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RESUMO

A Doenga de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa
caracterizada pela perda de neurbnios dopaminérgicos da substancia nigra
(SN) e consequente deplegdo de dopamina no corpo estriado. Os tratamentos
disponiveis ndo impedem a progressao da doenca, evidenciando a importancia
da procura de novas terapias. Estudos anteriores demonstraram que um
extrato ciclo-hexanico de Hypericum polyanthemum inibe a recaptacao
sinapotossomal de monoaminas e é capaz de alterar a ligacdo de GTP
induzida por monoaminas em receptores em cérebro de ratos, de forma mais
potente para dopamina no corpo estriado. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito da administracédo de um extrato ciclo-hexanico das partes aéreas de H.
polyanthemum em modelo de DP induzido por 6-hidroxidopamina (6-OHDA).
Ratos Wistar receberam duas infusées de 6-OHDA (5,5 uL, 3 pg/pL) no feixe
prosencefalico medial direito através de cirurgia estereotaxica. Foram
realizados os seguintes regimes de tratamento do extrato: (regime 1) trés
administragdes iniciadas 4 h apds a lesdo; (regime 2) trés administragdes
iniciadas 24 h ap6s a lesao; (regime 3) trés administragdes iniciadas 48 h apos
a lesao; (regime 4) trés administracdes iniciadas antes dos testes
comportamentais, em que a ultima administragéo foi realizada 1 hora antes de
cada teste. Em cada um desses regimes, as administracbes (90 mg/kg, v.0.)
foram realizadas em 24 h com intervalos de 6 h. Por ultimo, foram realizadas
também duas administragdes diarias iniciadas 48 h apés a lesdo (90 mg/kg,
v.0.) durante 5 dias consecutivos (regime 5). Controles receberam veiculo
(salina + polissorbato 80 5%). Os animais foram submetidos ao teste da fita
adesiva 62 dias apds a lesdo e a avaliagdo do comportamento rotacional
induzido por metilfenidato (20 mg/kg, i.p.) 10, 45 e 85 dias apds a cirurgia
estereotaxica. Foi realizada avaliagdo do conteudo de tirosina-hidroxilase (TH)
nos animais submetidos ao regime 2. Observou-se aumento no numero de
rotagdes ipsilaterais nos animais tratados com o extrato no regime 2 [ANOVA
de medidas repetidas; efeito fator GRUPO F(1,13)=6,63; p<0,0185] e regime 5
[ANOVA de medidas repetidas; efeito fator GRUPO F(1,12)=5,10; p<0,043]. No
teste da fita adesiva, os animais controle (teste de Wilcoxon; p<0,004) e tratado

(teste de Wilcoxon; p<0,045) do regime 2 demoraram mais para perceber a fita
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da pata esquerda, mas nao houve diferenga entre os grupos. Foi encontrada
uma reducgao significativa do conteudo de TH na SN dos animais tratados com
o extrato pertencentes ao regime 2 (teste de Mann-Whitney, p=0,034). O
extrato, no regime 2, aumenta a atividade rotacional induzida por MF de ratos
lesionados com 6-OHDA e reduz o conteudo de TH na SN, indicando acéo

neurotoxica do extrato no modelo testado.



ABSTRACT

Parkinson’s Disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized
by a loss of dopaminergic neurons of substantia nigra (SN) and consequent
depletion of dopamine in the striatum. The available treatments do not prevent
the disease progression, demonstrating the importance of researching new
therapies. Previous studies demonstrated that the extract of Hypericum
polyanthemum presents an antidepresant-like effect in mice that is meditated by
inhibition of synaptossomal inhibits the monoamines reuptake and it's able to
change the GTP binding to monoamine receptors in the rat brain, which is more
pronounced for dopamine receptors in the striatum. The aim of this study was to
evaluate the effect of H. polyanthemum cyclohexane extract administration in a
PD model induced by 6-hydroxydopamine (6-OHDA). Wistar rats received two
infusions of 6-OHDA (5.5 mL, 3 mg/mL) into the right medial forebrain bundle
through stereotaxic surgery. We conducted the following treatments with the
extract: (1) three administrations initiated 4 h after injury, (2) three
administrations started 24 h after injury, (3) three administrations initiated 48 h
after injury, (4) three administrations initiated before the behavioral tests, in
which the last administration was performed 1 hour before each test and (5) two
administration for 5 consecutive days. In each scheme, the administrations (90
mg/kg po each) were performed in 24 h with intervals of 86 h. Lastly, were
performed twice daily administrations (90 mg/kg po each) for five
consecutive days (5). Controls received vehicle. The assessment of rotational
behavior induced by methylphenidate (MF) (20 mg / kg, ip) was performed 10,
45 and 85 days after stereotactic surgery. The animals were tested for sticky
tape 62 days after infusion. The assessment of tyrosine hydroxylase (TH)
content was performed in animals subjected to treatment 2. There was an
increase in the number of ipsilateral rotations in animals treated with the extract
in treatment 2 and treatment 5 [repeated measures ANOVA group effect,
F(1,13)=6.63, p<0.0185; F(1,12)=5.10, p<0.043;, respectively]. In the sticky
tape test, both groups of treatment 2 took longer to see the tape of the left paw,
but did not differ from each other (Wilcoxon test, p<0.005). There was

significant reduction in the content of TH in the SN of animals treated with
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extract in the treatment 2 (Mann-Whitney testone-way ANOVA, p=0.0034). The
treatment 2 increases the rotational behavior and reduces de content of TH in
the SNpc, indicating the toxic effect of the extract in the animal PD model.
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1. INTRODUGAO

1.1 A Doenga de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenga neurodegenerativa
progressiva que atinge cerca de 1% da populagdo mundial acima de 55 anos e
tem idade média de inicio de aproximadamente 60 anos, sendo que incidéncia
aumenta com o avango da idade (Hayes et al., 2010). A perda de células
dopaminérgicas na parte compacta da substancia nigra (SNpc) € uma das
principais caracteristicas da doenca. As causas da morte dos neurdnios
dopaminérgicos ndo sdo bem compreendidas, mas parecem resultar da
interagao entre varios fatores, como disfungdo mitocondrial, estresse oxidativo,
mal enovelamento protéico, excitotoxicidade do glutamato e neuroinflamacao
(Dauer e Przedborski, 2003; Dev et al., 2003; Fahn e Sulzer, 2004; Shen e
Cookson, 2004).

Com a morte dos neurdnios da SNpc, ocorre redugcdo nos niveis de
dopamina (DA) no corpo estriado, levando ao aparecimento do quadro clinico.
O corpo estriado faz parte dos nucleos da base que, juntamente com o cortex
motor, € responsavel pela iniciagcdo e execucao correta dos movimentos. A DA
realiza a inibicdo e a estimulagédo das vias direta e indireta que interconectam
essas estruturas, assim, alteracbes significativas de seus niveis séao

responsaveis pelas perturbacdes motoras observadas na doenga (Fig. 1).

Figura 1. Circuitaria envolvida na DP. A esquerda, o circuito neural normal. A direita, o circuito

alterado observado na DP. Com a morte dos neurénios dopaminérgicos da SNpc, ocorre uma



interrupgc&o na comunicacgao nigroestriatal. GPe, globo palido externo; GPi, globo palido interno;
NST, nudcleo subtalamico; PUT, putdmen; SN, substancia nigra; TA, talamo. Linhas azuis

representam vias excitatorias e linhas vermelhas representam vias inibitérias.

Os principais sintomas sao tremores em repouso, rigidez muscular,
bradicinesia, entre outros prejuizos motores. Outras alterag¢des frequentemente
acompanham esses sintomas, como disfungdo cognitiva, disturbios do sono,
depressao, entre outros, consequentes da perda ndo apenas de neurbnios
dopaminérgicos, mas também noradreneérgicos, serotoninérgicos,
histaminérgicos, etc (Fahn e Sulzer, 2004; Carlsson et al., 2009). Além disso,
déficits proprioceptivos podem ser observados nos pacientes com DP, os quais
podem agravar outros sintomas motores (Vaugoyeau e Viel, 2007). Diversos
estudos apontam para alteragdes que os pacientes apresentam na capacidade
de estimar a posicdo de um membro antes e durante um movimento e na
capacidade de agarrar objetos, atividades estas que dependem de um correto
funcionamento da circuitaria responsavel pelos movimentos (Desmurget et al.,
1995; Teulings et al., 1997), pois acredita-se que os nucleos da base recebam
entradas sensoriais e realizam a integracdo destes sinais para a organizagao
da saida motora (Lewis et al., 2001).

O diagndstico da DP é feito através da histéria do paciente, do exame
neurolégico e da resposta a terapia de reposicdo de DA. No entanto, os
sintomas s6 se tornam aparentes quando ocorre aproximadamente 40% de
perda neuronal na SNpc e 80% de deplegdo dopaminérgica no corpo estriado
(Kirik et al., 1998). A observacgao histolégica post mortem de tecido encefalico
com presenga dos Corpos de Lewy € o unico diagnostico definitivo da DP
(Sulzer 2007). Os Corpos de Lewy consistem em inclusdes citoplasmaticas
positivas para alfa-sinucleina e ubiquitina presentes nos neurdnios
dopaminérgicos remanescentes na SNpc (Dauer e Przedborski, 2003).

Embora a descoberta da levodopa, um precursor da sintese de dopamina,
tenha revolucionado o tratamento da DP, pacientes que fazem uso da
medicagao a longo prazo desenvolvem flutuagdes motoras acompanhadas por
movimentos involuntarios, chamadas discinesias, que possuem dificil controle e

pioram a qualidade de vida do paciente (Dauer e Przedborski, 2003). Além da



levodopa, outros recursos terapéuticos sao utilizados em associacéo
(carbidopa, benserazida ou ainda selegilina), mas também acabam por
apresentar eficacia temporaria ou reduzida, além de nao impedirem ou
retardarem a progressao da doenca (Pezzoli et al., 2004), levando a
necessidade de investigacdo de outras possibilidades terapéuticas. A etiologia
multifatorial da DP leva a possibilidade do uso de drogas com multiplos alvos,

entre os quais tém sido investigadas também a neuroprotecgéo.

1.2Modelo animal da DP induzido por 6-hidroxidopamina

O modelo animal de DP induzido por 6-hidroxidopamina (6-OHDA) foi
inicialmente descrito por Ungerstedt em 1968, em que a infusdo da toxina foi
realizada bilateralmente na SN de ratos. Posteriormente, a infusdo unilateral se
mostrou mais util para mimetizar a doenga e se passou, entio, a realizacado da
observacao dos danos provocados pela toxina comparando o lado intacto com
aquele afetado pela infusao (Ungerstedt 1971).

A 6-OHDA é uma neurotoxina estruturalmente similar as catecolaminas,
sendo reconhecida pelos transportadores destes neurotransmissores. Através
do transportador da dopamina (DAT), a molécula de 6-OHDA entra nos
neurdnios dopaminérgicos desencadeando uma cascata de eventos que
culmina na morte da célula, a qual é mediada, principalmente, pelo potente
efeito inibitério dessa toxina sobre a cadeia respiratéria mitocondrial (Deumens
et al.,, 2002). Por ndo atravessar a barreira hemato-encefélica, a 6-OHDA
precisa ser infundida diretamente no cérebro através de cirurgia estereotaxica
em uma das seguintes estruturas-alvo: SN, corpo estriado ou feixe
prosencefalico medial, mimetizando, assim, a deplecdo dopaminérgica
observada na DP. A infusdo de 6-OHDA ¢é realizada unilateralmente,
geralmente em roedores, levando a um quadro de hemiparkinsonismo
caracterizado por assimetria motora. Essa assimetria motora pode ser
observada através de uma série de testes comportamentais. Alguns deles

serdo abordados a seguir.



1.3 Testes comportamentais

1.3.1 Avaliagao da atividade rotacional induzida por metilfenidato

Um dos testes mais frequentemente utilizados em modelos animais de
hemiparkinsonismo em roedores € a avaliagdo do comportamento rotacional
induzido por droga (Herrera-Marschitz et al., 2010; Ungerstedt, 1971). A
assimetria motora consequiente a infusdo unilateral de 6-OHDA resulta da
deplegdo dopaminérgica ipsilateral a lesdo (Fig. 2). Com a administragdo de
drogas dopaminérgicas, como a anfetamina, a apomorfina, ou o metilfenidato
(MF), esse desequilibrio € acentuado, podendo ser mensurado através da
avaliagdo do comportamento rotacional que os animais passam a apresentar
de forma pronunciada (Hudson et al., 1993). De acordo com 0 mecanismo de
acao da droga utilizada, as rotagdes observadas podem ser ipsi ou
contralaterais ao hemisfério lesionado. Assim, drogas que estimulam
receptores dopaminérgicos, como a apomorfina, produzem comportamento
rotacional na diregdo aposta aquela do lado lesionado (contralateral), enquanto
que drogas que atuam nos terminais dopaminérgicos aumentando os niveis de
DA, como o MF, levam ao aparecimento de rotacbes em direcédo a leséo
(ipsilaterais) (Ungerstedt, 1971; Simola et al., 2007; Torres and Dunnett, 2007).
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Figura 2. Esquema mostrando a via nigroestriatal do encéfalo de rato. Em A é mostrado o
encéfalo de um rato ndo-lesionado com as projegdes dos neurdnios dopaminérgicos partindo
da substéncia nigra em dire¢do ao corpo estriado (ou caudado-putamen) e globo palido em
ambos hemisférios. Em B, ap6s leséo unilateral com 6-OHDA, ocorre significativa redugéo das

projecdes nigroestriatais e consequente redugdo dos niveis de dopamina no corpo estriado.



CP, caudado-putamen; GP, globo palido; PNE, proje¢des nigroestriatais; SN substancia nigra.
Adaptado (Kirik et al., 2004).

1.3.2 Avaliagao de déficits proprioceptivos

Animais com lesao unilateral apresentam assimetria no uso das patas
dianteiras para executar diferentes tarefas, a qual €& evidenciada pela
preferéncia de uso da pata ipsilateral a lesdo (Schallert et al., 2000;
Jeyasingham et al., 2001). Através de diferentes tarefas € possivel avaliar o
prejuizo na sensomotricidade de animais hemilesionados (Barneoud et al.,
2000).

Uma maneira de realizar essa avaliacao € através do teste da fita adesiva
(Fig. 3). Nele, é colocado, na porcao distal do pulso de cada uma das patas
dianteiras do animal, um pedacgo de fita adesiva e sdo medidas as laténcias

para o animal perceber e retirar cada fita (Castaneda et al., 2005).

Figura 3. Teste da fita adesiva. E colocado um pedago de fita adesiva em cada uma das patas
dianteiras do animal (indicado pelas setas) e contabilizadas as laténcias para perceber e retirar
cada uma das fitas.



1.3.3 Inibicao do comportamento de escalada induzido por apomorfina

A inibicdo do comportamento de escalada induzido por apomorfina (APO)
€ um teste utilizado para predizer acdo de drogas sobre receptores
dopaminérgicos (antagonistas ou agonistas) in vivo (Protais et al., 1976). Apos
tratamento com APO, camundongos tendem a adotar uma posi¢ao vertical,
agarrando-se e/ou escalando barras de uma gaiola, efeito esse consequente
da acdo da APO em receptores dopaminérgicos pos-sinapticos estriatais
(Battisti et al., 2000).



2. GENERO Hypericum

O género Hypericum é constituido de plantas herbaceas que ocorrem em
regides temperadas, com aproximadamente 400 espécies (Robson, 1981). A
caracterizagdo quimica do género Hypericum levou ao isolamento de mais de
100 compostos com reconhecida atividade biolégica, como flavondides,
taninos, derivados floroglucindis (Linde et al., 1996; Butterweck et al., 1997,
Viana et al., 2006).

Entre as diferentes espécies de Hypericum, destaca-se a espécie
européia H. perforatum, com reconhecida atividade antidepressiva (Linde et al.,
1996; Kim et al., 1999; Friede et al., 2001) e que apresentou agao
neuroprotetora em diferentes condigbes experimentais (Genovese et al., 2006;
Mohanasundari et al., 2006).

Espécies do género Hypericum tém forte tendéncia a acumular compostos
fendlicos, como no caso da espécie Hypericum polyanthemum (Fig. 4), nativa
do Rio Grande do Sul, que apresenta em seu extrato metandlico taninos e
flavonoides (Viana et al., 2006). A partir de extrato ciclo-hexanico de H.
polyanthemum, ja foi descrita a presenca do derivado floroglucinol uliginosina B
(NOr et al., 2004) e dos benzopiranos HP1, HP2 e HP3 (Ferraz et al., 2001). A
avaliagado de taninos e de Oleos volateis revelou os teores de 6,7% e 0,1% a
0,5%, respectivamente (DallAgnoll et al., 2003; Ferraz et al, 2005a). No
entanto, a hipericina, importante composto encontrado no H. perforatum esta
ausente no H. polyanthemum, conforme investigacao fitoquimica realizada por
Ferraz et al (2002). Este resultado estd de acordo com a classificacdo
quimiotaxondémica proposta por Robson (1990) onde a produgéo de hipericina é
relacionada com a presenga de glandulas negras nas folhas. As espécies
brasileiras de Hypericum possuem apenas glandulas palidas, as quais nao
produzem hipericina (Kartnig et al., 1996).

Em relagdo aos estudos farmacoldgicos, ja foi mostrada acéo
antinociceptiva de extrato de H. polyanthemum nos testes de placa aquecida e
de contorg¢des induzidas por acido acético (Viana et al., 2003). O benzopirano
HP1 e o derivado floroglucinol uliginosina B, ambos isolados desse extrato,
possuem atividade antinociceptiva em diferentes modelos animais. A acéo de

HP1 & prevenida com a administragdo de naloxona, um antagonista opidide



(Haas et al., 2010 in press), enquanto que a atividade antinociceptiva
apresentada pela uliginosina B €& prevenida com a administragdo de

antagonista dopaminérgico (Stolz et al., 2009).

Figura 4. Hypericum polyanthemum (Cortesia: Gilsane Von Poser).

O extrato ciclo-hexanico de H. polyanthemum e a uliginosina B
apresentaram atividade do tipo antidepressiva em ratos e camundongos, a qual
€ prevenida pela administragdo de antagonistas dopaminérgicos D1 e D2. O
extrato e a uliginosina B também inibem a captagcdo sinaptossomal de
monoaminas, sendo essa inibicdo mais pronunciada para a DA em relagao a
noradrenalina e serotonina (Viana, 2007). Porém, a inibigdo da recaptacao de
monoaminas ocorre através de mecanismos diferentes dos farmacos
antidepressivos disponiveis na terapéutica, visto que o extrato ndo se liga aos
transportadores monoaminérgicos (Viana et al, 2005; Viana et al., 2006).
Adicionalmente, a administracdo do extrato de H. polyanthemum é capaz de
aumentar ou reduzir a ligacdo de [*°S] GTPyS estimulada por monoaminas em
cérebro de ratos, dependendo do regime de tratamento, demonstrando que o
extrato altera o funcionamento da maquinaria ligada a ativacdo de receptores
amineérgicos centrais. No entanto, 0 mesmo experimento realizado in vitro com
uliginosina B, sem a presenga de monoaminas no meio de incubacéo,
monstrou que esta substancia ndo tem acdo agonista direta sobre os
receptores monoaminérgicos (Viana, 2007). Ainda, tanto o extrato de H.

polyanthemum quanto benzopiranos a partir dele isolados, inibem a atividade



da monoamina oxidase A in vitro a partir de homogenatos de mitocéndrias de
encéfalo de rato (Gnerre et al., 2001).

O emprego de H. polyanthemum para o desenvolvimento de farmacos
antidepressivos € objeto de depdsito de pedido de patente no INPI (PI0900614-
1) (Rates et al.,, 2009) e no European Patent Office (PCT/EP2010/051816)
(Rates et al., 2010).



3. JUSTIFICATIVA

Como os tratamentos hoje disponiveis para a DP nao impedem a
progressao da doenca e, com o passar do tempo, levam ao aparecimento de
discinesias, quadro bastante debilitante aos pacientes, torna-se importante
investigar outras possibilidades terapéuticas.

Os estudos farmacologicos realizados até o momento com H.
polyanthemum demonstram que esta espécie é capaz de ativar a
neurotransmissdo dopaminérgica, tornando-o um agente potencialmente util
para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento da DP. Adicionalmente,
nao existem dados na literatura avaliando o efeito neuroprotetor de H.
polyanthemum. No entanto foi demonstrado que extratos de espécies de
Hypericum, inclusive H. polyanthemum, protegem o cérebro de ratos do
aumento de corticosterona induzido por estresse (Viana, 2007; Viana et al.,
2008). Altos niveis de corticoides tém sido relacionados com neurotoxicidade
(Duman et al., 1997; Salposky et al., 2000). Além disso, por analogia, dados da
agao neuroprotetora de Hypericum perforatum corroboram a hipétese de que

H. polyanthemum seja ativo em modelos animais de DP.
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4. OBJETIVO

Avaliar o efeito pds-lesdo da administracdo de um extrato ciclo-hexanico
de H. polyanthemum nas alteragdes comportamentais e neuroquimicas
causadas pela lesdo induzida por 6-hidroxidopamina (6-OHDA) em cérebro de

ratos em um modelo animal de Doenga de Parkinson.

4.1 Objetivos especificos

Verificar o efeito da administragdo oral (gavagem) do extrato ciclo-
hexanico de H. polyanthemum em ratos apds a infusao unilateral de 6-OHDA

no feixe prosencefalico medial (FPM) sobre:

4.1.1 O comportamento rotacional induzido por metilfenidato;
4.1.2 A fungao sensodrio-motora, através do teste da fita adesiva;
41.3 O conteudo de tirosina-hidroxilase, marcador de neurdnios

dopaminérgicos, na SNpc;
Paralelamente, verificar o efeito da administragdo oral (gavagem) do

extrato ciclo-hexanico de H. polyanthemum em camundongos nao-lesionados

no teste de inibicdo do comportamento de escalada induzido por apomorfina.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Sujeitos

Para avaliagdo do comportamento rotacional induzido por MF, do teste da
fita adesiva e do conteudo de TH na SNpc de animais lesionados com 6-
OHDA, foram utilizados Ratos Wistar machos adultos (290-350g, 110 dias de
idade) obtidos do Centro de Produgcdo e Experimentacdo Animal do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
Para avaliacdo da inibicdo do comportamento de escalada induzida por
apormofina, foram utilizados camundongos Swiss CF1 machos, obtidos da
Fundacao Estadual de Produgdo e Pesquisa em Saude. Os animais foram
mantidos em gaiolas/caixas (ratos: cinco animais por caixa; camundongos: oito
animais por caixa) com acesso livre a agua e ragao padréo, em ciclo claro-
escuro de 12 horas (periodo claro: 7h—19h) em ambiente com temperatura
controlada (22°C). Para a realizagdo dos testes comportamentais, os animais
eram colocados na sala 30 minutos antes para ambientagdo permanecendo em
suas caixas-moradia. Todos os animais foram manipulados de acordo com as
recomendacgdes da Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento
(SBNeC). Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa desta
Universidade (Parecer 2007985).

5.2 Extrato de Hypericum polyanthemum

Hypericum polyanthemum, em floragéo, foi coletado em Cacgapava-RS
sob autorizagdo do CGEN/IBAMA (003/2008 P 02000.001717/2008-60) e
identificadas pelo Dr. Sérgio Bordignon. As exsicatas estdo depositadas no
herbario ICN (Herbario do Departamento de Botanica — Instituto de Biociéncias
— UFRGS) sob o numero Bordignon et al. 1429.

Para obtencdo do extrato, foram utilizadas partes aéreas (200 Q)
dessecadas a sombra, em temperatura ambiente, e trituradas em moinho de
facas. A extracdo foi realizada através de maceracéo (3x24h) a frio com ciclo-

hexano (planta:solvente 1:10 m/v) e posterior evaporacdo completa do solvente
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em evaporador rotatério sob presséo reduzida, a uma temperatura néo superior
a 55 °C. O rendimento final do extrato foi de 3% (6 g).

Os compostos majoritarios presentes no extrato foram quantificados
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de acordo com Nor
et al. (2004), a qual revelou a presengca de compostos nas seguintes
concentracoes: uliginosina 11,54%, HP1 11,34%, HP2 7,88% e HP3 6,77%. O
cromatégrafo utilizado foi da marca Waters com detector UV Waters 2487,
bomba Waters 600 e injetor automatico, coluna Nova Pack C18 acoplada a pré-
coluna Nova Pack C18 60A. A fase movel foi constituida de
acetonitrila:agua: TFA (ac. trifluoroacético) 95:5:0,01 (v:v:v). O tempo de corrida
para a amostra foi de 20 minutos, com fluxo de 1 mL/min. A deteccdo foi
realizada no comprimento de onda de 220 nm (uliginosina B) e 270 nm
(benzopiranos).

Para administragéo nos animais, o extrato foi suspenso em solugao salina
com polissorbato 80 (5%), com auxilio de ultrassom. A concentracao final da
suspensao foi de 90 mg/mL, para administracdo em ratos, e 9 mg/mL, para
camundongos. A suspensdo do extrato foi realizada no dia dos respectivos
tratamentos.

Em todos os procedimentos realizados, o experimentador era cego para o

tratamento do animal.

5.3 Infusao de 6-OHDA

Os animais foram anestesiados com tiopental sdédico (40 mg/kg) e
acomodados em aparelho estereotaxico (bocal -3,3mm) para receber duas
infusdes de solugdo de 6-OHDA (16,5ug, 5,5 pL, Sigma; veiculo: acido
ascorbico 0,20% em salina) no FPM direito (primeira infusdo:, 2,5uL, AP -4,4
mm, LL -1,8 mm, -8,8 mm; segunda infusdo: 3,0 uL, AP -4,0 mm, LL -1,6 mm,
DV. -9,0 mm, ambas infusdes a partir do bregma), conforme literatura (Mukhida
et al., 2001) com poucas modificagdes. Para a realizagao do procedimento, foi
utilizada uma agulha conectada a uma microsseringa de 10uL (Hamilton, 701

N) e a toxina foi infundida com auxilio de bomba de infusdo (Insight, Brasil) na
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velocidade de 0,5 uL/min. Apés o término de cada infusado, a agulha foi mantida
no encéfalo por 4 minutos para permitir a difusdo da droga. Apos a cirurgia, 0os
tecidos foram unidos com adesivo cianocrilato. Os animais ficaram sob
observacao até recobrarem os sentidos e foram, entdo, acomodados em suas

caixas-moradia.

5.4 Regimes de tratamento

Os animais foram submetidos a um dos seguintes regimes de
tratamentos:

Regime 1: trés administracbes de 90 mg/kg cada (gavagem) iniciadas 4
horas apos a cirurgia estereotaxica (n=10, grupo controle; n=10 grupo tratado);

Regime 2: trés administragdes de 90 mg/kg cada (gavagem) iniciadas 24
horas apéds a cirurgia estereotaxica (n=20, grupo controle; n=21 grupo tratado);

Regime 3: trés administragées de 90 mg/kg cada (gavagem) iniciadas 48
horas apds a cirurgia estereotaxica (n=6, grupo controle; n=8 grupo tratado);

Regime 4: trés administracdes de 90 mg/kg cada (gavagem) iniciadas
antes de cada teste comportamental (n=11, grupo controle; n=12 grupo
tratado). Dentre as trés administragdes, a ultima foi realizada 1 hora antes do
teste comportamental.

Regime 5: duas administragcdes diarias de 90 mg/kg cada (gavagem)
iniciadas 48 apds a cirurgia estereotaxica durante 5 dias consecutivos (n=7,

grupo controle; n=8 grupo tratado).

Em cada regime de tratamento, as administragdes foram realizadas em 24
horas, com um intervalo entre cada administracdo de aproximadamente 8
horas, exceto para o regime 5, em que o intervalo entre as administracdes foi
de 12 horas. O volume administrado foi de 1 mL/kg. Os controles receberam

veiculo (solugéo salina com polissorbato 80 5%) 1 mL/kg.
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5.5 Avaliagao da atividade rotacional induzida por metilfenidato

A atividade rotacional induzida por cloridrato de metilfenidato (Ritalina®,
Novartis) foi realizada 10, 45 e 85 dias apds a infusdo de 6-OHDA, com
excecao do regime 3, onde houve apenas as duas primeiras sessoOes. Isto
aconteceu porque os animais apresentaram importantes sinais de sofrimento
por infecgdo e precisaram ser sacrificados. Os animais receberam uma injegcao
i.p. de MF (20 mg/kg) e foram imediatamente colocados em uma arena circular
(80 cm de didmetro) de parede elevadas onde foram observados por 30
minutos e registrado o numero de rotacdes ipsilaterais a lesdo. O volume

injetado foi de 1mL/kg em cada animal.

5.6 Teste da fita adesiva

Para avaliar possiveis déficits proprioceptivos evidenciados pela
negligéncia somatosensorial das patas dianteiras, foi utilizado o teste da fita
adesiva (Castaneda et al.,, 2005; Albertsmeier et al., 2007) com poucas
modificagdes, realizado 62 dias apds a cirurgia estereotaxica. Para tal, foi
colocado um pedacgo de fita adesiva (Micropore®) medindo 0,5 cm x 5 cm na
altura do pulso de cada pata dianteira. As laténcias de percepg¢ao da presenca
de cada fita foram computadas assim que o animal as levava até a boca, assim
como as laténcias para a retirada da fita de cada pata. O teste foi realizado em
uma arena circular (60 cm de didmetro) de paredes transparentes e os animais

foram observados durante 2 minutos.

5.7 Imunoistoquimica para Tirosina-Hidroxilase

Ao final dos procedimentos acima descritos, os animais foram
anestesiados (cetamina 0,7 mlL/kg e xilazina 0,6 mL/kg) e submetidos a
perfusdo transcardiaca com 150 mL de solucdo de NaCl 0,9% heparinizada,
seguidos de 150 mL de solugédo de paraformaldeido 4%. Apds decapitagéo, os

encéfalos foram isolados e mantidos em geladeira por 12 horas mergulhados
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em solucdo de paraformaldeido 4%. Apds, para crioprotecdo do tecido, os
encéfalos foram mantidos, ainda em geladeira, em uma solugédo de sacarose a
30% até submersado completa, para serem entdo congelados a -20°C, imersos
nessa mesma solucido de sacarose. Os cérebros foram entdo seccionados em
criostato (Leica Microsystems GmbH) a -20°C para obtencdo de secgbes
coronais de 45 ym do mesencéfalo. Apds a seccgao, foi realizada analise do
conteudo de tirosina hidroxilase nas fatias para quantificagdo da lesdo (100
dias pés-lesédo) de acordo com a literatura (Castaneda et al., 2005) com poucas
modificagdes. As fatias foram colocadas em tampao salina fosfato (PBS)
fitrado e foram lavadas cinco vezes, tendo cada lavagem a duragao de 5
minutos, realizada sob leve agitagdo em temperatura ambiente. Apds as
lavagens, as fatias foram incubadas com anticorpo policlonal de coelho anti-
tirosina hidroxilase 1:750 (AB 152, Chemicon International) a temperatura
ambiente durante 18 horas. As fatias foram novamente lavadas cinco vezes
com PBS filtrado e entdo incubadas com o anticorpo secundario (anti-coelho)
fluorescente (AlexaFluor 568 A11036, Molecular Probes, USA) a temperatura
ambiente durante 1 hora. Apds, foram novamente lavadas com PBS filtrado e
colocadas entre lamina e laminula com Fluorsave (Calbiochem, USA) para
evitar a perda da fluorescéncia, para posterior observacdo em microscopio. As
imagens foram analisadas usando o software Scion Image for Windows através
da comparacao da area positiva para TH na SN nos dois hemisférios. Para
cada rato, o hemisfério contralateral a lesdo foi utilizado como controle. Para

estabelecer o grau de lesdo, foi realizado o seguinte calculo:

Quantidade de TH no hemisfério ndo-lesionado x 100% = % de TH

Quantidade de TH no hemifério lesionado

100% — % de TH = % de lesao

Ao final de todos os experimentos, os residuos organicos foram mantidos

em congelador a -20°C até serem recolhidos pelo Centro de Zoonoses da

Prefeitura Municipal.
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5.8 Inibicao do comportamento de escalada induzido por apomorfina

A avaliagcdo da inibicdo do comportamento de escalada induzida por
apomorfina foi realizada em animais nao-lesionados a fim de verificar uma
possivel agdo dopaminérgica do extrato testado, de acordo com Costall (1978)
com poucas modificagdes.

Trinta minutos antes do teste, camundongos receberam uma
administragao v.o. (gavagem) do extrato (ou veiculo) na dose de 270 mg/kg,
sendo entdo colocados nas gaiolas-teste, individualmente, para ambientagéo.
Transcorrido esse periodo, os animais receberam apomorfina (Sigma, 8 mg/kg,
s.c.) e foram observados durante 1 minuto, a cada 5 minutos, durante 30
minutos, totalizando 6 observagdes. Foram avaliados os seguintes parametros:
numero de patas apoiadas na gaiola, angulo do corpo do animal ao apoiar-se
na gaiola, presenca ou nao de estereotipia e comportamento de escalada do
animal. De acordo com o comportamento observado, foi dado um escore, onde:
0 = nenhuma pata na grade sem estereotipia; 1 = nenhuma pata na grade com
estereotipia; 2 = 1, 2 ou 3 patas na grade; 3 = 4 patas na grade apresentando
escalada intermitente (animal inicia a escalada apds o inicio da observagao) e
4 = 4 patas na grade apresentando escalada continua (quando o animal ja esta
escalando a gaiola ao se iniciar a observagéao), totalizando um indice maximo

de escalada de 24 pontos.

5.9 Analise estatistica

A analise estatistica, paramétrica ou nao-paramétrica, foi feita de acordo
com o tipo de variavel, distribuicdo dos dados e variancia entre os grupos. Foi
utilizada ANOVA de medidas repetidas para avaliar os resultados obtidos nas
rotacbes. No teste da fita adesiva, foi utilizado o teste de Wilcoxon para
comparar dentro de cada grupo as laténcias para notar e retirar as fitas de cada
pata e o teste de Mann-Whitney na comparagao entre grupos. Foi utilizado o
teste de Mann-Whitney na comparagdo do imunoconteudo de TH entre os

grupos. Para avaliagao dos resultados do comportamento de escalada induzido
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por apomorfina, foi utiizada ANOVA de duas vias. O valor de p<0,05 foi

utilizado como critério para significancia estatistica.
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6. RESULTADOS

6.1 Avaliagao da atividade rotacional induzida por metilfenidato

Para todos os regimes de tratamento, apenas o0s animais que
apresentaram 20 ou mais rotagdes em pelo menos uma das trés sessdes foram
incluidos na analise estatistica. Desta maneira, no Regime 1 foram excluidos 3
controles e 4 tratados; no Regime 2, 6 controles e 10 tratados; no Regime 3, 1
animal controle e 2 tratados; no Regime 4; 1 animal controle e nenhum tratado;

e, no Regime 5, 6 controles e 7 tratados.

6.1.1 Trés administragbes iniciadas 4 h apds a infusdo de 6-OHDA (regime 1)

O resultado do comportamento rotacional dos animais submetidos ao
regime de tratamento 1, em que receberam 3 administragdes iniciadas 4h apds
a leséo estao mostrados na Figura 5. Nao houve diferengas significativas entre
as trés sessdes de rotagdes [ANOVA de medidas repetidas; fator SESSAO:
F(2,22)=3,21; p=0,599; dados ndo mostrados]. Também n&o foi observada
diferenca na analise da interagdo SESSAO x GRUPO [F(2,22)=0,36; p=0,701]
(Fig. 5A) e efeito fator GRUPO [F(1,11)=0,03; p=0,8606] (Fig. 5B).
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Figura 5. Comportamento rotacional dos animais submetidos a 3 administragées do extrato de
H. polyanthemum iniciadas 4 horas ap6s a cirurgia estereotaxica. O extrato foi administrado via
oral (gavagem), na dose de 90 mg/kg. Foi registrado o niumero de rotacdes ipsilaterais a lesédo
apos injecao i.p. MF 20 mg/kg (n= 7 e 6 nos grupos controle e tratado, respectivamente). Em A,
os dados representam o numero de rotagdes + erro padrdo de cada uma das trés sessodes
testadas em diferentes dias pds-infusdo de 6-OHDA (dias 10, 45 e 85), conforme eixo
horizontal; p>0,05. Em B, os dados representam a média * erro padrao do niumero de rotagbes

por sessao; p>0,05, ANOVA de medidas repetidas.

6.1.2 Trés administragbes iniciadas 24 h apoés a infusdo de 6-OHDA (regime 2)

A Figura 6 mostra os resultados das rotagcdes dos animais submetidos a 3
administragdes iniciadas 24h apds a lesdo. Aqui também n&o se observou
diferenca no numero de rotacbes entre as sessbes testadas [efeito fator
SESSAO; F(2,46)=1,40; p=0,257; dados ndo mostrados]. Nao foi observada
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interacdo entre os fatores GRUPO x SESSAO [F(2,46)=0,53; p=0,592] (Fig.
6A). No entanto, ocorreu aumento significativo no numero de rotagdes nos
animais tratados com o extrato [efeito fator GRUPO: F(1,23)=6,43; p=0,0185]
(Fig. 6B). Esses dados mostram que este regime de tratamento ocasionou um

prejuizo permanente no comportamento de rotagéo.
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Figura 6. Comportamento rotacional dos animais submetidos a 3 administragées do extrato de
H. polyanthemum iniciadas 24 horas apds a cirurgia estereotaxica. O extrato foi administrado
via oral (gavagem), na dose de 90 mg/kg. Foi registrado o numero de rotagdes ipsilaterais a
lesdo apods injecdo i.p. MF 20 mg/kg (n= 14 e 11 nos grupos controle e tratado,
respectivamente). Em A, os dados representam o numero de rotagdes + erro padrdo de cada
uma das trés sessdes testadas em diferentes dias pds-infusdo de 6-OHDA (dias 10, 45 e 85),
conforme eixo horizontal; p>0,05. Em B, os dados representam a média + erro padrdo do
numero de rotagdes por sessao; *p<0,05. ANOVA de medidas repetidas, fator GRUPO.
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6.1.3 Trés administragbes iniciadas 48 h apos a infusdo de 6-OHDA (regime 3)

No regime de tratamento de 3 administragdes iniciadas 48h apds a leséo,
excepcionalmente, os animais foram submetidos a duas sessdes de rotacdes
(dias 10 e 45). Novamente nao foi observada diferenga significativa no numero
de rotagdes entre as sessdes testadas [efeito fator SESSAO; F(1,9)=0,44;
p=0,524; dados ndo mostrados], nem na avaliacdo da interacdo SESSAO x
GRUPO [F(1,9)=0,42; p=0,534] (Fig. 7A) e no numero de rotagbes entre os
grupos [efeito fator GRUPO; F(1,9)=0,05; p=0,827] (Fig. 7B).
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Figura 7. Comportamento rotacional dos animais submetidos a 3 administragées do extrato de
H. polyanthemum iniciadas 48 horas apods a cirurgia estereotaxica. O extrato foi administrado
via oral (gavagem), na dose de 90 mg/kg. Foi registrado o numero de rotagdes ipsilaterais a
lesdo apos injegao i.p. MF 20 mg/kg (n= 5 e 6 nos grupos controle e tratado, respectivamente).
Em A, os dados representam o numero de rotagbes + erro padrao de cada uma das duas

sessdes testadas em diferentes dias pds-infusdo de 6-OHDA (dias 10 e 45), conforme eixo
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horizontal; p>0,05. Em B, os dados representam a média + erro padrao do numero de rotagbdes

por sessao; p>0,05. ANOVA de medidas repetidas.

6.1.4 Trés administragbes pré-teste (regime 4)

Os animais que receberam o extrato antes dos testes comportamentais
(regime 4, onde receberam 3 administragbes do extrato iniciadas antes das
rotagdes) ndo apresentaram diferenga entre as sessodes testadas [efeito fator
SESSAOQ; F(2,22)=1,17; p=0,330; dados ndo mostrados]. Os animais tratados
também nao diferiram dos controles em relacdo ao numero de rotagdes [efeito
fator GRUPO; F(1,11)=0,11; p=0,743] (Fig. 8A), nem em relagcdo a interagao
entre os fatores SESSAO x GRUPO [F(2,22)=0,22; p=0,800] (Fig. 8B).
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Figura 8. Comportamento rotacional dos animais submetidos a 3 administracdes do extrato de

H. polyanthemum iniciadas antes do teste. O extrato foi administrado via oral (gavagem), na
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dose de 90 mg/kg. Foi registrado o numero de rotacdes ipsilaterais a lesdo ap6és injecao i.p. MF
20 mg/kg (n= 6 e 7 nos grupos controle e tratado, respectivamente). Em A, os dados
representam o numero de rotagdes + erro padréo de cada uma das trés sessdes testadas em
diferentes dias p6s-infusdo de 6-OHDA (dias 10, 45 e 85), conforme eixo horizontal; p>0,05.
Em B, os dados representam a média + erro padrdao do numero de rotagbes por sessao;
p>0,05. ANOVA de medidas repetidas.

6.1.5 Duas administracées iniciadas 48 horas apds a infusao de 6-OHDA

durante cinco dias consecutivos (regime 5)

Os resultados obtidos na avaliacdo do comportamento rotacional com os
animais que receberam 2 administragdes do extrato iniciadas 48 horas apds a
lesao durante 5 dias consecutivos sdo mostrados na Figura 6. Nao se observou
diferenga significativa no numero de rotagbes entre as trés sessdes testadas
[efeito fator SESSAQ; F(2,24)=1,07; p=0,359; dados n&o mostrados] (Fig. 9A).
No entanto, houve diferenga entre os grupos, onde se observou um aumento
no numero de rotacbes nos animais tratados com o extrato [efeito fator
GRUPO; F(1,12)=5,10; p=0,043] (Fig. 9A). Nao foi observada interagéo
GRUPO x SESSAO [F(2,24)=1,13; p=0339] (Fig. 9B). Esses dados mostram
que este regime de tratamento ocasionou um prejuizo permanente no

comportamento de rotacao.
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Figura 9. Comportamento rotacional dos animais submetidos a 2 administragées do extrato de
H. polyanthemum iniciadas 48 horas ap0s a cirurgia estereotaxica durante 5 dias consecutivos.
O extrato foi administrado via oral (gavagem), na dose de 90 mg/kg. Foi registrado o numero de
rotacdes ipsilaterais a lesdo apds injegdo i.p. MF 20 mg/kg (n= 6 e 8 nos grupos controle e
tratado, respectivamente). Em A, os dados representam o nimero de rotacdes * erro padrao de
cada uma das trés sessoOes testadas em diferentes dias pés-infusdo de 6-OHDA (dias 10, 45 e
85), conforme eixo horizontal; p>0,05. Em B, os dados representam a média £ erro padréo do

numero de rotagdes por sessao; *p<0,05. ANOVA de medidas repetidas, fator GRUPO.

6.2 Avaliacao de negligéncia sensoriomotora através do teste da fita

adesiva

Na analise estatistica do teste de remocao de fita adesiva foram incluidos

apenas os animais que apresentaram 20 ou mais rotagdes em pelo menos uma
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das sessdes apos o desafio com MF. Com esse procedimento, visamos excluir
ratos cuja lesdo fosse pouco extensa ou leve o que, provavelmente, dificultaria
a expressao do prejuizo sensério-motor nos animais.

Com excecao dos resultados obtidos com os animais que receberam 3
administragdes iniciadas 24 horas apdés a lesao (regime 2), os demais
resultados sao preliminares por duas razdes: numero excessivo de animais que
alcancaram o teto para retirar a fita e/ou tamanho amostral insuficiente.

Nao sao mostrados os resultados referentes ao parametro tempo para
RETIRAR a fita, pois a maior parte deles atingiu o teto estabelecido, nao
retirando nenhuma das fitas.

Os animais submetidos ao regime 5 (duas administra¢des diarias durante
cinco dias consecutivos iniciadas 48 horas apds a leséo) ndo foram submetidos
ao teste da fita adesiva, 0 que passa a ser uma perspectiva de continuidade
desse trabalho.

6.2.1 Trés administragbes iniciadas 4 h apds a infuséo de 6-OHDA (regime 1)

A Figura 10 mostra os resultados do teste da fita adesiva obtidos com os
animais submetidos ao regime de tratamento de 3 administra¢des iniciadas 4
horas apds a infusdo de 6-OHDA. O teste de Wilcoxon, que avaliou as
laténcias para notar as fitas direita e esquerda dentro de cada grupo, nao
revelou diferenga significativa entre os controles (teste de Wilcoxon; parametro
NOTAR, p=0,593) nem entre os tratados (teste de Wilcoxon; parametro
NOTAR, p=0,345).

Ao analisar o parametro RETIRAR, também nao foi mostrou diferenca
significativa na comparagao do tempo para retirar cada uma das fitas (teste de
Wilcoxon, parametro RETIRAR; entre controles, p=0,317; entre tratados,
p=0,715) (dados ndo mostrados).

Na analise entre os grupos, o teste de Mann-Whitney ndo apontou
diferengca nas laténcias para notar (notar direita, p=0,115; notar esquerda,
p=0,534; Fig. 10) ou retirar as fitas (retirar direita, p=0,190; retirar esquerda,

p=0,295; dados nao mostrados).
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Figura 10. Laténcia para perceber as fitas, dentro de cada grupo, entre os animais submetidos
a 3 administracbes do extrato de H. polyanthemum iniciadas 4 horas apds a infusdo de 6-
OHDA. O extrato foi administrado via oral (gavagem) na dose de 90 mg/kg cada. Grupo
controle, n=7; grupo tratado, n=6. Os dados estdo expressos em mediana #* intervalo
interquartil. Teste de Wilcoxon e de Mann-Whitney, p>0,05.

6.2.2 Trés administragbes iniciadas 24 h apos a infusdo de 6-OHDA (regime 2)

As laténcias para perceber as fitas dos animais que receberam trés
administragdes iniciadas 24 h apos a infusdo de 6-OHDA sao mostradas na
Figura 11. Foi observada diferenca significativa no parametro NOTAR dentro
do grupo controle (teste de Wilcoxon; parametro NOTAR; p=0,028) e dentro do
grupo tratado com o extrato (teste de Wilcoxon; parametro NOTAR; p=0,012),
indicando que em ambos os grupos ha assimetria na fungdo sensério-motora.
Ja a analise do parametro RETIRAR néo revelou diferenga significativa (teste
de Wilcoxon, parametro RETIRAR; entre controles, p=0,144; entre tratados,
p=1,000) (dados ndo mostrados).

Apesar da diferenca apontada na analise dentro de cada grupo, na
comparagao entre os grupos, o teste de Mann-Whitney n&o revelou diferenga
significativa nas laténcias para notar (notar direita, p=0,115; notar esquerda,
p=0,534; Fig. 11) ou retirar as fitas (retirar direita, p=0,190; retirar esquerda,

p=0,295; dados ndo mostrados).
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Figura 11. Laténcia para perceber as fitas, dentro de cada grupo, entre os animais submetidos
a 3 administragbes do extrato de H. polyanthemum iniciadas 24 horas apés a infusdo de 6-
OHDA. O extrato foi administrado via oral (gavagem) na dose de 90 mg/kg cada. Grupo
controle, n=14; grupo tratado, n=11. Os dados estdo expressos em mediana % intervalo
interquartil. *p<0,05 no teste de Wilcoxon (diferencas entre as laténcias no mesmo grupo);
Teste de Mann-Whitney, p>0,05.

6.2.3 Trés administragbes iniciadas 48 h apo6s a infusdo de 6-OHDA (regime 3)

Entre os animais submetidos ao regime 3, em que receberam trés
administragdes do extrato iniciadas 48 h apds a infusdo de 6-OHDA, a analise
do parametro NOTAR n&o revelou diferenga significativa dentro do grupo
controle (teste de Wilcoxon; parametro NOTAR, p=0,588) nem dentro do grupo
tratado (teste de Wilcoxon; paréametro NOTAR, p=0,248) (Fig. 12).

A anadlise do parametro RETIRAR também nao revelou diferencga
significativa na avaliagdo do tempo que os animais levaram para retirar as fitas
(teste de Wilcoxon, parametro RETIRAR; entre controles, p=0,180; entre
tratados, p=1,000) (dados ndo mostrados).

Novamente, na comparagao entre os grupos, o teste de Mann-Whitney
nao apontou diferenga na laténcia para notar (notar direita, p=0,849; notar
esquerda, p=0,371; Fig. 12) ou retirar as fitas (retirar direita, p=0,830; retirar

esquerda, p=0,166; dados ndo mostrados).
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Figura 12. Laténcia para perceber as fitas, dentro de cada grupo, entre os animais submetidos
a 3 administracdes do extrato de H. polyanthemum iniciadas 48 horas apés a infusdo de 6-
OHDA. O extrato foi administrado via oral (gavagem) na dose de 90 mg/kg cada. Grupo
controle, n=5; grupo tratado, n=6. Os dados estdo expressos em mediana * intervalo

interquartil. Teste de Wilcoxon e de Mann-Whitney, p>0,05.

6.2.4 Trés administragbes iniciadas pré-teste (regime 4)

A Figura 13 mostra os resultados do teste da fita adesiva dos animais
que receberam trés administracdes do extrato iniciadas pré-teste.

Na andlise do parametro NOTAR, ndo foi observada diferencga
significativa no tempo dos animais para notar as fitas dentro de cada grupo
tanto entre os controles (teste de Wilcoxon; parametro NOTAR, p=1,000)
quanto entre os tratados (teste de Wilcoxon; parametro NOTAR, p=0,066).

Também ndo se observou diferenga significativa ao se analisar o
parametro RETIRAR (teste de Wilcoxon, parametro RETIRAR; entre controles,
p=0,655; entre tratados, p=0,180; dados ndo mostrados).

O teste de Mann-Whitney ndo apontou diferenga entre os grupos nas
laténcias para notar (notar direita, p=0,277; notar esquerda, p=0,222; Fig. 13)
ou retirar as fitas (retirar direita, p=0,629; retirar esquerda, p=0,112; dados néo

mostrados).
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Figura 13. Laténcia para perceber as fitas, dentro de cada grupo, entre os animais submetidos
a 3 administracdes do extrato de H. polyanthemum iniciadas pré-teste. O extrato foi
administrado via oral (gavagem) na dose de 90 mg/kg cada. Grupo controle, n=6; grupo
tratado, n=7. Os dados estdo expressos em mediana * intervalo interquartil. Teste de Wilcoxon
e de Mann-Whitney, p>0,05.

6.3 Avaliagao do conteudo de TH

A avaliacdo do conteudo de TH na SN foi realizada apenas nos animais
que receberam o extrato em 3 administracdes iniciadas 24 horas apos a lesao
com 6-OHDA (regime 2); posteriormente, sera realizada nos demais grupos.
Foi encontrada uma reducéo significativa (p=0,034; Teste de Mann-Whitney) no
conteudo de TH nos animais tratados com o extrato (n=5) em relagdo ao
controle (n=6). A variancia do grupo tratado com o extrato foi irrelevante, pois

todas as fatias mostraram quase total auséncia de TH (Fig. 14).
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Figura 14. Perda de TH na parte compacta da substéncia nigra. Os dados representam

mediana = intervalo interquartil. *p<0,05 (Teste de Mann-Whitney).
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6.4 Avaliacao da inibicado do comportamento de escalada induzido por

apomorfina

A Figura 15 mostra os resultados obtidos no teste de inibicdo do
comportamento de escalada induzido por apomorfina. Como esperado, foi
observado efeito fator APO [F(1,34)=46,63, p<0,001; ANOVA de duas vias]
indicando que ela induziu comportamento de escalada. Entretanto, ndo foram
observados efeito significativo do extrato [efeito fator HYP: (F(1,34)=0,56,
p=0,458; ANOVA de duas vias] nem a interacao entre o extrato e APO [efeito
fator interacdo HYP x APO: F(1,34)=0,51, p=0,521; ANOVA de duas vias],
mostrando que o extrato per se ndo promove comportamento de escalada nem

€ capaz de bloquear a escalada induzida pela apomorfina.
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Figura 15. Efeito da administracado do extrato de H. polyanthemum (270 mg/kg, v.o., gavagem)

sobre a inibicio do comportamento de escalada induzido por apomorfina. Os dados

representam média + erro padrao do indice de escalada. *p<0,001 (ANOVA de duas vias).
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7. DISCUSSAO

Através deste trabalho buscou-se avaliar os efeitos da administragao do
extrato ciclo-hexanico de H. polyanthemum em modelo animal da doenga de
Parkinson induzido por 6-OHDA. Para isso, foram realizadas avaliagbes dos
animais através do comportamento rotacional induzido por MF, do teste da fita
adesiva e de imunoistoquimica para TH em fatias da SNpc. Os resultados
encontrados indicam que, dependendo do protocolo de administragao, o extrato
piora a assimetria motora dos animais por aumentar a lesédo induzida por 6-
OHDA.

No comportamento rotacional induzido por MF, os animais que receberam
3 administragdes do extrato iniciadas 24 horas apds a lesdo apresentaram
aumento no numero de rotagbes ipsilaterais em comparagdo ao respectivo
grupo controle (Fig. 6B). Como a administragdo de MF leva ao aumento da
concentracdo de DA no hemisfério ndo-lesionado, pode-se inferir que referido
protocolo de administragdo aumenta o grau de assimetria dopaminérgica nos
animais lesionados, o que possivelmente ocorreu devido ao aumento do grau
da lesdo, conforme detectado por nossa analise de imunoistoquimica. Com
isto, podemos inferir que o efeito do extrato € duradouro, pois causa maior
neurodegeneracao e porque tal efeito ndo se extinguiu ao longo de 85 dias,
data da ultima sessdo de MF (Fig. 6A). Além disso, a indugao do efeito pelo
extrato segue uma janela temporal, ja que a administragao realizada em outros
periodos pos-lesdo (4 e 48 horas) ndo alterou o desempenho dos animais nas
tarefas realizadas, o que ainda é reforgado pelo fato de que sua administragao
pré-teste nao teve efeito no teste de rotagdes induzidas por MF (Fig. 8B) e no
teste da fita adesiva (Fig. 13). O aumento do numero de rotagdes induzidas por
MF foi também observado nos animais submetidos a um diferente regime de
tratamento, em que receberam o extrato duas vezes, iniciando 48 horas apds a
lesdo, durante cinco dias consecutivos (Fig. 9B). Nesse protocolo, o efeito do
extrato também foi duradouro, pois a atividade rotacional aumentada dos
animais continuou sendo observada 85 dias apds a administracao do extrato
(Fig. 9A). No entanto, até o momento, a andlise do conteudo de TH n&o foi
realizada. Portanto, ndo podemos afirmar que esse resultado seja decorrente

de um aumento da leséo provocada pelo extrato. A assimetria da atividade
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dopaminérgica mostrada aqui se deve provavelmente a interacdo do tempo
pos-lesdo em que foi feita a administragdo do extrato e a duragdo do
tratamento (5 dias consecutivos), ja que o tratamento agudo (em 24 horas)
iniciado no mesmo periodo pds-lesédo, ndo levou a alteragdes comportamentais
(Fig. 7). Adicionalmente, a possibilidade de que o extrato estivesse
potencializando a acdo do MF foi descartada, visto que os animais tratados
antes das tarefas comportamentais (regime 4) ndo apresentaram aumento no
numero de rotagdes.

Viana et al. (2006) demonstraram que a administragédo do extrato ciclo-
hexanico de H. polyanthemum é capaz de alterar ex vivo a ligagdo do
[*°S]GTPYS a receptores monoaminérgicos em enceéfalo de rato. No trabalho
citado, a administracdo do extrato realizada trés vezes em 24 horas aumentou
o grau de ativagdo da proteina G apds a ocupagédo pelo agonista (DA),
enquanto que o tratamento realizado duas vezes diarias, durante 5 dias
consecutivos, diminuiu essa ativacdo, ambos resultados observados no corpo
estriado. Com base nesses resultados, esperavamos encontrar uma melhora
na atividade dopaminérgica do hemisfério lesionado nos animais submetidos
ao primeiro regime de tratamento citado, o que diminuiria 0 numero de rotagdes
no desafio com MF. Ja o aumento das rotacbes estava sendo esperado no
segundo tratamento, de duas administra¢gdes durante 5 dias consecutivos
iniciando 48 horas apos a cirurgia. Entretanto, em ambos os protocolos
observamos aumento no numero de rotagdes, o que sugere que nao ha uma
relacdo entre o numero de rotagdes e o nivel de ativacido da proteina G
induzida pela dopamina em receptores dopaminérgicos do corpo estriado.

Vale ressaltar que o ensaio de ligagéo [*°S]GTPyYS utilizado no trabalho
citado ndo é capaz de distinguir o tipo de receptor dopaminérgico envolvido.
Diferentes receptores estdo envolvidos na patofisiologia da doenca de
Parkinson e podem sofrer alteragdes de maneira ndo-homogénea entre seus
subtipos, tanto nos pacientes portadores da doenga quanto em animais
submetidos a diferentes protocolos de lesao (Herrera-Marschitz et al., 2010).
Além disso, deve ser levado em consideragao o fato de que a avaliagao da
ativagdo da proteina G foi realizada em animais ndo lesionados, pois a lesédo
com 6-OHDA induz importantes alteracbes pods-sinapticas nos receptores

dopaminérgicos, como aumento da expressao e da sensibilidade (Simola et al.,
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2007). Por ultimo, destacamos que o extrato pode afetar outros sistemas
neurotransmissores, como o noradrenérgico e serotoninérgico (Viana, 2007).

De posse dos resultados obtidos com os animais que receberam 3
administracdes do extrato 24 h apds a lesdo, os quais apresentaram aumento
no numero de rotagdes, logo uma provavel piora na atividade dopaminérgica,
resolvemos verificar a potencialidade do extrato em inibir o comportamento de
escalada induzido por apomorfina. Esse teste prediz atividade antagonista de
receptores dopaminérgicos quando uma substancia testada é capaz de inibir a
escalada induzida por apomorfina, mas também pode indicar uma acéo
agonista, quando a substancia é capaz de potencializar o efeito da apomorfina
ou quanto testada isoladamente, sem administracdo de apomorfina, é capaz de
provocar o comportamento de escalada nos animais. No entanto, a auséncia
de atividade de uma substancia nesse teste ndo descarta a possibilidade dela
possuir agao dopaminérgica, uma vez que ela pode induzir ao aumento na
liberacdo de dopamina, modular a ativagcdo de proteinas acopladas aos
receptores, etc. Para realizagdo do teste, foram utilizados camundongos,
diferentemente dos demais experimentos, onde foram utilizados ratos. Eles
receberam uma unica administragao do extrato na dose correspondente aquela
utilizada nos animais que apresentaram aumento das rota¢des (270 mg/kg). No
entanto, o extrato ndo bloqueou o comportamento de escalada quando
administrado junto com a APO e, quando administrado sozinho, nao induziu o
comportamento de escalada (Fig. 15). Esses resultados sdo uma evidéncia
contraria a possibilidade de que o aumento da atividade dopaminérgica
observada nas rotagdes tenha sido desencadeada por uma agéo agonista do
extrato, o que estd em acordo com os dados de Viana (2007) que demonstram
que, na auséncia de dopa mina, a uliginosina B nao foi capaz de estimular a
ligacdo de [*°S]GTPyS.

No teste da fita adesiva, ndo foram detectadas diferencas entre os grupos
em todos os regimes de tratamento. Entretanto, no regime 2, os animais de
ambos 0s grupo que receberam trés administragdes do extrato 24 horas apos a
lesdo apresentaram uma laténcia maior para perceber a presenca da fita na
pata esquerda (Fig. 11). Uma demora maior para perceber a fita na pata
contralateral a lesdo ja era esperada nos animais controles, pois com a infusdo

de 6-OHDA no hemisfério direito, o lado esquerdo do corpo, contralateral a
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les&o, passa a apresentar déficits sensorio-motores (Jeyasingham et al., 2001).
Diversos trabalhos ja demonstraram que lesdes unilaterais no FPM, SN ou
corpo estriado, levam a assimetria do uso das patas dianteiras, fazendo com
que o animal apresente preferéncia de uso da pata ipsilateral para realizar
diferentes tarefas (Whishaw et al., 1992; Barneoud et al., 2000; Jeyasingham et
al., 2001; Park et al., 2008). A demora dos animais tratados em perceber a fita
da pata esquerda corrobora a idéia de que o extrato aumente a assimetria no
conteudo dopaminérgico estriatal. No entanto, ndo foi observada diferenga no
parametro retirar (dados ndo mostrados) ou na comparagao entre 0os grupos
controle e tratado.

Nos demais regimes de tratamento, os animais controle n&o
apresentaram assimetria no uso das patas. Whisham et al. (1992) relataram
que lesdes muito extensas sdo capazes de afetar a sensomotricidade de
ambas as patas, impedindo que diferengas entre elas sejam observadas. Isso
ocorre provavelmente devido a mudancas no funcionamento da alca motora,
pois a deplecado de DA no corpo estriado leva a alteragdes nos diferentes tipos
neuronais ai presentes, comprometendo o funcionamento da circuitaria
responsavel pelo movimento, o que inclui vias cortico-estriatais, afetando a
maneira com que o SNC recebe e interpreta aferéncias proprioceptivas
periféricas (Graybiel, 2000; Jacobs et al., 2006). Somam-se a isso 0s
resultados obtidos por Boecker et al. (1999), através de técnicas de
neuroimagem, que encontraram alteragbes no processamento sensorial em
estruturas corticais e subcorticais de pacientes com DP. Lembramos ainda que
nao existe uma correlagao linear entre a extensdo da lesdo e o desempenho
dos animais em tarefas comportamentais (Hudson et al., 1993). Ainda, alguns
aspectos do protocolo escolhido também podem ter afetado as respostas
observadas. Por exemplo, o tempo de observacao pode nao ter sido suficiente,
embora normalmente a fita seja percebida bem antes, nos primeiros 20
segundos, conforme trabalhos anteriores que, entretanto, utilizaram o teto de
180 segundos (Albertsmeier et al., 2007). Outra explicagdo pode estar
relacionada ao menor poder estatistico de testes n&o-paramétricos se
comparados aos paramétricos. Além disso, para economia de animais, o0s
mesmos ratos foram utilizados tanto para o teste com MF como com a fita

adesiva, o que eventualmente poderia comprometer o comportamento no teste
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da fita. Até o momento, ndo ha descri¢cado dos efeitos de drogas dopaminérgicas
em animais hemilesionados submetidos a tarefas que avaliam déficits sensorio-
motores. Adicionalmente, dados na literatura apresentam resultados
controversos a respeito dos efeitos de drogas dopaminérgicas sobre déficits
proprioceptivos observados em paciente com DP. Alguns resultados sugerem
uma agao benéfica de terapias de reposicao de DA (Rickards et al., 1997;
Almeida et al., 2005), enquanto outros relatam que o tratamento n&o traz
beneficios nem prejuizos no processamento proprioceptivo e/ou performance
sensorio-motora (Maschke et al., 2006; Konczak et al., 2007).

Os animais que receberam o extrato duas vezes ao dia, iniciando 48
horas apds a lesdo, durante 5 dias consecutivos, ndo foram submetidos ao
teste da fita adesiva, conforme explicado anteriormente (item 5.5, pagina 13), o
que passa a ser uma perspectiva desse trabalho. O desempenho dos animais
submetidos aos demais regimes testados, 3 administragcdes iniciadas 4, 48
horas e antes dos testes comportamentais, também n&o foi significativo no
teste da fita adesiva. O fato de os animais-controle desses regimes de
tratamento ndo apresentarem assimetria na percepg¢ao ou retirada da fita das
patas ndo € surpresa, pois alguns autores apontam para as dificuldades de se
avaliar déficits proprioceptivos experimentalmente. Em humanos, alguns
fatores, como por exemplo, o paciente ter conhecimento da avaliacido a qual
esta sendo submetido, pode fazé-lo com que preste mais atencdo durante
determinada tarefa, mascarando, assim, os resultados, que certamente diferem
das alteragdes observadas no cotidiano (Maschke et al, 2006). Em animais, a
dificuldade aumenta, pois fatores como o local da lesao, tarefas utilizadas
(Jeyasingham et al., 2001), realizagdo ou n&o de treino para a tarefa antes da
lesdo (Grabwoski et al., 1993) tornam a avaliagdo mais complexa.

De acordo com nossos resultados, € provavel que o extrato de H.
polyanthemum tenha interferido em alguma etapa inicial da degeneracao
induzida pela 6-OHDA. O padrao de morte neuronal no modelo de DP induzido
por 6-OHDA apresenta diferentes caracteristicas de acordo com o sitio de
infusdo da toxina. Quando injetada no FPM, como em nosso trabalho, a morte
dos neurdnios dopaminérgicos ocorre rapidamente, apresentando um perfil
nao-progressivo. Zuch et al. (2000) avaliaram as alteracbes morfologicas a
curto prazo (6, 12, 24, 36, 48, 72 e 96 horas) apds a administracdo de 6-OHDA
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no FPM e relataram neurodegeneracéo ja nas primeiras 6 horas apos a infusado
de 6-OHDA, evidenciada pela marcag&o positiva com Fluoro-Jade, que se liga
a neurbnios em processo de degeneragdo. No trabalho citado, o pico de
neurotoxicidade da 6-OHDA foi observado 48 horas apés a lesdo. Ja em um
trabalho anterior, realizado por Jeon et al. (1995), foi demonstrada proeminente
morte neuronal 12 horas apds a lesao, antes mesmo de qualquer evidéncia de
degeneragao estriatal. Esses trabalhos, somados aos resultados obtidos por
outros autores (Sauer et al., 1994; Lee et al., 1996), mostram que o inicio de
degeneracao é rapido, iniciando poucas horas apods infusdo de 6-OHDA.
Assim, intervencbes farmacolégicas realizadas nesse espago de tempo
poderiam alterar o curso de morte celular, retardando-o ou acelerando-o.

Até o momento ndo determinamos os fatores que levaram ao aumento da
morte dos neurdnios dopaminérgicos apos a administracdo do extrato em um
dos regimes testados. Entre os compostos com atividade biologica isolados de
H. perforatum e H. polyanthemum, descatacam-se os derivados floroglucindis.
Em extrato de H. perforatum, o floroglucinol hiperforina recebe atengao por
aumentar os niveis de DA e de outras monoaminas em diferentes regioes
encefalicas (Muller et al.,, 2001; Rommelspacher et al., 2001) e por sua
capacidade de alterar a fluidez de membranas neuronais (Eckert e Muller,
2001). A hiperforina e extratos padronizados em hiperforina apresentam agéo
citotéxica in vitro e in vivo. A acdo citotoxica desse composto € em parte
mediada por mecanismos apoptoticos, pois é capaz de ativar a caspase-3 e
caspase-9 em linhagem de células de eritroleucemia (Hostanska et al., 2003) e,
quando administrada in vivo, apresentar perfil pré-apoptético no cortex de
animais (Tadros et al., 2009). Adicionalmente, em culturas de neurdnios
corticais, a hiperforina aumenta a liberagcéo de Ca® mitocondrial, elevando os
niveis desse ion no citosol (Tu et al., 2010), o que leva ao desencadeamento
de eventos que podem culminar na morte da célula através de mecanismos
apoptaticos.

Ferraz et al. (2005b,c) demonstraram a acao antiproliferativa de extrato de
H. polyanthemum e de trés benzopiranos (HP1, HP2, HP3) sobre diferentes
linhagens de células tumorais. Entre os benzopiranos HP1, HP2 e HP3
previamente isolados (Ferraz et al., 2001), HP1 aumentou a frequéncia de

aparecimento de micronucleos em medula éssea de ratos tratados com o
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composto, indicando agado genotdxica (de Barro Falcdo Ferraz et al., 2009).
Além disso, a uliginosina B aumenta a secre¢do da proteina S100B em fatias
hipocampais agudas de rato (Biasibetti, 2009). Essa proteina, de acordo com
sua concentracdo no meio extracelular, pode apresentar acéo tréfica ou toxica
sobre neurénios (Van Eldik e Wainwright, 2003).

As agdes da hiperforina e de compostos presentes em H. polyanthemum
podem indicar um possivel mecanismo de agao pré-apoptético do extrato
utilizado. No entanto, destacamos que esses dados foram observados em
trabalhos in vitro utilizando culturas de distintas linhagens celulares. Ainda,
parte das acdes citotoxicas observadas nos trabalhos citados pode ser
dependente ou n&o de apoptose.

Entretanto, alguns trabalhos relatam a acao protetora de H. perforatum.
Mohanasundari et al. (2006) demonstraram que a administragdo do extrato de
H. perforatum em combinacdo ao tratamento com bromocriptina, em
camundongos no modelo de DP induzido por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), melhora o desempenho dos animais em diferentes
tarefas de maneira mais pronunciada que o tratamento apenas com
bromocriptina. Além disso, o extrato desta espécie apresentou acao
neuroprotetora em um modelo experimental de lesdo de medula espinhal em
camundongos, onde foi observada redugdo de diversos parametros
inflamatdrios e melhora gradual do tecido lesionado (Genovese et al., 2006).

Verificar o efeito de derivados floroglucindis e de outros compostos
presentes em extrato de H. polyanthemum no modelo de DP induzido por 6-
OHDA, é uma possivel estratégia de elucidagdo dos mecanismos subjacentes
a sua acao toxica.

Os resultados obtidos, resumidos na Figura 16, indicam que, dependendo
do protocolo de administracao, o extrato piora a assimetria motora dos animais
por aumentar a lesdo induzida por 6-OHDA. Entdo, podemos sugerir cautela na
avaliagao de extratos de H. polyanthemum como possibilidade terapéutica de
diferentes enfermidades, como por exemplo, na depressdao em pacientes com

DP, pois ficou evidenciada sua potencialidade téxica no modelo aqui utilizado.
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REGIME DE TRATAMENTO

ROTAGOES COM
METILFENIDATO

TESTE DA
FITA
ADESIVA

IMUNOCONTEUDO

DE TH

3 administragoes em 24h

iniciadas 4h pos lesao

sem alteragéo

sem alteragao

néo realizado

3 administragoes em 24h

iniciadas 24h pés lesao

aumento

prejuizo

redugéo

3 administragdes em 24h

iniciadas 48h pés lesao

sem alteragéo

sem alteragéo

nao realizado

3 administragdes em 24h

iniciadas pré-teste

sem alteragéo

sem alteragéo

nao realizado

2 administragoes durante 5

dias iniciadas 48h pés lesao

aumento

nao realizado

nao realizado

Figura 16. Resultados obtidos relacionando os regimes de tratamento e as avaliagdes

comportamentais e de imunoistoquimica realizadas.
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8. PERSPECTIVAS

Como perspectivas deste trabalho, pretendemos primeiramente
complementar as avaliacdes nao realizadas até o momento. Também, avaliar a
acao do extrato e de compostos isolados, como a Uliginosina B, em animais
nao lesionados com 6-OHDA (SHAM) e animais nao submetidos a cirurgia
estereotaxica, a fim de verificar se a morte dos neurénios dopaminérgicos esta
vinculada a uma acgao téxica do extrato per se ou se ocorre por aumentar a
lesdo provocada pela 6-OHDA. Pretendemos verificar também marcadores de
degeneracgao celular e atividade apoptética em diferentes regides encefalicas

de animais tratados com o extrato e compostos isolados.
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