ciclofosfamida (UNITED STATES, 2012; VIANA et al.,
1997). Nao obstante, este mesmo extrato em estudo recente interferiucom o
processo de cicatrizagdo de feridas, prolongando desta forma o processo
inflamatério por mecanismos que podem envolver os receptores nuclearesde
glicocorticéides (MACHADO et al., 2012).

E apropriado atentar para o possivel destaque de algum composto presente
no extrato hidroalcoolico deMyracrodruon urundeuva quando este € administrado em
doses maiores, uma vez que observamos uma diminuicdo inesperada da atividade
farmacoldgica com o aumento de dose, indicando que teriamos uma atividade
maxima com a dose de 20mg/kg. A despeito de ndo usual na farmacologia, este
efeito foi igualmente observado em trabalhos anteriores que utilizaram a fracéo
taninica do extrato de acetato de etila da MU indicado que uma curva em sino
poderia aparecer em doses maiores como observado no teste da formalina e no

modelo de Ulcera gastrica induzida por indometacina (SOUZA et al., 2007).

A compilacéo de todos estes dados valida o uso centenario desta planta pela
populacdo como agente anti-inflamatorio, principalmente para inflamacdes do trato
geniturinario (VIANA et al., 2003), por mecanismos que envolvem, entre outros, a
inibicdo da COX-2, da migracao de neutrofilos além de sua atividade antioxidante.
N&o seria ainda ousado afirmar que, por ter acdo gastroprotetora ja comprovada
(SOUZA et al., 2007), o extrato hidroalcodlico da MU seria uma op¢ao mais segura e
eficazque os préprios AINEs para utilizacdo cronica na neuroinflamacéo envolvida

na fisiopatologia da DP.

pY

A observacdo de tais acdes nos guiou a realizacdo de testes in vitro que
avaliassem a acdo antioxidante do extrato seco estudado, considerando que o
processo inflamatério leva ao estresse oxidativo que, por sua vez, amplifica a
resposta inflamatéria. Um trabalho prévio do nosso laboratorio (NOBRE-JUNIOR et
al., 2009) em um modelo de doenca de Parkinson in vitro, induzida pela exposi¢cdo a

6-OHDA de cultura de células mesencefalicas de rato, ja havia apontado um 6timo



efeito neuroprotetor de uma fragéo rica em chalconas da aroeira-do-sertéo via efeito
antioxidante, particularmente através da diminuicdo a peroxidacdo lipidica e da
formacdo de oxido nitrico, indicando que esta fracdo seria benéfica em caso de
processos neurodegenerativos como a DP.

O teste do DPPH mostrou, de forma evidente, que o extrato hidroalcodlico
seco da Aroeira-do-Sertao apresenta a capacidade de sequestrar radicais livres em
concentracbes muito baixas. Este método é facil e preciso para avaliar o potencial
antioxidante de extratos in vitro sendo o sequestro do radical DPPH atribuido a
habilidade destes compostos de doar hidrogénio. O extrato etandlico da aroeira-do-
sertdo também ja foi testado neste método com resultados igualmente satisfatérios
(FRANCA et al., 2012).

A realizacdo do método da superdxido dismutase/NBT foi uma tentativa de
identificarmos uma via especifica de atividade antioxidante do extrato hidroalcodlico
de MU, ndo obstante, ndo identificamos nenhuma acdo do mesmo sobre esta
enzima indicando que provavelmnete sua atividade anioxidante ndo esta relacionada
ao sequestro de radicais superoxido. De toda forma, constatado o efeito antioxidante
no teste do DPPH, a busca pelos mecanismos antioxidantes especificos se faz
importante tendo em vista que o estresse oxidativo esta intimamente relacionado
com doencas neurodegenerativas como a DP, sendo um alvo importante para a

acao de novos farmacos.

Todas as atividades e indicios supracitados nos direcionaram a averiguar
como os extratos utilizados melhoravam o desempenho dos animais submetidos a
lesdo estriatal induzida por 6-OHDA no comportamento rotacional induzido por
apomorfina assim como de que forma geravam o aumento consideravel de
dopamina no estriado destes animais levando em consideracdo 0s possiveis

mecanismos antiinflamatérios da droga.

O modelo de doencga de Parkinson induzido pela injecéo intraestriatal de 6-
OHDA ¢ bastante utilizado para desvendar a patogénese da doenca e testar drogas

neuroprotetoras (HUetal., 2011), diferente do modelo que utiliza a inje¢cdo da



neurotoxina no mesencéfalo, que é mais apropriado para estudar as consequéncias
da morte neuronal dopaminérgica e testar estratégias terapéuticas para os sintomas
motores(GHOSH etal, 2010;RYLANDERetal., 2010). Desta forma, realizamos varios
imunoensaios nos tecidos cerebrais dos animais submetidos a injecdo intraestriatal
de 6-OHDA para avaliarmos a importancia da neuroinflamacéo neste modelo e a
capacidade do extrato testado (EHAMU) em reverter os sinais da doenga atenuando

0 processo de morte neuronal.

A neuroinflamacéo € um fenébmeno que visa a protecdo do SNC contra danos
fisicos e agentes infecciosos, sendo, pois na maioria das vezes, benéfica, agindo a
favor da restauracdo da homeostasia. Nao obstante, a sugestdo de que o0 processo
neuroinflamatorio continuo contribui para uma cascata de eventos que resultam na
morte neuronal esta sendo cada vez mais amparada pelas pesquisas (SPENCER et
al., 2012).

Varios mediadores estdo envolvidos no processo neurodegenerativo da
Doenca de Parkinson, entre eles o TNF-a, que promove inflamacéoe apoptose ao se
ligar aos seus receptores TNFR1nosneuronios dopaminérgicos(QIANetal., 2010) por
ativacdoajusantedos fatores de trascricdo NF-kBeBax(ARCH&THOMPSON,1998).
Nesse sentido, otrabalho realizado por Boka e colaboradores (1994) observou que o
flido cérebro-espinhal e o cérebro post-mortem de pacientes com doenca de
Parkinson, apresentavam elevadas concentracéesde TNF-a.

Corroborando com estes achados, neste estudo mostramosque a
administracdo estriatal de 6-OHDA nos animais causou um aumento significativo de
TNF-atanto no hipocampo quanto no corpo estriado ao passo que o EHAMU
promoveu uma diminuicdo significativa na marcacdo tecidual deste mediador
sugerindo a capacidade desta droga de inibir a cascata de neuroinflamacédo citada
acima que culmina com a neurodegeneracdo dopaminérgica. E sabido que o TNF-a
pode causara fosforilacdoe degradacdo dofatorinibidorlkB(LITTELJOHNetal., 2010),

resultando na ativagéo dacascata de sinalizagdo mediadapelo NF-kB.

Nos animais tratados com o EHAMU observamos a inibicdo desta cascata de

amplificacdo que envolve TNF-a e NF-kB através da diminuicao significativa da



marcacao deste fator de transcricdo no corpo estriado dos animais tratados com o

extrato hidroalcodlico da Myracrodruon urundeuva.

A ativacdodo NF-kBpoderegular positivamenteascitocinas inflamatérias, que
em baixos concentracdespromovem a producdo defactores neurotréficoscomo o
Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF). Ndo obstante, os niveisde BDNF
estarem mais elevados emcondi¢des patoldgicascomo aPD, desempenham um
papel central no processo inflamatério controlando a expressdo de genes que
codificam citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias, enzimas induziveis e fatores de
crescimento, todos com importancia criticam no processo inflamatério observado na
neurodegeneracdo (NAM, 2006; LITTELJOHN etal., 2010).

Estes achados tém estimulado sobremaneira as pesquisas na area da
Farmacologia e a busca por compostos de origem natural ou sintética que
apresentem o potencial de inibir o NF-kB, o que significaria uma via de
neuroprotecdo e uma nova estratégia se ndo para a cura, mas para tornar mais
lento o processo de morte neuronal (FOLMER etal., 2008;SPILSBURYet al., 2012).

A amplificacdo da resposta inflamatdria ndo se limita a poucos mediadores e
fatores de transcricdo, algumas enzimas induzidas no processo sdo ativadas
gerando produtos que irdo entdo acelerar a neurodegeneracdo. Tanto o TNF-a
(CHEN&TANSEY, 2011) quanto o NF-kB (HARTLAGE-RUBSAMEN etal., 1999),
este Ultimo via ativacdo de micréglia, estimulam a producéo de 6xido nitrico (NO) via
ativacdo da INOS, o que aumenta o estresse oxidativo, exercendo efeitos
prejudiciais sobre as proteinas e o DNA celular (HALD &LOTHARIUS,2005).

Até o momento, trés isoformas de NOS ja foram identificadas: a endotelial
(eNOS), a neuronal (nNOS) e a forma induzivel (INOS). De forma bastante peculiar,
ndo é detectado a isoforma nNOS nos neurbnios dopaminérgicos da via
nigroestriatal (TIEU et al., 2003). A neurodegeneracdo tem sido relacionada com a
superexpressao de iINOS na SNpc tanto em estudos post-mortemcomo em modelos
animais de DP (IRAVANI et al., 2002). Em circunstancias patologicas, a producéo de
NO é mediada pela ativacdo da iNOS, que ndo estd presente em cérebros

saudaveis(CONTI et a., 2007). Uma vez induzida, a iNOS produz niveis altos e



sustentados de NO que leva a neurotoxicidade via produgdo de radicais livres
(peroxinitrito) (LI et a., 2012).

O tratamento com o EHAMU mostrou que este extrato também foi efetivo na
inibicdo da iINOS no estriado dos animais submetidos a injecdo intraestriatal de 6-
OHDA quebrando também neste ponto a cascata amplificadora da neuroinflamacao.

O cajueiro (Anacardium occidentale L.), que como M. urundeuva, pertence
também a familia Anacardiaceae tem seus frutos e sementes utilizados pela
populacdo no tratamento de distlrbios inflamatoérios, assim como a Aroeira-do-
Sertdo e um estudo recente com o extrato metanolico da casca do caule desta
plantademonstrousua atividade neuroprotetora por meio do bloqueio do NF-kB na
microglia, diminuindo a expressao de iINOS e COX-2 (OLAJIDE et al., 2013). Esta
semelhanca provavelmente tem origem em compostos comuns a familia
Anarcardiaceae como € o caso dos taninos e flavonoides, detentores destas acbes
farmacologicas.

Um bom exemplo que ilustra essa capacidade comum a compostos de uma
mesma classe seria a silimarina, flavonoide polifendlico derivada da Silybum
marianum. Demonstrou-se que a silimarina apresenta efeito antinflamatério
associado a inibicdo da inducdo do NF-kB provocado pelo TNF-a, regulando desta
forma a expresséo de varios genes envolvidos no processo inflamatério (MANNA et
al., 1999). Um estudo recente mostrou que a silimarina inibe a ativacao da micréglia
induzida pelo LPS além da producéo de fatores neurotoxicos como o TNF-a, anions
superéxidos e NO derivado da INOS, com consequente diminuicdo da
neurodegeneracdo dopaminérgica em ratos (WANG et al., 2002).

O estudo realizado por Broom e colaboradores (2011) mostrou que a
administracdo de inibidores seletivos da INOS por sete dias apos a lesdo com 6-
OHDA produz uma resposta neuroprotetora com farmacocinética representada por
uma curva “bell-shape”. Corroborando com estes achados, Li e colaboradores
(2012) provou que o aumento nos niveis de INOS ocorre em paralelo, sendo
diretamente proporcional, a neurotoxicidade provocada pela 6-hidroxidopamina. A
diminuicdo da imunomarcagédo para iINOS observada nos animais tratados com o
extrato fluido de aroeira € portanto um importante mecanismo de neurorote¢cao neste
modelo por amenizar a neurotoxicidade por mecanismos antioxidantes e

antiinflamatérios.



Neste estudo, observamos também uma diminui¢do drastica na marcagéo de
COX-2 no estriado dos animais submetidos ao modelo experimetnal de DP e
tratados com o EHAMU. A COX-2 é a enzima limitante de transformacao do acido
araquidonico em prostaglandina Hy(PGH2), que estimula a producédo de radicais
livres e desempenha um papel muito importantena patogénese devariosdistirbios
neurodegenerativos (SUI et al., 2009; BORRE etal., 2012).

No cérebronormal a COX-2é constitutivamente expressa emneurdnios do
hipocampoe do cortex(SASAKlet al., 2004),e esta envolvidona plasticidade
sinapticaeaquisicdo de memoria(COWLEY et al, 2008).Curiosamente,a
expressdode COX-2, (HOOZEMANS et al., 2004; IMBIMBO, 2009)é particularmente
aumentadaem neuroniosduranteas fasesiniciais deprocessos neurodegenerativos.
Classicamente, a ativacdo de ciclooxigenasese producdode prostaglandinasa
jusantesdo consideradaspatolégicas, promovendo, direta ou indiretamente, lesdo
neuronal (SUI et al., 2009).

Hald elLotharius (2005) mostraram que a COX-2 estad presente em niveis
drasticamente aumentados no cérebro de pacientes com Parkinson. Esta enzima
atua como catalisadora da oxidacdo da dopaminapara dopamina-quinona na
presenca deH,Oinvitro o0 que contribui para a agregacdo de a-
sinucleina(HASTINGS, 1995; SUIl et al, 2009). Além disso, aCOX-
2medeiaapotencializacdodos  efeitos  citotOxicose ndo  apenaspor  meio
daROS(ROGERS&KOVELOWSKI, 2003), mas também através doestimulo a
liberacdo deglutamato com consequente aumento da excitotoxicidademediada pelo
receptor de NMDA (SANZGIRI & ARAQUE, 1999 ) e da producaodeprostaglandinas

pré-inflamatériasque causam aativacaomicroglial(LITTELJOHN etal., 2010).

Neste sentido, varios estudos tém sugerido e comprovado queo pProcesso
deneurodegeneracdona substancia negrapode ndo ser puramenteneuronal,tendo
também o envolvimento das células da glia, componente da imunidade inatado
cérebro (HALD &LOTHARIUS, 2005). Observamos que 0s animais submetidos a
lesdo estriatal apresentaram intensa ativagdo microglial, que foi revertida naqueles

tratados com o extrato fluido de aroeira.



As micréglias sdo macrofagos que residem no cérebro e respondem a varios
tipos de insultos como ao NO, ao TNF-a e a IL-13 passando de sua forma de
repouso para a ativada (HELKAMAA et al., 2007). Asubstancia negraé
extremamentesusceptivel acitotoxicidademediada pela microgliaativadauma vez que
esta regido temmenores quantidades de defesasantioxidantesnaturaise niveismais
elevados deradicais livres, devido a presenca deferroe ao préprio metabolismoda
dopamina.Além disso, esta éaregido do cérebroem que a proporcédorelativa entre as
célulasgliaise as células neuronaisé a maior(KIMetal., 2000).

A les@o nigroestriatal estabelecida apds a administracao estriatal de 6-OHDA
estad associada a uma resposta inflamatéria marcante que se expressa através da
ativacdo de microglia. Sabe-se que esta célulaexerce um importante papel na
imunovigilancia cerebral e reage prontamente a varios tipos de insulto. A detecc¢ao
da marcacdo imunohistoquimica positiva para OX-42, que indica ativacdo de
microglia, € intensa em animais submetidos a injecdo estereotaxica de 6-OHDA
(RODRIGUES et al., 2001). De fato, a ativacado de microglia é detectada no estriado
ainda na primeira semana ap6s a administracdo da 6-OHDA persistindo por até 3
semanas, precedendo, inclusive, a perda neuronal propriamente dita (ARMENTERO
et al., 2006). Nossos dados foram inteiramente de acordo com estes estudos tendo o

grupo controle 6-OHDA apresentado intensa marcacao para micréglia ativada.

Os animais tratados com o Extrato Hidroalcodlico de Myracrodruon urundeuva
praticamente ndo apresentaram marcacao para OX-42, demostrando uma atividade
excelente em inibir a ativacdo microglial. Curiosamente, tem sido demonstrado que a
ativacdo de microglia precede a perda neuronal nos modelos que utlizam a injecéo
estriatal de 6-OHDA, indicando esta ativacdo como agente causador e ndo como
uma consequéncia, provavelmente contribuindo para a fase tardia da
neurodegeneracdo (HARMS et al., 2011; BOVE & PERIER, 2012).Neste sentido, foi
mostrado que a administracdo de fractalquine, um supressor da ativacdo microglial,
se mostrou eficaz contra a neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA (PABON et al.,
2011) indicando que agentes que consigam inibir esta ativagdo, como é o caso do
EHAMU, constituemétimas ferramentas de protecdo para 0S neurbnios

dopaminérgicos.



Esses achados sdo rememorativos aqueles relatados na doenca humana
onde a inflamagdo emerge como uma chave importante no mecanismo
neurobioldgico do processo neurodegenerativo (HIRSCH et al., 2005) provocando
ativacdo de micréglia com consequenteproducdode citocinas, prostaglandinas,
espécies reactivas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs), a ativacdo do
complemento(CHEN&TANSEY, 2011) além da estimulagdo da Oxidonitricosintase
induzivel, da COX-2, da NADPH oxidaseeda mieloperoxidase aumentando ainda
mais a producéo de ROS (WITTE etal., 2010).

As microglias ativadas apresentam uma alta expresséao de iINOS assim como
geram niveis altos e sustentados de NO na SN, exacerbando a perda neuronal
(TIEU et al., 2003). Estudos sugerem que a ativacdo de microglia é regulada pelo
NO produzido pela INOS, mostrando haver mecanismos de feedback que resultam
em uma cascata amplificadora de estresse oxidativo e neuroinflamacdo com
consequente morte neuronal (LI et al., 2012). Algumas pesquisas mostraram que a
morte neuronal induzida por 6-OHDA é dependente do aumento das espécies
reativas de oxigénio provenientes da superexpressdao de iNOS provocada pela
micréglia ativada e que a administracdo de antioxidantes previne tando o aumento
do estresse oxidativo quanto a morte neuronal (HOLTZ et al., 2006).

Vale também ressaltar que astrocitos reativos sdo observados de forma
ubigua em varias doencas neurodegenerativas. Estas célulasapresentam mditiplas
funcdes de protecdo como a recaptacdo e degradacédo de glutamato. Isto diminui o
potencial excitotoxico deste aminoacido e contribui para manutencéo da integridade
da barreira hematoencefélica e, no inicio do processo neurodegenerativo, S&o
inclusive capazes de proteger os neurdnios contra a morte neuronal.A despeito de
possuir uma fungédo neuroproterora, com o acumulo de a-sinucleina, os astrocitos se
tornam ativados e passam a apresentar e mesmo produzir a-sinucleina amplificando
a cascata composta pelo estresse oxidativo, neuroinflamacdo e morte neuronal
(MINAGAR et al., 2002; SEKIYAMA et al., 2012).

A astrogliose é caracterizada pelo aumento do GFAP (glial fibrilaryacidic
protein) e contribui para o declinio da fun¢éo neuronal sendo a representacdo de um
resposta genérica dos astrocitos a lesdes no sistema nervosa central (MINAGAR et
al., 2002). Estudos in vitromostraram que 0s astrécitos respondem a uma grande

variedade de estimulos como fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas ndo



deixando duvidas ao afirmarem que os astrécitos funcionariam como o sensor no
microambiente do SNC (TACCONI et al., 1998). Nossos resultados mostraram um
aumento consideravel do GFAP no estriado dos animais submetidos a leséo striatal
por 6-OHDA, indicando uma ativacdo de astrocito que amplia 0 processo
neurodegenerativo. Este aumento de GFAP foi consideravelmente diminuido nos
animais tratados com o EHAMU mostrando que, ainda por este mecanismo, este

extrato € capaz de prover neuroprotecéo.

Estudos de mapeamento cerebral realizado por meio da observacdo do
consumo de glicose cerebral em animais submetidos a leséo estriatal unilateral de 6-
OHDA, mostrraram que existe uma correlacéo entre os niveis de atividade funcional
das regides tanto corticais, quanto sobcorticais (hipocampo, nucleos da base e
substancia negra) o que correlaciona com o prejuizo funcional observado no teste
rotacional induzido por apomorfina(JANG et al.,2012 ). Este dado foi levado em
consideracdo e porisso realizamos testes histologicos para marcacdo por
imunoshistoquimica dos mediadores iINOS, COX-2 e TNF-a no hipocampo e cortex
dos animais lesionados nédo tratados e apds tratamento com uma das drogas

estudadas.

Além da disfuncdo motora, a deméncia aparece em 25-30% dos pacientes
com doenca de Parkinson. A excitotoxicidade esta muito relacionada a este sintoma
e receptores de glutamato mGIuR estdo presentes em locais como o hipocampo, 0
cértex, o estriado e os nucleos da base, particularmente no ndcleo subtalamico
(NST) aumentando a toxicidade na regido e consequentemente, a morte neuronal.
Estes receptores tém sido propostos como novos e bons alvos na terapia da DP
(HSIEH et al., 2012).

As deficiénciasda memoriae de reconhecimento espacial, sintomas cardinais
da deméncia na DP,podemresultar dadisfuncdo dohipocampo,area do
cérebroenvolvidana memoéria espacial,no reconhecimento visual, na memoria de
reconhecimento(BROADBENTet al., 2004) e na memoéria de curto

prazoassociandoum objeto esua localizacdo (PIEKEMAetal., 2006). Particularmente,



a area CAldo hipocampoéresponsavel pela memoériatemporal ede trabalho e pelo
reconhecimento do arranjo espacial dosobjetos (HUNSAKEtr et al., 2006).

Alguns modelos experimentais de DP j& comprovaram que ha perda neuronal
tanto na SNpc quanto no hipocampo, mais particularmente na regidao CA1,
paralelamente a ativacdo de microglia. Estudos anteriores mostraram que a leséo do
sistema nigroestriatal dopaminérgico evocada pela 6-OHDA provoca uma “up-
regulation” dos receptores glutamatérgicos mGIuR5 em diferentes partes do cérebro
como hipocampo, cortex e estriado (PELLEGRINO et al., 2007; ZHU et al., 2007),

provocando aumento de morte neuronal por, entre outros fatores, excitotoxicidade.

Ainda que esperassemos outro resultado, ndo observamos no modelo de
Parkinson induzido pela injecdo estriatal unilateral de 6-OHDA, alteracbes na
memoria ou cognigdo dos animais nos testes da esquiva passiva e do labirinto
aquatico (dados ndao mostrados), em oposicdo a alguns trabalhos que apontam
deficiéncia cognitiva de animais lesionados(De LEONIBUS et al., 2009). E provavel
gue esta auséncia de alteragbes cognitivasse deva a integridade do lado
contralateral a lesdo e sua possivel capacidade de compensar a perda neuronal
sofrida no lado lesionado o que n&do ha de ocorrer em modelos que promovem uma
deplecdo dopaminérgica mais intensa como o MPTP ou injecéo bilateral de 6-OHDA,
impossibilitando a compensacdo e, portanto, apresentando alteracdes cognitivas

mais pronunciadas.

H&4 muito se sabe que o0 processodeexcitotoxicidadeinduzida pelo
glutamatoapresenta estreita e sinérgicainteragdocom o0 estresseoxidativo edano
mitocondrial NOVELLI et al., 1988). Concentracdesexcessivasde
glutamatoextracelularagindosobre 0s receptoresglutamatérgicosdas microglias
ativadascontribuem para o estabelecimento da neuroinflamac¢do (POCOCK et al.,
2007). Adicionando o fato de que um dos principais mecanismos efetores da
ativacdo da microglia € a producdo excessiva de NO, contemplamos entdo o
envolvimento da mitocondria disfuncional que, em casos de excitotoxicicdade,
apresenta sua capacidade de sequestro e tamponamento de fons Ca?" insuficiente
com posterior aumento do processo inflamatorio e propagacdo da morte neuronal
(ZADORI et al., 2012).


http://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0091305712000937#bb0230
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A despeito da auséncia de alteracdo na cognicdo e memaria, observamos um
processo inflamatério intenso na regido hipocampal (dreas CAl, CA3 e giro),
mostrando que o processo neurodegenerativo, ainda que incipiente nestas regides ja
estava instalado. O uso do EHAMU diminuiu a marcacdo de mediadores de
neuroinflamagdo como o TNF-a, iINOS e COX-2 mostrando seu potencial
neuroprotetor também nas regides responsavel pelo processo de deméncia
interrompendo a cascata de eventos iniciada pela toxicidade glutamatérgica e
finalizada com a morte neuronal, 0 que beneficiaria 0s pacientes que fizessemuso
desta planta também quanto a gravidade dos sintomas ndo motores.

Também observamos intensa marcacdo dos mediadores inflamatérios no
cortex dos animais submeditos a lesdo estriatal com 6-OHDA. Esta regido, no
processo de neurodegeneracdo que ocorre na doenca de Parkinson estad muito
relacionada ao acumulo de a-sinucleina, que, por sua vez, esta intimamente
envolvida com 0 estresse oxidativo e neuroinflamacéao local
(CAVINESS&AARSLAND,2011). Observamos uma drastica diminuicdo dos
mediadores de inflamacédo na regido cortical dos cérebros dos animais tratados com
o EHAMU quando comparados aos animais controle (6-OHDA). Este dado vem a
contribuir com a hipdétese de que, além do beneficio direto sob o sistema
nigroestriatal com consequente preservacdo dopaminérgica e alivio dos sintomas
motores, a Myracrodruon urundeuvapossivelmente é capaz de inibir o processo de
morte neuronal nas demais regifes do cérebro que compdem o complexo mosaico
gue culmina na morte neuronal dos processos neurodegenerativos sendo capaz
inclusive de coibir a deméncia ndo raramente encontrada nos estagios finais da

doenca.

Ainda que a estratégia terapéutica ideal na terapéutica de Parkinson fosse a
eliminacdo dos fatores causais da doenca, hd uma grande necessidade de inovar as
possibilidades de tratamento com agentes de neuroprotecdo com capacidade ampla
de atenuar as alteracdes relacionadas & fisiopatologia da doenca, servindo inclusive
para 0s demais processos neurodegenerativos,que compartiham os mesmos
mecanismos fisiopatdgicos. Neste aspecto a Myracrodruon urundeuva emerge de
um cenario natural como uma espécie medicinal que podera trazer uma nova
possibilidade e esperanca para otratamento da doenca de Parkinson com

mecanismos de acOes diversos que podem inibir a progressdo do processo



neurodegenerativo de varios pontos, estabelecendo uma relacao sinérgica de efeitos

gue culminam com a protecao neuronal.

O extrato fluido Hidroalcodlico e seco de Myracrodruon urundeuva apresentou
efeito neuropretoter no modelo experimental de Parkinson induzido pela injecéo
unilateral de 6-OHDA por mecanismos que envolvem a inibicdo do processo
inflamatério neuronal, sua atividade antioxidante e provavel diminuicdo da acédo
toxica do glutamato com consequente ativacdo da cascata que leva a morte

neuronal.



6. Concluséao

Com base nos resultados deste estudo, sugerimos que a Myracrodruon
urundeuva Allemdo apresenta um potencialefeito neuroprotetor, aliviando as
alteracbes comportamentais, bioquimicos e celularesassociadas a administracao
de6-OHDA. A atenuacdodessas alteracdespelo extrato Hidroalcodlico da Aroeira-do-
Sertdoconfirma o seu potencial terapéutico, por meio de suas propriedades
antioxidante, anti-inflamatéria e provavel restauracdo daatividademitocondrial e
inibicdo da excitotoxicidade mediada pelo glutamato com preservacao dos neurdnios
da via nigroestriatal assim como daqueles envolvidos nos processos nao motores da

doenca.

O presente trabalho demonstra pela 12. vez os efeitos neuroprotetores da M.
urundeuva em modelo experimental de DP. Sabe-se que esta planta medicinal é rica
em chalconas, fato este ja comprovado em trabalhos anteriores. As chalconas sao
flavondides de cadeia aberta que apresentam um grande numero de atividades
biologicas e algumas destas como € o0 caso da atividade anti-inflamatoria, ja

comprovadas por nés com preparacdes de M. urundeuva.

E Importante salientar que alguns compostos com propriedades
farmacoldgicas importantes foram desenvolvidos tendo como base o esqueleto das
chalconas. Além disso, ensaios clinicos mostraram que estes compostos
apresentam uma razoavel biodisponibilidade, auséncia de efeitos toxicos
significativos e foram bem tolerados, tornando esses compostos matéria prima
importante para o desenvolvimento de novos farmacos (BATOVSKA & TODOROVA,
2010; SAHU ET AL., 2012). E possivel que as acdes observadas neste estudo
sejam conseugnecia do elevado teor de chalconas presente no estrato hidroalcodlico

da planta.

Trabalho recente (KIM et al.,, 2011) mostrou que derivados de chalconas
protegem contra a injuria neuronal induzida por peptidio Beta-amiléide, in vitro.
Verificou-se também que esses derivados reduziram ops déficits de aprendizagem e

memoria de camundongos injetados com éptidio beta-amildide (fragdo 1-42). Estes



resultados mostram que chalconas, como aquelas presentes em M. urundeuva,
podem ser candidatos promissores e nova estratégia terapéutica para o tratamento

de doencas neurodegenerativas como a DP.

Osdados experimentaisemergentesa partir desta pesquisapré-clinica sao
estimulantes e justificam facilmente a continuagdo da investigagdo da MU e
possivelmente de suas fracdes ativas visando o desenvolvimento de um novo
farmaco. Esta pesquisa pré-clinica deve servir de farol para o posterior
encaminhamento da droga ao teste clinico, ajudando com a escolha da dosagem a

ser utilizada em humanos que possa prever realmente a resposta clinica esperada.

Ainda que a estratégia terapéutica ideal para a terapéutica da doenca
Parkinson fosse a eliminacdo dos fatores causais da doenca, ha uma grande
necessidade de inovar as possibilidades de tratamento com agentes de protecao
capazes de atuar de forma amplaatenuando as alteracdes relacionadas a
fisiopatologia da doenca, servindo inclusive para o0s demais processos
neurodegenerativos,que compartiham os mesmos mecanismos fisiopatoldgicos.
Neste interim, a Myracrodruon urundeuva emerge de um cenario infrutuosotrazendo
uma nova possibilidade e esperanca para o tratamento da doenca de Parkinson com
mecanismos de acfes diversos que podem inibir a progressdo do processo
neurodegenerativo de varios pontos, estabelecendo uma relacéo sinérgica de efeitos

gue culminam com a protecao neuronal.
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