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RESUMO

O fitoterapico Aplause é um composto derivado do extrato etandlico do rizoma da planta
Cimicifuga racemosa (Cr), comercialmente utilizado no tratamento de sintomas ocorrentes na
menopausa, € cujos principios ativos associados a bioatividade sdo os fitoestrogenos,
predominantes neste composto. Apesar de relatos na literatura indicarem outras atividades
com potencial farmacoldgico, os efeitos da administracdo cronica deste fitoterapico sobre o
sistema nervoso central (SNC), ainda permanecem ndo esclarecidos na literatura. Por este
motivo, 0 presente estudo investigou os possiveis efeitos neuropsicofarmacoldgicos e uma
potencial atividade neuroprotetora de Cr em modelos in vivo e in vitro. Para este estudo,
utilizou-se o fitoterapico Aplause®. Camundongos machos Swiss (25-30 g), tratados com Cr
(1; 5; 10; 25; 50; 100 e 200 mg/Kg/21 dias/per 0s) ou salina (0,9%), foram submetidos a uma
avaliacdo neuropsicofarmacoldgica preliminar, seguido pela realizagdo de ensaios para analise
de atividade locomotora, ansiolitica, anti-depressiva e de acdo sedativa/hipnético. Para a
investigacdo do potencial neuroprotetor, utilizaram-se ratos machos Wistar (250-300 g), 0s
quais foram submetidos ao modelo de doenca de Parkinson (DP), induzido por injecdo
unilateral de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) em corpo estriado e, posteriormente, seguido pelo
tratamento com Cr (1,25; 2,5 e 5 mg/Kg/21 dias/per 0s) ou salina (0,9%). No 21° dia, apds a
inducdo da DP, realizaram-se 0s seguintes ensaios comportamentais: Campo aberto, Rota Rod
e teste Rotacional induzido por apomorfina. Apds eutanasia, areas cerebrais (camundongos e
ratos) foram dissecadas e submetidas a analises neuroquimicas e transcricionais.
Adicionalmente, para analise de uma possivel atividade antioxidante in vitro, realizaram-se
ensaios para a determinacdo de alteracGes estruturais e eletroquimicas em mitocondrias pré-
incubadas em solucdo contendo Cr (50, 100 ou 200 pg/mL) e submetidas a estresses pro-
oxidativos. De acordo com os resultados, Cr promoveu acdo ansiolitica e sedativa em
camundongos, com efeito dose-dependente, e com alteragdes transcricionais no hipocampo,
similares ao antidepressivo Imipramina. Cr demonstrou atividade neuroprotetora contra
alteracdes neurocomportamentais, neuroquimicas e transcricionais induzida por 6-OHDA, em
corpo estriado de ratos. Cr apresentou atividade antioxidante nos modelos in vivo e in vitro, 0s
quais podem estar associados aos efeitos neuroprotetores observados in vivo. Portanto, Cr
apresenta-se como um fitoterdpico com possiveis implicacdes neuropsicofarmacoldgicas e
como uma potencial estratégia terapéutica contra desordens neurodegenerativas.

Palavras-chave. Cimicifuga racemosa, Atividade antioxidante, Ansiedade, Sedacéo, 6-

hidroxidopamina.



ABSTRACT
Aplause’s phytotherapic is a compound derived from ethanolic extract of the plant rhizome
Cimifuga racemosa (Cr), commercially used for treatment of symptoms occurring at
menopause. Cr shows as the main bioactives predominant the phytoestrogens. Despite reports
in the literature indicate others activities with pharmacological potential, the effects of the
chronic administration of this phytotherapic on the Central Neurvous System (CNS) remain
uncleair. Thus, the present study investigated the possible neuropsychopharmacologic effects
and a potential neuroprotective activity of Cr by in vivo and in vitro models. For this study,
we used the ethanolic extract isolated from Cr present in the Aplause’s phytotherapic.
Initially, male Swiss mice (25-30 g) were chronically treated with Cr (1; 5; 10; 25; 50; 100 e
200 mg/Kg/21 days/ per os) or Saline (0.9%). After, animals were submitted to
neuropsychopharmacological preliminary evaluation and possible physiological alterations,
following by locomotor, anxiolytic, anti-depressive and hypnotic/sedative assays,
respectively. To investigate the potential neuroprotective action, Wistar rats (250-300 g) were
submitted to Parkinson’s disease model (PD) induced by unilateral injection of 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) on striatum, following by treatment with Cr (1.25; 2.5 e 5
mg/Kg/ 21 days/ per os) or Saline (0.9%). At 21% day, rats were submitted to
neurobehavioral assays (Open field test, Rota rod and apomorphine-induced rotational test).
Then, animals were euthanized and cerebral areas were dissected and used to perform
neurochemical and transcriptional analyses. In addition, to evaluate a possible antioxidant
activity in vitro, we performed assays to determine the effect of Cr (50, 100 and 200 pg/mL)
on structural and electro-chemical alterations induced by pro-oxidant agents in mitochondria.
Our results shows that the treatment with Cr promotes anxiolotyc and sedative effects in mice,
modulation and transcriptional changes on hippocampus like Imipramine. Cr shows
neuroprotective activity against neurobehavioral, neurochemical and transcriptional
alterations induced by 6-OHDA into striatum from rats. Cr exhibited antioxidant activity in
vivo and in vitro models used in this study, which can be associated with neuroprotective
effects observed in vivo. Additionally, Cr shows pharmacologic safety in animal models.
Therefore, Cr represents a phytotherapic with possible neuropsychopharmacologic

implications and as a potential therapeutic strategy against neurodegenerative disorders.

Keywords. Cimicifuga racemosa, Antioxidant activity, Anxiety, Sedation, 6-

hydroxydopamine.
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1 INTRODUCAO

1.1 Fitoterapicos

De acordo com Ferreira e colaboradores (2014), uso de fitoterapicos constitui uma
forma alternativa para a terapia medicinal, a qual movimenta uma grande parcela na economia
do mercado mundial em bilhdes de dolares. O Brasil esté entre os paises com maior potencial
para a producdo de novas drogas fitoterapicas, devido a sua grande &rea territorial, enorme
quantidade de espécies botanicas e de grupos de pesquisas envolvidos com a bioprospeccéo de
novos agentes farmacologicos. Entretanto, o Brasil ainda ndo possui destaque na producdo de
fitoterapicos, ficando atras de outros paises menos desenvolvidos tecnologicamente.

Ainda segundo Ferreira e colaboradores (2014), a Organizacdo Mundial da Satde tém
promovido o uso de terapias alternativas integradas com conhecimentos técnicos. De acordo
com a mesma, 85% da populacdo mundial usa plantas medicinais para propdsitos terapéuticos.
Desde a década de 80, estudos brasileiros tem tentado quantificar o uso de plantas medicinais
e fitoterapicos pela populacdo, o qual tem crescido devido ao seu baixo custo e facil acesso.
Devido a isso, 0 ministério da sadde (2006) estima que 25% dos lucros da industria brasileira
sdo obtidos pela venda de derivados de plantas, os quais, em parte, sdo empregados no uso
fitoterapico. Parte do estimulo do uso terapéutico de fitoterapicos vém da confirmacao do efeito
bioldgico, relatado inicialmente pelo uso tradicionalmente popular, por grupos de pesquisas.

Nos Ultimos 25 anos, houve um pequeno aumento na producdo cientifica sobre
fitoterapicos, incluindo no incentivo para sua utilizacdo por profissionais de saude, o qual
contribuiu para uma socializacao da investigacdo cientifica e do desenvolvimento de uma visdo
critica sobre o uso da fitoterapia e plantas medicinais (ANTONIO; TESSER; MORETTI-
PIRES, 2014).

Dentre esse aumento na producdo cientifica sobre o uso de fitoterapicos na medicina,
sdo relatados diversos estudos envolvendo a aplicacdo destas drogas para o tratamento de
enfermidades, como: gota (LING; BOCHU, 2014), acne (AZIMI et al., 2012; FISK; LEV-
TOV; SIVAMANI, 2014), diabetes (EL-ABHAR; HANAN; SCHAALAN, 2014), gengivite
(RAO; SUBASH; KUMAR, 2012), cancer (XU et al., 2009), psoriase (DENG et al., 2014),
epilepsia (2000), entre outros.

De acordo com Ferreira e colaboradores (2014), essas pesquisas contemplando

interacOes farmacologicas e trabalhos multidisciplinares podem acelerar os estudos em bases
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mais seguras, desde a bancada até os ensaios clinicos, os quais auxiliam na obtencéo de dados
para uma maior seguranca farmacoldgica e, ocasionalmente, efeitos colaterais que podem

resultar em maiores beneficios do uso de um fitoterapico para a sociedade.

1.2 O Fitoterapico Cimicifuga racemosa

Entre os fitoterapicos atualmente comercializados no mundo e, inclusive no
mercado nacional brasileiro, podemos citar a Cimicifuga racemosa (L) Nutt. (Cr). Cr é
uma planta herbacea, pertence a familia das Ranunculaceae, € nativa do leste da América
do Norte, onde é conhecida como black cohosh (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2002: MASADA-ATSUMI et al., 2014), sendo denominada no Brasil como “Erva-de-
S&o-Cristovao” ou simplesmente de cimicifuga (Brasil, 2008; LOPES et al., 2009)
(Figura 1).

Esta planta foi originalmente classificada pertencente ao género Actaea (actéia)
e depois reclassificada sob o género Cimicifuga, sendo assim comumente conhecida.
Porém, recentemente, a mesma foi novamente reclassificada como género Actaea,
através de evidéncias moleculares, sendo denominada agora Actaea racemosa L.
(SAYAKA et al., 2013; MASADA-ATSUMI et al., 2014).

De acordo com Wagner e Wisenauer (2006), analises historicas apontam que sua
raiz era utilizada por indios para o tratamento de picadas de serpentes e também para
trabalho auxiliar no parto. No final do século XIX, a planta foi utilizada para o
tratamento da febre reumatica. Os extratos de Cr sdo descritos historicamente como anti-
inflamatdrios, antipiréticos e analgésicos, dentre outras indica¢bes, como no tratamento
das colicas menstruais e em sintomas da menopausa (BOLLE et al., 2007).
Recentemente, o extrato de Cr passou a ser utilizado em todo mundo, mas principalmente
nos Estados Unidos e na Europa, por mulheres para aliviar os sintomas do climatério
(VERMES et al., 2005).

Os fitoestoestrogénios presentes nos rizomas possuem um leve efeito de ligacdo
aos receptores de estrogénio. O constituinte acido isoferulico apresenta efeito anti-
inflamatério e diminui o espasmo muscular. O &cido salicilico caracteriza as
propriedades anti-inflamatorias e analgésicas da planta. Extratos padronizados (em
glicosideos triterpénicos) (KLIGLER, 2002) tém demonstrado melhorar sintomas da

menopausa e pré-menopausa em estudos clinicos (KRINSKY et al., 2003).
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Figura 1 - Estruturas da Planta. Cimicifuga racemosa (L.) Nutt.

N° 79
CIMUITIPTGA BATEMDSS -
Black Snakeraot. Blacdk Cohogh, Squawmot &,

Fonte: Good (1845)
1.3 Atividade farmacolégica evidenciada

A terapia de reposicdo hormonal, por muito tempo foi indicada para mulheres
com problemas hormonais, porém, era contra indicada para a maioria das mulheres com
histérico de cancer de mama, devido a possibilidade do estrogénio estimular o
crescimento das celulas cancerigenas (ROCK; DEMICHELLE, 2003), por este motivo,
muitas mulheres buscam métodos alternativos para a menopausa. E, adicionalmente, o
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extrato de Cr tem demostrado atividade inibitéria na proliferacdo do cancer de mama
(HOSTANSKA et al., 2005)

A principal indicacdo terapéutica do extrato de C. racemosa, estd relacionada
com a eficacia no tratamento terapéutico em sintomas climatéricos (WUTTKE et al.,
2003; SCHELLENBERG et al., 2012; MOHAMMAD-ALIZADEH-CHARANDABI et
al., 2013; BEER; NEFF, 2013), entre as principais a¢c0es estdo a diminuicdo da ansiedade,
depresséo, cefaléia, disturbios do sono e vertigens (BORRELI; ERNST, 2005; VERMES
et al., 2005).

1.4 Bioativos encontrados no extrato de C. racemosa

De acordo com Einbond e colaboradores (2008), o extrato de Cr possui um
constituinte quimico variado, sendo composto principalmente por metabdlitos
secundarios representados por duas classes de compostos, os glicosideos triterpenos e
os fenilpropandides. Dentre estes compostos os glicerideos triterpenos e isoflavonoides,
sdo classificados como fitoestrdgenos e relatados como o0s principais agentes

farmacologicos encontrados no extrato de Cr.

1.5 Glicosideos triterpenos

Glicosideos sdo compostos, do ponto de vista quimico, formados pela unido de glicideos
(acucar) e componentes “nao-agucares”, conhecidos como geninas ou agliconas. O actcar de
ocorréncia mais frequente é a glicose, ja as geninas podem ser constituidas dos mais distintos
compostos organicos. Sdo exemplos de glicosideos os flavondides, as antraquinonas, 0s
cardiotonicos e as saponinas (DEWIK, 2002).

Do ponto de vista biol6gico, os glicosideos desempenham um importante papel na vida
dos vegetais, participando de funcdes reguladoras e protetoras. Por outro lado, quando
inoculados no organismo humano, podem alterar funcdes bioldgicas, ora beneficiando, ora
prejudicando o individuo. Contudo, muitos glicosideos apresentam propriedades de interesse
farmacéutico e podem ser utilizados na terapéutica, seja como adjuvantes em formulacgdes,
componentes ativos de medicamentos ou ainda, como matéria-prima para a sintese de esteroides
(DEWIK, 2002 HEMEN et al., 2014; PARK et al., 2014).

Dentre os glicosideos, podemos destacar o grupo das saponinas. As saponinas sdo

detentoras de interesse farmacéutico em dois niveis. Por um lado, devido a sua atividade
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farmacoldgica, como antibacteriano, inseticida, fungicida, espermicidas, hepatoprotetor,
ansiolitico, anti-inflamatorio e antioxidante (UPADHYAY; SIGH, 2012)

Algumas saponinas apresentam atividades anti-inflamatdria e antiedematogénica por
diminuir a permeabilidade vascular e aumentar o tdnus venoso. A propriedade anti-inflamatdria
deriva da inibicdo da liberacdo de histamina e da inibicdo da sintese de prostaglandinas. Os
extratos contendo saponinas como as escinas sdo indicados para insuficiéncia veno-linfatica
dos membros inferiores, tanto por formulagdes topicas quanto via sistémica (SARKER,;
NAHAR, 2009).

Muitos dos efeitos farmacoldgicos atribuidos a saponinas triterpénicas estéo
relacionados com sua capacidade de permeabilizar membranas biol6gicas (atividade
hemolitica). Outras atividades clinicas sdo relatadas como atividade antiviral, citotoxica
(antitumoral), espermicida, analgésica, expectorante, antihemorrdida, antiosporotica,
anticancerigena e anti-inflamatéria (WINK, 1990; SAMUELSSON, 1992; NESSELHUT et al.,
1993; ALBERTAZZI, 2002; EINBOND et al., 2004).

Adicionalmente, dentre os componentes presentes no extrato de Cr, os glicosideos
triterpenos representam um dos mais abundantes, podendo compor até cerca de 27% do total
de moléculas no extrato (SHAO et al., 2000; EINBOND et al., 2008). Entre estes, pode-se citar
acteina, cimicifugose, cimiracenosideo e derivados de desoxiacteina (BEER; NEFF, 2013)
(Figura 2).



Figura 2 - Triterpenos e seus heterosideos. Cimicifuga racemosa.
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1.6 Isoflavonas

Além dos glicosideos, outro componente do extrato da C. racemosa, apresenta-
se em grande quantidade, sdo os fenilpropanoides, os quais desempenham diversas
funcgBes bioldgicas, como protecdo para a radiagdo ultravioleta, e contra fungos e outros
micro-organismos (YU; JEZ, 2008). Dentre esta classe de moléculas, pode-se citar as
isoflavonas, também conhecidas como flavonoides ou isoflavondides, estdo presentes nas
plantas, sendo eles compostos quimicos fenolicos. O grupo que mais se evidencia por conter
este composto séo as leguminosas, destacando-se a soja como principal fonte (SETCHELL;
1998) (Figura 3).

Assim como o glicosideo triterpeno, 27-deoxiacteina, as isoflavonas também
apresentam sua estrutura quimica similar a esteroides humanos e, portanto, podem mimetizar
os efeitos desses hormdnios no corpo se ligando a certos receptores de estrogénio (YU; JEZ,
2008). Assim, a literatura tambeém relata vérias atividades deste bioativo no auxilio de
manifestacBes sintomaticas durante a menopausa (SAMMARTINO et al., 2006), como
atividade antioxidante, as quais apresentam beneficios a satde, diminuindo a acéo dos radicais
livres (HAN et al., 2002) e no auxilio do tratamento contra osteoporose (VATANPARAST;
CHILIBECK, 2007).

Figura 3 - Compostos fenolicos. Cimicifuga racemosa.
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Fonte: Silva et al., (2009). Legenda: (A) Isoflavona, (B) Cromona e (C) Compostos alcaldidicos.
1.7 Perspectivas Farmacoldgicas do Uso de Cimicifuga racemosa

Embora haja um consenso na literatura sobre a indicacdo terapéutica dos extratos de C.
racemosa no tratamento dos desconfortos relacionados aos sintomas climatéricos, 0 mecanismo
de acdo que leva a esta indicagdo ainda € controverso e ndo esta elucidado (RUHLEN; SUN;
SAUTER, 2008; Silva et al., 2009).
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De acordo com a literatura, estudos cientificos relatam achados relacionados a acéo
estrogénica, de efeito dose-dependente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002; BECK et
al., 2003). Entretanto, em outros estudos, ha relatos de que o extrato e/ou 0s principios ativos
de C. racemosa apresentam uma acao a nivel de sistema nervoso central, em vez de acéo
hormonal, como mencionado anteriormente, e por este motivo, 0 mecanismo de acdo deste
fitoterapico ainda ndo é esclarecido (RHYU et al., 2006; BEER; NEFF, 2013; STROMMER et
al, 2014).

Segundo o Instituto Nacional de Satde do Departamento de Saude e Servicos Humanos
dos Estados Unidos, o uso do extrato de C. racemosa apresenta a¢ao terapéutica sobre sintomas
climatéricos, como sintomas vasomotores (ondas de calor e sudorese), atrofia vaginal,
distdrbios do sono e labilidade emocional, por outro lado, em alguns casos sao relatados efeitos
adversos, como desconfortos gastricos, peso nas pernas, cefaleia e ganho de peso.

Adicionalmente, alguns mecanismos de agdo envolvidos nas atividades relatadas do
extrato de C. racemosa sdo descritos na literatura. Por exemplo, segundo Mahardy (2005),
extratos etanolicos e isopropandlicos de C. racemosa foram equipotentes a acdo de farmacos
de acdo estrogénicas e a farmacos dopaminérgicos (MAHADY, 2005). Outros estudos também
relatam outras atividades farmacoldgicas, como atividade anti-inflamatéria e espasmolitica,
pela a qual o emprego da cimicifuga também tem sido associada ao tratamento de
problemas reumaticos (KRINSKY et al., 2003).

Apesar do exposto, a literatura ainda carece de maiores informacdes sobre os
mecanismos envolvidos deste fitoterapico a nivel de sistema nervoso central e possiveis

implicacdes neuropsicofarmacolégicas e neuroprotetoras.
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2 INTRODUCAO

2.1 As Desordens Neurocomportamentais

Os disturbios comportamentais, cognitivos e emocionais associados a danos ou
disfungdes no SNC séo classificados como desordens ou transtornos neurocomportamentais
(VASA; MAZUREK, 2015), os quais também estdo associados a processos de degeneracdo
neural. Entre essas desordens neurocomportamentais, podem-se citar as doengas afetivas, como
a depressdo e a ansiedade (JANN, 2014).

Desordens neurocomportamentais sdo compostas por um grande grupo de deficiéncias
neuroldgicas, as quais estdo associadas tanto com doengas cerebrais permanentes (esclerose
maltipla, deméncia e condi¢des neuro-oncoldgicas) como doencas cerebrais transitdrias
(encefalopatites metabdlica e toxica) e/ou ocasionadas por injurias (como trauma, hipoxia e/ou
esquemia) (ZASLER; MARTELLI; JACOBS, 2013). Entre essas desordens, pode-se destacar
a depressao e a ansiedade, as quais tém despertado cada vez mais o interesse cientifico devido
ao percentual de individuos afetados no mundo e ao escasso conhecimento de estratégias
terapéuticas eficazes e que apresentem poucos efeitos adversos (MAO et al., 2008; RABBANI;
SAJJADI; MOHAMMADI, 2008).

2.1.1 Ansiedade

A ansiedade consiste em um estado de tensdo ou apreensdo cujas causas hem sempre
sdo produtoras de medo, mas sim da expectativa de algo, nem sempre ruim, que acontecera num
futuro préximo. Sao reagcdes normais até 0 momento que comegam a provocar sofrimento no
individuo (VASA; MAZUREK, 2015; LENT, 2004). Segundo a Associacdo Americana de
Psiquiatria (DMS-1V, 2013), existem alguns tipos de ansiedade, sendo 0s principais transtornos:

- Agorafobia: ansiedade ou hesitacdo para com lugares ou situacdes de onde a fuga pode
ser dificil ou onde o socorro pode n&o ser possivel.

- Fobia Social: ansiedade intensa provocada pela exposicao a certas situagdes sociais ou
de desempenho.

- Fobias especificas: ansiedade intensa provocada por exposicao a determinados objetos
ou situagdes temidas.

- Transtorno de ansiedade generalizada: ansiedade ou preocupacdo excessiva e

persistente com duragdo maior de seis meses.
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- Transtorno do pénico: frequentes ataques de panico com inicio subito e sem causa
aparente, consistindo em sentimentos de intenso terror, com palpitacGes sudoreses, tremores,
falta de ar, dor no peito, e até sensacdo de morte eminente.

- Transtorno do estresse poOs-traumatico: sentimento de reviver um acontecimento
extremamente trauméatico acompanhado por sintomas de aumento do estado de alerta e
hesitacdo.

- Transtorno obsessivo-compulsivo: obsessdo que pode causar intensa ansiedade ou
perturbacdes e/ou compulsdes que servem para neutralizar a ansiedade.

- Transtorno de Ansiedade de Separacdo: ansiedade excessiva envolvendo o
afastamento de casa ou de figuras importantes de vinculagao.

- Mutismo seletivo: Criangas (e adultos) com este tipo de problema sdo completamente
capazes de falar e compreender a linguagem, mas ndo o fazem em determinadas situacGes
sociais, quando € o que se espera deles.

As vezes a ansiedade e 0 medo sdo conceituados como emoges semelhantes, porém,
enquanto o medo é a resposta de uma ameaca definida, a ansiedade é fruto da incerteza. E um
fendmeno emocional comum e Gtil aos seres humanos, sem o qual estariamos vulneraveis aos
perigos e ao desconhecido, funcionando como valor adaptativo frente as alteracbes do meio
ambiente que nos cerca (PASQUINI; BERARDELLI; BIONDI, 2014).

O transtorno de ansiedade esté entre os mais enfrentados no seculo 21, e notadamente
reduz a qualidade de vida e causa inimeras perdas financeiras. De acordo com a Organizacao
Mundial da Salde, aproximadamente 450 milhdes de pessoas em todo o mundo sofrem de
algum tipo de transtorno mental comportamental (BRASIL, 2011a).

Os transtornos de ansiedade possuem uma base neural semelhante, as vezes, podem ser
explicados como resultado de uma reducdo na sinaliza¢do inibitéria mediada pelo acido y-
aminobutirico (GABA) (JANHSEN;, ROSER; HOFFMANN, 2015) O GABA ¢ o principal
neurotransmissor inibitério do Sistema Nervoso Central (SNC) e um grande nimero de agentes
ansioliticos possuem seu mecanismo de a¢do relacionado com a acdo agonista de receptores
GABAérgicos (CHRISTMAS; HOOD; NUTT, 2008) (Figura 4). Dentre estes ansioliticos, a
classe de benzodiazepinicos (BDZ), sdo os farmacos mais utilizados desde a introdugdo do
primeiro BDZ na clinica médica em 1961 (JANHSEN;, ROSER; HOFFMANN, 2015).

Nos ultimos 45 anos, o tratamento farmacologico dos transtornos de ansiedade tem
utilizado extensivamente os benzodiazepinicos, classe de drogas que modulam alostericamente
o0s receptores GABAérgicos do tipo A (OLSON, 2002). No entanto, os seus efeitos adversos

sdo predominantes, incluindo sedacdo, relaxamento muscular, amnésia anterdgrada e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Janhsen%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25613443
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roser%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25613443
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoffmann%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25613443
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Janhsen%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25613443
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roser%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25613443
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoffmann%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25613443
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dependéncia fisica (KRALL et al., 2015). Portanto, a busca de novos bioativos que modulem
desordens neurocomportamentais, com menos efeitos adversos, tém levantado o interesse
farmacologico para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e para elucidacéo

dessas desordens neuroldgicas.

Figura 4 - Receptor GABAA e mecanismo de a¢do dos benzodiazepinicos.
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2.1.2 Depressao

A depressdo é uma desordem neurocomportamental dificil de ser conceituada, pois ao
mesmo tempo em que pode se referir a um conjunto de sinais e sintomas, formando uma
constelacdo patologica, também pode corresponder a um simples sentimento normal e comum
ou tratar-se de uma manifestacdo, assim como a dor e a angustia, que podem estar presentes em
varios outros quadros clinicos, sem necessariamente configurar uma classe de psicopatologia.
Os principais sintomas apresentados pela depressédo incluem: apatia, irritabilidade, dificuldade
de concentracdo, anormalidades no apetite e sono (PASQUINI; BERARDELLI; BIONDI,
2014).

A Organizacdo Mundial de Salde avalia que no ano de 2020, a depressao sera a segunda

maior causa de incapacidade e inaptiddo em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (KIM



36

etal., 2007; MAO et al., 2008). Portanto, a depresséo pode ser considerada um grave problema
de saude mental encontrado em todo o mundo e tém sido foco de pesquisas para o
esclarecimento da fisiopatologia da doenca.

A depressao maior € umas das formas mais comuns da doenca e pode levar a perda da
independéncia funcional. Os maiores comprometimentos fisicos, social e funcional s&o vistos
em idosos, os quais, afetam a sua qualidade de vida. A idade estd dentro de um dos fatores de
risco para depressao, visto que, com o avancar da idade, aumenta-se o risco de desenvolver
doengas mentais, comprometendo também a capacidade funcional do individuo (PASQUINI;
BERARDELLI; BIONDI, 2014).

A etiologia da depressdo esté relacionada com inumeros fatores que podem abranger
aspectos biologicos, socioeconémicos, doencas cronicas, gravidez, pés-parto e mudanca de
ambiente, onde episddios depressivos podem ocorrer apds um periodo estressante ou de perda,
e estes fatores podem ser agravados caso haja uma predisposicao genética (RIHMER; GONDA,;
DOME, 2014).

Na depressdo a dopamina, serotonina, e outros neurotransmissores, como noradrenalina,
acido gama-aminobutirico e acetilcolina sofrem alteracGes quando hd uma desordem no estado
de humor, emocdo, capacidade mental e o bem estar geral do organismo. Sobre a via
dopaminérgica, sabe-se que a via que estd mais relacionada ao comportamento é a via
mesolimbica-mesocortical, sendo, portanto, a mais importante na depressdo (GRAEFF, et al.,
2001) (Figura 5).
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Figura 5 - Vias Dopaminérgicas e Serotonérgicas Relacionadas a Ansiedade e Depressao.
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2.1.3 Alteragdes Transcricionais na Ansiedade e Depressao

Os disturbios neuroldgicos, como a ansiedade e a depressdo envolvem alteracfes em
diversos niveis, como nas atividades neurocomportamentais e neuroquimicas relatadas
anteriormente. Dentre esses niveis de alteracdes, podemos citar as alteracdes transcricionais, as
quais envolvem a modulacdo positiva ou negativa de determinados genes-chaves no controle
da homeostase do sistema nervoso central (MEDEIROS; REIS; MELLO, 2005). Dentre estes
genes, envolvidos nos referidos distarbios neuroldgicos, podemos citar o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF), o receptor tropomiosina quinase B (TRKB), o Transportador de
Glutamato e Aspartato (EaaT1) e os fatores de transcri¢do c-FOS e c-JUN (SEMBA et al., 1993;
AUTRY; MONTEGGIA, 2012; GONZALEZ, 2014).

De acordo com Autry e Monteggia (2012) o BDNF é um dos genes relacionados com a
neuroplasticidade, apresentado como principal funcdo a regulacdo no crescimento,
diferenciacéo e sobrevivéncia de células no SNC. A literatura aponta que este gene apresenta
alteracOes em sua expressao génica e proteica associada a problemas de estresse e depressdo
em pacientes com desordens neuroldgicas (AUTRY; MONTEGGIA, 2012).
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Associado ao BDNF, o seu principal receptor, denominado de TRKB, também esta
associado a diferenciacdo e sobrevivéncia de células neuronais (NAKAGAWA et al., 1995;
SUZUKI et al., 2002; RIVERA et al., 2002). Assim como o BDNF, o TRKB tem mostrado
alteracdes durante eventos de distarbios neuroldgicos, principalmente na ansiedade (MOU,;
HELDT; RESSLER, 2010; PORSCHER et al., 2011; GONZALEZ, 2014).

Outro gene associado a distdrbios de ansiedade é o EaaT1. Este gene esta envolvido na
producdo de transportador de aminoacidos excitatorios, como o glutamato, para a producéo de
glutamina (LEHRE et al., 1995; KANAI; HEDIGER, 2004). De acordo com a literatura,
alteracOes na via do glutamato-glutamina podem estar envolvidos na manifestagéo da ansiedade
e um dos biomarcadores de alteracOes nesta via é o EaaT1 (KARLSSON et al., 2009; LEE et
al., 2013).

No controle da regulacdo da expressdo dos genes estdo os fatores de transcricdo,
proteinas especificas que se ligam a um ou mais promotores génicos para permitir a sua
transcricdo pela RNA polimerase. Dentre os fatores de transcricdo citados em eventos
gendmicos de disturbios de ansiedade e da depressdo podemos citar o cJUN e o cFOS (SEMBA
et al., 1993; KUNG et al., 2010; PERSSON et al., 2014). Os dois, cJUN e o cFOS, podem se
associar para constituir o fator de transcricdo ativador de proteina 1 (AP-1) que, por sua vez,
esta relacionada na regulacdo de diversos genes relacionados ao estresse, bem como a depressao
(WILKINSON et al., 2009; BRAND et al., 2010; MUKHERJEE et al., 2014).

Assim, todos os genes citados, BDNF, TRKB, EaaT1, c-FOS e c-JUN, sdo investigados
em eventos de ansiedade e depressdo, e utilizados como marcadores bioldgicos de alteracdes
transcricionais sugestivas de atividades relacionadas ao estresse e a condi¢des de desordens
neurolégicas (AUTRY; MONTEGGIA, 2012; LEE et al.,, 2013; PERSSON et al., 2014;
GONZALEZ, 2014; MUKHERJEE et al., 2014).

2.2 Uso de Modelos Animais para a Investigacdo de Possiveis AlteracGes

Neurocomportamentais induzidas por Bioativos

Apesar de algumas limitacdes entre a aplicabilidade de processos neurais em desordens
neuropsiquiatricas e descobertas de novas drogas, multiplos ensaios neurocomportamentais tém
sido utilizados por décadas para se compreender sobre as bases neurais do comportamento
(GERLAI, 2002; WAHSTEN et al., 2003).
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O uso de modelos animais permite uma investigacdo cientifica do comportamento de
processos e mecanismos fisiopatoldgico envolvidos no controle de comportamentos normais e
anormais (RODGERS et al., 1997; OVERMIER, 1999; PETTERS; SOMMER, 2000;
PHILLIPS et al., 2002; HOLMES, 2003; MATTHEWS et al., 2005; RAND, 2008). Por este
motivo, modelos animais de avaliacdo de alteracbes neurocomportamentais sdo importantes em
todas as areas de pesquisas biomédicas.

Os testes de analises neurocomportamentais podem avaliar uma variedade de aspectos,
incluindo funcdes autondmicas, neuromusculares, sensitivas e excitatérias (MOSER, 2001).

Os modelos animais de avalicdo neurocomportamental tém sido caracterizados em trés
classes: modelos animais de desordens clinicas, bioensaios comportamentais e teste de
screening comportamentais (WILNER, 1991). Entre eles, o screening neurocomportamental
tem sido utilizado para avaliar o impacto de manipulacdes genéticas e/ou farmacoldgicas em
comportamentos especificos, os quais estdo envolvidos em disturbios comportamentais de
interesse, como a ansiedade e a depressdo (TECOTT; NESTLER, 2004).

2.3 Potenciais Implicacdes Neurocomportamental de Cimicifuga racemosa (L.) Nutt.

As plantas medicinais podem se tornar fonte de moléculas inovadoras com mecanismos
de acdo diferenciados, dos quais pode-se ter a melhor relacdo risco/beneficio dos atuais
farmacos disponiveis no mercado. A diversidade estrutural encontrada na natureza é
fundamental na pesquisa para atingir diferentes alvos biolégicos (YUNES; FILHO, 2001;
AKRAM et al., 2014).

Muitos farmacos comercializados apresentam estruturas quimicas relacionadas a uma
molécula extraida de alguma espécie botanica de uso consagrado na medicina popular. O
interesse em medicamentos derivados de plantas superiores aumentou expressivamente na
ultima década. Estimativas atuais evidenciam que mais de 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento dependem da medicina popular ou de medicamentos a base de plantas como
fonte primaria de cuidados a satde (BRASIL, 2011b). Entretanto, a despeito dessa observacao,
muitas das espécies de plantas usadas pelas comunidades ainda ndo foram objeto de estudos de
toxicidade e eficacia. Muitas espécies sdo usadas empiricamente, sem respaldo cientifico, o que
demonstra que, apesar da enorme biodiversidade, existe uma lacuna entre a oferta de plantas e
sua real capacidade terapéutica. Como qualquer outro medicamento, aqueles de origem vegetal
ou seja, os fitoterdpicos ou fitomedicamentos, devem ter a sua eficicia e seguranca

comprovadas, bem como a reprodutibilidade de sua acdo (AKRAM et al., 2014). Nesse
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contexto, a importancia da investigacdo de plantas medicinais reside principalmente na
identificacdo de protétipos, cuja atividade farmacologica permita o desenvolvimento de novos
farmacos eficazes e seguros.

Diante desse cenario, muitas tém sido as iniciativas do Ministério da Salude, em parceria
com oOrgaos do governo e sociedade civil, para a utilizacdo sustentadvel da biodiversidade
brasileira, fazendo parte da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos do
Ministério da Salde, representando a opcdo mais vidvel para a inovacdo na industria
farmacéutica nacional (Ministério da Salde, 2006). Para isso sdo realizadas pesquisas que
comprovem as atividades farmacoldgicas e/ou toxicoldgicas desses produtos naturais (AL-
ASMARI et al., 2014).

Dentre os fitoterapicos descritos na literatura, a Cimicifuga racemosa (Cr) apresenta um
grande potencial para aplicacbes farmacoldgicas, como para o tratamento de dores e
inflamacGes associados a reumatismos e doencas do sistema nervoso; 0s quais foram
introduzidos na comunidade médica desde 1844 pelo Dr. John King, e posteriormente, outros
médicos americanos abriram mais o campo de acdo da Cr no século XIX para o tratamento de
endometriose, amenorréia, dismenorreia, esterilidade, dor severa pds-parto e para aumentar a
producéo de leite na mulher (MAHADY, 2005). Cr apresenta trés atividades importantes sob o
ponto de vista farmacol6gico: hipotensora, reguladora hormonal durante o climatério e anti-
inflamat6ria (MAHADY, 2005).

De acordo com o exposto, 0 presente estudo objetivou investigar os efeitos, ainda ndo
esclarecidos na literatura, de um fitoterdpico Cimicifuga racemosa em atividades

neuropsicofarmacoldgicas.

2.4 Hipotese Cientifica

Devido a relatos na literatura indicarem que algumas atividades bioldgicas de
Cimicifuga racemosa podem estar relacionadas a sua acdo a nivel de sistema nervoso central,
0 presente estudo hipotetizou que o referido fitoterapico poderia apresentar efeitos
neurocomportamentais, neuroquimicos e na regulagdo transcricional de manifestacdes

envolvidas na resposta para ansiedade, depresséo e sedacdo em camundongos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Al-Asmari%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25587347
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Al-Asmari%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25587347
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os efeitos do extrato etandlico do rizoma de Cimicifuga racemosa na

psicofarmacologia em camundongos.

3.2 Especificos

- Identificar os possiveis efeitos neurocomportamentais de C. racemosa em
camundongos;

- Avaliar possiveis alteraces fisiologicas indicativas de toxicidade em camundongos;

- Investigar a interferéncia de C. racemosa na atividade locomotora espontanea de
camundongos;

- Analisar os efeitos de C. racemosa em camundongos submetidos a modelos
comportamentais de ansiedade (placa perfurada, labirinto em cruz elevada) e depressédo (nado
forcado e suspensao da cauda);

- Verificar atividade sedativa/hipnotica de C. racemosa pelo teste de sono induzido por
Pentobarbital em camundongos;

- Determinar o perfil de expressédo dos genes BDNF, TRKB, Eaatl, cFos e cJun por
gPCR.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Extratos de Cimicifuga racemosa

O extrato da planta é do tipo etandlico, extraido do rizoma, foi adquirido em forma de
comprimidos revestidos, comercializados pelo laboratorio Marjan Farma, com nome comercial

Aplause®.

4.2 Animais

Os animais utilizados nesse estudo foram, camundongos Swiss (Mus musculus albinus),
adultos, machos, com peso entre 25-30 g, todos provenientes do Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara (UFC) — Campus
Fortaleza, os mesmos foram conduzidos ao Biotério da Faculdade de Medicina da UFC —
Campus Sobral. Os animais foram mantidos em caixas de prolipropileno com no méaximo 6
animais, em condi¢cdes de biotério com temperatura constante (24 + 1 °C), com ciclo de

claro/escuro de 12 horas, recebendo racéo padrdo e agua a vontade.

4.3 Aspectos Eticos

Os protocolos experimentais foram elaborados de acordo com o “Guia para Cuidados e
Uso de Animais de Laboratério” da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
(SBCAL). Todos os esforcos foram feitos para minimizar o nimero e os sofrimentos dos
animais.

O protocolo experimental foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Animal
(CEPA) da UFC sob protocolo NS 23 e os experimentos realizados de acordo com as normas

internacionais de uso animais em experimentacao.
4.4 Modulacao Farmacoldgica
As doses utilizadas no presente estudo foram de acordo com os dados da literatura

(WINTERHOFF et al., 2003), e tomando como base a dose indicada na bula do fitoterapico,

que por sua vez foi convertida para dose animal, baseado nos célculos para determinar a dose



43

inicial em seres humanos, sem extrapolar para animais a partir da normalizacdo da area de

superficie corporal (BSA).

4.5 Preparo das drogas e vias de administracao

O comprimido Cr foi triturado com auxilio de almofariz e pistilo e dissolvido em 3% de
Tween 80 e diluido em solucéo salina (0,9%). Foram utilizadas sete doses de Cr: 1; 5; 10; 25;
50; 100 e 200 mg/Kg, por via oral (per 0s), as doses foram administradas por via oral (per 0s)
através de uma sonda gastrica. Os grupos controles receberam veiculo (solucdo salina
emulsificada com 3% de Tween 80). As demais drogas utilizadas nos experimentos tais como
Diazepam (1; 2 e 3 mg/Kg), Imipramina (10 e 30 mg/Kg), Flumazenil (2,5 mg/Kg) e
Pentobarbital Sodico (50 mg/Kg), foram dissolvidas e diluidas diretamente em agua destilada

e administradas por via intraperitoneal.

4.6 Tratamento dos grupos experimentais

Os animais foram tratados com Cr, de forma aguda, nas doses de 1; 5; 10; 25; 50; 100 e
200 mg/Kg por via oral, durante 21 dias. Durante todo o periodo de tratamento os animais foram
pesados diariamente e a alimentacdo e 4gua foram removidas 1 hora antes da administracao da
droga e recolocadas depois de decorrido 1 hora da gavagem. O volume administrado foi
referente ao peso de cada animal. Os testes foram realizados 1 hora ap6s o tratamento com Cr
(per o0s) e 30 minutos ap6s o tratamento com as demais drogas por via intraperitoneal (i.p.).

Para avaliacdo da atividade antidepressiva foi utilizado, Imipramina (IMI) 10 e 30
mg/Kg (i.p), nos testes de Nado Forcado e Suspensao da Causa, respectivamente, como padrdes
positivos. Diazepam (DZP), na dose de 1 mg/Kg (i.p.) foi utilizado como padrao positivo para
os testes de Placa Perfurada e Labirinto em Cruz Elevado, na dose de Diazepam 2 mg/Kg (i.p.)
para o teste de Campo Aberto, e 3 mg/Kg (i.p.) para 0 modelo de Tempo de Sono induzido por
Pentobarbital (50 mg/Kg; i.p.), como padrdo para atividade sedativa/hipnética. O Flumazenil

(FLU) (2,5 mg/Kg; i.p.) foi utilizado para avaliagdo do sistema GABAérgico.

4.7 Protocolo Experimental

Os experimentos foram realizados durante o dia em dias distintos, onde os animais

foram observados em um ambiente fechado, desprovido de barulhos externos e com



44

temperatura constante (24 + 1°C). Para o teste de campo aberto e labirinto de cruz elevado, foi
utilizado uma iluminacéo de baixa densidade (luz vermelha de 15 W). Os demais ensaios foram
realizados com iluminacdo normal. Em todos os testes com excec¢do da suspensdo da cauda e
nado forcado, ap0s a observacao de cada animal foi utilizado alcool 10% para a remocao de

residuos deixados pelo animal.

4.8 Analises Neurocomportamentais e Fisiologicas Preliminares

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (n=3 per grupo), os quais
foram tratados uma Unica vez com Cr (1; 10 e 100 mg/Kg, per os) ou veiculo (salina 0,9%, per
0s) e alocados em gaiolas para observacbes de possiveis alteracdes neurocomportamentais
(Figura 6) e fisiologicas (atividade renal e do célon) nos periodos de 0-5, 15 e 30 minutos, e 1,
2, 4 e 24 horas apds a administracdo, de acordo como descrito por Carlini (1972). Apds 24
horas, os animais foram sacrificados e, em seguida, estbmago, figado, rins e coragdo foram
removidos para andlises. Os parametros analisados nos 6rgaos foram presenca de danos na

mucosa gastrica interna e alteracGes na massa Umida.

Figura 6 - Analise neurocomportamental.

Fonte: Arquivo Pessoal da Autora. Legenda: Apds a administracdo de Cr (1,0; 10 ou 100 mg/Kg; v.0.), 0s
camundongos foram colocados em gaiolas apropriadas (A) e observados quanto a parametros
neurocomportamentais e fisiolégicos, segundo Carline e colaboradores (1972), como permanéncia nos cantos (B),
Escalar (C), Sonoléncia (D) entre outros, por um periodo de: 0-5 min; 30 min; 1 h; 2 h; 4 he 24 h.
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4.9 Avaliacdo da Atividade Locomotora

4.9.1 Teste do Campo Aberto (Open field test)

Este teste, é baseado na metodologia descrita por Sielgel (1946) e validada por Archer
(1973), foi utilizado para analisar a atividade exploratéria do animal. Os pardmetros avaliados
foram: nimero de cruzamentos com as quatro patas (movimentacao espontanea), nimero de
levantamentos sob as patas traseiras (rearing) e nimero de comportamentos de auto-limpeza
(grooming), adicionalmente o tempo que 0s animais permaneceram parados, registrados no
tempo de 5 minutos. Ap6s 1 hora do tratamento por via oral os animais foram submetidos ao
campo aberto (Figura 7) para avaliacdo dos parametros comportamentais. Além dos grupos
tratados com Cr (1; 5; 10; 25; 50; 100 e 200 mg/Kg; per 0s) e veiculo (Salina 0,9% per 0s), um
grupo foi tratado com DZP (2 mg/Kg; i.p.) como controle positivo.

Figura 7 - Teste de Campo Aberto em camundongos.

5 minutos

60 minutos

Cr(1; 5; 10; 25; 50; 100 e 200
mg/Kg; per os); DZP (2 mg/Kg;
i.p.) ou veiculo.

Fonte: Arquivo Pessoal da Autora. Legenda: llustracdo do teste campo aberto utilizado para avaliar a atividade
locomotora.
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4.10 Avaliagdo da Atividade Ansiolitica

4.10.1 Teste da Placa Perfurada (Hole board test)

O teste da Placa Perfurada € utilizado para determinar a acdo de bioativos no
comportamento exploratério e, em especial no aprendizado. O aparato utilizado consiste em
uma plataforma plana com orificios, pelos os quais os camundongos podem colocar suas
cabecas afim de explorar o ambiente (CLARK et al., 1971). Através da analise da quantidade
de vezes do animal em colocar a cabega nos orificios, bem como pelo tempo de permanéncia
da mesma, € possivel avaliar drogas quanto a possiveis efeitos psicotropicos (DHARA et al.,
2002). Deste modo, buscou-se utilizar o teste da Placa Perfurada para avaliar os efeitos de Cr
na atividade exploratdria de camundongos. Apds 1 hora do tratamento por via oral 0s animais
foram submetidos a placa perfurada (Figura 8) para avaliacdo dos pardmetros comportamentais
(head dips). Além dos grupos tratados com Cr e veiculo, um grupo foi tratado com DZP (1

mg/Kg; i.p.) como controle positivo. Cada animal foi analisado no referido teste durante 5 min.

Figura 8 - Teste da Placa Perfurada em camundongos.

5 minutos

Cr(1; 5; 10; 25; 50; 100 e 200

mg/Kg; per 0s), DZP (1 mg/Kg;
i.p.) ou veiculo.

Fonte: Arquivo Pessoal da Autora. Legenda: llustracdo do teste da placa perfurada, para avaliar a atividade
exploratoria.



47

4.10.2 Teste de Labirinto em Cruz Elevado (Plus maze test)

O teste do Labirinto em Cruz Elevado, foi aperfeicoado por Pellow e colaboradores
(1985) e, adaptado para camundongos por Lister (1987), é utilizado como ensaio
comportamental para avaliar possiveis efeitos ansioliticos de agentes farmacoldgicos, bem
como para auxiliar na determinacdo de regiGes cerebrais e mecanismos envolvidos no
comportamento relacionado com a ansiedade. O animal é colocado no centro da juncdo de
quatro bragos elevados a 45 centimetros do chéo, consistindo de dois bracos abertos (30 x 5
cm) (sem paredes, deixando 0s animais expostos ao meio) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm)
(com paredes, servindo com um abrigo seguro para o animal) perpendiculares (Figura 9), o0s
quais sdo quantificados o percentual relativo ao nimero de entradas do animal em cada braco
(WALF; FRYE, 2007).

Compostos ansioliticos reduzem a aversao do animal aos bragos abertos e promovem
uma exploracdo no referido braco. Por outro lado, as passagens forcadas ou voluntérias do
animal para os bracos fechados estdo associadas com mudancas hormonais e comportamentais
indicativas de aumento da ansiedade (HOGG, 1996).

Apo6s decorrido 1 hora do tratamento por via oral os animais foram submetidos ao
labirinto em cruz elevado para avaliagdo dos parametros comportamentais (percentagem do
namero de entradas e do tempo de permanéncia nos bracos abertos e fechados). Além dos
grupos tratados com Cr e veiculo, um grupo foi tratado com DZP (1 mg/Kg; i.p.) como controle
positivo. Para a investigacdo do mecanismo de acdo ansiolitico, foi utilizado o Flumazenil (2,5
mg/Kg; i.p.), um antagonista do receptor GABAa/Benzodiazepinico, administrado 15 min antes
do tratamento com Cr (100 ou 200 mg/Kg; per 0s), ou veiculo ou DZP (1 mg/Kg; i.p.). Cada

animal foi analisado no referido teste por um periodo de 5 min.
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Figura 9 - Teste de Labirinto em Cruz Elevado em camundongos.

5 minutos

Cr(1; 5; 10; 25; 50; 100 e 200

mag/Kg; per 0s); DZP (1 mg/Kg;
i.p.) ou veiculo.

Fonte: Arquivo Pessoal da Autora. Legenda: llustracdo do teste de Labirinto em Cruz Elevado, para avaliar a
acdo ansiolitica de drogas em camundongos.

4.11 Avaliacdo da Atividade Antidepressiva

4.11.1 Teste da Suspenséo da Cauda

E um teste utilizado para avaliar os efeitos antidepressivos de uma droga. Os animais
devem ser suspensos, presos cerca de 1 cm a partir da ponta cauda, por uma fita adesiva numa
plataforma a 58 cm da bancada do experimento (Figura 10). A duragdo da imobilidade deve ser
feita durante 6 minutos segundo a metodologia descrita por Steru et al., (1985). Imipramina (30

mg/Kg; i.p.) foi utilizada como droga-padrdo para a confiabilidade do teste.

4.11.2 Teste do Nado Forgado

O experimento consiste na exposic¢do do animal a um tanque (22 cm de didmetro por 40
cm de altura) com agua (25 °C) até a metade, cerca de 20 cm, por 5 minutos (Figura 11). Este
teste consiste em avaliar uma possivel atividade antidepressiva induzida por drogas, seguindo
a metodologia descrita por Porsolt et al. (1978), onde sera avaliado a duragdo da imobilidade
durante o periodo de 5 minutos. Imipramina (10 mg/Kg; i.p.) foi utilizada como um
antidepressivo padrdo para controle experimental.
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Figura 10 - Teste da Suspenséo da Cauda.

60 minutos

Fonte: Arquivo Pessoal da Autora. Legenda: llustragdo do teste da suspensdo da cauda, para avaliar a agdo
antidepressiva de drogas em camundongos.

Figura 11 - Teste do Nado Forcado.

5 minutos

60 minutos

Cr(1; 5; 10; 25; 50; 100 e 200

mg/Kg; per OS?.-IMI (10 mg/Kg;
i.p.) ou veiculo.

Fonte: Arquivo Pessoal da Autora. Legenda: llustracdo do teste do nado forcado, para avaliar a agdo
antidepressiva de drogas em camundongos.
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4.12 Avaliagdo da Atividade Sedativa/Hipnética

4.12.1 Teste do Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital

Apo6s 1 hora da administracdo de Cr (50; 100 e 200 mg/Kg; per 0s), 0s animais
receberam Pentobarbital Sodico (50 mg/Kg; i.p.), como agente indutor do sono. O tempo desde
a injecdo de Pentobarbital até a perda total do reflexo postural foi registrado como tempo de
laténcia de sono, e o tempo de laténcia entre a perda e a recuperacdo voluntaria do reflexo
postural foi registrado como tempo de sono (WAMBEBE, 1985; ROLLAND et al., 1991).

Iniciado o periodo de sono, os animais foram posicionados em decubito dorsal em local
adequado para observacdo (Figura 12). Foi registrado o inicio do sono para cada animal. Os
animais foram observados durante todo o periodo de sono, sendo o final deste marcado no
momento em que o animal retornou a situacéo de alerta, caracterizada pela alteracao da posi¢cdo
de decubito dorsal. O periodo total de observacéo foi de no maximo 240 minutos. Diazepam (3

mg/Kg; i.p.) foi utilizado como droga-padréo.

Figura 12 - Sono Induzido por Pentobarbital.

240 minutos

60 minutos

?
:S\\ (50 mg/Kg i.p.)

Cr(1; 5; 10; 25; 50; 100 e 200
mg/Kg; per 0s); DZP (3 mg/Kg;
i.p.) ou veiculo.

Fonte: Arquivo Pessoal da Autora. Legenda: llustracdo do teste do sono induzido por Pentobarbital, para avaliar
a acdo sedativa/hipndtica de drogas em camundongos. Apos a administragdo de Cr (50; 100 e 200 mg/Kg; per 0s)
ou DZP (3 mg/Kg i.p) com Pentobarbital (50 mg/kg i.p). Os animais foram observados por 240 minutos ou até
sairem da posic¢do decubito dorsal.
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4.13 Dissecacio das Areas Cerebrais

No 21° dia os animais foram devidamente sacrificados e, logo em seguida, os encefalos
foram retirados rapidamente e colocados sobre papel aluminio numa placa de Petri com gelo.
Em seguida o hipocampo (HC), o corpo estriado (caudado, putdmen e globo pélido) (CE) e o
cortex pré-frontal (CFP), foram isolados das estruturas circunjacentes por divulsionamento.
Apobs a dissecacdo, cada area foi colocada em papel aluminio sobre gelo, pesada e armazenada
a-20 °C.

4.14 Andlises Neuroquimicas

4.14.1 Determinacdo da Peroxidacao Lipidica (TBARS)

Teste baseado na reagdo do &cido tiobarbitdrico com os produtos de decomposicao dos
hidroperéxidos. Um dos principais produtos formados no processo oxidativo é o
malonildialdeido (Figura 13).

O grau de lipoperoxidacdo em corpo estriado de ratos foi medido através da
determinacdo das concentracdes de substancias reativas do &cido tiobarbitdrico (TBARS),
conforme o método de Draper e Hadley (1990). Foram preparados homogenatos da area
cerebral a 10% em solucdo fosfato de potassio 150 mM, pH 7,4. Um volume de 0,25 mL do
homogeneizado foi levado ao banho maria 37 °C por 1 hora e precipitado com 400 pL de &cido
perclérico 35% e apds centrifugacdo (14000 g por 15 mim a4°C), o sobrenadante foi transferido
e a ele acrescido 200 pL de solucédo de &cido tiobarbitarico 1,2% e levado ao banho de agua
fervente (95-100 °C/30 min). O conteldo de TBARS foi determinado em espectrofotémetro a
532 nm. Os resultados foram expressos em micromol de malonildialdeido (MDA) por mg de

tecido.
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Figura 13 - llustracdo da reacdo entre &cido tiobarbitlrico com os produtos de decomposi¢éo
dos hidroperdxidos.

OH A SYN\ OH HO /NYSH
| NN # NN NN
/)\ H OH

HO N SH MDA OH

o

2-Thiobarbituric
Acid

Fonte: Eagle Biosciences

4.15 Determinacdo da expressdo do RNAm de mediadores Neuroinflamatorios e BDNF

através de PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

4.15.1 Extracdo do RNA total

Para a extragdo de RNA total, utilizaram-se apenas o hipocampo dos animais. O RNA
total foi extraido utilizando TRIzol® (Life Tecnhologies/Invitrogen), seguindo as orientacdes
do fabricante baseado no método de isolamento de RNA num Unico passo desenvolvido por
Chomczynski e Sacchi (1987). Para isso, a referida éarea cerebral foi colocada em
homogeneizador manual em presenga de 1 mL do reagente TRIzol®. Posteriormente 0 RNA
total foi purificado pelo método guanidino-isotiocianato-fenol-cloroférmio e, ap6s posterior
precipitacdo com uso de iso-propanol (isopropanol ou 2-propanol) e etanol 75 % (diluido com
agua tratada com DEPC), o RNA total foi mantido (— 80 °C) em &gua ultra pura tratada com
DEPC.

4.15.2 Analise Quantitativa e Qualitativa do RNA total

Para testar a eficiAcia da extracdo e pureza do RNA total, foi determinada a
concentracdo de RNA total nas amostras por diluicdo do RNA (fator de dilui¢do conhecido),
em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 260 nm (Aze0) € 260/280 nm (Aze0/A280). A
qualidade do RNA total foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1,2 %, corado com

brometo de etidio (10 mg/mL) e visualizado em um equipamento de luz ultravioleta.



53

4.15.3 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA (DNA complementar) foi utilizado por reacdo 1 ug de RNA
total, 0,3 pg do primer oligo (dT) (Invitrogen), 1 pL de dNTPs Mix 10 mM (Invitrogen) e agua
mili-q estéril, que, apds misturadas, foram aquecidas a 65 °C por 5 min e depois resfriados em
gelo. Posteriormente, foi adicionado 1 pL da Superscript Il reverse transcript 10000 U
(Invitrogen) (200U), 2 uL de DTT 0,1 M, 4 pL de Fist-Strind Buffer 5X (Invitrogen), e a mistura
foi incubada no termociclador a 25 °C por 5 min, 50 °C por 60 min, sendo depois aquecido a

70 °C por 15 min e posteriormente armazenado a -20 °C.

4.15.4 Construcao dos primers

Os primers foram desenhados de acordo com Cunha (2010), e com exce¢do do BDNF
e HPRT, foram com base em dados obtidos do Gene Bank (NCBI), sob juncdes éxon-éxon
(excetuando-se cJUN e pPIA), e submetidos a analise através do programa PrimerBlast
(ROSEN; SKALETSKY, 2000), com especificidade somente para RNAm de Mus musculus.
Todos foram sintetizados pela Invitrogen (Tabela 1).

4.15.5 PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

As analises guantitativas da expressao dos genes foram realizadas através de PCR em
Tempo Real (QPCR). Para tanto, 0,1 pg do cDNA de cada amostra foi utilizado na reacdo de
gPCR. Além dos acidos nucléicos, a reacdo foi composta de iniciadores especificos (300 nm
cada) e 10 pL de 2X Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), com volume final
de 20 L. A reacdo de amplificacéo foi realizada no termociclador Mastercycler® ep realplex*
(Eppendorf) consistindo de desnaturag&o inicial de 95 °C/10 min seguido de 40 ciclos térmicos
de 95 °C por 15 s, 55 °C por 15 s e 60 °C por 20 s. Para analise de provaveis contaminantes foi
realizada deteccdo da presenca de produtos (amplicons) inespecificos por analise da curva de
Melting, constando de temperatura inicial de 55 °C/15 s, seguido por gradiente de 20 min e
temperatura final de 95 °C/15 s. Para as analises da expressdo dos genes, a amplificacdo das
sequéncias alvos foram detectadas em tempo real pela emisséo de fluoroforos, a qual foi captada
pela unidade éptica do aparelho (Figura 14).

As analises dos dados de fluorescéncia obtidos foram realizadas pelo Realplex

Software 2.2 ®. Todas as reacdes, tanto dos genes alvo quanto dos controles endogenos, foram
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realizadas em triplicatas. Os Cycle threshold — Ct, utilizados para a normalizacdo de dados e
para as analises, foram a média aritmética entre as triplicatas dos genes alvo e controles
enddgenos. A obtencdo da expressdo relativa foi realizada pelo método descrito por Livak e
Schmittgen (2001), adaptada por Esteves e colaboradores (2013). Para a normalizacéo, foi
utilizada a equagdo ACt= Ct (gene alvo) — Ct (controle end6geno). A calibragdo foi determinada
pela formula: AACt = ACt (amostra) — ACt (calibrador). A quantifica¢ao relativa (valores
arbitrarios — ESTEVES et al., 2013) foi obtida pela formula 2 ~ 44 (LIVAK; SCMITTGEN,
2001 adaptada por ESTEVES et al., 2013). Utilizou-se o grupo Salina como calibrador. A
expressdo dos genes constitutivos HPRT e pPIA foram utilizados como controle endogeno para

a normalizagao dos referidos dados.

Figura 14 - llustracdo da Deteccdo da Emissdo do Fluoroforo SYBRGreen® em Tempo Real
por qPCR.

Fluorescence (norm

e LI B B A MLl A LS AR LS RN LALS LN LALS LN RAL LN LEA RALE R nass nass |
10 11 12 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 25 30 31 32 33 34 35 35 37 38 39 40
Cycle

Fonte: Imagem do Realplex Software 2.2 ® do arquivo pessoal da Autora.



Tabela 1 - Descricdo dos oligonucleotideos (primers) utilizados na reagdo de gPCR.
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Tamanho do Juncéo éxon-éxon
Nome Sigla Sequéncia NUmero de Acesso / Fonte amplicon (pb) (pb)

Fator Neurotréfico Derivado F 5-CAGGTGAGAAGAGTGATGACC-3’
do Cérebro BDNFIX R5-ATTCACGCTCTCCAGAGTCCC -3’ CARDWELL etal., 2008 nd nd
Receptor Tropomiosina F 5-CATGAAAGGCCCAGCTTCGGTCA-3
Quinase B TRKB R 5 -GTCGGGACCGCCCTCCGAAG -3 NM_001025074.1/ NCBI 109 F 1918/1919
Fator de Transcri¢do cFOS F 5-AGACCAGAGCGCCCCATCCT -3

cFOS R 5 -GGAGATAGCTGCTCTACTTTGCCCC -3’ NM_010234.2/ NCBI 136 R 532/533
Fator de Transcricdo cJUN F 5-CAGGAGAGCGCTCAGGCAGACA -3

cJUN R 5-CAGGAGAGCGCTCAGGCAGACA -3 NM_010591.2/ NCBI 121 -
Transportador de F 5 -CTCGTCACAGGAATGGCGGCC -3
Aminoécidos Excitatorios EaaTl R 5 -TGCCCTTTCCGGGGTGGATGA -3’ NM_148938.3/ NCBI 142 F 885/886
Hipoxantina-Guanina F 5 -AAGACTTGCTCGAGATGTCATGAA -3
Fosforibosil Transferase HPRT R 5-ATCCAGCAGGTCAGCAAAGAA -3 CARDWELL et al., 2008 nd nd
Peptidilpropil Isomerase A F 5 - TTCGAGAAGGTGAAAGAAGGC-3”

pPIA R 5- ACAGAAGGAATGGTTTGATGGG -3° XM_913899.3 / NCBI 158 -

Fonte: Cunha (2010) e Nucleo de Biotecnologia de Sobral. Legenda: Nd: ndo definido pelo autor.
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5 Andlise Estatistica

Todos os valores numéricos foram apresentados como erro padrdo da média (EPM) e
submetidos a andlises de diferencas estatisticas. No caso de dados paramétricos, utilizou-se a
analise de variancia (one-way ANOVA), seguido pelo teste de Comparacfes Multiplas de
Bonferroni, e, no caso de dados ndo-paramétricos, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido
pelo teste de Comparag6es Multiplas de Dunn. Consideraram-se os valores com P<0,05 como
estatisticamente significativos. As andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad
Prism, versdo 4.0, (San Diego, CA, EUA). Adicionalmente, todos os experimentos foram

realizados por observadores “cegos”.
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6 RESULTADOS

6.1 Analises Neurocomportamentais e Fisiologicas Preliminares

De acordo com as avaliag6es preliminares, os resultados sugerem que Cr, nas doses 1,0;
10,0 e 100,0 mg/Kg, apresentam efeitos similares. Cr demonstrou efeitos indicativos de acéo
no sistema nervoso central, tais como: piloerecdo, tremor, ptose palpebral, grooming e
sonoléncia; e também no sistema nervoso autbnomo, com animais apresentando redugdo do
ténus muscular, em relacéo ao grupo controle tratado com salina, como mostra a tabela 2.

Nédo foram identificadas nenhuma alteracdo fisiologica significativa, em relacdo a
atividade renal (mic¢do) e do colon (defecacdo), bem como nas massas Umidas dos 6rgaos
analisados (figado e rins), quando comparado ao grupo controle (Tabela 3). Adicionalmente, a
analise macroscopica da mucosa interna gastrica (Figura 15) de animais tratados com Cr (1,0;

10,0 e 100,0 mg/Kg) por via oral ndo indicaram sinais de danos, em relacdo ao grupo Controle

Tabela 2 - Analises neurofarmacol6gicas preliminares.

Grupo Efeitos comportamentais observados

Salina (per 0s) Sem alteragcBes comportamentais significativas observadas.

Piloerecdo; diminuicdo da atividade motora de 30 min a 4 h (em relagdo ao grupo
1 mg/Kg (per 0s) Salina); permanéncia nos cantos a partir dos 15 min, apés administracéo; tremor na
1% e 242 h; ptose semi-parcial e total a partir da 12 h; grooming excessivo no 15° min;
redugdo do ténus muscular na 242h.
Diminuicdo da atividade motora da 12 a 4% h (em relagcdo ao grupo Controle);
permanéncia nos cantos durante todo o tempo observado; tremor na 42 h; ptose semi-
10 mg/Kg (per 0s) parcial ou parcial nos primeiros 5 min e partir da 22 h; reducéo do tdnus muscular de
15 min a 2 h, apds administracdo; grooming excessivo e sonoléncia na 42 h e e
sonoléncia na 42 h; reducdo do tdnus muscular e da capacidade de agarrar.
Piloerecdo no 30° min e a partir da 22 h; diminuicao da atividade motora (em relacéo
ao grupo Salina); permanéncia nos cantos; tremor ap6s administracéo até o 30° min;
100 mg/Kg (per 0s) ptose semi-parcial e parcial durante todo o periodo observado; sonoléncia da 12 a 22
h e grooming excessivo na 42 h; maior redugéo do tdnus muscular e da capacidade

de agarrar, em relacéo as outras doses

Fonte: Arquivo Pessoal da Autora. Legenda: Os camundongos (n = 3 por grupo, machos, pesando
aproximadamente 35-40 g) foram tratados com Cr (1; 10 e 100 mg/Kg; per 0s). Observou-se pardmetros
neucomportamentais segundo Carlini (1972), durante os primeiros 5 min, e, posteriormente, nos tempos 15, 30,
60 mine2,4e24h.
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Tabela 3 - Anélise da micgdo e atividade excretoria apos administragdo de Cr.

Miccio Defecacio Figado Rins (massa Coracio
(Numero de (Nimero de (massa imida - g) (massa
vezes) média =  bolos fecais) amida - g) média = imida - g)
Via de EPM média = EPM média = EPM média +
.. N EPM EPM
administracio
Salina {per o3) 1,143 = 0,67 2820234 148 =002 0,64 =002 0,28 =003

CR1mgks  (peros) 0420+030  2700+21.9 147+004 061000  026+0,04
CR10mgks (peros) 0571037  36290+200 142010 061001  028=004

CR 100 mgkg (per os) 1000033  2543+213  146+010 062+000 028=004

Fonte: Arquivo Pessoal da Autora. Legenda: Os camundongos (n = 3 por grupo, machos, pesando
aproximadamente 35-40 g) foram tratados com Cr (1,0; 10,0; e 100 mg/Kg; per 0s). Foram contabilizados os bolos
fecais e sinais de micgdo segundo Carlini (1972), durante os primeiros 5 min, e, posteriormente, nos tempos 15,
30, 60 min e 2, 4 h. Adicionalmente, foram contabilizadas a micgdo em 24 h.

Figura 15 - Analise macroscépica da mucosa gastrica interna.

Fonte: Arquivo Pessoal da Autora. Legenda: (A) Controle e (B, C e D) Cr 1,0; 10,0 e 100,0 mg/Kg,
respectivamente. Os camundongos (n = 3 por grupo, machos, pesando aproximadamente 35-40 g) foram tratados
com Cr (1,0; 10,0 e 100,0 mg/Kg; per 0s). Ap6s 24 h, decorrido as andlises comportamentais, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e estdmagos foram removidos, abertos e fotografados para analise.
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6.2 Avaliacdo da Atividade Locomotora

6.2.1 Teste do Campo Aberto (Open field test)

No teste do Campo Aberto, observou-se que animais tratados com DZP reduziu em 68%
0 numero de linhas cruzadas (atividade locomotora horizontal), 52% do ndmero de
levantamentos sob as patas traseiras (rearing/atividade locomotora vertical) e 86% do nimero
de comportamentos de auto-limpeza (grooming) (Cruzamento, 32,0 = 3,0, nimero de linhas
cruzadas; rearing, 15,5 + 2,9, numero de vezes executado; grooming, 0,8 £ 0,5, nimero de
vezes executado), respectivamente, em relacdo ao grupo Controle (Cruzamentos, 99,7 + 13,3,
numero de linhas cruzadas; rearing, 32,2 + 4,7, numero de vezes executado; grooming, 5,8 £
0,6, numero de vezes executado), no entanto, DZP aumentou o tempo de imobilidade em 695%
(169,6 +14,7 segundos), em relagdo ao Controle (21,33 £7,2, segundos).

Quando os animais foram submetidos ao tratamento com Cr (1; 5; 10; 25; 50; 100 e 200
mg/Kg; per 0s) ndo apresentaram alterac6es no numero de linhas cruzadas (64,1 + 5,0; 67,6 £
5,0; 67,2 + 6,7; 68,8 £ 8,0; 77,8 £ 9,8; 87,8 + 3,2 e 90,5 £ 9,8, respectivamente), quando
comparados ao Controle (99,7 + 13,3) (Figura 16 A). Nado houve também diferenca significativa
entre animais tratados com Cr e Controle no tempo de imobilidade (segundos, 51,0 + 10,7; 35,0
+7,1;31,8+4,4;32,2+5,5;32,2+7,3; 24,8 +8,8e 21,4 12,2, respectivamente) (Figura 16 B).
A maior dose de Cr, 200 mg/Kg, aumentou significativamente em 81% e 100%,

respectivamente, o rearing e grooming, em relacdo ao Controle (Figura 16 C e 16 D).
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Figura 16 - Andlise da atividade motora no Teste do Campo aberto (Open Field test).
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: (A) nimero de cruzamentos, (B) Tempo de imibilidade, (C) Rearing
e (D) Grooming. Os camundongos foram tratados com Cr (1; 5; 10; 25; 50; 100 e 100 mg/Kg; per 0s), Diazepam
(DZP; 2 mg/Kg; i.p.) ou Controle (Salina 0,9%, per 0s.). Apds 1h, os animais foram submetidos ao teste de Campo
Aberto. Os dados estdo expressos em médias £+ EPM. One-way ANOVA, Bonferroni. *, ** e *** indicam
diferencas P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente, em relagdo ao grupo Controle e #, #¢ ## indicam diferencas
P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente, em relacdo ao grupo DZP.
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6.3 Avaliacdo da Atividade Ansiolitica

6.3.1 Teste da Placa Perfurada (Hole board test)

Na anédlise da avaliagdo exploratoria, por meio do teste da placa perfurada, pode-se
observar que animais tratados com DZP (1 mg/Kg; 1,p,), aumentaram significativamente
(P<0,05) o head dips em 85% e 0 tempo de permanéncia em 140% (41,8 + 3,0 nimero de vezes
executado; e tempo de permanéncia: 38,5 + 5,0 segundos, respectivamente), comparando ao
grupo controle (22,6 + 2 nimero de vezes executado, 16,0 + 1,7 segundos, respectivamente)
(Figural7 Ae 17 B).

Os animais tratados com Cr (1; 5; 10; 25; 50; 100 e 200 mg/Kg) ndo apresentaram
diferenca significativa no nimero head dips, em relacdo ao grupo controle (Figura 17 A),
entretanto, as doses 1, 10 e 25 mg/Kg (Cr), aumentaram significativamente (P<0,001; P<0,05,
respectivamente) o tempo de permanéncia em 243%, 136% e 151%, respectivamente, em
relacdo ao Controle (Cr 1 mg/Kg: 55,0 £ 6,5; Cr 10 mg/Kg: 37,8 £ 5,1; Cr 25 mg/Kg: 40,2 +
5,2; Controle: 16,0 + 1,7, sequndos) (Figura 17 B).

6.3.2 Teste de Labirinto em Cruz Elevado (Plus maze test)

Para verificar uma acdo ansiolitica induzida por Cr, utilizou-se do teste de Labirinto em
Cruz Elevado (Plus maze test), onde os parametros analisados foram o nimero de entradas nos
bracos abertos (NEBA), a percentagem de entradas nos bracos abertos (PEBA), o tempo de
permanéncia nos bracos abertos (TPBA) e a percentagem do tempo de permanéncia (PTBA).
O DZP (1 (mg/kg), como esperado, induziu um aumento significativo (P<0,001) em todos os
parametros analisados [(NEBA (8,0 + 0,6 numero de vezes), TPBA (57,2 £ 8,9 s), PEBA (42,1
+ 3,2%) e PTBA (40,6 £ 4,1%)] quando comparado ao controle (NEBA: 1,0 £ 0,4 nimero de
vezes executado; TPBA: 2,5 + 1,0 s; PEBA: 6,3 + 3,04%; e PTBA: 1,7 + 0,6%,
respectivamente) (Figura 18).

O tratamento com Cr ndo apresentou alteragdes significativas no NEBA (1 mg/Kg: 2,6
+0,4; 5 mg/Kg: 2,0 £0,7; 10 mg/Kg: 1,8 £ 0,6; 25 mg/Kg: 2,0 £ 0,7; e 200 mg/Kg: 2,2 £ 0,6
numero de vezes executado, respectivamente) (Figura 18 A),TPBA (1 mg/Kg: 12,7 = 3,3; 5
mg/Kg: 9,9 £ 4,0; 10 mg/Kg: 6,9 £ 2,8; 25 mg/Kg: 11,4 + 4,9; 200 mg/Kg: 4,6 = 1,8 s,
respectivamente) (Figura 18 B), PEBA (1 mg/Kg: 23,9 +£3,8; 5 mg/Kg: 22,4 + 2,3; 10 mg/Kg:
24,7 £7,1; 25 mg/Kg: 23,8 £ 6,9 e 200 mg/Kg: 9,6 = 2,9%, respectivamente) (Figura 18 C) e
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PTBA (1 mg/Kg: 12,7 + 3,3; 5 mg/Kg: 9,9 + 4,0; 10 mg/Kg: 6,9 + 2,8; 25 mg/Kg: 11,4 + 4,9;
e 200 mg/Kg: 4,6 £ 1,8%, respectivamente) (Figura 18 D), em relagdo ao grupo Controle.

Entretanto, Cr, nas doses de 50 e 100 mg/Kg, aumentaram, em aproximadamente 40 e
35% o PEBA, em 30 e 25% o PTBA, respectivamente, em relacdo ao Controle, ndo diferindo
do DZP em nenhum dos quatro parametros avaliados (Figura 18).

Ao analisar o envolvimento dos receptores benzodiazepinicos no efeito ansiolitico no
grupo de animais tratados com Cr (100 mg/Kg) e pré-tratados com Flumazenil (2,5 mg/Kg),
houve reducdo em todos os parametros avaliados, quando comparados ao grupo de animais
tratados com Cr (100 mg/Kg): PEBA (Cr 100 mg/Kg: 34, 3 + 3,0%; FLU + Cr 100 mg/Kg: 8,5
* 3,5%) (Figura 19 A) e PTBA (Cr 100 mg/Kg: 29,8 + 5,3%; FLU + Cr 100 mg/Kg: 10,3 =
3,6%), respectivamente (Figura 19 B).

Figura 17 - Teste da Placa Perfurada (Hole Board test).
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: (A) Nimero de vezes que o animal colocou a cabeca e (B) tempo
de permanéncia. Os camundongos (n = 9 por grupo, machos, pesando aproximadamente 35-40 g) foram tratados
com Cr (1; 5; 10; 25; 50; 100 e 100 mg/Kg; per 0s), Diazepam (1 mg/Kg; i.p.) ou Controle (Salina 0,9%, per 0s).
Apo6s 1h, os animais foram observados durante 5 min na placa perfurada (hole board). Os dados estdo expressos
em médias + EPM. One-way ANOVA, Bonferroni. * indica diferenca P<0,05, em relacdo ao grupo Controle e #,
# e ## indicam diferencgas P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente, em relacéo ao grupo DZP.
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Figura 18 - Labirinto de Cruz Elevado (Plus-maze test).
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: (A) Nimero de entradas nos bragos abertos (NEBA), (B) Tempo de
permanéncia nos bragos abertos (TPBA), (C) Percentagem de entradas nos bragos abertos (PEBA) e (D)
Percentagem do tempo nos bragos abertos (PTBA). Os camundongos (n = 9 por grupo, machos, pesando
aproximadamente 35-40 g) foram tratados com Cr (1; 5; 10; 25; 50; 100 e 100 mg/Kg; per os), Diazepam (1
mg/Kg; i.p.) ou Controle (Salina 0,9%, per 0s). Apds 1h, os animais foram observados durante 5 min no labirinto
de Cruz elevado (Plus-maze), Os dados estdo expressos em médias + EPM. One-way ANOVA, Bonferroni. *, **
e *** indicam diferengas P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente, em relagdo ao grupo Controle e # g ###
indicam diferengas P<0,01 e P<0,001, respectivamente, em relagdo ao grupo DZP.

Figura 19 - Labirinto de Cruz Elevado (Plus-maze test) com Flumazenil.
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: (A) Percentagem do Nimero de Entradas nos Bragos Abertos e (B)
Percentagem do Tempo de Permanéncia nos Bracos Abertos. Os camundongos (n = 9 por grupo, machos, pesando
aproximadamente 35-40 g) foram tratados com Cr (100 mg/Kg; per os), Diazepam (1 mg/Kg; i.p.) e Cr (100
mg/Kg; per o0s), Diazepam (1 mg/Kg; i.p.) pré-tratados com Flumazenil (2,5 mg/Kg; i.p.) ou Controle (Salina
0,9%, per 0s). Apds 1h os animais foram observados durante 5 min no labirinto de Cruz elevado (Plus-maze),
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sendo considerados o percentual do nimero de vezes que o animal entrou nos bragos abertos e 0 seu o tempo de
permanéncia no mesmo. Os dados estdo expressos em médias £+ EPM. One-way ANOVA, Bonferroni. * e ***
indicam diferencas P<0,05 e P<0,001, respectivamente, em relacdo ao grupo Controle e #* e ## indicam diferencas
P<0,01 e P<0,001, respectivamente, em relagdo ao grupo DZP.

6.4 Avaliacdo da Atividade Antidepressiva

6.4.1 Teste da Suspensao da Cauda

Para verificar a atividade antidepressiva, utilizou-se do teste da suspensao da cauda,
onde observou-se o tempo de imobilidade do animal (segundos). A Imipramina (30 mg/Kg) foi
utilizada como droga padréo e, como esperado, diminuiu (P<0,05) o tempo de imobilidade em
49% (IMI: 44,4 £ 9,2 s), quando comprado ao grupo controle (87,5 £ 2,6 s).

De acordo com os resultados, Cr (100 e 200 mg/Kg) aumentou significativamente
(P<0,05 e P<0,01, respectivamente), o tempo de imobilidade em 70 e 84% respectivamente, em
relacdo ao grupo Controle, (Cr 100 mg/Kg: 149,3 + 13,6 s; Cr 200 mg/Kg: 160,8 £ 7,6 s) (Figura
20).

6.4.2 Teste do Nado Forcado

O tempo de imobilidade dos animais foi o parametro avaliado neste teste. Os resultados
demostraram que Imipramina (10 mg/Kg), droga padréo, reduziu (P<0001) o tempo de
imobilidade em 53% (IMI: 60,8 £ 7,7 s), em relagdo ao grupo Controle (128,5 £ 5,0 s).

Os animais submetidos ao tratamento com Cr ndo apresentaram alteragdes no tempo
de imobilidade (Cr 1 mg/Kg: 110,7 £ 2,7; Cr 5mg/Kg: 118,0 £ 9,0 s; Cr 10 mg/Kg: 120,5+5,1
s; Cr 25 mg/Kg: 123,4 + 4,5 s; Cr 50 mg/Kg: 132,3 £ 10,2 s; Cr 100 mg/Kg: 143,4 + 8,1 s; Cr
200 mg/Kg: 150,5 * 8,1 s), em relacdo ao grupo Controle (Figura 21).
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Figura 20 - Teste da Suspensao da Cauda.
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: Os camundongos (n = 9 por grupo, machos, pesando
aproximadamente 35-40 g) foram tratados com Cr (1; 5; 10; 25; 50; 100 e 200 mg/Kg; per 0s), Imipramina (30
mg/Kg; i.p.) ou Controle (Salina 0,9%, per 0s). Apds 1h, os animais foram observados durante 6 min no teste da
suspensdo da cauda, sendo considerado o tempo de imobilidade. Os dados estdo expressos em médias £ EPM.
One-way ANOVA, Bonferroni. * indica diferenca P<0,05, em relagédo ao grupo Controle, e #, # e ### indicam
diferencas P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente, em relagdo ao grupo IMI.

Figura 21 - Teste do Nado Forcado.
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: Os camundongos (n = 9 por grupo, machos, pesando
aproximadamente 35-40 g) foram tratados com Cr (1; 5; 10; 25; 50; 100 e 200 mg/Kg; per 0s), Imipramina (10
mg/Kg; i.p.) ou Controle (Salina 0,9%, per 0s). Apos 1h, os animais foram observados durante 5 min no teste do
nado forcado, sendo considerado o tempo de imobilidade. Os dados estdo expressos em médias = EPM. One-way
ANOVA, Bonferroni. *** indica diferenca P<0,001, em relacdo ao grupo Controle, e #, # e ## indicam diferencas
P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente, em relacdo ao grupo IMI.
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6.5 Avaliacdo da Atividade Sedativa/Hipnotica

6.5.1 Teste do Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital

De acordo com a analise dos resultados, Cr (100 e 200 mg/kg) e DZP ndo apresentaram
alteracdes significativas na laténcia do sono (Cr 100 mg/Kg: 257,1 + 11,0 s; Cr 200 mg/Kg:
228,0 £ 12,0 s; DZP: 156,0 + 24,0 s), em relacdo ao grupo Controle (197,1 + 21,5 s).

Na analise da duracdo do sono induzido por pentobarbital, apenas Cr, na dose de 50
mg/Kg, ndo alterou esse parametro (Cr 50 mg/Kg: 3.140,0 = 632,9 s), quando comparado ao
grupo Controle (4.800,0 + 627,4 s). No entanto, Cr, nas doses de 100 e 200 mg/Kg,
potencializaram o tempo de sono em 70% e 132% (Cr 100 mg/Kg: 8.160,0 + 437,9; Cr 200
mg/Kg: 11.170,0 + 1264,0, segundos), respectivamente, em comparacdo ao grupo Controle
(Figura 22).

Figura 22 - Teste do Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital.
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: (A) Tempo de laténcia do sono e (B) Tempo de sono. Os
camundongos (n = 9 por grupo, machos, pesando aproximadamente 35-40 g) foram tratados com Cr (50; 100 e
200 mg/Kg; per 0s), DZP (3 mg/Kg; i.p.) ou Controle (Salina 0,9%, per 0s), 30 min (i.p.) ou 1h (per o0s) antes dos
experimentos, e em seguida administrado Pentobarbital (50 mg/Kg i.p.) e observados durante no maximo 240 min
no teste do tempo de sono induzido por pentobarbital, sendo considerado o tempo de laténcia e duragdo do sono.
Os dados estdo expressos em médias + EPM. One-way ANOVA, Bonferroni. *, ** e *** indicam diferencas
P<0,05, P<0,01 e P<0,001, em relacdo ao grupo Controle, e # e ## indicam diferencas P<0,01 e P<0,001,
respectivamente, em relagdo ao grupo DZP.
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6.6 Anélises Neuroquimicas

6.6.1 Determinacao da Peroxidacao Lipidica (TBARS)

Para investigar uma possivel acdo antioxidante, utilizou-se o ensaio de TBARS em
amostras cerebrais. De acordo com os resultados obtidos, Cr (100 mg/Kg) reduziu (P<0,05) em
22% os niveis de malonildialdeido (MDA) em hipocampo, quando comparado ao grupo
Controle (Figura 23 A).

Por outro lado, nas demais &reas cerebrais (corpo estriado e cortex pré-frontal),
nenhuma das doses de Cr apresentaram alteragdes significativas, em relagdo ao grupo Controle
(Figura23 B e 23 C).



68

Figura 23 - Analise dos Niveis de Peroxidagdo Lipidica (TBARS) nas Areas Cerebrais.
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: (A) Hipocampo, (B) Corpo Estriado e (C) Cértex Pré-frontal. Os
camundongos (h = 3 por grupo, machos, pesando aproximadamente 35-40 g) foram tratados com Cr (1,0; 10,0 e
100,0 mg/Kg; per 0s). Ap6s 24 h, decorrido as andlises comportamentais, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical removidos 0s encéfalos para analises neuroquimicas. Os dados estdo expressos em médias
+ EPM. ANOVA, One-way Bonferroni. * indica diferenca P<0,05, em rela¢do ao grupo Controle.

6.7 Determinacdo da expressao do RNAm de mediadores Neuroinflamatérios e BNDF

através de PCR quantitativa em tempo real (JPCR)
6.7.1 Andlise do RNA Total Isolado de Hipocampo de Camundongos
Os RNA’s isolados de todas as amostras apresentaram-Se com qualidade, quando

analisados por espectrofotometria (ab260/280 nm; AB >1.7) (Tabela 4) e por eletroforese

(dados ndo mostrados).



Tabela 4 - Quantificagdo do RNA total.

Grupo/amostra Concentracao (ug/uL) AB 260/280
Salina 1 456 1,710
Salina 2 546 1,800
Salina 3 258 3,583
Salina 4 198 4,125
Salina 5 434 1,695
Salina 6 738 1,752
Salina 7 192 3,310
Salina 8 348 1,830
Imipramina 1 432 1,761
Imipramina 2 296 1,737
Imipramina 3 316 1,819
Imipramina 4 522 1,717
Imipramina 5 124 1,775
Imipramina 6 422 1,786
Imipramina 7 326 1,680
Imipramina 8 106 3,118
Diazepam 1 278 1,716
Diazepam 2 284 1,806
Diazepam 3 322 1,725
Diazepam 4 396 1,703
Diazepam 5 352 1,731
Diazepam 6 708 1,764
Diazepam 7 494 1,805
Cr501 180 1,764
Cr502 192 1,755
Cr503 240 1,722
Cr504 66 1,941
Cr505 258 1,720
Cr506 174 1,773
Cr507 416 1,731

Fonte: Laboratério de Genética Molecular — NUBIS/Sobral.
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6.7.2 Avaliacdo da Especificidade dos Oligonucleotideos (primers) utilizados através da

Analise da Melting Curve

No presente estudo, as analises da melting curve indicaram a auséncia de amplificacdes
inespecificas em todas os produtos amplificados (amplicons), ap6s a reacdo de (PCR,
demonstrando especificidade de todos os oligonucleotideos (primers) utilizados no experimento
(Figura 24).

Figura 24 - Analise da Curva de Melting.
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: Imagem ilustrativa dos resultados obtidos da curva de melting ap6s
a reacéo de amplifica¢do por gPCR.

6.7.3 Analise do Genes de Controle Enddgeno (Housekeepings) nas Condicdes de Estudo

Utilizadas

Antes da normalizacao dos dados de expressdo génica, obtidos por PCR em tempo real
(gPCR), inicialmente, avaliaram-se possiveis alteracfes na expressdo dos genes de controle
enddgeno (housekeeping) utilizados no presente estudo (HPRT e pPIA).

Os dados obtidos, considerando a expressdo basal de cada gene analisado em

cyclothreshold (CT), mostram auséncia de diferencas significativas na expressdo dos genes de
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controle enddgeno analisados entre os grupos Imipramina (IMI; 30 mg/Kg; i.p.) (HPRT: 24,9
+1,3; pPIA: 26,3 = 1,8), Diazepam (DZP; 1 mg/Kg i.p.) (HPRT: 24,9 +1,3; pPIA: 26,3 £ 1,8)
e Cr (50 mg/Kg per 0s) (HPRT: 24,9 + 1,3; pPIA: 26,3 = 1,8), em relagcdo ao grupo Salina
(0,9%) (HPRT: 24,9 + 1,3; pPIA: 26,3 = 1,8) (Figura 25). Desta forma, os referidos genes de
controle enddgeno analisados mostram-se eficientes como normalizadores fisiologicos, uma
vez que ndo apresentaram alteracGes significantes decorrentes das modulag¢fes farmacoldgicas

utilizadas (IMI, DZP e Cr), em relacdo a animais do grupo Salina.

Figura 25 - Andlise da expressdo de RNA mensageiro dos genes de controle enddgeno.
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: Os animais foram tratados com Salina (0,9%), Imipramina (IMI; 30
mg/Kg i.p.), Diazepam (DZP;1 mg/Kg i.p.) ou Cr (50 mg/Kg; per 0s). Apds eutanasia, os hipocampos foram
removidos e utilizados para extragdo de RNA total. Ap6s sintese do cDNA, os niveis do RNAm de (A) HPRT e
(B) pPIA foram analisados por qPCR. One-way ANOVA, Bonferroni. * indica P<0,05, em relacéo ao grupo
Salina.

6.7.4 Analise dos Efeitos de Cr na Expressdo de BDNF, cFOS, cJUN, EaaTl e TRKB-F em
Hipocampo de Camundongos por gPCR

Para se avaliar os efeitos de Cr e das drogas padrfes utilizadas no presente estudo, a
nivel transcricional, realizou-se analise da expressdo dos genes BDNF, cJUN, cFOS, EaaT1 e
TRKB-F, envolvidos na atividade ansiolitica/antidepressiva e neuroprotetora.

De acordo com os resultados, animais tratados com Cr (50 mg/Kg/ per 0s) ou com o
antidepressivo Imipramina (IMI; 30 mg/Kg i.p.) ndo apresentaram alteragdes significativas em
nenhum dos genes analisados (BDNF: 0,16 £ 0,12 e 0,09 £ 0,02; cJUN: 0,33 £ 0,24 ¢ 0,25 +
0,12; cFOS: 0,15 + 0,14 ¢ 0,18 + 0,09; EaaT1: 1,15 + 0,34 € 0,19 + 0,06; e TRKB-F: 1,44 +
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0,22 e 0,25 £ 0,09 vezes, respectivamente), em relacdo ao grupo Salina (BDNF: 0,68 + 0,31,
cJUN: 0,78 +0,18; cFOS: 0,95 + 0,24, EaaT1: 0,89 £ 0,22; e TRKB-F: 0,92 + 0,38 vezes,
respectivamente). Entretanto, Cr 50 demonstrou uma tendéncia a reduzir os niveis de RNAmM
de cFOS em 84%. Em adicdo, Imipramina também apresentou uma tendéncia a reduzir os niveis
de RNAm de BDNF, cJUN e cFOS em 87%, 68% e 81%, respectivamente (Figura 26).

Animais tratados com o ansiolitico Diazepam (DZP; 1 mg/Kg i.p.) aumentaram
significativamente os niveis de RNAm de cJUN em 149% (P<0,05; 1,94 + 0,35 vezes), cFOS
em 553%(P<0,01; 6,20 £ 1,92 vezes), EaaT1 em 1721% (P<0,01; 16,21 + 4,29 vezes) e TRKB-
F em 309% (P<0,01; 3,76 + 0,85 vezes), em relacdo ao grupo Salina. Adicionalmente, ndo
foram encontradas diferencas significativas nos niveis de RNAmM de BDNF entre o grupo DZP
(0,74 £ 0,28 vezes) e Salina.
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Figura 26 - Analise por gPCR.
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: Os animais foram tratados com Salina (0,9%), Imipramina (IMI; 30
mg/Kg i.p.), Diazepam (DZP; 1 mg/Kg i.p.) ou Cr (50 mg/Kg; per 0s). Apds eutanasia, 0s hipocampos foram
removidos e utilizados para extragdo de RNA total. Apos sintese do cDNA, os niveis de (A) BDNF, (B) cJUN,
(C) c-FOS, (D) EaaT1, e (E) TRKB-F foram analisados por qPCR. One-way ANOVA, Bonferroni. * e ** indicam
P<0,05 e P<0,01, respectivamente, em relacéo ao grupo Salina.
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7 Discussao

Apesar de véarios estudos sobre os efeitos de principios ativos de C. racemosa em
modelos in vivo e in vitro, relacionados ao tratamento dos sintomas da menopausa, Seu
mecanismo de acdo ainda ndo € totalmente compreendido (PALACIO; MASRI;
MOORRADIAN, 2009; BEDELL; NACHTIGALL; NAFTOLIN, 2014; WUTTKE et al.,
2014).

De acordo com a literatura, os efeitos climatéricos induzidos por Cr tém sido associados
a um mecanismo de interacdo com 0 SNC (RUHLEN; SUN; SAUTER, 2008). Por este motivo,
no presente estudo, foram realizadas observagdes pré-clinicas iniciais segundo Carline e
colaboradores (1972), as quais podem indicar alteracGes associadas com o sistema nervoso e
auxiliarem na identificacdo de efeitos a nivel central, como estimulantes ou depressores, e/ou
no sistema nervoso autbnomo. Os resultados sugerem que este fitoterapico age no SNC e
também no SNA (sistema nervoso autdnomo), demonstrando alteracBes indicativas de
depressdo e/ou sedacdo, como a reducéo da atividade locomotora, sonoléncia e perda do ténus
muscular (Tabela 2).

De acordo com Beer e Neff (2013), a literatura reporta varios estudos sobre a seguranca
farmacoldgica de Cr, a qual cita apresentar uma tolerancia boa em humanos, ndo promovendo
alteracdes significativas, em relacdo ao uso de placebos, com cerca de mais de 13 mil usuarios,
esses dados corroboram com os desta dissertagdo, onde mostra que ndo houve nenhuma
alteracdo fisiologica e peso umido dos 6rgdos, mostrando uma confiabilidade na administracdo
de Cr (Tabela 3), também pode-se observar que a administracdo via oral ndo causou nenhum
dano na mucosa gastrica (Figura 15), como também as analises de peroxidacao lipidica ndo foi
alterada (Figura 23), mostrando que Cr ndo induz danos oxidativos.

Para investigar mais especificamente os efeitos de Cr no SNC, foram realizadas anlises
em camundongos submetidos a modelos classicos de avaliacdo neurocomportamental.

Os primeiros modelos animais de ansiedade surgiram a partir de pequenos ajustes de
procedimentos de aprendizagem associativa consagrados pelo behaviorismo para avaliar o
potencial terapéutico de drogas ansioliticas. Sob a influéncia da etologia (HALL, 1934,
LORENZ,1995), modelos animais de ansiedade, fundamentados em reacGes de defesa frente a
estimulos ou situagbes naturalmente aversivas, passaram também a ocupar um lugar de
destaque no estudo experimental da ansiedade. Incorporando esse principio as vantagens

oferecidas pelo meétodo experimental, essa abordagem passou a ser chamada anélise
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etoexperimental e, posteriormente, analise etofarmacoldgica da ansiedade, uma vez que
envolvia a manipulagdo de farmacos (BLANCHARD; BLANCHARD, 1998; LISTER, 1990).

Entre alguns dos modelos mais importantes para estudos com abordagem em ensaios de
ansiedade estdo o Campo Aberto e Labirinto em Cruz Elevado.

O diazepam na dose de 2 mg/Kg, vem sendo utilizado para avaliar a atividade
locomotora em experimentos animais, para mostrar seu efeito sedativo e assim poder relacionar
com novas drogas (SOUZA et al., 2007; MELO et al., 2010), 0 aumento ou a diminuicao deste
comportamento é sugestivo para avaliar o nivel de ansiedade (CRAWLEY, 1985; PELLOW et
al., 1985). De acordo com os dados obtidos, pode-se observar que o tratamento crénico com Cr
ndo alterou a atividade locomotora dos animais, mas mostrou que tem uma tendéncia a
aumentar a locomocao a medida que houve um aumento da dose (Figura 16 A). Corroborando
com este estudo, testes realizados com o extrato de C. racemosa BNO 1055 em ratas, também
ndo indicaram alteracBes na atividade locomotora ap6s o periodo de tratamento de oito dias
(WINTERHOFF et al., 2003).

De acordo com Espejo (1997) e Swawnson e Colaboradores (1997), o nimero de
rearing vem sendo descrito como um comportamento exploratdrio. O rearing consiste no ato
do animal levantar-se sobre as patas traseiras, para uma possivel investigacdo do ambiente que
Ihe foi condicionado. Este comportamento é descrito por estar relacionado com uma
hiperatividade dopaminérgica (SWANSON et al., 1997). Como pode-se observar na Figura 16
C, ndo houve alteracdes neste comportamento nas doses testadas de Cr, com excecao a dose de
200 mg/Kg, que apresentou aumento do rearing. Assim, estes achados podem sugerir uma acao
dopaminérgica induzida por Cr.

Archer (1973) observou em seus estudos o aumento de grooming em roedores
apreensivos, alguns estudos observaram que a reducdo desta atividade em campo aberto esta
relacionada com drogas ansioliticas (DUNN et al., 1981; MOODY; MERALI; CRAWLEY,
1993). Segundo Moody e Colaboradores (1993), vérios transmissores podem modular a
expressao deste comportamento. Entre estes neurotransmissores, pode-se citar a dopamina que,
segundo a literatura, esta particularmente envolvida neste comportamento (DRAGO;
CONTARINO; BUSA, 1999; SERAFIM; FILICIO, 2001; KALUEFF; TUOHIMAA, 2005).
Neste estudo, Cr apresentou um aumento do grooming a medida que se aumentava a dose
(Figura 16 D). Portanto, a partir dos resultados de grooming e rearing, sugere-se que Cr pode
estar possivelmente relacionada com a modulagdo de dopamina.

A ativacdo de receptores dopaminérgicos D1 leva a locomogao, enquanto que a ativagao
de D2 produz o comportamento estereotipado (STARR; STARR, 1989; USHIJIMA; CARINO;
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HORITA, 1995), o nimero excessivo de grooming tem sido usado para caracterizar desordens
obsessivas compulsivas (FEUSNER; HEMBACHER; KATHARINE, 2009). Goodman e
Gilman (2012) relatam que agonistas de receptores dopaminérgicos podem causar
comportamentos estereotipados em animais e exacerbar os sintomas das doencas obsessivas
compulsivas, no entanto, h& evidéncias do envolvimento de vias glutamatérgicas no
comportamento de animais que apresentam grooming excessivo (WELCH et al., 2007).

De acordo com os resultados obtidos na locomogéo, sugere-se que o tratamento com Cr,
em doses maiores com a de 200 mg/Kg, possa promover estimulo dos receptores
dopaminérgicos D1, embora ndo tenha tido uma diferenca significativa no aumento da atividade
locomotora, houve uma tendéncia de aumento dessa atividade em escala dose-dependente.
Pode-se sugerir entdo que a Cr cause um aumento na concentracao de dopamina que, por sua
vez, promoveria uma maior estimulacdo desses receptores dopaminérgicos.

O teste da placa perfurada foi introduzido inicialmente por Boissier e Simon (1962, 1964
apud TAKEDA et al., 1998), e consiste num método simples de avaliar a resposta de um animal
a um ambiente ndo familiar, tanto em ratos como em camundongos, este teste pode refletir os
estados ansioliticos e ansiogénicos de uma droga, o estado ansiolitico em animais pode ser
refletido por um aumento no comportamento de head dips. Com base em estudos e em
informagdes que a expressao de um estado ansiolitico em animais pode refletir por um aumento
no tempo de head dips, os resultados deste estudo forneceram evidéncias que Cr 1; 10 e 25
mg/Kg apresentam um efeito ansiolitico por se assemelharem com DZP (Figura 17).

O teste do labirinto em Cruz elevado (LCE) deriva de um trabalho de Montgomery
(1955), que relacionou medo e atividade exploratoria. Handley e Mitani (1984) entdo
desenvolveram um labirinto elevado em X no qual a intensidade do medo natural induzido,
poderia ser medida pela variacdo da proporcdo de exploracdo (comportamento exploratério)
entre os bracos abertos e fechados do equipamento. De uma forma geral, farmacos ansioliticos
aumentam, enquanto agentes ansiogénicos diminuem as entradas e o0 tempo de permanéncia nos
bracos abertos do LCE. Este teste busca verificar a aversao natural de um roedor por espacos
abertos. Os indices de mensuracdo da ansiedade neste modelo, consiste de medidas relativas a
frequéncia de entradas e tempo gasto nos bragos abertos pelos animais.

Neste estudo, Cr nas doses de 50 e 100 mg/Kg aumentaram o nimero de entradas e do
tempo de permanéncia nos bracos abertos (Figura 18). Estas altera¢6es indicam uma atividade
exploratéria de areas consideradas aversivas ao animal, indicando um efeito ansiolitico,
resultando da administragcdo de Cr. Efeito similar foi observado em animais tratados com

diazepam, um padrao utilizado como controle positivo (Figura 19). Estes dados assemelham-se
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com os de Strommer e Colaboradores (2014), onde também foi observado um aumento da
exploragdo nos bragos abertos em doses baixas de Ac-SM (um isolado de Actaea racemosa
(sinbnimo para C. racemosa) 23-O-Acetylshengmanol 3-O-b-D-xylopyranoside — Ac-SM.),
ndo afetando a atividade locomotora.

O Flumazenil (FLU) é um derivado imidabenzodiazepina, € um dos vérios derivados
1,4-benzodiazepinico com alta afinidade pelo receptor benzodiazepinico (BDZs) que age como
antagonista competitivo. No entanto, ndo antagoniza os efeitos de outros sedativos-hipnoticos
no SNC como etanol, opidides e anestésicos gerais. O Flumazenil é também usado como droga
para o diagnostico de intoxicacdo pelos BDZs, liga-se especificamente aos receptores BDZs no
cérebro, blogueando os efeitos comportamentais, neuroldgicos e eletrofisiologicos de varios
benzodiazepinicos (KLEINGEIST et al., 1998).

Para avaliar o mecanismo de acdo envolvido no efeito ansiolitico, utilizou-se o
Flumazenil (2,5 mg/Kg) 15 minutos antes da administragdo de Cr. Os resultados mostraram que
FLU bloqueou a acdo ansiolitica de Cr (100 mg/kg), sugerindo o envolvimento dos receptores
GABAA (Figura 19). Estes resultados corroboram com os de Strommer e Colaboradoers (2014)
que utilizaram um isolado do extrato de Actaea racemosa L. (sindbnimo para C. racemosa). De
acordo com o autor, as moléculas isoladas modularam uma ampla variedade de subtipos de
receptores GABAA, sendo seu perfil aparentemente semelhante aos moduladores de receptores
GABAA,, tais como os barbitdricos e 0s neuroesteroides.

De acordo com a analise dos resultados comportamentais expostos, sugere-se que Cr
(50 e 100 mg/Kg/21 d, per 0s) apresenta uma possivel atividade ansiolitica em camundongos,
a qual estaria relacionada a modulagéo de receptores GABAA.

Posteriormente, para se avaliar uma possivel atividade anti- ou pro-depressiva,
realizaram modelos classicos de estresse relacionados a manifestacdo da depressdo em
camundongos, através dos testes de suspensédo da cauda e nado forcado, respectivamente.

O teste da suspensdo da cauda (TSC) e teste do nado forcado (TNF) representam dois
modelos de desespero comportamentais, que sdo amplamente utilizados para a avaliacdo da
atividade antidepressiva (DAVID et al, 2001;.. PORSOLT et al., 1977;. STERU et al., 1985;.
VENNA et al., 2009). A imobilidade nos dois testes reflete desespero comportamental, que é
considerado semelhante a depressdo humana. Além disso, muitos antidepressivos promovem
os efeitos de uma reducdo no tempo de imobilidade, em roedores (CONNOR et al., 2000;
DETKE et al., 1995).

O teste da suspenséo da cauda quando utilizado em camundongos Swiss, detecta efeito

do tipo antidepressivo promovido pela atuacdo em diversos sistemas como serotonérgico,
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noradenérgico e dopaminérgico (BOURIN et al., 2005). O animal é colocado em uma situacéo
inescapavel, onde o tempo de imobilidade neste teste avalia o desespero comportamental, que
reflete um estado de anedonia, sendo este sensivel ao tratamento de antidepressivos como a
Imipramina (STERU et al., 1985).

Avaliando a atividade da Cr sobre a depressao experimental em TSC, observou-se que
as doses de 100 e 200 mg/Kg alteraram o parametro avaliado, aumentando o tempo de
imobilidade dos animais, apresentando um possivel efeito depressor ou, possivelmente,
sedativo nas doses administradas (Figura 20). Quando analisado os resultados no teste do nado
forcado, nenhuma das doses testadas de Cr apresentou diferenca significativa em relagéo ao
controle (Figura 21), entretanto, pode-se observar que com aumento da dose, houve uma
tendéncia a apresentar efeito depressor e/ou sedativo.

Corroborando com estes dados, os mesmos efeitos também foram vistos em estudos de
Strommer e Colaboradores (2014), utilizando o teste de suspenéo da cauda, onde foi verificada
acentuada inibicdo motora com doses altas de Ac-SM, sugerindo um efeito sedativo acentuado.

Para verificar se a acdo de Cr depressora estaria relacionada com uma atividade
sedativo/hipnético, foi realizado o teste de sono induzido por Pentobarbital. Este estudo
perminte indentificar se determinada droga apresenta efeito sedativo/hipnético, considerando
que duas drogas, quando apresentam o mesmo efeito farmacolégico, somam-se.

O Pentobarbital é uma droga capaz de induzir sono em roedores e em humanos por sua
acao direta sobre o sitio de ligacdo dos barbitlricos, localizado especificamente entre as
subunidades al e B1, que compdem o canal de cloreto do complexo receptor GABAA,
aumentando a influéncia inibitdria sobre o sistema nervoso central (GOTTESMANN, 2002;
MUROI; CZAJKOWSKI; JACKSON, 2006).

Os resultados de Cr mostraram um aumento na laténcia do sono nas menores doses (50
e 100 mg/Kg) e aumento do tempo de sono na maior dose (200 mg/Kg) (Figura 22). Estes
resultados corroboram com os resultados observados no teste de plus-maze, onde as doses de
50 e 100 mg/Kg apresentaram um efeito ansiolitico e a dose de 200 mg/Kg apresentou um
possivel efeito depressor no teste da suspensdo da cauda. Deste modo, os resultados apontam
uma possivel acdo sedativa dependenre da dose utilizada de Cr.

Os estados de ansiedade e os disturbios do sono representam problemas comuns, € 0S
agentes sedativo/hipnoticos estao entre as drogas mais largamente prescritas em todo o mundo.
A inclusdo de uma droga na classe dos sedativo/hipnéticos indica que seu principal uso
terapéutico consiste em produzir sedacdo (com alivio concomitante da ansiedade) ou em

incentivar o sono. Este estudo mostra que Cr apresenta um efeito ansiolitico sem alterar a
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atividade locomotora, com uma agdo semelhante ao DZP, as quais, em doses baixas
apresentam-se como ansioliticos e em doses elevadas como sedativo.

Na literatura ha relatos de acdo antidepressiva de extratos de Cr (NAPPI et al, 2005;
OSMERS et al., 2005; BRIESE et al., 2005; OKTEM et al., 2007) os quais diferem dos
resultados obtidos no presente estudo. Entretanto, € possivel que o extrato utilizado neste
estudo, bem como a apresentagdo do mesmo, possa ter influenciado nos resultados atuais. A
maioria dos estudos citados utilizaram isolados especificos do extrato de C. racemosa, e
empregam outras fontes de extrato C. racemosa. O extrato utilizado neste estudo, pode
apresentar em maior quantidade compostos que tenham agdo antidepressiva, pois em maiores
doses apresentou efeito sedativo.

Como o tratamento com Cr mostrou algumas atividades sugestivas de acdo a nivel de
SNC, no presente estudo, também buscou-se avaliar se este fitoterapico seria capaz de promover
alteracOes neuroquimicas em areas cerebrias.

Dentre as regides do cérebro, o hipocampo é uma das primeiras a sofrer danos
relacionados a distarbios neurolégicos, como encefalite, doenca de Alzheimer, epilepsia,
estresse, depressdo e a ansiedade (MENG et al., 2012; RAMAR; SARASWATHI, 2013;
PERSSON et al., 2014). De acordo com Meng e colaboradores (2012), o hipocampo é um dos
principais alvos para os hormdnios envolvidos no estresse (cortisol, epinefrina e noradrenalina)
e seus neurdnios podem estar associados a disturbios de humor, como a depressdo. E, além da
depressao, o hipocampo possui um papel importante com o comportamento relacionado com a
regulacdao do medo e da ansiedade em roedores (BANNERMAN et al., 2004; PERSSON et al.,
2014).

Dentre as alteragcdes ocorrentes no hipocampo durante eventos de estresse, medo,
depressdo e/ou ansiedade, pode-se citar alteragdes no metabolismo intracelular a nivel
transcricional. Entre estes eventos de estresse, o perfil transcriptdmico em hipocampo de
camundongos submetidos a modelos de ansiedades ja se encontra reportado na literatura
(VIROK et al., 2011).

Portanto, realizaram-se no presente estudo analises dos efeitos de Cr em relacdo a
possiveis alteracdes a nivel transcricional em hipocampo de camundongos submetidos a
modelos de ansiedade, depressao e sedagdo/hipnose. Adicionalmente, também foram avaliados
os efeitos dos farmacos padrdes, Imipramina (antidepressivo) e Diazepam (ansiolitico) na
expressdo de genes de interesse envolvidos na ansiedade e depressédo por gPCR.

Anadlises iniciais por gPCR, quanto a regulacdo nos genes de controle enddgeno

Hipoxantina-guanina Fosforibosil Transferase (HPRT) e Peptidilpropil Isomerase A (pPIA),
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nédo indicaram alteragcbes em suas expressdes em hipocampo de camundongos submetidos a
modulacdo farmacoldgica com as drogas utilizadas (Cr, Imipramina e Dizapam) (Figura 25).
Portanto, o presente estudo sugere estes genes para realizacdo de normalizacdo de dados de
gPCR. Adicionalmente, ndo foram detectados a presenca de possiveis anelamentos
inespecificos em nenhuma das reacdes realizadas com os oligonucleoideos (primers) utilizados
(Figura 24). Desta forma, todos os primers utilizados demonstraram especificidade para cada
gene analisado.

A expressdo de genes corresponde a ativacdo de circuitos especificos do cérebro
relacionados com a percepcdo e integracdo de estimulos primérios para 0s sistemas
neuroenddcrino e autondmico, assim como para as respostas comportamentais (MEDEIRQOS;
REIS; MELLO, 2005). Entre esses genes, pode-se citar o BDNF, c-FOS, c-JUN, EaaTl e
TRKB-F.

De acordo com estudos de Sankova e colaboradores (2006) e Krishnan e Nestler (2008),
BDNF estd envolvido na neurogénese hipocampal e estudos sugerem que, em humanos, a
depressdo esta associada a uma reducdo dos niveis desse fator neuroprotetor e alteracfes na
neurogénese hipocampal. Entretanto, em modelos murinos, ainda ndo se esta claro se a
neurogénse hipocampal esté relacionada a comportamentos de ansiedade e/ou depressao.

O BDNF é um dos genes mais estudados associados a neuroplasticidade, sendo também
o fator de crescimento mais produzido e essencial para o0 SNC. Estudos tém demonstrado que
a diminuicdo da sintese do RNAmM de BDNF esta associado a problemas de estresse e depressao
em pacientes com desordens neurologicas (AUTRY; MONTEGGIA, 2012).

A literatura relata que a administracdo cronica (20-24 dias) do antidepressivo
imipramina resulta no aumento da acetilagdo hipocampal, a qual esta associada a ativacao e
descondensacdo da cromatina, na regido do promotor do gene BDNF (SANKOVA et al., 2006;
KRISHNAN; NESTLER, 2008). Adicionalmente, outros estudos também relatam que
administracdo subcroénica (14 dias) de Imipramina induz a expressdo de BDNF em hipocampo
de ratos (FURTONATO et al., 2010; REUS et al., 2013).

Takano e colaboradores (2012) realizaram estudos in vitro com cultura de astrocitos
isolados de cérebros de ratos, e mostraram que a imipramina aumentou os niveis de BDNF,
sugerindo que esse efeito ocorreria através da ativacao do fator de transcri¢do do elemento de
ligagéo proteico (CREB) via proteina quinase A (PKA) ou via MEK/ERK, uma cadeia de
proteinas associadas com a comunicagdo de sinais desde receptores localizados na superficie

celular até o DNA no nucleo.
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No presente estudo, os dados de qPCR demostram a auséncia de alteracGes significantes
nos niveis de RNAmM de BDNF em hipocampo de animais tratados com imipramina (Figura
25), mostrando inclusive uma tendéncia a reduzir os niveis de transcritps desse fator
neurotrofico. Esta tendéncia de reducdo da expressdo do gene BDNF pela imipramina pode
estar possivelmente associada ao tratamento agudo (1 h) em modelo in vivo, o qual pode néo
ter apresentado o tempo suficiente para aumentar os niveis do RNAm de BDNF em hipocampo
de camundongos submetidos a estresse (nado forcado e suspensdo da cauda), quando
comparado aos outros estudos anteriormente citados, com tratamento crénico (SANKOVA et
al., 2006; KRISHNAN; NESTLER, 2008) e subcronico (FURTONATO et al., 2010; REUS et
al., 2013).

Entretanto, Ludka e colaboradores (2013), também relataram a auséncia do aumento dos
niveis proteicos de BDNF em tratamento agudo com Imipramina em camundongos. De acordo
com o autor, os efeitos antidepressivos desta droga no nado forcado e teste de suspensao da
cauda séo devidos a inibicdo da receptacdo de noradrenalina e serotonina, e ndo envolve 0s
receptores de glutamato (NMDA), um dos principais alvos da modulacdo de BDNF no
hipocampo (CALDEIRA et al., 2007). Portanto, o tratamento agudo (1 h) com Imipramina pode
ser esperado um efeito negativo sobre os niveis de BDNF (LUDKA et al., 2013).

Adicionalmente, além da imipramina, a literatura descreve o papel de
benzodiazepinicos, como o Diazepam, em processos intracelulares e cascatas sinalizatorias
envolvidas na regulacdo sinaptica e plasticidade neural (HUOPANIEMI et al., 2004; SARAF
et al., 2008; KIM et al., 2009). De acordo com estes estudos, benzodiazepinicos alteram a
expressdo de genes, dentre os quais esta 0 BDNF, descrito anteriormente (HUOPANIEMI et
al., 2004; HUANG; HUNG, 2009). Apesar disso, a analise por gPCR ndo revelou alteracoes
nos niveis de BDNF em hipocampo de animais tratados com Diazepam (Figura 25). Este
resultado corrobora com os obtidos por Licata e colaboradores (2013), o qual relata a auséncia
de alteracdes significativas ao analisar os niveis proteicos de BDNF em hipocampo de
camundongos tratados com Diazepam por sete dias consecutivos.

Ainda nesse contexto, a expressdo do RNAmM de um importante receptor de BDNF foi
também analisado por gPCR, o gene TRKB. Denominado de receptor tropomiosina quinase B,
ou tambem por receptor tirosina quinase B ou receptor de crescimento neurotrofico tirosina
quinase tipo 2, é um receptor para BNDF (NAKAGAWA et al., 1995; SUZUKI et al., 2002).
Sua funcdo é mediar os multiplos efeitos de fatores neurotroficos, como o BDNF, como

diferenciacdo e sobrevivéncia de células neuronais (RIVERA et al., 2002).
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Similarmente ao observado nos resultados de expressdao do gene BDNF, os grupos
tratados com Cr ou Imipramina néo apresentaram diferencas significativas nos niveis de RNAm
de TRKB (Figura 26). Entretanto, houve um aumento significativo da expressédo deste gene em
hipocampo de animais tratados com Diazepam.

A literatura descreve a acdo ansiolitica do Diazepam via acdo GABA no hipocampo
(EGBALI etal., 1997). De acordo com resultados do estudo de Lu e colaboradores (2010), pode
haver um envolvimento entre receptores GABAA e a sinalizacdo BDNF-TRKB. Receptores
GABAA séo sitios de ligagdo para benzodiazepinicos, como o Diazepam (RICHTER et al.,
2012), os quais foram descritos mais recentemente como potentes reguladores na liberagéo de
BDNF e, ao mesmo tempo, este estd associado com um feedback positivo tanto para a sintese
de receptores GABAAa, quanto para 0 aumento da producdo de receptores TRKB (MOU,;
HELDT; RESSLER, 2010; PORSCHER et al., 2011; GONZALEZ, 2014).

Os resutados obtidos no presente estudo sugerem que o tratamento com Diazepam
estaria realizando um feedback positivo indireto na via de TRKB através de sua ligacdo a
receptores GABAA. Entretanto, ndo foram observadas alteracfes nos niveis de BDNF em
hipocampo de camundongos tratados com Diazepam. Visto isso, no presente estudo, poderia
sugerir a participacdo de outros ligantes a TRKB, como a proteina tirosina-quinase proto-
oncogense (IWASAKI et al., 1998), a proteina citoplasmatica NCK2 (SUZUKI et al., 2002), a
fosfolipase C y2 (MEAKIN et al., 1999; SUZUKI et al., 2002), entre outras, quais poderiam
estar envolvidos no mecanismo de acdo do Diazepam.

Além do BDNF e seu receptor, TRKB, outros genes estdo associados a disturbios de
ansiedade e depresséo. Entre estes genes, podem-se citar 0s genes de ativagdo imediata, cFOS
e cJUN, os quais estdo envolvidos em eventos gendmicos de controle a alterages no sistema
nervoso (SEMBA et al., 1993). De acordo com a literatura, cFOS é um biomarcador que pode
ser induzido pela dor, por um estresse de imobilizacdo ou estar associado a comportamentos de
ansiedade e/ou depressdo (SEMBA et al., 1993; KUNG et al., 2010; PERSSON et al., 2014).

De acordo com a literatura, o tratamento crénico (21 dias) com Imipramina é capaz de
modular negativamente sua expressdo em hipocampo de ratos (MEDEIROS; REIS; MELLO,
2005). Apesar disso, os resultados obtidos no presente estudo por gPCR revelam que o
tratamento, tanto com Imipramina, quanto Cr, ndo foram capazes de reduzir de forma
significativa os niveis de cFOS e cJUN (Figura 26). Por outro lado, ambas as drogas
apresentaram uma tendéncia a diminuir a expressdo de cFOS em hipocampo de camundongos.
Portanto, a partir destes achados, pode-se sugerir que o tratamento agudo com Imipramina ou

tratamento crénico com Cr podem estar agindo negativamente na via de sintese de cFOS em
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hipocampo de camundongos. Assim, Cr e Imipramina estariam auxiliando na reducdo do
estresse.

Corroborado com estes resultados, de acordo com McQUADE e colaboradores (2006),
camundongos com deficiéncia de expressdo de cFOS no hipocampo demonstram uma melhor
resposta contra o estresse e um efeito ansiolitico em modelos do teste plus maze e hole board.

Ainda no presente estudo, pode-se observar que o tratamento com Diazepam, apesar
de ser um ansiolitico, aumentou significativamente os niveis de RNAm de cFOS no hipocampo
(figura 26). Este resultado discorda de achados da literatura que apontam que drogas
Benzodiazepinicas podem modular positivamente a expressdo de cFOS em areas cerebrais de
ratos, mas ndo em hipocampo (NILES; SMITH; TENN, 1997). Apesar disso, a literatura
também aponta que cFOS, além do envolvimento com o estresse (SEMBA et al., 1993), também
é um indicador de atividade neuronal (BULLITT, 1990), o qual esta associado a atividade de
interacdo social em camundongos (MIELNIK; HORSFALL; RAMSEY, 2014). De acordo com
Mielnik e colaboradores (2014), a administracdo aguda de Diazepam € capaz de promover a
interacdo social. Segundo o autor, a analise por imunorreatividade revelou um aumento dos
niveis de cFOS em areas cerebrais de camundongos que sdo expostos a um estimulo social.
Desta forma, os resultados obtidos neste estudo podem corroborar com uma possivel regulacdo
positiva de Diazepam na via de cFOS, atuando para uma inducgéo da atividade de neurdnios
hipocampais em camundongos, 0s quais estariam associados a atividade de interacdo social.

Adicionalmente, os dados obtidos no presente estudo, sobre os efeitos de Diazepam e
Imipramina na transcricdo de cFOS, corroboram com a literatura, a qual relata que ambos os
farmacos modulam diferencialmente a expressdo de RNAm de cFOS em hipocampo de
camundongos (MEDEIROS; REIS; MELLO, 2005).

Assim como ocorrido com os resultados da transcri¢do de cFOS, os efeitos das drogas
utilizadas (Imipramina, Diazepam e Cr) agiram de forma similar também na expressédo do gene
cJUN (Figura 26).

cJUN €é uma proteina que, em combinacdo com cFOS, constitui o fator de transcrigcdo
ativador de proteina 1 (AP-1), que por sua vez esta envolvida em processos celulares de
diferenciacdo, proliferacdo e apoptose, e também na regulacdo da expressdo de varios genes
envolvidos a respostas a diferentes estimulos, como: citoquinas, fatores de crescimento,
infec¢Oes bacterianas e virais, e estresse (AMEYAR; WISNIEWSKA; WEITZMAN, 2003;
HESS; ANGEL; SCHORPP-KISTNER, 2004).

No presente estudo, Imipramina e Cr ndo apresentaram alteracOes significativas, apenas

uma tendéncia a reduzir os niveis do RNAm de cJUN em hipocampo de camundongos (Figura
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26). Corroborando com estes achados, a literatura relata os efeitos da Imipramina, in vitro e in
vivo, na regulacdo negativa de cJUN em cultura de linfocitos humanos e também camundongos,
descrevendo a acdo inibitoria deste farmaco sobre a translocacdo nuclear de cFOS/cJUN
(WILKINSON et al., 2009; BRAND et al., 2010; MUKHERJEE et al., 2014). Desta forma,
pode-se sugerir que a partir destes achados transcricionais que o tratamento crénico com Cr
estaria mimetizando alguns dos achados encontrados no mecanismo de ac¢éo do antidepressivo
Imipramina, em relacdo a modulacdo de cJUN e cFOS.

Em adicéo, assim como observado na expressdo de cFOS, Diazepam também aumentou
significativamente os niveis de c-JUN em hipocampo de camundongos (Figura 26). Entretanto,
este resultado discorda da literatura, a qual relata que anticonvulsivantes como o Diazepam
bloqueiam os niveis de genes de resposta imediata induzido por pilorcapina, dentre os quais,
pode-se citar o cJUN (WILLIAMS; JOPE, 1994). Em contrapartida, a literatura relata que
Diazepam possui afinidade por receptores muscarinicos e esta envolvido na regulagdo destes
(OUCHI et al., 2011), os quais podem mediar, direta ou indiretamente, a inducéo da expresséo
tanto de cJUN, quanto de cFOS (NORDGREN; LUNDGREN; KARLEN, 1987; PELTO-
HUIKKO et al., 1995; SURIYO et al., 2008), o que poderia explicar a regulacdo positiva dos
niveis de RNAm de cFOS e cJUN observados em hipocampo de camundongos.

De acordo com a literatura, evidéncias sugerem que 0 aumento ou diminuicdo dos niveis
de glutamato, um aminoé&cido excitatorio, em areas cerebrais estdo associados a transtornos de
ansiedade e de depressdo, respectivamente (POLLACK et al., 2008; LEE et al., 2013).

EaaT1l, um Transportador de Glutamato e Aspartato, também conhecido como
Transportador de Aminoécidos Excitatérios ou pelas siglas SLC1A3 e GLAST, compde a
familia de transportadores de glutamato (EaaTl, 2, 3, 4 e 5), 0s quais sdo 0s principais
componentes do ciclo glutamato-glutamina, responsaveis pelo transporte ativo de glutamato
sobre a membrana celular e sua remocao do espaco extra para o intracelular (LEHRE et al.,
1995; KANAI; HEDIGER, 2004). De acordo com a literatura, a desregulacdo dos niveis de
glutamato/glutamina extra e intracelulares em areas cerebrais, ocasionado por uma disfuncéo
da receptacdo de glutamato via EaaTl, pode estar associado com distdrbios neurolégicos
(KARLSSON et al., 2009; LEE et al., 2013).

De acordo com os dados obtidos da analise por gPCR, o tratamento com Diazepam
promoveu um aumento dos niveis de RNAm de EaaTl em hipocampo de camundongos,
enquanto Cr e Imipramina ndo apresentaram nenhuma alteracdo significativa (Figura 26).

Entretanto, Imipramina revelou uma tendéncia a reduzir os niveis de RNAm de EaaT1.
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Estes resultados podem ser explicados pelo antagonismo realizado pelas drogas
benzodiazepinicas a transportadores de glutamato, como a EaaT1, que pode inibir sua atividade
enzimatica e ocasionar a diminuicdo do fluxo de aminoacidos excitatdérios para o interior dos
neurdnios para a producédo de glutamina (PALMADA et al., 2002). Desta forma, o aumento de
aminoacidos excitatorios no espago extracelular poderia induzir um feedback positivo na
producdo da transportadores EaaT1 em hipocampo de camundongos.

De acordo com Matrisciano e colaboradores (2002), a Imipramina é um classico
antidepressivo triciclico que induz mudancas adaptativas na expressédo e funcéo dos receptores
de glutamato em cérebro de ratos. Ainda segundo o autor, o tratamento crénico com Imipramina
aumenta a expressdao proteica de receptores de glutamina em hipocampo de ratos
(MATRISCIANO et al., 2002). Outro estudo, realizado por Michael-Titus e colaboradores
(2000), relata que tanto o tratamento crénico, como o agudo com Imipramina sao capazes de
modular receptores NMDA e reduzir o fluxo de glutamato em cortex pré-frontal de ratos, mas
ndo em hipocampo (NOWAK et al., 1993; PAUL et al., 1993). A interacdo dos niveis de
expressao tanto proteico, quanto a nivel transcricional de receptores NMDA e de
transportadores EaaT1, é relatada por Lyon e colaboradores (2008). Segundo este estudo,
alteracdes em outro tipo de receptores denominados mGIuR, os quais estdo envolvidos na
regulacdo de receptores (NMDA) e transportadores (EaaT) de glutamato e (SKEBERDIS et al.,
2001; LEA etal., 2002), podem estar agindo em uma modulagao positiva para NMDA, induzido
por Imipramina, e, a0 mesmo tempo, negativa para EaaT1 (LYON et al., 2008). Assim, a partir
da analise dos resultados de gPCR, o presente estudo pode sugerir que o antidepressivo
Imipramina poderia estar interagindo indiretamente na modulagéo negativa de transportadores
de glutamato, EaaT1, através de receptores mGIuR. Estes dados corroboram com os obtidos
por Smialowska e colaboradores (2002), o qual relata a influéncia da Imipramina sobre
receptores mGIuR do tipo | em hipocampo de ratos.

Em resumo, as analises dos efeitos de Cr por qPCR, no presente estudo, nao
promoveram alteracGes significativas nos niveis de expressdo dos genes analisados (BDNF,
TRKB, cFOS, cJUN e EaaT1l). Entretanto, Cr apresentou tendéncias similares as apresentadas
pelo farmaco antidepressivo Imipramina e uma possivel modulacdo na transcri¢cdo de cFOS.
Adicionalmente, Imipramina e Diazepam demonstraram diferencas na modulacdo dos genes
analisados. Portanto, de acordo com os resultados obtidos, pode-se sugerir que 0S mecanismos
transcriptbmicos diferentes dos dois farmacos utilizados podem estar associados a atividade
ansiolitica e antidepressiva, respectivamente. Assim, pode-se indicar a utilizacdo destas

informacdes relatadas no presente estudo para auxiliar na elucidacdo de vias de acgédo
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farmacoldgicas para o tratamento de disturbios de humor, bem como para o desenvolvimento

de novas estratégias farmacoldgicas em modelos experimentais in vivo.
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8 CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos no presente estudo, Cr promove efeitos ansioliticos,
sedativos e com atividade antioxidante dependentes da dose e areas cerebrais analisadas, 0s
quais podem estar relacionados a uma acgéo deste fitoterapico a nivel de sistema nervoso central
e/ou autbnomo. Sua atividade ansiolitica indica uma modulagdo no sistema GABAérgico via
receptores GABAA, a qual poderia estar relacionada com uma atividade sedativa/hipnética
induzida por uma administracdo em doses elevadas de Cr. Apesar de sua agao ansiolitica, as
analises da expressdo de genes indicam um mecanismo de acdo, a nivel transcricional,
possivelmente similar ao farmaco antidepressivo Imipramina. Adicionalmente, a via de
administracdo utilizada, em doses menores que 200 mg/Kg, do fitoterdpico Aplause
demonstraram uma seguranca farmacoldgica no seu uso, considerando 0s parametros
analisados, ndo promovendo alteragdes na mucosa gastrica, fisiolégicas e locomotoras em
camundongos. Portanto, Cr apresenta-se como um agente farmacologico em potencial, com

possiveis implicacOes para a neuropsicofarmacologia.
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CAPITULO 1

C. racemosa: Investigacdo do Efeito Neuroprotetor em Modelo Experimental de Doenca
de Parkinson em Ratos
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9 INTRODUCAO

9.1 Epidemiologia

A Doenca de Parkinson (DP) é um dos distarbios do movimento mais comum do
sistema nervoso. Estima-se que afete 6 milhdes de pessoas no mundo (BOVE; PERIER,
2012), afetando cerca de 1 a 2 % da populacdo acima de 65 anos de idade (SUBRAMANIAN;
CHESSELET, 2013). A DP é o segundo distdrbio neurodegenerativo mais comum, estando
atras apenas da Doenca de Alzheimer.

Entre as desordens neurodegenerativas, doenca de Parkinson (DP) se encontra em
segundo lugar, perdendo apenas para a doenca de Alzheimer, e afetando milhdes de pessoas
no mundo, principalmente com idade acima dos 50 anos (TOULOUSE; SULLIVAN, 2008;
DOUBLE, 2012). De acordo com Valadas e colaboradores (2014), dada a relevancia do
processo de envelhecimento na DP e no aumento da expectativa de vida na populacéo
mundial, a incidéncia desta patologia esta aumentando drasticamente.

Cerca de 1 milhdo de americanos vivem com DP, sdo diagnosticados por ano
aproximadamente 60 mil americanos com a doenca, ndo refletindo o nimero de casos néo
detectados com DP. Os Estados Unidos gastam por ano cerca de 25 bilhdes de dolares com
tratamento da doenca. O custo médio para cada pessoa apenas com medicacdo € de 2.500
ddlares por ano. A incidéncia da DP tem aumentado junto com a idade, os homens apresentam
1,5 vezes a mais de adquirir a doenca (PARKINSON’S DISEASE FOUNDATION, 2014)

Na Russia a prevaléncia da doenga é de 9,95/100.000 habitantes e tem aumentado
continuamente com a idade. (WIINTER et al., 2010). Na Suécia a prevaléncia é de
19,7/100.000 habitantes, ndo havendo distingdo entre os sexos (LINDER; STENLUND;
FORSGREN, 2010). No Brasil estima-se que cerca de 200 mil pessoas sofram com a doenca
de Parkinson (BRASIL, 2014).

9.2 Etiologia/Fisiopatologia

Apesar de décadas de estudo intensivo, a etiologia do mal de Parkinson permanece
desconhecida. Ela vem sendo caracterizada como uma doenga multifatorial. Muitos
especialistas afirmam que a doenga é causada por uma combinacdo de fatores genéticos e
ambientais, que podem variar de pessoa para pessoa (SULZER; SURMEIER, 2013;
RIHMER; GINDA; DOME, 2014; CHUKHLOVINA, 2014).
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Acredita-se que a perda de dopamina faz com que a desregulagdo dos circuitos dos
ganglios basais resultem em proeminentes sintomas motores clinicos incluindo bradicinesia,
tremor em repouso, rigidez e instabilidade postural. Em adicdo aos sintomas motores, 0S
sintomas ndo motores, tais como distdrbios do sono, depressdo, deficits cognitivos e
autondmicos e disfuncdo sensorial, também estdo bem associados & DP (PEREZ;
PALMITER, 2005; CHOI et al., 2008; McDOWELL; CHESSELET, 2012) (Figura 27).

Do ponto de vista clinico, a DP caracteriza-se também por insuficiéncia autondmica.
Os sintomas do trato urinario sdo frequentes, estima-se que de 27% a 78% dos pacientes
apresentam distarbios miccionais. Problema gastrointestinal também é conhecido na doenca
de Parkinson, sendo largamente o disturbio da motilidade gastrointestinal. Um dos problemas
ocasionados pela motilidade gastrica é a diminuicdo da frequéncia das fezes ou constipacéo.
Estima-se que o numero de pessoas com DP que apresentem essa dificuldade oscila entre 20%
e 77% (WINGE et al., 2006; AL OMRAN; AZIZ, 2014).

Entre um dos principais problemas promovidos por essa doenca é a incapacidade
severa, a qual pacientes sdo acometidos ap6s 10 a 15 anos do inicio desta patologia, e
ocasionando um impacto social e financeiro elevado (PARKINSON’S DISEASE
FOUNDATION, 2013; AJETUNMOBI et al., 2014). Desta forma, novas abordagens
terapéuticas para o tratamento de DP se fazem necessarios. Em geral, para o estudo de novas
estratégias no tratamento de DP, modelos animais de DP sdo utilizados por serem capazes de
reproduzirem bem os principais achados em pacientes com doenca de Parkinson, assim como
também no reestabelecimento da performance locomotora (MORIN; JOURDAIN; DI
PAOLO, 2014). Apesar disso, os medicamentos atuais para tratamento de DP s&o aplicados
meramente para o alivio sintomatico, sendo ineficazes para combater os efeitos deletérios que
levam a disfuncdo neuronal e a morte de neurénios dopaminérgicos (VALADAS; VOS;
VERSTREKEN, 2014).
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Figura 27 - Via da Dopamina.

Copyright © 2011 by XL Sistemas S.A www xisistemas.com

Fonte: XL Sistemas S.A.

9.3 O Sistema Nervoso Central: importancia de sua integridade funcional

O Sistema nervoso humano contém mais de 100 bilhGes de neurdnios, onde, em sua
maioria, formam milhares de conexBes sinapticas, conferindo ao sistema nervoso uma
complexidade diferente daquela observada em qualquer outro sistema organico. As interacoes
entre os circuitos neuronais medeiam funcGes que incluem desde reflexos primitivos até a
linguagem, o humor, e a memoéria (HERCULANO-HOUZEL, 2012; HOFMAN, 2014;
MATTSON, 2014).

O sistema nervoso pode ser dividido, em nivel estrutural e funcional, em componentes

periférico e central. O sistema nervoso periférico inclui todos os nervos que seguem o seu
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percurso entre o sistema nervoso central e 0s locais somaticos e viscerais. Enquanto que o
sistema nervoso central (SNC) transmite e processa sinais recebidos do sistema nervoso
periférico, cujo processamento resulta em respostas que sdo formuladas e retransmitidas a sua
periferia. O SNC é responsavel por funcdes importantes, como: percepcdo, incluindo
processamento sensitivo, auditivo e visual; estado de vigilia, linguagem e consciéncia
(GOLAN, 2009).

Desordens no sistema nervoso, denominadas de desordens neurologicas, tém efeitos
devastadores e sdo amplamente distribuidas em toda a populacdo, sendo especialmente
prevalente na populagdo mais idosa. Essas desordens neuroldgicas sdo multifatoriais e podem
ter origem genética, epigenética e/ou serem induzidas por estresses ambientais, injurias,
doencas e/ou processos inflamatdrios (SIMONATO et al.,, 2013). Entre essas desordens
neuroldgicas, podem-se citar os distdrbios comportamentais e as desordens
neurodegenerativas (JANN, 2014).

9.4 A Neurodegeneracao

Assim como as desordens neurocomportamentais, a degeneracgdo dos tecidos neurais,
que pode ser denominada de neurodegeneracdo, também € considerada um grave problema de
salde de desordem neuroldgica. Atualmente, com o aumento do envelhecimento da
populacdo, inclusive nos paises em desenvolvimento como o Brasil, tem recebido cada vez
mais atencdo especial principalmente devido as consequéncias geradas, como: declinio em
habilidades cognitivas e/ou locomotoras, perda de memoéria, mudancas de personalidade e
manifestacdes psiquiatricas. Além do envelhecimento, as manifestacGes da neurodegeneracéo
estdo relacionadas a injdrias neuroldgicas, processos inflamatdrios, fatores nutricionais,
predisposicdo genética, estresse, fumo e exposicdo a toxinas ambientais (HO et al., 2012).

Os estudos de vias moleculares relacionadas a processos neurodegenerativos sejam
eles por mecanismos fisiolégicos ou patoldgicos, tém propiciado a validacdo de genes
relacionados a perda de componentes e funcBes neurais, e contribuido para a elucidacédo de
mecanismos moleculares envolvidos. Através desses estudos tém-se verificado vias similares
nos processos neurodegenerativos, 0s quais estariam associados com as vias de sinalizacéo
pro-apoptotica, pro-inflamatoria e na modulagdo de processos relacionados a plasticidade
neural (CAO et al., 2010; AENLLE; FOSTER, 2010).
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9.4.1 Neurodegeneracao e a plasticidade neural

A neuroplasticidade ¢ a habilidade do SNC, ou parte deste, de promover alteracfes
morfofisioldgicas e moleculares em respostas as mudancas ambientais. A integridade dos
mecanismos neurofisiolégicos, hébeis em sofrer adaptacbes ao meio, representa um papel
importante durante toda a vida. Entretanto, a eficiéncia da plasticidade desses mecanismos
pode ser influenciada por fatores genéticos, estilo de vida ou fatores ambientais, 0s quais
podem gerar uma cascata de eventos resultando na diminuicdo da plasticidade neural. Esse
desequilibrio neuropléastico estd relacionado a deterioracdo cognitiva e desempenha um
importante papel na indicacdo do desenvolvimento de fisiopatologias, em desordens
neurogénicas e neurodegenerativas (PASCUAL-LEONE et al., 2011).

Um dos genes mais estudados associados a neuroplasticidade é o fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF), sendo também o fator de crescimento mais produzido e
essencial para o SNC. Estudos tém demonstrado que uma diminuicdo da sintese do RNAm de
BDNF estd associado a problemas de estresse e depressdo em pacientes com desordens
neuroldgicas (AUTRY; MONTEGGIA, 2012).

Em modelos de inducdo de doengas degenerativas experimentais, in vivo ou in vitro,
observa-se um aumento da regulacdo dos niveis de transcritos de BDNF, indicando uma
neurogenicidade natural responsiva ou induzida por farmacos (CORVINO et al., 2012).
Portanto, 0 RNAm de BDNF ¢ utilizado como um indicador de atividade de farmacos com
acao neuroprotetora e um alvo em potencial para o tratamento de patologias de muitas
desordens neurolégicas (ZHANG et al., 2012).

9.4.2 Envolvimento de Mediadores Pré-inflamatorios na Neurodegeneracao

O processo de inflamagdo do SNC denomina-se de neuroinflamag&o, o qual consiste
na ativacdo de mediadores inflamatérios, como: a prostaglandina da série E2 (PGE2) e
citocinas, como a interleucina 1 beta (IL1p) e o fator de necrose tumoral alfa (TNFa). Estudos
relatam a neuroinflamagdo como um componente-chave na indugdo e progresséo de processos
degenerativos no SNC. De acordo com estes estudos, a ocorréncia da neuroinflamacédo pode
induzir desordens neurodegenerativas no SNC atraves do aumento da expressdo de genes
relacionados a producdo de mediadores neurotdxicos, os quais contribuem induzindo apoptose
de células neuronais (FRANK-CANNON et al., 2009; GUEDES; da SILVA, 2010).
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Durante o processo neuroinflamatério, a literatura descreve uma regulacao positiva do
gene da ciclo-oxigenase tipo 2, a qual possui papel importante na producdo de PGEZ2,
importante mediador inflamatério, e atualmente associada ao desenvolvimento de processos
neurodegenerativos (BARTELS; LEENDERS, 2010).

Diversos estudos tém confirmado a regulacdo de outros genes pré-inflamatdrios
responsaveis pela presenca de citocinas comumente encontrados em processos inflamatdrios,
como ILIB e TNFo, ambos atuando como mediadores do processo inflamatério e, em
excesso, como fatores neurotdxicos associados com o inicio de processos de degeneracao
neural (SEKIYAMA et al., 2012).

Em modelos de neurodegeneragdo experimental, o aumento de IL1p e TNFa no SNC
implica em mudanc¢as comportamentais, como sonoléncia, distirbios de memoria, falta de
apetite e concentracdo, reducdo da atividade locomotora e depressao; modula 0 mecanismo
molecular neurodegenerativo e reduz o processo de neurogénese (KUBERA et al., 2011).
Portanto, a expressdo de RNA’s mensageiros (RNAm) de IL1f e TNFa em modelos
experimentais de avaliacdo de disfunces comportamentais em ratos, sugerem o envolvimento
destes com a ocorréncia de danos a células neurais (CASSANO et al., 2006; JARVELA et al.,
2011).

De acordo com a literatura, outra via importante para ser investigada e presente em
desordens neurodegenerativas é a via do Oxido nitrico, a qual desempenha funcdes
importantes no sistema nervoso central tanto em condic@es fisioldgicas quanto em condicdes
patoldgicas. Nessa via, a proteina 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) tem sua expressao
modulada positivamente durante processos inflamatorios em células neuronais auxiliares
responsivas a inflamacédo, os astrocitos e a microglia, resultando na elevagdo de éxido nitrico
e seus derivados e, quando em excesso nas células neurais, se torna toxico e induz um
processo apoptético (ZHANG; DAWSON; DAWSON, 2006). Por estes motivos, a analise da
via do oxido nitrico se torna uma ferramenta importante para o desenvolvimento de novas
estratégias farmacoldgicas, tanto para o tratamento quanto para o esclarecimento de processos
neurodegenerativos, como realizado atualmente em pesquisas relacionadas a doenca de

Parkinson.
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9.4.3 Inducdo Experimental de Doencga de Parkinson como Modelo de Estudo de Processos
de Neurodegeneracao e Neuroinflamacgéo

O uso de modelos classicos de estudo de doenca de Parkinson em animais, induzidos
por neurotoxinas, tem sido crucial para elucidagdo do entendimento da fisiopatologia da
doenca e para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Dentre esses modelos, 0
modelo experimental de doenca de Parkinson, induzido por 6-hidroxidopamina (6-OHDA) em
roedores (DUTY; JENNER, 2011), tem sido amplamente utilizado por sua exceléncia
(BOVE; PERIER, 2012).

O procedimento do referido modelo envolve a administragcdo da neurotoxina 6-OHDA
por injecdo intracraniana, utilizando coordenadas estereotaxicas, direcionadas para o0 corpo
estriado, onde se localizam neurénios dopaminérgicos. Logo ap6s administrada, a neurotoxina
induz um processo apoptético seletivo desses neurdnios dopaminérgicos através de
mecanismos pro-oxidativos e pro-inflamatérios (DEXTER; JENNER, 2013), resultando nos
achados clinicos da doenca de Parkinson como: desordens motoras, comportamentais e
neuroquimicas (BOVE; PERIER, 2012). Nesse modelo, os processos de neurodegeneracio e
de neuroinflamagéo ocorrem concomitantemente (MAIA et al., 2012).

Portanto, o referido modelo tem sido utilizado para testar novas estratégias pré-clinicas
preventivas e terapéuticas para a doenga de Parkinson e para estudos de neuroprote¢do, com
foco na neuroinflamacdo (BROOM et al., 2011) (Figura 28).
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Figura 28 - Modelo de Doenca de Parkinson induzido por injecdo unilateral de 6-
hidroxidopamina (6-OHDA).
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Fonte: Lerchner; La Camera; Richmond. Nature Neuroscience (2007), com adaptaces.
9.5 Estrogénios: molécula com potencial neuroprotetor

Apesar dos mecanismos pelos quais o estrogénio induz protecdo serem desconhecidos,
sabe-se que este exerce varios efeitos relacionados com o seu potencial neuroprotetor:
reducdo do stress oxidativo, inibicdo dos mecanismos apoptoticos, modulacdo de atividades
celulares e moleculares envolvidos com a sobrevivéncia neuronal (SHREIHOFER, 2009;
TANG et al., 2014; WANG; JIE; DAI, 2014).

Entre as plantas, as quais sdo descritos fitoestrogenos, moléculas de origem vegetal
similares estruturalmente a estrogenos encontrados em animais, pode-se citar a Cimicifuga
racemosa. A qual sdo descritos na literatura a presenca dos fitoestrogenos em extratos
etanolicos isolados da raiz desta planta, principalmente na forma de glicosideos triterpenos e
isoflavonoides (EINBOND et al., 2008). Estes fitoestrégenos isolados de C. racemosa sdo
descritos na literatura por estarem relacionados a diversas atividades farmacologicas, como
antiviral, anti-inflamatoria, anticancerigena, antiosporotica, analgésica, antioxidante, entre
outros (ALBERTAZZI, 2002; HAN et al., 2002; EINBOND et al., 2004; VATANPARAST,
CHILIBECK, 2007).
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Morale e colaboradores (2006) sugerem que a protecdo exercida pelos estrogénios esta
relacionada com a sua agdo reguladora na expressdo de fatores neurotroficos. Tem sido
demonstrado que a administracdo exdgena de estrogénios pode diminuir a extensdo da lesédo
por 6-OHDA em fémeas ovariectomizadas (MURRAY et al., 2003).

9.6 Hipotese Cientifica

Visto que o extrato de Cimicifuga racemosa € descrito por possuir atividade anti-
inflamatoria e antioxidante, os quais podem indicar um possivel potencial para neuroprotecéo,
0 presente estudo hipotetizou que a administracdo cronica de Cr poderia auxiliar como um
agente terapéutico na diminuicdo das alteracdes neurocomportamentais e neuroquimicas
apresentadas em ratos submetidos ao modelo de doenca de Parkinson, induzido por injecdo

unilateral da neurotoxina 6-OHDA.
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10 OBJETIVOS
10.1 Geral

Caracterizar os efeitos do extrato etandlico do rizoma de Cimicifuga racemosa frente a
degeneracdo estriatal e alteragdes comportamentais e neuroquimicas em modelo de Doenca de
Parkinson, induzido por 6-hidroxidopamina, em ratos.

10.2 Especificos

- Verificar as alteracbes comportamentais em animais submetidos a lesdo com 6-
OHDA e tratados com Cr por 21 dias;

- Determinar os efeitos de Cr em alteragcGes neuroquimicas (niveis de nitrito/nitrato,
peroxidacdo lipidica e glutationa reduzida) em ratos submetidos ao modelo de DP induzido
por 6-OHDA,

- Investigar Possiveis Mecanismos de a¢do neuroprotetores in vitro induzidos por Cr.
- Analisar a expressdo de genes associados a neuroinflamacdo e neuroprotecdo
envolvidos no mecanismo neurodegenerativo, atraves da qPCR em corpo estriado (CE) de

ratos submetidos ao modelo de Parkinson induzido por 6-OHDA.

- Auvaliar os efeitos de Cr sobre alteragdes nas atividades gastrointestinais, renais e do

cblon induzidas por 6-OHDA em ratos.
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11 MATERIAIS E METODOS

11.1 Extratos de Cimicifuga racemosa

O extrato da planta que foi utilizado nos experimentos deste estudo, foi adquirido em
forma de comprimidos revestidos, comercializados pelo laboratério Marjan Farma, com nome

comercial Aplause®.

11.2 Animais

Os animais utilizados nos experimentos foram Ratos albinos da espécie Rattus albinus
novergicus da raca Wistar, adultos, do sexo masculino, pesando aproximadamente 250 a 300g
(n=10 per grupo), provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Ceard, Fortaleza e 0s mesmos foram conduzidos a
Hospedaria da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard Campus de Sobral.
Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos e mantidos em caixas grandes
padrdo para ratos, de prolipropileno e com armazenamento maximo de cinco animais por
caixa. Os mesmos foram acondicionados a temperatura constante (24 + 1°C), com ciclo de
claro/escuro de 12 horas, recebendo racéo padrédo e agua ad libitum.

11.2.1 Aspectos éticos

Os protocolos experimentais foram elaborados de acordo com o “Guia para Cuidados
e Uso de Animais de Laboratério” da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio (SBCAL). Todos os esforcos foram feitos para minimizar o numero e 0s
sofrimentos dos animais.

O protocolo experimental foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Animal
(CEPA) da UFC sob protocolo NS 23 e os experimentos realizados de acordo com as hormas

internacionais de uso animais em experimentacao.
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11.3 Modulagao Farmacologica

As doses utilizadas neste Capitulo foram de acordo com os dados do fabricante
(Marjan Farma), onde recomenda-se uma dose diaria de 40 mg/Kg, essa dose foi entdo
convertida para animais (REAGAN-SHAW; NIHAL; AHMAD, 2007) e tomada como base.

11.4 Cirurgia estereotaxica

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos, sendo 0 grupo 1 animais
falso operados (Sham) e os grupos de 2 a 5 foram lesionados com a neurotoxina 6-OHDA, no
hemisfério cerebral direito do rato, os grupos 3, 4 e 5 foram tratados com o fitoterapico Cr nas
doses de 1,25; 2,5 e 5 mg/Kg, respectivamente. Os animais foram anestesiados com ketamina
(100 mg/Kg; i.p.) e xilasina (10 mg/Kg; i.p.), apds anestesiado, foi verificado se o animal
apresentava qualquer reflexo doloroso. A cabegca do animal foi fixada no aparelho
estereotaxico (INSIGHT), através de duas barras de fixacdo inseridas nos meatos auditivos
externos do animal e os dentes incisivos fixados em uma barra de sustentacéo.

Logo apds a fixacdo do animal, foi feita uma tricotomia e assepsia da regido superior
da cabeca (alcool 70%). Apds a incisdo da pele, foi feita e remocdo do peridsteo, sendo assim
exposto o bregma. Apoés, foram determinadas as coordenadas estereotaxicas (em milimetros),
segundo o atlas de Paxinos e Watson (1986), para a realiza¢do de 3 orificios: 1: L: —2.5, AP:
+0.5, V: +5.0; 2: L:=3.0, AP: —0.5, V: +6.0; e 3: L: —3.7, AP: —0.9, V:+6.5, em relacdo ao
bregma (PAXINOS E WATSON, 1986), e feita a trepanacdo com auxilio de uma broca
elétrica. Em seguida com uma seringa de Hamilton de 5 pL, os animais receberam injecao

intraestriatal de 6-OHDA (21ug) no corpo estriado direito (Figura 29).
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Figura 29 - llustracdo do Modelo de Doenga de Parkinson induzido por injecdo unilateral de
6-hidroxidopamina (6-OHDA).
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Fonte: Arquivo Pessoal da Autora.

11.5 Preparo da droga e via de administracao

O extrato de Cr foi diluido em soluc¢do salina (0,9%), obtendo a concentracéo final de
0,25 mg/mL 0,5 mg/mL e 1 mg/mL, que correspondem as doses de 1,25; 2,5 e 5 mg/Kg,
respectivamente. Todas as doses foram administradas por via oral (per os) através de uma

sonda gastrica. Os grupos controles receberam veiculo (solucédo salina 0,9%).

11.5.1 Tratamento dos grupos experimentais

Os animais foram tratados com Cr, de forma cronica, nas doses de 1,25; 2,5 e 5 mg/Kg
por via oral, durante 21 dias, iniciando duas horas apds a cirurgia estereotaxica. Durante todo
0 periodo de tratamento os animais foram pesados diariamente e a alimentacdo e agua foram
removidas 1 hora antes da administragdo da droga e recolocadas depois de decorrido 1 hora da

gavagem. O volume administrado foi referente ao peso de cada animal.
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11.6 Protocolo experimental

Os experimentos foram realizados durante o dia em dias distintos, onde os animais
foram observados em um ambiente fechado, desprovido de barulhos externos e com
temperatura constante (24 £ 1°C). Para o teste de campo aberto foi utilizado uma iluminagéo
de baixa densidade (luz vermelha de 15 W). Os demais ensaios foram realizados com
iluminacdo normal. Em todos os testes com excecdo do rotacional, apds a observacdo de cada

animal foi utilizado alcool 10% para a remocao de residuos deixados pelo animal.

11.7 Avaliagdo da Atividade Locomotora

11.7.1 Teste do Campo Aberto

Este teste, é baseado na metodologia descrita por Sielgel (1946) e validada por Archer
(1973), foi utilizado para analisar a atividade exploratoria do animal. Os parametros avaliados
foram: niumero de cruzamentos com as quatro patas (movimentacao espontanea), nimero de
levantamentos sob as patas traseiras (rearing) e nimero de comportamentos de auto-limpeza
(grooming), adicionalmente o tempo que 0s animais permaneceram parados, registrados no
tempo de 5 minutos. Apds 1 hora do tratamento por via oral os animais foram submetidos ao
campo aberto (Figura 30) para avaliacdo dos parametros comportamentais. Sendo submetidos
ao teste todos 0s cinco grupos.

Figura 30 - Teste de Campo aberto em ratos.
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Fonte: Arquivo Pessoal da Autora.
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11.8 Avaliacao da Atividade Relaxante Muscular

11.8.1 Teste do Rota Rod

O teste do Rota Rod mesura o efeito do relaxamento muscular ou desordem da
coordenacdo motora ocasionada pela acdo de drogas em animais (CARLINI; BURGOS,
1979). Os animais foram colocados com as quatro patas sobre uma barra separada por amplas
abas que possibilitam a analise comportamental de cada animal. No modelo para ratos, sdo
quatro divisdes, cujo rotor apresenta diametro de 7 cm, possibilitando o estudo simultaneo de
4 animais, com uma rotacdo de 4 a 40 rpm, por um periodo de 5 minutos, ap6s 1 hora a
administracdo de Cr (1,25; 2,5 e 5 mg/Kg; per os) ou veiculo (salina 0,9% per 0s). Foram
registrados: tempo de laténcia (segundos), tempo de permanéncia na barra giratéria
(segundos), e o nimero de quedas (DUNHAM; MIYA, 1957) (Figura 31).

Figura 31 - Teste de Rota Rod em ratos
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Fonte: Arquivo Pessoal da Autora.

11.9 Teste Rotacional

Os animais foram submetidos ao teste rotacional no 21° dia ap6s a lesdo com 6-
OHDA. O comportamento rotacional foi determinado através do monitoramento das rotacoes
induzidas pela apomorfina (3 mg/kg, i.p., que induz um comportamento rotacional na diregéo
contraria a lesdo (lado contralateral)) e o nimero de rotacbes completas em volta do proprio
eixo, foi observado durante 60 minutos (KIM et al, 1998) (Figura 32).
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Figura 32 - Teste rotacional induzido por apomorfina
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Fonte: Arquivo Pessoal da Autora. Legenda: llustragdo do teste Rotacional induzido por apomorfina (3 mg/Kg,
i.p.) utilizado para confirmar processo neurodegenerativo em ratos submetidos ao modelo de DP induzido por
injecdo unilateral de 6-OHDA.

11.10 Dissecacéo das Areas Cerebrais

No 22° dia ap0s a cirurgia, os animais foram devidamente sacrificados e, logo em
seguida, os encéfalos foram retirados rapidamente e colocados sobre papel aluminio numa
placa de Petri com gelo. Em seguida o hipocampo (HC), o corpo estriado (caudado, putdmen
e globo palido) (CE) e o cortex pré-frontal (CFP), foram isolados das estruturas circunjacentes
por divulsionamento. Apds a dissecacdo, cada area foi colocada em papel aluminio sobre

gelo, pesada e armazenada a -20 °C.
11.11 Analises Neuroguimicas Relacionadas a Neurodegeneracao
11.11.1 Determinagéo da Concentragéo de Nitrito/Nitrato
Em condic¢Bes &cidas o nitrito reage com a sulfonilamida formando um composto
intermediario, o sal diazdnico. Em seguida este sal reage com o N-naftil-etilenodiamina

(NEED) formando um azo estavel de coloracdo purpura, com o pico de absorbancia em 540
nm (Figura 33).
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Figura 33 - llustracdo da Reacgéo de Griess

( NOg'/) H,0
H,NO,S @ NH, H,NO,S ©— NH,
A
Sulfanilamida y NED

©©

H,NO,S N=N

Q0
2%

Azo composto

Fonte: Ramos et al (2006) com adaptacdes.

Para a determinacdo da producdo de Nitrito/Nitrato, primeiramente foi preparado uma
curva padrdo. Para isso, foram pesados 6,9 mg de NaNO: e dissolvidos em 10 mL de agua
destilada. Em seguida foram feitas as diluicdes em série (10 e 20x), ficando 1 mM, 100 pM,
10 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 uM, 0,312 uM. Foi realizada uma equacdo da reta
para o calculo das concentracBes do teste (GREEN; TANNEMBAUN; GOLDMAN, 1981).
Para a determinagdo da concentracdo de nitrito em cada tecido, foram preparados
homogenatos das areas cerebrais a 10% (w/v) em solucdo de fosfato de potéassio 150 mM, pH
7,4, apos centrifugacdo (11000 g por 15 min a 4°C), os sobrenadantes foram coletados e a
producdo de éxido nitrico (NO) determinada através da reacdo de Griess. Uma aliquota de
100 pL do sobrenadante foi incubada com 100 pL. do reagente de Griess [sulfanilamida 1%
em HzPO4 1%/N-(-1-naphthyl)-ethylenediamine 0,1%/ H3PO. 1%/diluido em &gua (1:1:1:1)]
a temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi medida em espectrofotémetro a

540 nm. A concentragdo de nitrito (uM) foi determinada a partir de uma curva padrdo de
NaNO:.

11.11.2 Determinacéo da Peroxidacao Lipidica (TBARS)
Teste baseado na reagdo do acido tiobarbitdrico com os produtos de decomposicéo dos

hidroperéxidos. Um dos principais produtos formados no processo oxidativo é o
malonaldeido (Figura 34).
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Figura 34 - llustracdo da reacdo entre &cido tiobarbitirico com os produtos de decomposi¢éo

dos hidroperdxidos
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Fonte: Eagle Biosciences

O grau de lipoperoxidacdo em corpo estriado de ratos foi medido através da
determinacdo das concentracdes de substancias reativas do &cido tiobarbitirico (TBARS),
conforme o método de Draper e Hadley (1990). Foram preparados homogenatos da area
cerebral a 10% em solucéo fosfato de potéssio 150 mM, pH 7,4. Um volume de 0,25 mL do
homogeneizado levado ao banho maria 37 °C por 1 hora e precipitado com 400 pL de &cido
perclorico 35%, apds centrifugacdo (14000 g por 15 mim a 4°C), o sobrenadante foi
transferido e acrescido 200 pL de solucdo de acido tiobarbitdrico 1,2%. Apds banho de &gua
fervente (95-100 °C por 30 min). O contetdo de TBARS foi determinado em
espectrofotdbmetro a 532 nm. Os resultados foram expressos em micromol de malonildialdeido
(MDA) por mg de tecido.

11.11.3 Determinacéo da Concentracdo de Glutationa Reduzida (GSH)

A glutationa é o maior agente antioxidante produzido por células animais, e o qual
pode ser encontrado em sua forma oxidada (GSSG) ou reduzida (GSH) (SCHOLZ et al.,
1989; POMPELLA et al., 2003).

A determinacdo da concentracdo da GSH baseia-se na reacdo do reagente de Ellman, o
5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) com o tiol livre originando um dissulfeto misto
mais acido 2-nitro-5-tiobenzoico. A medida do produto de reagdo formado foi feita por leitura
da absorbéncia a 412 nm, a concentracdo da glutationa reduzida foi expressa em nanograma
de GSH/g de tecido, conforme descrito por Sedlak e Lindsay (1968) (Figura 35).
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Figura 35 - Reacdo entre a glutationa reduzida e DTNB (reagente de Ellman) para a

determinacdo de hidroperdxidos empregando a enzima glutationa reduzida
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Fonte: Rover Junior et al (2001)

Para a determinacdo da concentracdo de GSH, foi construida uma curva padréo a partir
da solucdo padrédo de GSH (1mg/mL), a qual foi preparada em triplicata de solucdes a 6,25;
12,5; 25; 50 e 100 pg/mL. O branco foi feito com agua destilada (4 mL) e a cada tubo das
solucdes de GSH foi acrescentado 4 mL de tampdo Tris HCI 0,4M (pH 8,9). Para a
determinacdo da equacdo da curva padrdo de GSH, foi adicionado ainda a cada tubo 0,1 mL
de DTNB (0,01 M) e, logo ap0s, feita a leitura da absorbancia a 412 nm.

Preparou-se o homogenato a 10% em EDTA 0,02 M, em seguida foi1 retirado 400 pL.
desse homogenato e adicionado 320 pL de agua destilada e mais 80 pL de &cido
tricloroacético a 50%. O material foi agitado e centrifugado (3000 g/15 min/4 °C). Em
seguida foi recolhido 400 uL do sobrenadante ¢ acrescido 800 puL de tampao Tris-HCI 0,4 M,
pH 8,9 e mais 20 pL de DTNB 0,01 M. Apds 1 minuto da reagdo foi feita a leitura da
coloracdo em 412 nm, através de um espectrofotdmetro. A concentracdo da glutationa

reduzida foi expressa em nanograma de GSH por grama de tecido.
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11.12 Anélise de Atividade Antioxidante in vitro

11.12.1 Ensaio de Atividade Antioxidante em Mitocdndrias Submetidas a Estresses

Oxidativos

Alteracdes na integridade estrutural e no metabolismo eletroquimico mitocondrial
ocorrem como resultado de diversos estados patologicos, como isquemia e exposicdo a
toxinas com a 6-hidroxidopamina, e podem iniciar processos apoptéticos, resultado na morte
celular (MANELLA; PARSONS, 1977; HERTSENS; JACOB, 1987; ZOROV et al., 2000;
JUHASZOVA et al., 2004; AON et al., 2006; TOBON-VELASCO et al., 2013; LU et al.,
2014). Entre estas alteracOes, podem-se citar o inchamento, alteracbes no potencial de

membrana e a producao de ROS mitocondriais.

11.12.2 Isolamento de Fracdo Mitocondrial

O isolamento mitocondrial foi realizado como descrito por Schinzel e colaboradores
(2005). Inicialmente, cérebros frescos de ratos foram homogeneizados em tampéo de lise
gelado contendo Mannitol (200 mM), HEPES (80 mM; pH 7.4) e coquetel inibidor de
protease. Posteriormente, os homogenatos foram centrifugados (750 rpm por 10 min a 4°C) e
0 sobrenadante transferido e submetido a centrifugacdo (8.000 rpm por 20min a 4°C). Os
péletes foram lavados 3 vezes, ressuspensos no mesmo tampao de lise descrito anteriormente
e submetidos a ultracentrifugacdo (100.000 rpm por 1 h a 4°C). A concentracdo proteica da

solucdo com mitocondrias isoladas foi determinada utilizando o método de Lowry.

11.12.3 Inchamento Mitocondrial

O inchamento mitocondrial foi estimado através de mudancas no espalhamento de
luz devido a captacdo de K+. Sabe-se que a entrada de K+ na mitocondria é acompanhada
pela entrada de fosfato e agua (KOWALTOWSKI et al., 2001). Com isso, pode-se observar
uma diminuigdo do espalhamento de luz de mitocdndrias em suspensdo e, assim, pode-se
avaliar a atividade do mitoKATP através da medida do espalhamento de luz: quanto maior a
diferencga de espalhamento de luz, maior sera a atividade do canal. Para isso, acompanha-se 0

inchamento de mitocdndrias isoladas utilizando um fluorimetro (Thermo Scientific Varioskan
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FLASH), operando em comprimento de excitacdo e emissdo de 520 nm, com slit de 2.5 nm, a
37°C, e sob agitacdo constante.

Inicialmente, Cr (50; 100 e 200 pg) ou 6-OHDA (20 ug) foi adicionado em um meio
de reacdo com baixa concentracdo de K* (KCI 100 mM, succinato 1 M, Hepes 5 mM, BSA
0,1 mg/ml, EGTA 100 uM, Mg?* 5 mM, fosfato 2 mM, pH 7,4) e oligomicina 1 pg/ml, em
placa de ELISA. Logo em seguida, as mitocondrias isoladas (aproximadamente 2 mg de
proteina/mL) foram incubadas em meio reacional contendo Cr (50; 100 e 200 pg) ou 6-
OHDA (20 pg), a temperatura ambiente. Apos 50 segundos, a placa foi analisada, como
descrito anteriormente, atraves de espectrofotometria (Thermo Scientific Varioskan FLASH).
Utilizaram-se como controles mitocondrias isoladas ndo submetidas ao meio reacional
(controle negativo) e submetidas ao referido meio (controle positivo). O volume em cada
poco da placa totalizou um volume final de 200 pL. Todas as reacdes foram realizadas em
quadruplicata. Os resultados foram expressos em porcentagem, em relacdo ao controle

negativo.

11.12.4 Medidas de Potencial de Membrana Mitocondrial

Para estimar o potencial de membrana mitocondrial, foi utilizada a safranina
(AKERMAN; WIKSTROM, 1976), um cétion lipofilico que se acumula em membranas
mitocondriais proporcionalmente ao potencial de membrana. Assim, o acumulo de safranina
O promove uma reducdo na fluorescéncia da suspensao.

Inicialmente, Cr (50; 100 e 200 ug) ou 6-OHDA (20 pg) foi adicionado ao meio de
reagdo (KCI 150 mM, succinato 1 M, BSA 0,1 mg/mL, EGTA 100 uM, Mg?* 5 mM, fosfato 2
mM pH 7,4), ATP 1uM, safranina 5 uM. Logo em seguida, as mitocondrias isoladas
(aproximadamente 2 mg de proteina/mL) foram incubadas em meio reacional contendo Cr
(50; 100 e 200 pg) ou 6-OHDA (20 ug), a temperatura ambiente. Apos 50 segundos, a placa
foi analisada em fluorimetro (Thermo Scientific Varioskan FLASH), utilizando como
parametros 496 nm de excitacdo e 586 nm de emissdo (KOWALTOWSKI et al.,
2002). Utilizaram-se como controles mitocéndrias isoladas ndo submetidas ao meio reacional
(controle negativo) e submetidas ao referido meio (controle positivo). O volume em cada
poco da placa totalizou um volume final de 200 pL. Todas as reacOes foram realizadas em
quadruplicata. Os resultados foram expressos em porcentagem, em relacdo ao grupo controle

negativo.
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11.12.5 Medida de ROS Mitocondrial

A gquantidade de ROS gerado pela mitocondria foi medida através da oxidagdo de
Amplex Red 50 uM (Molecular Probes A12222), em presenca de horseradish peroxidase
(HRP 1 U/mL), a um composto fluorescente denominado resorufina (Figura 36) (MURPHY
et al., 2009). Inicialmente, Cr (50; 100 e 200 pg) ou 6-OHDA (20 pg) foi adicionado ao meio
de reacdo (Hepes 5 mM, contendo KCI 150 mM, succinato 5 mM, malato 2 mM, piruvato 2
mM, glutamato 2 mM, BSA 0,1 mg/mL, EGTA 100 pM, Mg 5 mM, fosfato 2 mM e
oligomicina 1 pg/mL, pH 7,4). Logo em seguida, as mitocondrias isoladas (aproximadamente
2 mg de proteina /mL) foram incubadas em meio reacional contendo Cr (50; 100 e 200 ug) ou
6-OHDA (20 pg), a temperatura ambiente. As medidas foram feitas utilizando um fluorimetro
(Thermo Scientific Varioskan FLASH) operando em comprimentos de excitacdo e emissao de
563 e 587 nm, respectivamente, em agitacdo constante a 37°C. Utilizaram-se como controles
mitocondrias isoladas ndo submetidas ao meio reacional (controle negativo) e submetidas ao
referido meio (controle positivo). O volume em cada pogo da placa totalizou um volume final
de 200 pL. Todas as reacdes foram realizadas em quadruplicata. Os resultados foram expressos

em producdo de ROS/ mg de proteina.

Figura 36 - llustragcdo da reacdo da oxidacdo de Amplex Red, em presenca de horseradish

peroxidase para o fluoréforo resorufina
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Fonte: BioTek.
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11.13 Determinacéo da expresséo do RNAm de mediadores Neuroinflamatérios e BNDF
através de PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

11.13.1 Extracao do RNA total

O RNA total foi extraido utilizando TRIzol® (Life Tecnhologies/Invitrogen), seguindo
as orientacdes do fabricante baseado no método de isolamento de RNA num Unico passo
desenvolvido por Chomczynski e Sacchi (1987). Para isso, a referida area cerebral foi
colocada em homogeneizador manual em presenga de 1 mL do reagente TRIzol®.
Posteriormente 0 RNA total foi purificado pelo método guanidino-isotiocianato-fenol-
cloroférmio e, apd6s posterior precipitacio com uso de iso-propanol (isopropanol ou 2-
propanol) e etanol 75 % (diluido com agua tratada com DEPC), o RNA total foi mantido (-
80 °C) em agua ultra pura tratada com DEPC.

11.13.2 Analise Quantitativa e Qualitativa do RNA total

Para testar a eficicia da extracdo e pureza do RNA total, foi determinada a
concentracdo de RNA total nas amostras por diluicdo do RNA (fator de dilui¢do conhecido),
em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 260 nm (Aze0) € 260/280 nm (Aze0/Azso).
A qualidade do RNA total foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1,2 %, corado

com brometo de etidio (10 mg/mL) e visualizado em um equipamento de luz ultravioleta.

11.13.3 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA (DNA complementar) foi utilizado por reacdo 1 ug de RNA
total, 0,3 pg do primer oligo (dT) (Invitrogen), 1 uL de dNTPs Mix 10 mM (Invitrogen) e
agua mili-q estéril, que, apds misturadas, foram aquecidas a 65 °C por 5 min e depois
resfriados em gelo. Posteriormente, foi adicionado 1 pL da Superscript 111 reverse transcript
10000 U (Invitrogen) (200U), 2 pL de DTT 0,1 M, 4 pL de Fist-Strind Buffer 5X
(Invitrogen), e a mistura foi incubada no termociclador a 25 °C por 5 min, 50 °C por 60 min,
sendo depois aquecido a 70 °C por 15 min e posteriormente armazenado a -20 °C.
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11.13.4 Construcao dos primers

Os primers foram desenhados, com excec¢do do BDNF, com base em dados obtidos
do Gene Bank (NCBI), sob juncdes exon-éxon, e submetidos a analise através do programa
PrimerBlast (ROSEN; SKALETSKY, 2000), com especificidade somente para RNAm de
Rattus novergicus. Todos foram sintetizados pela Invitrogen (Tabela 5).



Tabela 5 - Descricdo dos oligonucleotideos (primers) utilizados na reacdo de qPCR.
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Tamanho do
Nome Sigla Sequéncia Numero de amplicon Juncéo exon/exon
Acesso/Fonte (pb) (pb)
Fator Neurotroéfico F 5°- AGGCACTGGAACTCGCAATG -3’
Derivado do Cérebro BDNF R 5’- AAGGGCCCGAACATACGATT -3’ HE et al., 2013 nd nd
Subunidade do F 5°- AGCCCCATTAAGTACCACCG -3’
complexo de NFkB p65 R 5’- ATCGCAGTCTCTGTCTAGCG -3’ AJ00242.4 | NCBI 114 -
Oxido nitrico sintase F 5’- GACTGTTTCCTTTCACAGCCC -3’ XM_003750865.1 / 96/97
induzida iNOS R 5’- AGGGATTCTGGAACATTCTGTG -3’ NCBI 133 (reverse)
Interleucina 1 beta R 5’- CCCTGCAGCTGGAGAGTGTGG -3’ 653/654
IL1B F 5’- TGTGCTCTGCTTGAGAGGTGCT -3’ NM_031512.2 / NCBI 153 (foward)
Beta actina F 5°>- CCACACCCGCCACCAGTTCG-3’ 75/76
B-Act R 5’- GCGAAGCCGGCCTTGCACAT-3’ NM_031144.2 / NCBI 87 (foward)
Alfa tubulina F 5°- GCCCGTGGCCACTACACCAT -3’ 441/442
a-Tub R 5’- CCGTGCACTGGTCAGCCAGC -3’ NM_022298.1 / NCBI 82 (reverse)
Gliceraldeido-3- F 5’- GGGGGCTCTCTGCTCCTCCC -3’ 99/100
fosfodesidrogenase GAPDH R 5’- CGGCCAAATCCGTTCACACCG -3’ NM_017008.3 / NCBI 108 (reverse)

Fonte: Laboratério de Genética Molecular — NUBIS/Sobral.
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11.13.5 PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

As analises quantitativas da expressdao dos genes foram realizadas através de PCR em
Tempo Real (QPCR). Para tanto, 0,1 pg do cDNA de cada amostra foi utilizado na reacédo de
gPCR. Além dos &cidos nucléicos, a reagdo foi composta de iniciadores especificos (300 nm
cada) e 10 pL de 2X Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), com volume final
de 20 pL. A reacdo de amplificacdo foi realizada no termociclador Mastercycler® ep
realplex* (Eppendorf) consistindo de desnaturagdo inicial de 95 °C/10 min seguido de 40
ciclos térmicos de 95 °C por 15 s, 55 °C por 15 s e 60 °C por 20 s. Para anlise de provaveis
contaminantes foi realizada detec¢do da presenca de produtos (amplicons) inespecificos por
analise da curva de Melting, constando de temperatura inicial de 55 °C/15 s, seguido por
gradiente de 20 min e temperatura final de 95 °C/15 s. Para as andlises da expressdo dos
genes, a amplificacdo das sequéncias alvos foram detectadas em tempo real pela emissdo de
fluoréforos, a qual foi captada pela unidade 6ptica do aparelho (Figura 37).

As anéalises dos dados de fluorescéncia obtidos foram realizadas pelo Realplex
Software 2.2 ®. Todas as reacOes, tanto dos genes alvo quanto dos controles enddgenos,
foram realizadas em triplicatas. Os Cycle threshold — Ct, utilizados para a normalizagéo de
dados e para as analises, foram a média aritmética entre as triplicatas dos genes alvo e
controles enddgenos. A obtencdo da expressao relativa foi realizada pelo método descrito por
Livak e Schmittgen (2001), adaptada por Esteves e colaboradores (2013). Para a
normalizagdo, foi utilizada a equagdo ACt = Ct (gene alvo) — Ct (controle endégeno). A
calibracdo foi determinada pela formula: AACt = ACt (amostra) — ACt (calibrador). A
quantificacdo relativa (valores arbitrarios — ESTEVES et al., 2013) foi obtida pela formula 2 ~
(AACH (LIVAK; SCMITTGEN, 2001 adaptada por ESTEVES et al., 2013). Utilizou-se o grupo
Salina como calibrador. A expressdo dos genes constitutivos HPRT e pPIA foram utilizados

como controle enddgeno para a normalizacao dos referidos dados.
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Figura 37 - llustragdo da Deteccdo da Emisséo do Fluoréforo SYBRGreen® em Tempo Real
por gPCR
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Fonte: Imagem do Realplex Software 2.2 ® do arquivo pessoal da Autora.

11.14 Esvaziamento Gastrico e Transito Gastrintestinal

Para a avaliar a taxa de esvaziamento gastrico (EG) e transito gastrintestinal (TGI) foi
utilizada a técnica de retencdo fracional de corante ndo absorvivel ou secretado pelo trato
gastrintestinal, originalmente descrita por Reynel e Spray (1956).

Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas com jejum alimentar de 12h, e
mantida dgua glicosada a 5%. Os animais receberam com auxilio de uma sonda géstrica (por
gavagem), 1,5 mL de uma refeicdo teste (vermelho fenol (VF) - 0,5 mg/ml em glicose a 5%).

Decorridos 20 minutos apo6s a administracdo do VF, os animais sacrificados por meio
de guilhotina e, entdo, submetidos a laparotomia mediana com exposicdo das visceras
abdominais (estbmago e intestino delgado). Para tanto e de forma delicada, foram realizadas
ligaduras obstrutivas, primeiramente, ao nivel da regido pildrica, com intuito de ndo mais
permitir a passagem da refei¢do teste para o duodeno, seguido por uma segunda ligadura do
esdfago abdominal ao nivel da cardia. Apds as duas primeiras ligaduras, o estbmago e o
intestino delgado foram, entdo, cuidadosamente removidos (exérese) e posteriormente
estendidos sobre uma prancha, com intuito de determinar sua extensdo, mensurado em cm.
Finalmente, uma terceira ligadura foi colocada no ileo terminal, ao nivel da jung&o ileocecal.

As visceras expostas foram divididas em quatro segmentos consecutivos: Estdmago (Et),
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Intestino proximal (P — inicial), Intestino medial (M — intermediario) e Intestino distal (D —
final). O intestino foi dividido nas seguintes propor¢ées: P (40%), M (30%) e D (30%).
Para determinacdo dos volumes das visceras, foi utilizada a diferenca volumétrica,

como mostra a formula abaixo:

VOL. () = VOL. ¢y — VOL. (p
Onde:
Vol. (v) = Volume visceral.
Vol. (p) = Volume da proveta contendo 100ml.
Vol. (t) = Volume total [Vol. (p) + viscera].

Apbs determinacdo dos volumes, 0s segmentos viscerais juntamente com o
NaOH, foram fragmentados através de homogeneizacdo por 30 segundos utilizando um mixer
elétrico. Apds tal processo, 0 homogeneizado foi entdo, mantido em repouso por 20 min a
temperatura ambiente. Posteriormente foram retirados 10 mL do sobrenadante para uma
primeira centrifugacdo a 2800 rpm/10 min. Dessa primeira centrifugacdo, foram retirados 5
mL para que as proteinas contidas nesse volume fossem precipitadas em 0,5 mL de &cido
tricloroacético 20% (TCA) e, posteriormente, centrifugadas por 2800 rpm/20 min. Por fim, 3
mL desse sobrenadante foram adicionados a 4 mL de NaOH a 0,5 N para determinacdo, por
espectrofotometria, da absorbancia (ABS) das amostras em 560 nm.

A retencdo percentual (%) da refeicdo teste (vermelho-fenol + glicose 5%) em

cada segmento foi calculada pela seguinte equagéo:

Quantidade de VF recuperado ne segmento X

Retencio no segmento X =
¥ da quantidade de VF recuperada nos segmentos do TGI

Onde:
> = Somatorio
VF = Vermelho de fenol.
X = Segmento em questao
A recuperacéo fracional do corante nos quatro segmentos do TGI permitiu-nos estimar
a progressdo do marcador ao longo do TGI, que identificamos como indice do transito
gastrintestinal. No caso em particular do estdmago a recuperagdo fracional do corante neste

segmento serviu como indice de retengdo géstrica.
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11.15 Anélise da Atividade Renal e do Célon

No 21° dia apds os testes comportamentais, os animais foram relocados e mantidos
em gaiolas metabdlicas (Figura 38), sem comida, mas com agua ad libitum, para anélise de
possiveis alteracdes fisioldgicas, através da quantidade total de urina (uL) e fezes excretadas
durante um periodo de 12 horas (20 h/ pm — 8 h/ am).

Figura 38 - Gaiola Metabdlica para Ratos
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Fonte: Insight. Legenda: llustracdo de equipamento utilizado para anélise da Atividade Renal.
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12 ANALISE ESTATISTICA

Todos os valores numéricos foram apresentados como erro padrdo da média (EPM) e
submetidos a analises de diferencas estatisticas através da andlise de variancia (One-way ou
Two-way ANOVA), seguido pelo teste de Comparagdes Mudltiplas de Bonferroni.
Consideraram-se 0s valores com P<0,05 como estatisticamente significativos. A analises
estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism, versdo 4.0, (San Diego, CA,

EUA). Adicionalmente, todos os experimentos foram realizados por observadores “cegos”.
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13 RESULTADOS

13.1 Avaliacao da Atividade Locomotora

13.1.1 Teste do Campo Aberto (Open Field test)

No teste de campo aberto, pdde-se notar que os animais lesionados com 6-OHDA
apresentaram diminuicao da atividade locomotora horizontal em 62% (cruzamento: 17,0 £ 6,6
namero de linhas cruzadas) (Figura 39 A), como também no aumento de 540% do tempo de
imobilidade (130,6 + 36,1 segundos) (Figura 39 B) e também uma reducdo de 75% no nimero
de auto-limpeza (grooming: 3,2 £ 1,5 niumero de vezes executado) (Figura 39 D), em relacédo
ao grupo Sham (cruzamento: 45,0 = 4,3 numero de linhas cruzadas; tempo de imobilidade:
20,4 £ 4,5s; e grooming: 12,9 £ 2,4 nimero de vezes executado).

Animais tratados com Cr, na dose de 2,5 mg/Kg diferiu significativamente, em relacéo
ao grupo 6-OHDA, aumentando a atividade horizontal (Figura 39 A) e auto-limpeza
(grooming) (Figura 39 D) em 214% e 440%, respectivamente (cruzamento: 53,3 = 7,1 nUmero
de linhas cruzadas; e grooming: 17,3 £ 1,8 nimero de vezes executado). Por outro lado, todas
as doses de Cr (1,25; 2,5 e 5 mg/Kg) diminuiram o tempo de imobilidade em 88%, 82% e
90%, respectivamente (1,25 mg/Kg: 15,2 + 6,5 s; 2,5 mg/Kg: 23,4 £ 7,1 s; e 5 mg/Kg: 13,1 +
6,2 s), quando comparadas ao grupo 6-OHDA (Figura 39 B).

Adicionalmente, a atividade vertical (rearing) ndo diferiu em nenhum dos grupos

analisados (Figura 39 C).
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Figura 39 - Andlise da atividade motora no Teste de Campo Aberto (Open field test)
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: (A) Numero de linhas cruzadas (Atividade Locomotora
Horizontal), (B) Tempo de imobilidade, (C) Rearing (Atividade Locomotora Vertical) e (D) Grooming. Os ratos
(n=10 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram tratados com Cr (1,25; 2,5 e 5 mg/Kg
per os) ou Salina (0,9%, per os) durante 21 dias apds serem submetidos a cirurgia estereotéxica. No 21° dia,
apos 1h do tratamento, os animais foram observados durante 5 min em campo aberto (cruzamentos, rearing,
grooming e tempo de imobilidade). Os dados estdo expressos em médias + EPM. One-wa ANOVA, Bonferroni.
* ** @ *** jndicam diferencas P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente em relagdo ao Sham *# indica

diferenca P<0,001, em relacdo ao grupo 6-OHDA.
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13.2 Avaliagdo da Atividade Relaxante Muscular

13.2.1 Teste do Rota Rod

A laténcia, o numero de quedas e o tempo de permanéncia, foram os parametros
avaliados no tempo de 5 minutos na barra giratoria nas rotagdes de 4 a 40 rpm.

O grupo 6-OHDA reduziu o tempo de laténcia em 52% (52,6 + 4,3 s), assim como o
tempo de permanéncia em 41% (87,4 + 8,0 s) e aumentou o0 nimero de quedas (5,4 = 0,2) na
barra giratoria em 28%, em relacdo ao Sham (tempo de laténcia: 109,6 + 8,1, segundos; tempo
de permanéncia: 149,2 + 6,5 s; quedas: 4,2 £ 0,1).

Os animais submetidos ao tratamento de Cr (2,5 mg/Kg) aumentaram o tempo de
laténcia em 98% (104,1 + 8,1 s) e o tempo de permanéncia em 36% (118,99 + 7,9 s), e
apresentaram uma reducdo no numero de quedas em 10% (3,8 + 0,2), quando submetidos a
barra giratéria, comparando-o0s com o grupo 6-OHDA (Figura 40).

13.3 Teste Rotacional

O teste de rotacdo induzido por apomorfina foi feito no 21° dia de tratamento, para
quantificar a atividade neurodegenerativa induzida pela neurotoxina (6-OHDA).

Verificou-se a analise temporal das rotacdes contralaterais, onde observou-se o pico de
rotacOes a cada 10 min, para cada grupo (Figura 41), assim como o numero de rotacfes totais
durante 60 minutos (Figura 42).

Os resultados indicaram um processo de degeneracdo nos neurdnios dopaminérgicos,
induzido por 6-OHDA, os quais sdo responsaveis pela acdo motora, onde 0s animais
apresentaram rotacdes contralaterais significativamente elevadas (P<0,001), totalizando 414,8
* 69,5 rotagOes contralaterais em relagdo ao grupo Sham (4,3 £ 3,3 rotagGes contralaterais)
(Figura 42). Por outro lado, animais tratados com Cr 2,5 mg/Kg, reduziram

significativamente (P<0,001) o nimero de rotacdes em 82%, em relacdo ao grupo 6-OHDA.
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Figura 40 - Andlise da Atividade Relaxante Muscular no Teste de Rota rod
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: (A) Tempo de Laténcia, (B) Tempo de Permanéncia, (C) NUmero
de Quedas e (D) Velocidade da primeira queda. Os ratos (n=10 per grupo, machos, pesando aproximadamente
250-300 g) foram tratados com Cr (1,25; 2,5 e 5 mg/Kg per o0s) ou Salina (0,9%, per os) durante 21 dias ap6s
serem submetidos a cirurgia estereotéxica. No 21° dia, ap6s 1h do tratamento, os animais foram observados
durante 5 min em barra giratéria. Os dados estdo expressos em médias + EPM. One-wa ANOVA, Bonferroni. *,
** g *** jndicam diferencas P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente em relacdo ao Sham. # e # indicam
diferengas P<0,05 e P<0,01, respectivamente em relacéo ao grupo 6-OHDA.
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Figura 41 - Analise Temporal da Variacdo Rotacional.
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: Os ratos (n=10 per grupo, machos, pesando aproximadamente
250-300 g) foram tratados com Cr (1,25; 2,5 e 5 mg/Kg per os) ou Salina (0,9%, per os) durante 21 dias ap6s
serem submetidos a cirurgia estereotaxica. No 21° dia, apds 1h do tratamento, os animais foram observados
durante 60 min. Os dados estdo expressos em médias £+ EPM. One-wa ANOVA, Bonferroni. ** e *** jndicam
diferencas P<0,01 e P<0,001, respectivamente, em relagdo ao Sham. ## indica diferenca P<0,001, em relacdo ao
grupo 6-OHDA.

Figura 42 - Anélise do Comportamento Rotacional Induzido por Apomorfina
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: Os ratos (n=10 per grupo, machos, pesando aproximadamente
250-300 g) foram tratados com Cr (1,25; 2,5 e 5 mg/Kg per o0s) ou Salina (0,9%, per os) durante 21 dias ap6s
serem submetidos a cirurgia estereotaxica. No 21° dia, apos 1h do tratamento, os animais foram observados
durante 60 min. Os dados estdo expressos em médias £+ EPM. One-wa ANOVA, Bonferroni. *** indica
diferenca P<0,001, respectivamente, em relacdo ao Sham. ## indica diferenca P<0,001, em relacéo ao grupo 6-
OHDA.
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13.4 Analises Neuroquimicas Relacionadas a Neurodegeneragao

13.4.1 Determinacao da Concentracdo de Nitrito/Nitrato

As analises neuroquimicas das areas cerebrais de ratos submetidos ao modelo de
Parkinson induzido por 6-OHDA, mostraram que concentragcdes de nitrito/nitrato foram
significativamente (P<0,001) aumentadas no hipocampo, corpo estriado (ipsilateral) e cortex
pré-frontal em aproximadamente 317%, 267% e 45%, respectivamente (Hipocampo: 22,1 +
2,0; CE (ipsi): 22,8 = 2,2; Cortex pré-frontal: 11,86 + 0,8 pMol/mg de tecido,
respectivamente), de animais do grupo 6-OHDA em relagéo ao grupo Sham (Hipocampo: 5,3
+ 1,2; CE (ipsi): 6,21 + 1,8; Cortex pré-frontal: 8,2 + 0,7 pMol/mg de tecido,
respectivamente) (Figura 43).

Entretanto, quando os animais foram submetidos ao tratamento com Cr, nas doses de
1,25; 2,5 e 5 mg/Kg, houve uma redugdo da concentragdo de nitrito/nitrato em todas as areas
cerebrais analisadas (Cr 1,25 mg/Kg — Hipocampo (66%): 7,53 + 0,3; CE (Ipsi) (48%): 11,8 +
2,0; Cortex Pré-frontal (51%): 5,8 + 0,7 uMol/mg de tecido; Cr 2,5 mg/Kg — Hipocampo
(51%): 10,8 £ 1,3; CE (Ipsi) (37%): 14,4 + 1,3; Cortex Pré-frontal (33%): 8,0 + 0,9 uMol/mg
de tecido; Cr 5 mg/Kg — Hipocampo (61%): 8,7 + 1,9; CE (Ipsi) (49%): 11,7 + 1,0; Cortex
pré-frontal (69%): 3,7 + 0,7 uMol/mg de tecido, respectivamente), quando comparados ao
grupo 6-OHDA .

As analises ndo demonstraram diferenca significativa com os grupos tratados com Cr
em relacdo ao grupo Sham, com excecdo da dose de 5 mg/Kg, no cortex pré-frontal, que
houve uma diminuicdo de 55% da concentragéo de nitrito/nitrato.

13.4.2 Determinacao da Peroxidacdo Lipidica (TBARS)

Para verificar uma possivel acdo antioxidante, utilizou-se 0 método de TBARS nas
amostras coletadas do cérebro. Os resultados mostraram que a neurotoxina (6-OHDA)
promoveu um aumento (P<0,001) da concentracdo de malonildialdeido (MDA), um dos
principais produtos do processo de peroxidacdo lipidica, em aproximadamente 360%, 280% e
63% no hipocampo, CE (ipsi) e cortex pré-frontal, respectivamente, em relacdo ao Sham.
Entretanto, Cr 1,25 e 2,5 mg/Kg, reduziram significativamente (P<0,001 e P<0,01,
respectivamente) MDA no hipocampo (70%, 48% e 61%, respectivamente) e no corpo

estriado ipsilateral (48%, 39% e 48%, respectivamente), em relacdo ao grupo 6-OHDA.
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Adicionalmente, Cr (1,25 e 2,5 mg/Kg) ndo apresentou diferenca significativa em nenhuma

das doses analisadas em nenhuma &rea estuda em relacdo ao Sham (Figura 44).

Figura 43 - Andlise da concentracdo de nitrito/nitrato nas areas cerebrais.
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: (A) Hipocampo, (B) Corpo Estriado (Ipsilateral), (C) Corpo
Estriado (Contralateral) e (D) Cortex Pré-Frontal. Os ratos (n=10 per grupo, machos, pesando aproximadamente
250-300 g) foram tratados com Cr (1,25; 2,5 e 5 mg/Kg per os) ou Salina (0,9%, per os) durante 21 dias ap0s
serem submetidos a cirurgia estereotaxica. No 22° dia, ap6s 18h da aplicacdo da apomorfina, os animais foram
sacrificados. Os dados estdo expressos em médias £+ EPM. One-wa ANOVA, Bonferroni. * e *** indicam
diferencas P<0,05 e P<0,001, respectivamente, em relagdo ao Sham. #, # e ## indicam diferencas P<0,05,

P<0,001e P<0,001, em relacdo ao grupo 6-OHDA.



126

Figura 44 - Anélise da concentracdo de Peroxidacao Lipidica (TBARS) nas areas cerebrais.
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: (A) Hipocampo, (B) Corpo Estriado (Ipsilateral), (C) Corpo
Estriado (Contralateral) e (D) Cortex Pré-Frontal. Os ratos (n=10 per grupo, machos, pesando aproximadamente
250-300 g) foram tratados com Cr (1,25; 2,5 e 5 mg/Kg per o0s) ou Salina (0,9%, per os) durante 21 dias ap6s
serem submetidos a cirurgia estereotaxica. No 22° dia, ap6s 18h da aplicagdo da apomorfina, os animais foram
sacrificados. Os dados estdo expressos em médias + EPM. One-wa ANOVA, Bonferroni. *, ** e *** indicam
diferengas P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente, em relagdo ao Sham. # e ## indicam diferengas P<0,05 e
P<0,001, em relagéo ao grupo 6-OHDA.

13.4.3 Determinacao da Concentracéo de Glutationa Reduzida (GSH)

De acordo com os dados obtidos, houve um aumento significativo (P<0,001) de GSH
em todas as areas analisadas do grupo 6-OHDA em relagdo ao grupo Sham. Animais tratados
com Cr (2,5 mg/Kg) promoveu um aumento da atividade antioxidante, via GSH em
hipocampo, corpo estriado (ipsilateral) e cortex pre-frontal de, aproximadamente, 38%, 39% e

55%, respectivamente, em relacdo ao grupo 6-OHDA. Por outro lado, todas as doses
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aumentaram a atividade antioxidante em todas as areas analisadas em relacdo ao grupo Sham
(Figura 45).

Figura 45 - Andlise dos niveis de Glutationa Reduzida (GSH) nas areas cerebrais
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: (A) Hipocampo, (B) Corpo Estriado (Ipsilateral), (C) Corpo
Estriado (Contralateral) e (D) Cortex Pré-Frontal. Os ratos (n=10 per grupo, machos, pesando aproximadamente
250-300 g) foram tratados com Cr (1,25; 2,5 e 5 mg/Kg per 0s) ou Salina (0,9%, per os) durante 21 dias ap6s
serem submetidos a cirurgia estereotaxica. No 22° dia, ap6s 18h da aplicacdo da apomorfina, os animais foram
sacrificados. Os dados estdo expressos em médias + EPM. One-wa ANOVA, Bonferroni. *, ** e *** indicam
diferencas P<0,05, p<0,01 e P<0,001, respectivamente, em relagdo ao Sham. # e # indicam diferencas P<0,05 e
P<0,001, em relagdo ao grupo 6-OHDA.
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13.5 Andlise de Atividade Antioxidante in vitro

13.5.1 Ensaio de Atividade Antioxidante em Mitocondrias Submetidas a Estresses

Oxidativos

Como o mecanismo de acdo pré-neurodegenerativa de 6-OHDA est& envolvido com
alteracdes estruturais e eletro-quimicas na mitocéndria, investigou-se os possiveis efeitos de
Cr contra danos oxidativos induzidos em mitocondrias isoladas de cérebros de ratos. Os
resultados obtidos revelam alterages mitocondriais similares induzidas pela neurotoxina, em
relacdo aos indutores oxidativos utilizados (KCL e Amplex Red), os quais provocaram
aumentos significativos (P<0,001) no inchamento (6-OHDA: 103,1 + 3,5 %; KCI: 100,6 + 3,6
%) (Figura 45 A), potencial de membrana (6-OHDA: 210,4 + 2,4 %; KCI: 205,8 £ 1,4 %)
(Figura 45 B) e producdo de ROS (6-OHDA: 1,9 + 0,1 ROS/mg de proteinas; KCI: 1,9 £ 0,1
ROS/mg de proteinas) (Figura 46 C) mitocondriais, em relacdo mitoc6ndrias ndo submetidas
ao referido estresse oxidativo (controle: 3,1 + 0,6 %; 102,3 + 2,3 %; 0,1 = 0,0 ROS/mg de
proteinas, respectivamente). Por outro lado, mitocondrias submetidas ao referido estresse
oxidativo e pré-tratadas com Cr (100 ou 200 pg/mL) promoveram uma acao dose-dependente
contra danos mitocondriais induzidos pelos indutores oxidativos (KCL e Amplex Red),
diminuindo todos os parametros analisados (Cr 100: 67,0 £ 5,9 %; 167,4 + 3,0 %; 1,6 £ 0,1
ROS/mg de proteinas; Cr 200: 35,6 + 4,3 %; 128,2 + 1,4 %; 0,9 £ 0,1 ROS/mg de proteinas,

respectivamente) (Figura 46).
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Figura 46 - Efeitos de Cr contra danos Mitocondriais induzidos por Indutores Oxidativos
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: Alteracdes estruturais e eletro-quimicas induzidas pelos indutores
oxidativos KCI ou Amplex Red + HRP, respectivamente, em mitocdndrias foram avaliados. Os pardmetros
analisados foram (A) Inchamento, (B) Potencial de Membrana e (C) Producdo de Espécies Reativas de Oxigénio
(ROS). Utilizou-se 6-OHDA e mitocondrias ndo tratadas com Cr como controles positivos. Mitocdndrias nédo
submetidas aos indutores oxidativos foram utilizadas como controle negativo. One-way ANOVA, Bonferroni.
Letras iguais indicam auséncia de diferencas estatisticas (P>0,05).

13.6 Determinacdo da expressdo do RNAm de mediadores Neuroinflamatérios e BNDF
através de PCR quantitativa em tempo real (JPCR)

13.6.1 Analise do RNA Total Isolado de Hipocampo de Camundongos
Os RNA'’s isolados de todas as amostras apresentaram-se com qualidade, quando

analisados por espectrofotometria (:»260/280 nm; AB >1.7) (Tabela 6) e por eletroforese

(dados ndo mostrados).
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Tabela 6 - Quantificacdo do RNA total.

Grupo/amostra Concentracéo (ug/pL) AB 260/280
Sham 1 278 1,675
Sham 2 398 1,842
Sham 3 290 1,859
Sham 4 330 1,702
Sham 5 236 1,815
Sham 6 382 1,891
Sham 7 436 1,832
6-OHDA 1 968 1,766
6-OHDA 2 424 1,769
6-OHDA 3 466 1,700
6-OHDA 4 272 1,789
6-OHDA 5 414 1,745
6-OHDA 6 420 1,794
6-OHDA 7 278 1,710
Cr25mg/Kg 1 356 1,780
Cr 2,5 mg/Kg 2 456 1,767
Cr2,5mg/Kg 3 358 1,798
Cr2,5mg/Kg 4 306 1,912
Cr2,5mg/Kg 5 346 1,700
Cr 2,5mg/Kg 6 372 1,745
Cr2,5mg/Kg 7 282 1,809

Fonte: Laboratério de Genética Molecular — NUBIS/Sobral.

13.6.2 Avaliacdo da Especificidade dos Oligonucleotideos (primers) utilizados através da
Analise da Melting Curve

No presente estudo, as analises da melting curve indicaram a auséncia de
amplificacdes inespecificas em todas os produtos amplificados (amplicons), apos a reacdo de
gPCR, demonstrando especificidade de todos os oligonucleotideos (primers) utilizados no

experimento (Figura 47).



131

Figura 47 - Analise da Curva de Melting.
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: Imagem ilustrativa dos resultados obtidos da curva de melting
apos a reacdo de amplificagdo por gPCR.

13.6.3 Analise dos Genes de Controle Endogeno (Housekeepings) nas CondicGes de Estudo

Utilizadas

Antes da normalizacdo dos dados de expressao génica, obtidos por PCR em tempo
real (qPCR), inicialmente, avaliaram-se possiveis alteracbes na expressdo nos genes de
controle endogeno (housekeeping) utilizados no presente estudo (GAPDH, B-Act e a-Tub).

Os dados obtidos, considerando a expressdao basal de cada gene analisado em
cyclothreshold (CT), mostram auséncia de diferencas significativas na expressdo dos genes [3-
Act e a-Tub analisados nos grupos 6-OHDA (21 ug; via intraestriatal) (33,4 £ 2,2; 30,0 +
1,2, respectivamente) e Cr (2,5 mg/Kg/ per 0s) (34,2 + 1,5; 29,4 £ 0,7, respectivamente), em
relacdo ao grupo Sham (36,4 + 0,9; 30,26 + 0,4, respectivamente) (Figura 48). Desta forma,
os referidos genes de controle enddgeno analisados mostram-se eficientes como
normalizadores fisiologicos, uma vez que ndo apresentaram alteracfes significantes
decorrentes das modulagdes farmacoldgicas utilizadas (6-OHDA e Cr), em relagdo a animais
do grupo Sham. Entretanto, o tratamento com Cr induziu a um aumendo significativo da

expressdao de GAPDH (visualizado pela reducdo do valor de Ct) em corpo estriado de ratos



132

submetidos ao modelo de DP (19,6 + 0,8), em relacdo ao grupo Sham (26,7 £+ 0,4). Portanto,
GAPDH ndo mostra-se como um gene de controle enddgeno para normalizacdo de dados de
gPCR em estudos com Cr. Adicionalmente, 6-OHDA n&o demonstrou alteracdes significantes

nos genes de controle enddgeno analisados (24,9 + 1,3), em relacdo ao gr’upo Sham.

Figura 48 - Andlise da expressdo de RNA mensageiro dos genes de controle endégeno.
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: Os animais foram sujeitos ao modelo experimental de doenca de
Parkinson induzido por 6-OHDA e, posteriormente, tratados diariamente com Cr (2,5 mg/Kg/per 0s). Apoés
eutanasia, corpo estriado (ipsilateral) foi removido e armazenado a -80 °C. Os RNA’s totais foram extraidos e
purificados para a sintese de cDNA, seguido pela reagdo de gPCR. Posteriormente, a anéalise da expressdo dos
genes (A) GAPDH, (B) o-Tubulina e (C) B-Actina foi realizada utilizando valores de CT obtidos. One-way
ANOVA, Bonferroni.
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13.6.4. Analise dos Efeitos de CR na Expressio dos genes BDNF, IL1f, p65 e iNOS em
Corpo Estriado de Ratos submetidos a Modelo de DP por gPCR

Para se avaliar os efeitos de Cr sob ratos submetidos ao modelo de DP a nivel
transcricional, realizou-se analise da expressdo dos genes BDNF, IL1B, p65 e iNOS,
envolvidos na atividade neurodegenerativa induzida pela neurotoxina, 6-OHDA.

De acordo com os resultados, animais submetidos a neurotoxina e ndo tratados,
apresentaram uma tendéncia a reduzir (quase 20 vezes) a expressao génica de BDNF (P>0,05;
0,06 + 0,02 vezes), em comparacdo ao grupo Sham (1,1 + 0,3 vezes). Ainda neste grupo,
houve um aumento significativo (P<0,001) nos niveis de RNAm de p65 (14,0 £+ 2,6 vezes) e
INOS (13,9 + 2,7 vezes), em relacdo ao grupo Sham (0,8 + 0,3; 0,8 + 0,4 vezes,
respectivamente).

Animais submetidos ao modelo de DP e tratados com Cr (2,5 mg/Kg per 0s)
apresentaram aumento (P<0,05) dos niveis do RNAm de BDNF (2,5 £ 0,6), e uma reducéo
significativa na expressdo génica de p65 (P<0,05; 5,6 + 1,9 vezes), iNOS (P<0,001; 2,8 + 1,0
vezes), respectivamente, em relacdo ao grupo 6-OHDA.

Né&o foram encontradas alteracdes significativas nos niveis de RNAm de IL1p entre os
grupos (6-OHDA: 1,6 = 0,3; Cr 2,5: 1,3 £ 0,5; Sham: 0,9 + 0,2 vezes, respectivamente).
Entretanto, o grupo 6-OHDA mostrou uma tendéncia a aumentar a expresséo deste gene, em

compara¢do ao grupo Sham (Figura 49).
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Figura 49 - Analise por gPCR
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: Os animais foram sujeitos ao modelo experimental de doenca de
Parkinson induzido por 6-OHDA e/ou ao tratamento com Cr (2,5 mg/Kg; per 0s). Apds eutanasia, o corpo
estriado (ipsilateral) foi removido e armazenado a -80 °C. Em seguida, foram extraidos os RNA’s totais destas
amostras e estes utilizados na sintese de cDNA, seguida pela reagdo de qPCR e anélise da expressao dos genes
(A) BDNF, (B) IL1B, (C) p65 € (D) iNOS pelo método 244¢, Os genes foram normalizados através do uso de
genes de controle endégeno: B-Actina e a-Tubulina. One-way ANOVA, Bonferroni. # e ## indicam diferencas

P<0,05 e P<0,001, respectivamente, em relacdo ao grupo 6-OHDA. *** indica diferenga P<0,001, em relacdo ao
grupo Sham.

13.7 Esvaziamento Gastrico e Transito Gastrintestinal

Quando os animais foram submetidos a andlise de esvaziamento gastrico, pode-se
observar que o grupo com a neurotoxina (6-OHDA) aumentou significativo (P<0,01) a
retencdo fracional do corante no estdmago em 45%, em relagéo ao grupo Sham (Figura 50).

Quando os animais foram submetidos ao tratamento com Cr (1,25; 2,5 e 5 mg/Kg), houve
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uma reducdo desse corante em 23%, 51% e 40%, respectivamente, em relacdo ao grupo 6-

OHDA. No entanto, nenhuma das doses apresentou diferenca em relacdo ao grupo Sham.

Figura 50 - Esvaziamento Gastrico e Transito Gastrintestinal
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: Retencdo fracional de corante no estdmago. Os ratos (n=10 per
grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram tratados com Cr (1,25; 2,5 e 5 mg/Kg per 0s) ou
Salina (0,9%, per os) durante 21 dias apés serem submetidos a cirurgia estereotaxica. No 21° dia, ap6s as
analises comportamentais, 0s animais foram colocados em gaiolas metabolicas por um periodo de 12 horas, para
verificar as alteraces fisioldgicas. Os dados estdo expressos em médias + EPM. One-wa ANOVA, Bonferroni.
** indica diferenca P<0,01, em relacdo ao Sham. # e # indicam diferencas P<0,01 e P<0,001, em relacdo ao

grupo 6-OHDA.
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13.8 Andlise da Atividade Renal e do Célon

Quando analisado a atividade fisioldgica (renal e célon), notou-se que animais com a
neurotoxina (6-OHDA) aumentou significativamente (P<0,05) a atividade renal e diminuiu
significativamente (P<0,01) a atividade do cdlon, em relacdo ao grupo Sham. Entretanto,
quando os animais foram tratados com Cr (1,25; 2,5 e 5 mg/Kg), houve uma normalizacao da
atividade renal e da atividade do colon, em relacdo ao grupo 6-OHDA. Em nenhuma das

atividades fisioldgicas analisadas Cr apresentou diferenca em relacdo ao Sham (Figura 51).

Figura 51 - Andlise de AlteracOes da Atividade Renal e do Célon
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Fonte: Arquivo pessoal da Autora. Legenda: (A) Volume de urina (12h) e (B) NUmero de fezes (12h). Os ratos
(n=10 per grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram tratados com Cr (1,25; 2,5 e 5 mg/Kg
per os) ou salina (0,9%, per os) durante 21 dias apds serem submetidos a cirurgia estereotaxica. No 21° dia, ap6s
as analises comportamentais, os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas por um periodo de 12 horas,
para verificar as alteracBes fisiologicas. Os dados estdo expressos em medias + EPM. One-way ANOVA,
Bonferroni. ** e *** indicam diferencas P<0,01 e P<0,001, respectivamente, em relacdo ao Sham. # # ¢ #
indicam diferencas P<0,05, P<0,01 e P<0,001, em relacdo ao grupo 6-OHDA.
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14 DISCUSSAO

O presente estudo descreve, pela primeira vez, os efeitos de C. racemosa associados
a alteracdes locomotoras, neuroquimicas, moleculares e fisiologicas em animais submetidos a
um modelo de doenca de Parkinson, bem como a anélise de possiveis mecanismos de acdo
envolvidos.

A associacdo entre mecanismos neuroinflamatdrios e neurodegenerativos sugere que
drogas ou bioativos com acdo anti-inflamatdria sdo alvos em potencial para a elaboracédo de
novas estratégias farmacoldgicas em tratamentos contra DP (FRANK-CANNON et al., 2009;
GUEDES; da SILVA, 2010; JARVELA et al., 2011; SEKIYAMA et al., 2012; MULLER,;
MUNICH, 2011; COLLINS et al.,, 2012). Por este motivo, o presente estudo buscou
investigar os efeitos de C. racemosa, ja descrita como sendo portador de atividade anti-
inflamatoria, antipirética e analgésica, dentre outras indicacbes (VERMES et al., 2005), em
modelo animal de DP induzido pela neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) em ratos.

Entre os principais problemas da DP, estdo os disturbios locomotores induzidos pelas
alteracdes neuroquimicas decorrentes da morte de neurdnios dopaminérgicos.

Neste trabalho, usando o modelo de doenga de Parkinson, induzido por 6-OHDA,
foram observados alguns dos principais achados descritos na literatura desta neurotoxina em
ratos, como diminuicdo da atividade locomotora (Figuras 39), e alteracdes neuroquimicas
caracteristicas do modelo, como aumento dos niveis de nitrito/nitrato e de processos
oxidativos (Figura 42 e 43) (BJORKLUND; KORDOWER., 2010; CHOTIBUT et al., 2012;
ARAUJO et al., 2013; JING et al., 2015). De acordo com a literatura, o referido modelo tem
sido amplamente utilizado por sua exceléncia na reproducdo de achados encontrados em
pacientes com DP, principalmente em relacdo aos efeitos neuroquimicos (DUTY; JENNER,
2011; BOVE; PERIER, 2012).

O mecanismo de a¢do desta neurotoxina (6-OHDA) envolve um processo apoptético
seletivo de neurbnios dopaminérgicos através de vias pré-oxidativas e proéinflamatorias
(DEXTER; JENNER, 2013), resultando nos achados clinicos da doenca de Parkinson, como:
desordens motoras, comportamentais e neuroquimicas (BOVE; PERIER, 2012). No referido
modelo, os processos de neurodegeneracdo e de neuroinflamag@o ocorrem concomitantemente
(MAIA et al., 2012).

Devido ao envolvimento de mecanismos préinflamatorioss na via neuroapoptética da
6-OHDA, estudos tém analisado agentes anti-inflamatorios em modelos utilizando esta

neurotoxina, os quais tém demonstrado resultados positivos contra a acdo de 6-OHDA em
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roedores (COLLINS et al., 2012). Portanto a investigacdo do bioativo com a atividade anti-
inflamatoria poderia auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias neurofarmacologicas
contra processos neurodegenerativos e suas respectivas implicacdes neurocomportamentais e
neuroguimicas.

Entre os bioativos descritos na literatura com atividade anti-inflamatoria, podemos
citar os fitoterapicos, obtidos de partes de plantas medicinais, 0s quais apresentam uma
enorme variedade de estruturas. No Brasil, existem 520 medicamentos fitoterapicos
registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os fitoterapicos séo
considerados como uma extraordinaria fonte natural para a prospec¢do de novos farmacos
(ICTQ, 2011).

Os flavonoides sdo compostos bioativos derivados de plantas. Desde os tempos
antigos vem sendo utilizado como suplementos alimentares para melhorar a funcdo cognitiva
e na prevencéo de doencas neurodegenerativas (SPENCER, 2007). Extratos enriquecidos com
flavonoides merecem uma maior atencdo, devido ao seu potencial efeito neuroprotetor, visto
gue atualmente é crescente a busca por novas terapias para prevencdo das doencas
neurodegenerativas. C. racemosa apresenta em sua composicdo flavandides, do tipo
glicosideos triterpenos, podendo ser aplicado na prevencdo de doencas neurodegenerativas.
Estes flavonoides podem ser capazes de atingir multiplos locais no cérebro e assim prevenir
doencgas neurodegenerativas (SOLANKI, et al., 2015).

De acordo com Ali e colaboradores (2011), pacientes com DP apresentam, em
comum, as desordens neurodegenerativas do movimento caracteristicas da perda de neurénios
dopaminérgicos, seguida pela diminuicdo dos niveis de dopamina. De acordo com o0s
resultados, Cr promoveu uma protecdo contra alteraces locomotoras tipicas de um animal
afligido pela neurotoxina (6-OHDA), como mostrado na (Figura 39) e no teste de Rota rod
(Figura 40), onde ambos os testes mostraram uma melhora significativa da atividade
locomotora e equilibrio. Estas alteracfes comportamentais, caracteristicas em um animal com
lesdo cerebral semelhante ao parkinson, estdo, relacionadas a diminuicdo de neurdnios
dopaminérgicos (BOVE; PERIER, 2012).

Assim como discutido no Capitulo | deste trabalho, Cr esta diretamente relacionada
com a modulacdo de dopamina e a ativacdo de receptores dopaminérgicos (D1 e D2),
provavelmente devido a efeitos neuroprotetores que reduzem a morte neuronal e, portanto o
déficit de dopamina. Este fato pode ser comprovado através do comportamento rotacional
induzido por apomorfina, que representa o principal teste de verificacdo do estabelecimento

da leséo no sistema dopaminérgico no modelo de DP induzido por uma injecéo unilateral de
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6-OHDA. Portanto quando usado o agonista dopaminérgico apomorfina em um animal com
leséo unilateral por 6-OHDA ocorre rotacdo no sentido contralateral a leséo devido a morte
dos neuroénios do lado lesionado e a hipersensibilidade dos receptores dopaminérgicos do lado
ndo lesionado (HEFTI et al., 1980; GREALISH et al., 2010) (Figura 42).

De acordo com a analise dos dados, Cr 2,5 mg/Kg reduziu o nimero de rotacdes
contralaterais, provavelmente por um efeito neuroprotetor da Cr, contra os danos da
neurotoxina (6-OHDA), houve reducdo da morte neuronal do lado lesionado levando a uma
menor reducdo da concentracdo de dopamina e a reducéo da hipersensibilidade dos receptores
dopaminérgicos do lado contralateral, consequentemente menor numero de rotacOes
contralaterais. Além disso, a provavel recuperagdo do déficit motor demonstrado nos testes de
Rota rod e campo aberto.

Corroborando com estes achados comportamentais observados nos testes de campo
aberto, Rota rod e rotacional, Solanki e colaboradores (2015) verificaram que o uso de
quercetina (50, 100 e 200 mg/Kg), também da classe dos flavondides, em modelo de doenca
de Parkinson induzido por MPTP, promove uma melhora significativa em relacdo a atividade
locomotora e equilibrio, como também preveniu contra a deplecdo de dopamina e a perda de
neurbnios dopaminérgicos na substancia negra.

O dxido nitrico (NO) € uma importante molécula de sinalizagdo intracelular envolvida
na regulagdo de diversos mecanismos fisiolégicos e fisiopatolégicos nos sistemas
cardiovascular, nervoso e imunolégico. Atua como um mediador bioldgico semelhante aos
neurotransmissores do sistema neuronal (ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001). Por
outro lado, é um radical de oxigénio livre, e pode agir como um agente citotdxico em
processos patoldgicos, em particupar em doencas inflamatérias (BOGDAN, 2001).

Entre os mecanismos proapoptéticos de 6-OHDA, encontram-se 0 estresse
nitrosativo e oxidativo, os quais envolvem o aumento dos niveis de nitrito/nitrato (NO2/NO3)
e peroxidacdo lipidica em areas cerebrais de roedores (ATTA; SINHA;
CHATTOPADHYAY, 2000; GILGUN-SHERKI; MELAMED; OFFEN, 2001; DAUAER;
PRZEDBORSKI, 2003; ARAUJO et al., 2013). No presente estudo, Cr (1,25; 2,5 e 5 mg/Kg)
apresentou uma acao antioxidante contra 6-OHDA in vivo, reduzindo os niveis aumentados de
NO2/NOs, e peroxidacdo lipidica a condi¢des proximas as normais (Figuras 43 e 44). Estes
achados corroboram com os de Schmid e colaboradores (2009), que embora tenham utilizado
estudos in vitro, demonstram que o extrato aquoso de Cr inibiu a producéo de NO em 82% em

macrofagos. Portanto, segundo estes dados, pode-se sugerir uma atividade antioxidante de Cr
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em areas cerebrais de ratos, os quais estariam envolvidos com a atividade neuroprotetora da
Cr.

Do ponto de vista bioldgico, podemos definir antioxidantes como aqueles compostos
que protegem os sistemas bioldgicos contra os efeitos deletérios dos processos ou das reacdes
que levam a oxidacdo de macromoléculas ou estruturas celulares. A glutationa (GSH, L-y-
glutamil-L-cistenilglicina) € um tripeptideo, contendo cisteina e € o tiol ndo protéico mais
abundante nas células dos mamiferos. ConcentracGes baixas de GSH tém sido reportadas em
algumas doencas, como a AIDS, e estdo associadas a um maior risco de estresse oxidativo e
da ocorréncia de infec¢des oportunistas. Este decréscimo do GSH pode refletir o aumento na
producdo de antioxidantes, num grau que excederia a capacidade de detoxificacdo do GSH
(BRAY; TAYLOR, 1993; MEISTER, 1995). Para a verificacdo de uma possivel acédo
antioxidante de extratos de C. ramecosa, observou-se que Cr aumentou 0s niveis de GSH, e,
possivelmente, atuando via inducédo de glutationa reduzida (Figura 45).

Até o momento, os resultados descritos, sugerem uma atividade neuroprotetora de
Cr, dentre os quais esta a reducéo dos niveis de NO2/Nos e peroxidacéo lipidica, que poderia
estar atuando através da modulacdo de agentes antioxidantes, possivelmente via GSH in vivo,
principalmente na &rea onde a neurotoxina foi injetada (corpo estriado ipsilateral).

O principal e, possivelmente, o primeiro alvo da neurotoxina, 6-OHDA, é a
mitocondria (XIE; BEZARD; ZHAO, 2005). Quando 6-OHDA penetra no neur6nio
dopaminérgico pelo transportador de dopamina, por mimetismo molecular, ocasiona
distdrbios eletroquimicos nas membranas mitocondriais, como 0 aumento do potencial de
membrana (Figura 46 B) e da producdo de ROS (Figura 46 C), podendo ocorrer
concomitantemente, em algumas vezes, alteracfes na estrutura da organela, como inchaco
mitocondrial (Figura 46 A) pela abertura de poros (XIE; BEZARD; ZHAO, 2005; GALINDO
et al., 2012; WANG et al., 2013). Este processo citotoxico resulta na diminuicédo da producéo
de energia (ATP) para a célula, fissdo mitocondrial e/ou mitofagia, bem como em ativacao de
cascatas intracelulares envolvidas na apoptose celular (GOMEZ-LAZARO et al., 2008;
TOBON-VELASCO et al., 2013). Por este motivo, investigou-se os efeitos de Cr em
mitocondrias isoladas de cérebros de ratos, estas submetidas a um ambiente e condigdes de
estresse oxidativo.

Os dados mostram uma diminuicdo das alteracfes estruturais e eletroquimicas
analisadas (inchamento, potencial de membrana e producdo de ROS, respectivamente)
(Figuras 46), sugerindo um efeito protetor de Cr contra danos mitocondriais induzidos por 6-

OHDA. Desta maneira, 0 presente estudo sugere que Cr estaria apresentando uma atividade
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neuroprotetora atraves da protecdo mitocondrial, impedindo as alteracdes estruturais e
eletroguimicas na organela, induzidas por ROS, auxiliando assim na manutencdo celular e,
consequentemente, na sua sobrevivéncia.

O corpo estriado é uma das principais estruturas cerebrais relacionadas com a
atividade motora e locomotora em animais (TEPPER et al., 2010). Ele coordena e modula
vias do movimento e também esta envolvido com uma variedade de processos cognitivos,
como fungdes executiva de tarefas e também na memodria (VOYTEK et al., 2010). Esta area
cerebral é rica em neurdnios dopaminérgicos, que possuem receptores sensiveis a dopamina
que, apos sua ativagdo, desencadeiam uma cascata sinalizatéria secundaria de respostas que
modulam funcGes pré e pds-sindpticas, tanto a curto, quanto a longo prazo (GREENGARD,
2001; CACHOPE; CHEER, 2014).

Na doenca de Parkinson, a ocorréncia da perda de neurénios dopaminérgicos nessa
area resulta em uma cascata de eventos celulares e neuroquimicos que cuminam nos
principais achados dessa patologia, como as alteracdes fisiologicas e locomotoras. Dentre
estes eventos neuroquimicos, podem-se destacar as alteracdes transcricionais, as quais podem
iniciar ou inibir determinados genes-chave de regulacdo de vias, como os fatores de
transcricdo, ou de sintese de proteinas sinalizatérias envolvidas em respostas proinflamatorias
e atividades neuroprotetoras. Por este motivo, no presente estudo, foram analisados os efeitos
do tratamento crénico com Cr na expressao de genes de controle endégeno (GAPDH, B-Act e
a-Tub), genes envolvidos no processo neuroinflamatério (IL1p, p65 e iNOS) e na protegdo
neuronal (BDNF), em corpo estriado de ratos submetidos ao modelo de DP induzido pela
neurotoxina, 6-OHDA.

Inicialmente, pdde-se verificar que dentre os genes de controle enddgeno avaliados,
os niveis de RNAmM de GAPDH apresentaram-se mais altos em corpo estriado de animais
tratados com Cr (2,5 mg/Kg, per 0s) (Figura 49).

O GAPDH (gliceraldeido 3-fosfodesidrogenase), também conhecido por G3PDH, é
uma enzima envolvida na catalise da glicose para geracéo de energia durante a via glicolitica,
e também tem sido reportado na literatura por apresentar-se como um regulador transcricional
(TARZE et al., 2007). Ele € um dos genes mais estaveis e expresso constitutivamente em altos
niveis em varios tecidos e células, e, portanto, relatado como com a funcdo de gene
housekeeping. Por esta razdo, 0 GAPDH é comumente empregado em estudos em biologia
molecular como controle para andlises proteicas, por Western blot, e transcriptbmicas, por
gPCR. Entretanto, corroborando com os achados deste estudo, a literatura tem reportado

alteracdes da expressdo de GAPDH em algumas condi¢des especificas como por exemplo, em
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experimentos associados com a ativacdo de fatores especificos de transcrigdo, que possuem a
capacidade de regular positivamente a expressdo deste gene, como o fator MZF-1 (myeloid
zinc finger-1), e em modelos de isquemia em tecido muscular esquelético (BARBER et
al., 2005; BAILEY etal., 2011; PISZCZATOWSKI et al., 2014).

Os resultados deste trabalho sugerem uma possivel acéo regulatoria do fitoterapico
sobre controle de expressdao deste gene e, assim, o coloca fora da lista de possiveis
housekeepings a serem utilizados em estudos com o referido fitoterapico nestas condigdes
analisadas. Por outro lado, ndo foram detectadas alteracbes na expressdo dos outros
housekeepings utilizados (B-Act ¢ a-Tub) nas condi¢BGes avaliadas, utilizando Cr. Desta
forma, estes genes podem ser sugeridos como genes de controle endégeno para a realizagdo
de estudos transcriptémicos com Cr.

Apesar desta modulacdo positiva do gene GAPDH, Gaube e colaboradores (2007)
reporta 0 uso deste gene como housekeeping e 0 usa para a normalizagcéo de seus dados de
gPCR. Em seu estudo, o autor avalia os efeitos de Cr sobre a expresséo de genes em linhagens
de células MCF-7 de cancer humano. Entretanto, ndo foram avaliadas os efeitos de Cr na
expressao do gene GAPDH nas condi¢bes experimentais utilizadas ou de qualquer outro
possivel gene de controle enddgeno, as quais podem ter implicacbes negativas para 0s
resultados apresentados no referido estudo.

Para a avaliacdo de uma possivel implicacdo neuroprotetora de Cr na doenca de
Parkinson, via fatores neurotroficos, realizou-se analise dos efeitos deste fitoterapico na
expressao do gene BDNF em corpo estriado de ratos submetidos ao modelo de DP por 6-
OHDA. De acordo com os resultados obtidos, a neurotoxina apresentou uma tendéncia a
reduzir os niveis de expressao deste gene neuroprotetor (Figura 49). Estes dados corroboram
com os achados da literatura, que reportam que 6-OHDA diminui 0s niveis transcricionais e
proteicos de BDNF em ensaios tanto in vitro e in vivo (CHALOVICH et al., 2006; L1 et al.,
2013).

Por outro lado, a andlise por gPCR revelou que animais submetidos a 6-OHDA e
tratados Cr (2,5 mg/Kg per 0s) apresentaram uma modulacdo positiva nos niveis de RNAm de
BDNF, retornando a niveis basais (Figura 49).

De acordo com outros estudos, terapias envolvendo fatores neurotroficos, como o
BDNF, podem apresentar beneficios no avanco dos estagios da progressdo da doenca de
Parkinson (SCALZO et al., 2010; ATHAUDA; FOLTYNIE, 2015). Em 1995, Shults e
colaboradores, ja relatavam os efeitos benéficos de BDNF em processo neurodegenerativo

induzido por 6-OHDA em ratos, 0s quais também sdo corroborados com outros estudos in
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vivo (SINGH et al., 2006; TUON et al., 2014). Desta forma, pode-se sugerir que Cr estaria
utilizando um mecanismo neuroprotetor contra processos neurodegenerativos, via inducao
BNDF.

Outra linha envolvida no processo neurodegenerativo S80 0S pProcessos
neuroinflamatdrios, o qual consiste na ativagdo de vias préinflamatérias. Estudos relatam a
neuroinflamacdo como um componente-chave na indugdo e progressdo de processos
neurodegenerativos no SNC (FRANK-CANNON et al., 2009; GUEDES; SILVA, 2010). Por
este motivo, investigaram-se os efeitos de Cr (2,5 mg/Kg per 0s) na expressao dos genes
proinflamatorios ILIB e p65, pois como visto nos resultados comportamentais e
neuroquimicos, Cr 2,5 mg/Kg, foi a dose que melhor teve efeito contra os danos causados por
6-OHDA.

De acordo com os achados deste estudo, 6-OHDA apresenta uma tendéncia a
aumentar os niveis de RNAm de IL1J3, mas similarmente aos dados obtidos do grupo tratado
com Cr (2,5 mg/Kg per 0s), ndo apresentaram diferencas significativas (Figura 48).

Corroborando com esses dados, Koprich e colaboradores (2008) relatam que, em
modelo de DP induzido por injecdo unilateral 6-OHDA (22,5 ug), os niveis proteicos de IL1J
também ndo apresentaram diferencas significativas em ratos submetidos a lesdo em corpo
estriado, apds 12 dias. Por outro lado, o envolvimento de IL1B ¢ relatado pelo autor ao
demonstrar que a perda de neur6nios dopaminérgicos € prevenida pelo tratamento com o0 uso
de um antagonista deste mediador.

Leal e colaboradores (2013) ao apresentar uma revisdo sobre o0s aspectos do
envolvimento de IL1p na doenga de Parkinson, concluem que 0 uso de drogas inibidoras
desse referido mediador podem contribuir para uma terapia no tratamento de DP.

Assim, de acordo com a literatura e através das analises dos resultados de qPCR
deste estudo, pode-se sugerir que a transcrigdo de IL1p, apesar de ndo apresentar um aumento
em corpo estriado de ratos submetidos a 6-OHDA, apresenta um envolvimento no processo
neurodegenerativo. Entretanto, outros modelos mais especificos para a inducdo de processos
neuroinflamatdrios devem ser realizados para se investigar melhor o papel deste mediador
préinflamatorio na patogénese da DP.

A transcricdo de genes é controlada por uma ou varias proteinas capazes de se
ligarem ao a sequencias especificas no DNA para promoverem ou inibirem a sintese de RNA
de um ou mais genes. Estas proteinas sdo denominadas de fatores de transcricdo (KARIN,
1990; LATCHMAN, 1997)
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Um dos principais fatores de transcri¢do envolvidos na resposta inflamatoria, pode-se
citar o NFKB (fator nuclear kappa B). Este fator transcricional pode ser encontrado em quase
todos os tipos de células animais e estd envolvido na resposta a estimulos de estresse,
citocinas, processos oxidativos, radiacdo ultra-violeta, pela presenca de patdgenos virais e
bacterianos (GILMORE, 1999), na atividade neuroplastica hipocampal (ALBENSI;
MATTSON, 2000) e em doencas neurodegenerativas, como doenca de Alzheimer e Parkinson
(WANG etal., 2011; DUAN et al., 2014).

Entre as proteinas constituintes da familia NFKB, a p65, também conhecida como
REL-A ou NFKB3, esta associada a formacdo, ativacao e translocacdo nuclear deste fator de
NFKB (NOLAN et al., 1991; LI; VERMA, 2002). De acordo com a literatura, p65 esta
envolvido na etiopatologia da doenca de Parkinson, auxiliando no aumento da atividade do
fator de transcricdo NFKB (PRANSKI et al., 2013) e, consequentemente, em um feedback
positivo na producdo de mediadores préinflamatérios.

Com base nesse contexto, realizou-se a andlise dos efeitos de Cr na expressao do
gene p65 por gPCR em corpo estriado de ratos submetidos ao modelo de DP. Os dados
mostram que o tratamento por 21 dias com Cr (2,5 mg/Kg per os) foi capaz de reduzir
significativamente os niveis de RNAm de p65 na &rea cerebral analisada, em contraste com
animais ndo tratados (Figura 48).

Segundo Cao e colaboradores (2013), a via de sinalizacdo de p65 pode agir
negativamente na atividade neuroprotetora, como no caso de fatores neurotréficos, o que pode
contribuir para os efeitos apotédticos induzidos pela neurotoxina em neurbnios
dopaminérgicos. Estes dados podem auxiliar para explicar a modulacdo negativa observada na
expressao do gene BDNF em corpo estriado de animais submetidos a 6-OHDA.

Cr é descrito por possuir acdo anti-inflamatdria, entretanto, Schmid e colaboradores
(2009) relatam que ela ndo foi capaz de inibir a expressdo proteica de p65 induzida por
lipolissacarideos, em cultura de mondcitos/macréfagos RAW 264.7 (isolados de
camundongos). Por outro lado, Qiu e colaboradores (2007) relata que, em cultura de células
da medula 6ssea (isoladas de camundongos), um triterpeno glicosideo isolado do extrato de C.
racemosa, denominado 25-acetil cimigenol xilopiranosideo, foi capaz de inibir a expressao
proteica de p65. Portanto, possivelmente a modulacdo de p65 por Cr pode estar relacionado
ao tipo de célula analisado ou pela concentragdo de componentes especificos presentes no
extrato de Cr, como o 25-acetil cimigenol xilopiranosideo.

De acordo com o fabricante do Aplause®, farmaco utilizado para o tratamento com

Cr, 0s componentes marjoritarios sdo 0s glicosideos triterpenos. Assim, possivelmente o
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efeito de Cr sobre a expressdo do gene p65 pode estar intimamente relacionado ao tecido-alvo
analisado. E, no presente estudo, a partir da analise dos resultados, pode-se sugerir que células
neuronais em corpo estriado podem ser um desses tecidos-alvo para acdo dos glicosideos
triterpenos de C. racemosa, no qual Cr atua na modulacéo do fator de transcricdo NFKB.

Entre as enzimas reguladas pelo fator de transcricio NFKB, pode-se citar a iNOS
(6xido nitrico sintase). Este gene pertence a familia de genes responsaveis pela producéo de
enzimas catalisadoras presentes na via de producdo do Oxido nitrico (KNOWLES;
MONCADA, 1994). Séo conhecidas trés isoformas em mamiferos e uma em bactéria. Dentre
os mamiferos, sdo denominadas em nNOS (ou NOS1), eNOS (também conhecida por NOS3
ou cNOS) e INOS (ou NOS2), sendo as duas primeiras produzidas constitutativamente nos
tecidos neuronais e endotelial, e a Gltima sua forma induzida (STUHER, 1999).

Segungo Aktan (2004), a familia NOS controla a producgéo de 6xido nitrico (NO), a
qual possui importantes papéis em diversos processos bioldgicos e patologicos. AlteracGes
nos niveis fisiologicos de NO podem implicar em efeitos positivos ou negativos para funcdes
bioldgicas dependendo do tecido ou situacdo a qual se encontra. Em condices fisioldgicas, o
NO pode inibir agragacao plaquetaria, processos de adesdo mediado por integrinas, expressdo
de genes préinflamatdrios, injdrias oxidativas e outros efeitos deletérios. Entretanto, durante
processos inflamatorios, os niveis de iNOS se encontram aumentados, 0 que resulta em uma
maior producdo de NO. Essa super producdo, associado com reacGes com moléculas de
oxigénio livres, ocasiona o aparecimento de intermediarios de NO reativos, como o nitrito,
que por sua vez podem interferir em diversos processos bioldgicos e ocasionar alteracdes
deletérias, como danos teciduais, inibicdo da respiracdo mitocondrial, inibir a atividade
antioxidante de enzimas, como a glutationa peroxidase, e de outros agentes antioxidantes,
como celulares, como o &cido ascorbico, acido urico e tiois.

Entre as patologias em que os niveis de NO e iNOS se encontram alterados, pode-se
citar a DP (DURRENBERGER et al., 2012). Desta forma, procurou-se investigar os efeitos
de Cr na expressdo de iNOS em corpo estriado de ratos submetidos ao modelo de DP.

A literatura relata que o uso da neurotoxina, 6-OHDA, em modelo de DP tanto in
vitro, quanto in vivo, € capaz de induzir 0 aumento da expressdo génica e proteica de iNOS,
sugerindo que este mediador inflamatorio possui um papel importante no mecanismo
neurodegenerativo induzido pela neurotoxina em neurdnios dopaminérgicos (LI et al., 2012).
Estes resultados estdo de acordo com os obtidos no presente estudo, os quais demonstram que
6-OHDA ¢ capaz de regular positivamente a expressdo do gene iINOS em corpo estriado e

aumentar os niveis de nitrito/nitrato em areas cerebrais de ratos (Figuras 43 e 49).
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Em contrapartida, de acordo com as analises por qPCR, o tratamento com Cr (2,5
mg/Kg per os) promoveu um retorno dos niveis do RNAm de iNOS a condigdes basais, em
relacdo a ratos com DP ndo tratados. Estes dados corroboram com os resultados obtidos nas
dosagens de nitrito/nitrato nas areas cerebrais dos animais submetidos ao modelo de DP e
tratados com Cr onde foi verificada a reducdo das concentragdes de nitrito/nitrato (Figuras 43
e 49).

Ainda nesse contexto, estes achados corroboram com estudo de Schmid e
colaboradores (2009), que relata que extrato de C. racemosa apresenta atividade inibitéria da
expressdo génica e proteica de iINOS, e consequentemente, na produgdo de nitrito, induzido
por lipolissacarideos.

Em resumo, os dados de qPCR mostraram que o tratamento durante 21 dias com Cr
(2,5 mg/Kg per 0s) possui atividade neuroprotetora contra 6-OHDA, possuindo um
mecanismo neuroprotetor envolvendo o aumento dos niveis de RNAm de BDNF e
apresentando uma atividade anti-neuroinflamatdria, reduzindo a expressdo dos genes de p65 e
INOS a niveis basais, em corpo estriado de ratos submetidos a modelo de DP induzido por 6-
OHDA.

A capacidade de esvaziar o conteudo do estbmago, chamada gastroparesia, € outra
possivel complicacdo gastrointestinal do DP. A dificuldade do estdbmago para esvaziar na hora
certa também pode reduzir ou retardar a eficacia dos medicamentos para DP, especialmente
da levodopa, uma vez que é absorvido no intestino delgado e ndo pode chegar ao seu destino
por ficar presa no estdbmago (PARKINSON’S DISEASE FOUNDATION, 2007). O
tratamento para a gastroparesia em Parkinson ndo tem sido extensivamente estudado (JULIO-
PIEPER et al., 2014).

Os tratamentos para a constipacdo em DP envolvem a tomada de medidas destinadas
a aumentar a motilidade do célon. Existe uma busca para encontrar novos tratamentos que
aumentem a velocidade de transito através do célon, no entanto, até o momento, ndo ha
estudos que investiguem possiveis agentes (PARKINSON’S DISEASE FOUNDATION,
2015). Ao verificar a acdo da Cr no esvaziamento gastrico em ratos submetidos a doenca de
Parkinson e tratados com Cr (1,25. 2,5 e 5 mg/Kg/ 21 dias/ per os), pbde-se observar que
todas as doses de Cr diminuiram a retencéo fracional do corante no estbmago em relagdo aos
animais controle lesionados.

Em relacdo a atividade renal, Cr diminuiu essa atividade, conseguindo levar a
mesma para niveis basais. Quanto a atividade do c6lon, Cr promoveu o retorno a quantidades

similares a animais Sham. Portanto, Cr além de reverter os danos locomotores, bioquimicos e
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moleculares causados pela neurotoxina, demonstra a capacidade de proteger o trato digestorio
e a funcdo renal contra as alteragcfes induzidas por 6-OHDA, caracteristicas de pacientes com
DP.

Desta forma, os resultados apresentados sugerem que o modelo de DP induzido por
6-OHDA também pode ser utilizado para se evidenciar alteracbes na motilidade géstrica e na
atividade renal, caracteristicos de pacientes com DP. Adicionalmente, a Cr demonstrou ser um
potencial agente terapéutico para auxiliar no tratamento de alteragdes no processo de
motilidade gastro-intestinal e evacuacdo, bem como em um retorno do processo de miccéo a

condig¢Bes normais em ratos submetidos a modelo de DP induzido por 6-OHDA.



148

15 CONCLUSAO

De acordo com o0 exposto, o presente estudo, demonstra efeitos associados a uma
possivel atividade neuroprotetora apresentada pelo fitoterapico Cimicifuga racemosa,
promovendo uma protecdo contra alteracbes fisiologicas e locomotoras induzidas pela
neurotoxina 6-OHDA em ratos. Adicionalmente, este estudo sugere um possivel mecanismo
neuroprotetor agindo através de acdo antioxidante de GSH e de protecdo mitocondrial, bem
como uma regulacdo a nivel transcricional na via de producdo de Oxido nitrico e de fator
neurotrofico derivado do céerebro. Desta forma, sugerisse que Cr poderia ser utilizada como
um agente teraupéutico em potencial para pesquisas clinicas sobre distdrbios neuroldgicos,

decorrentes de processos neurodegenerativos.
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16 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo relata os efeitos comportamentais, neuroquimicos e
transcriptdbmicos do extrato etanolico de Cimicifuga racemosa em camundongos e, pela
primeira vez, uma possivel atividade neuroprotetora em ratos, cujo mecanismo de agdo
provavelmente envolve regulacdo génica e protecdo mitocondrial, via acdo antioxidante, com
capacidade de reduzir as alteracbes comportamentais e neuroquimicas induzidas por 6-OHDA
em ratos submetidos a lesdo intraestriatal unilateral. A partir desses resultados obtidos podem
surgir novas perspectivas para 0 uso deste fitoterdpico como parte de estratégias
farmacoldgicas para transtornos de ansiedade e depressdo, bem como para o tratamento de
doencas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson. Adicionalmente, o tratamento
crénico com o referido fitoterapico ndo demonstrou alteragdes fisioldgicas sugestivas de
toxicidade em modelos animais, sugerindo assim, uma seguranca farmacolégica para seu uso

por humanaos.
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