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RESUMO

No presente estudo investigamos as possiveis pdages
psicofarmacolégicas e neuroprotetoras da fracdoa riem
proantocianidinas (FRP) obtida das casca€mbton cdtidifolius Baill
(Euphorbiaceae) em ratos. Para tal finalidade,nfouwtilizados testes
comportamentais classicamente empregados na triejgat de drogas
com atividade sobre o sistema nervoso central e modelo
experimental da doenca de Parkinson (DP). A adtrag&o
intraperitoneal (i.p.) aguda da FRP (10 ou 30 mjg/kgninuiu
significativamente a atividade locomotora espordddes animais no
campo aberto e na caixa de atividade, e prolonghwracdo da hipnose
induzida pelo éter etilico, sugerindo um efeitaido hipnosedativo. No
labirinto em cruz elevado, a FRP (0,3 ou 3 mg/kgimentou
significativamente a freqiéncia de entradas nogobraabertos do
aparato, indicando um putativo efeito ansiolitis®&m destes efeitos, a
FRP (10 ou 30 mg/kg) também aumentou a laténcia paprimeira
convulsdo induzida pelo pentilenotetrazol (60 mpiky), induziu ptose
palpebral, hipotermia e atenuou o comportamentceresipado
induzido pela apomorfina (0,5 mg/kg; s.c.) na ddse30 mg/kg. Estes
achados sugerem que a FRP possui um amplo espectnopriedades
psicofarmacoldgicas como hipnosedativa, anticomarte,
neuroléptica e ansiolitica. No presente estudobéamforam avaliados
os efeitos neuroprotetores do pré-tratamento coRRB (10 mg/kg;
i.p.), durante cinco dias, nas alteracbes compertsais e
neuroquimicas induzidas pela administracao inten@s.) de MPTP
(1 mg/narina) em ratos. A FRP foi capaz de prevesirprejuizos
cognitivos, emocionais e motores induzidos pelaiaidtracdo i.n. do
MPTP, como também impediu a inibicdo da atividadecdmplexo-I
mitocondrial e a degeneragdo dos neurdnios dopagitos do bulbo
olfatério e substancia negra causados pelo MPTRsd$oresultados
corroboram com outros estudos prévios acerca dagpripdades
neuroprotetoras dos polifendis, sugerindo a pdskbie destes
compostos serem ferramentas Uteis em estratégisudaprotecao.
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ABSTRACT

The present study investigated the possible psy@ropacological and
neuroprotective properties of the proantocyanidih-rfraction (PRF)
obtained from the bark dfroton cdtidifolius Baill (Euphorbiaceae) in
rats. For this purpose, we used behavioral tesissidally used in the
initial screening of drugs with central nervoustegs (CNS) activity.
Acute intraperitoneali.p.) administration of PRF (10 or 30 mg/kg)
significantly decreased the spontanemgor activity in the open field
arena and activity cages and enhanced the durafiogthyl ether-
induced hypnosis, suggesting a hypnosedative effacthe elevated
plus mazeest, the PRF (0.3 or 3 mg/kg, i.p.) increasedtbguency of
entries into the operarms indicating an anxiolytic-like profile.
Moreover, PRF (10 or 30 mg/kg, i.p.) alsmreased the latency to the
first convulsion induced by pentylenetetrazole (6§/kg,i.p.), induced
palpebral ptosis and hypothermia at a dose of 3&gngnd attenuated
apomorphine-induced (0.5 mg/kg; s.c.) stereotypefiabior. These
findings suggestthat the PRF possesses a wide spectrum of
psychopharmacological properties  such  asypnosedative,
anticonvulsant, and anxiolytic effects, and thed$keces could be
attributed to the presence of various catechinangoanthocyanidin
compounds in the PRF. Pretreatment with PRF (1&gfday; i.p.), for
five consecutive days prior to intranasal (i.n.J)néustration of MPTP
(1 mg/nostril) prevented the cognitive, emotionahda motor
impairments induced by MPTP, as well as the inkbitof the
mitochondrial complex-I activity and the dopamiriergell death in the
olfactory bulb and substantia nigra. Our resultgota the view that
polyphenols can represent useful tools in straseffie neuroprotection
in Parkinson’s disease.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas como medicamentos remontiaiaio da
histéria da humanidade. Grandes civilizacbes farsmn evidéncias
escritas da utilizacdo de plantas para o tratanwmtoma variedade de
doencas. Todavia, foi somente ap6s o século XIX qubomem
comecou a isolar principios ativos de plantas nieglis, sendo um
marco especial a descoberta do quinino a particdssas d&€inchona
feita pelos cientistas franceses Caventou e Rxll€fiais descobertas
despertaram interesse nas plantas do Novo Mundopedigdes
vasculharam selvas e florestas quase impenetrémeisusca de novos
medicamentoshhillipson, 200). O isolamento de compostos a partir de
produtos naturais foi um passo decisivo para ac@viada industria
farmacéutica. Inicialmente, os produtos naturaistituiram a principal
fonte de insumos para a preparacdo de medican(@nista, 2009

Entretanto, gradativamente os produtos sintéticashgram
posicdo de destaque no arsenal terapéutico. O ddgemento da
Quimica Combinatdria, somada a introducéo da tegilda triagem
de alta capacidade na década de 1990 por partendisstiia
farmacéutica, diminuiram sensivelmente o interesse produtos
naturais entre 1984 e 2003, o que se traduziu emeanor volume de
investimentos neste setor. Todavia, nos ultimoss,amreduziu-se
também o ndmero de novos farmacos lancados no deengadendo-se
observar um ressurgimento no interesse por produahgrais como
fonte de novas substancias bioativas. Os avancestéwmicas de
separagdo, purificagdo e identificagcdo de mistucasnplexas e
diversidades estruturais presentes na nhatureza asio fatores
responsaveis por este renovado intere€satd, 200R Além disso, 0
notavel aumento no nimero de publicacbes ciergifielacionadas ao
estudo de plantas medicinais sinaliza o crescenteresse da
comunidade cientifica e da indUstria farmacéutigla pssuntoHriskin,
2000; De Smet, 2002; Carlini, 2003

Os beneficios da utilizacdo de plantas medicinasalmente
resultam da combinacdo de metabdlitos secundaresemies nestas
(wink, 2003. Esta afirmacdo é corroborada pelo fato de a®sacd
terapéuticas das plantas medicinais serem exclugisiea espécies ou
grupos particulares, tendo em vista que as combésade metabdlitos
secundarios sdo freqientemente e taxonomicamestetal (Vink,
2003. Desta forma hd um contraste com os metabdlitmsgpios das
plantas, como carboidratos, lipidios, proteinagrofila e &cidos
nucléicos, que sdo comuns a todas as plantas @ estalvidos nos

1



Introducéo

processos metabdlicos primarios de construcdo eteragiio de células
vegetais Kaufman et al., 1999; Wink, 20D3

De forma contraria aos farmacos sintéticos baseagins
substancias quimicas simples, muitos fitofarmasescem seus efeitos
através de efeitos aditivos e/ou sinérgicos de rsidge compostos
quimicos agindo em alvos Unicos ou multiplos asslms a um processo
fisioldgico. De acordo com Tyler (1999), este symmno ou adicdo de
efeitos farmacoldgicos pode, em alguns casos,esa¥fico, eliminando
os efeitos colaterais associados com a predomenégei um Gnico
xenobidtico no organismo. Esta caracteristica dersibs compostos
guimicos atuando de forma aditiva ou sinérgica gvelmente tem sua
origem no papel funcional dos metabdlitos secund&im promoc¢éo da
sobrevivéncia das plantasaifman et al., 1999; Wink, 20p3

Embora os metabdlitos secundarios possam ter uriedade de
fungcbes nas plantas, é provavel que a sua imp@téme funcéo
ecologica possa ter alguma relacdo com o potenmdicinal para os
seres humanos. Por exemplo, metabdlitos secundaneslvidos na
defesa das plantas pela sua citotoxicidade a patégeicrobianos
podem ser Uteis como medicamentos antimicrobianodiemanos se
ndo forem demasiadamente téxicos. Da mesma fornegabdlitos
secundarios envolvidos na defesa contra herbivoets sua atividade
neurotéxica podem apresentar efeitos benéficos ems shumanos
através de sua acdo no sistema nervoso centrabeg@mssivos,
sedativos, relaxantes musculares ou anestésidskir{, 2000.

1.1. Polifendis e Flavondides

Os polifendis constituem uma classe de metabdigmsindarios
presentes nas plantas e encontrados em frutoasfabmentes, flores e
cascas Wollgast e Anklan, 2000 Esta classe de compostos ostenta o
maior grupo de substancias conhecidas no reindalegapresenta mais
de 4000 estruturas conhecidasein et al., 200 Um polifenol é
caracterizado por apresentar mais de um anel ammnztntendo pelo
menos um grupo hidroxila ligado em cada aBed\o, 1998. A Tabela 1
resume as principais classes de polifendis enatagra
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Tabela 1 Principais classes de Polifendis. Retirado de®ra998.

Classe Esqueleto Estrutura Basica
Bésico
Cumarinas CesC D )
B w
Cromonas Cs-Cs
g .
|/‘A\1T/ |‘
W
Naftoquinonas CeCy 0
Xantonas CeCi-Cs

Estilbenos Ce-C2-Cs T

]
Ll AL
S .-".'I

Antraquinonas Ce-Co-Cs PR T

. i

L‘"‘\Q/ﬂ“-\_,-’/l\-.,_j:’fj
Flavonoides Ce-C3-Cs PN

o
- . " =

2 2 :

| | |

[

Os flavondides sao polifendis que apresentam untautes
guimica bésica (£Cs-Cs), sendo dois anéis aromaticos (A e B) e uma
ligacdo entre trés carbonos formando um heterooixilgenado (Figura
1) (Fine, 2000; Graf et al., 20p5Os flavonéides sdo divididos em
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subclasses baseados nas conexdes nos anéis Aned@ip® no grau de
saturacao, oxidacédo e hidroxilacdo do anel C.

Figura 1. Estrutura basica dos
Flavonéides. Retirado de Lazarus e
Schmitz, 2000.

Dentre as subclasses de flavonoides encontram-favasois,
sendo os flavan-3-6is, que possuem uma hidroxjadh ao carbono
trés, os mais conhecidos (Figura 2). Entre os fl&8Ais mais
encontrados destacam-se as catequinas e epicagdgiammerstone et
al.,, 1999; Hatano et al., 20p2Estas sdo encontradas na forma de
mondmeros ou na forma polimérica. As catequinag eficatequinas,
guando na forma polimérica, sdo conhecidas comanpooianidinas ou
taninos condensadoSifdes et al., 1999; Heim et al., 2002

Rz
OH
Ry
Flavan-3-0is R1 R2
(-) — epicatequina OH H
(-) — epigalocatequina OH OH
(+) — catequina OH H
(+) — galocatequina OH OH

Figura 2. Estrutura basica dos Flavan-3-6is. Retirado de Xie
e Dixon (2005).
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1.1.1. Flavonoides com atividade no sistema nervosentral

Diversos metabdlitos secundarios obtidos de plandds
reconhecidos como ativos no sistema nervoso cerf@AlC) e
apresentam pelo menos um potencial hipotético ptatar condi¢cdes
crdnicas como ansiedade, depressdo, dores de cabeg@pilepsia
(Blanco et al., 2009 Entretanto, ao contrario da medicina populag, at
recentemente pouca atencéao foi dada pela comuniientéfica para os
beneficios da utilidade terapéutica das plantaaddst de propriedades
psicolépticas e psicoanalépticas(ini, 2003.

Os flavondides apresentam diversas atividades dic@é e
farmacoldégicas classicas e bem elucidadas, demimeals propriedades
antiinflamatorias e antioxidante€lévin et al., 200y. Contudo, estudos
mais recentes vém demonstrando que alguns destggstms também
apresentam efeitos sobre o SNC, como analgésicmipliticos e
sedativos Raladini et al., 1999 Em particular tém sido reconhecidos os
potenciais efeitos de flavonodides envolvendo oeptres GABA
(Paladini et al., 1999; Goutman et al., 2D0Pe acordo com Mohler e
colaboradores (2002), a subunidagedo receptor GABA medeia a
sedacdo, a amnésia anterdgrada e parte da prategfia convulsdes
enquanto que a subunidagedo receptor GABA medeia a ansiedade.
De interesse, Fernandez e colaboradores (2008) rédramm que
derivados de flavan-3-6is sdo moduladores positidos receptores
GABA, com alta afinidade para o subtip@ e acdo ansiolitica em
camundongos. Estas acdes sobre o SNC séo valigadastudos de
biodisponibilidade que demonstraram que flavongidexluindo
catequinas, permeiam através de membranas biobgiedravessam a
barreira hematoencefdlica se acumulando no céredpds a
administracdo sistémicasganuma et al., 1998; Kavvadias et al., 2004;
Youdim et al., 200%

1.1.2. Flavonéides com atividade neuroprotetora

Diversas pesquisas tém demonstrado que polifeadisespecial
os flavonoides, possuem propriedades neuroprogetoraomo
demonstrado na Tabela 2. As atividades neuropratettos polifendis
sdo um reflexo de suas propriedades antioxidaatésnflamatorias e
quelantes de ferraviandel e Youdim, 2004 Estas a¢Bes em conjunto
com a capacidade destes em penetrar no cérebraaagdministracao
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sistémica completam os requisitos para uma potémpatética acédo
neuroprotetoragastianetto et al., 2000; Weinreb et al., 2004

Tabela 2 Exemplos de Polifendis com ag¢bes neuroprotetoras
caracterizadas.

Polifenol: Extraido de: Achados:

Curcumina Polifenol Restaurou 0s niveis de
encontrado no glutationa, protegeu contfa
rizoma da a oxidacdo de proteinas|e
Curcuma longa preservou a atividade do

(acafrdo-da-india, complexo-I mitocondrial
curcuma). em um modeldn vitro de
deplecdo de glutationa em

neurbnios dopaminérgicqs
(Jagatha et al., 2007).
Caempferol Flavondide Efeito neuroprotetor em
extraido do um modelo de
Hypericum excitotoxicidade neuronal
perforatum e disfuncdo mitocondriah
vitro, causados pela

administracdo de cainato|e
N-metil-D-aspartato
(NMDA) (Silva et al.,

2008).

Epicatequina Catequina Preveniu o] estressge
encontrada no chaoxidativo e o0 prejuizqg
verde, cacau, cognitivo induzidos pela
vinho tinto, e administracdo do peptideo
vendida APos3s NO hipocampo de
comercialmente. ratos (Cuevas et al., 2009).

Epigalocatequina-  Principal Preveniu 0s prejuizos

3-galato (EGCG) catequina do chéacognitivos induzidos pela
verde (Camellia administracido

sinensis). intracerebroventricular dp

peptideo B1.4o em

camundongos (Lee et a.,

2009).
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Extrato de Uvas liofilizadas

polifendis da uva da California -

(GPE)

EUA

Efeito neuroprotetor em
um modelo experimental
de isquemia por ocluséo da
artéria carotida em
gerbilos. Atenuou os dangs
ao DNA (fragmentagdo p
oxidacdo) e a ativagdo de
células gliais ng
hipocampo (Wang et alf,
2008).

Fracdo rica em
chalconas

Cascas da
Myracrodruon
urundeuva

Acdo neuroprotetora em
um modelo experimental
da doenca de Parkinson
(DP) in vitro. Preveniu o
estresse oxidativo e [a
morte de neurénios
dopaminérgicos induzidgs
pela administracdo da
toxida 6-hidroxidopamina
(Nobre-Junior et al., 2009).

Fracao rica em
procianidinas do
cacau.

Fracdo vendida

comercialmente.

Atenuou 0 estresse
oxidativo e a apoptose
induzida in vitro pela
administracao de 4-
hidroxinonenal, umnj
produto da peroxidacd
lipidica, aumentado ng
pacientes com doenca (e
Alzheimer (Cho et al.
2009).

n O

Fustina

Flavonoéide
extraido daRhus
verniciflua

Ac8o neuroprotetora e
um modelo experimental
da DPin vitro. Preveniu
estresse oxidativo e |a
morte de neurdnio
dopaminérgicos induzidgs
pela administracdo da
toxida 6-hidroxidopamin
(Park et al., 2007).
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Luteolina

Flavonoéide
(flavona)
encontrado em

diversas plantas.

Vendido
comercialmente.

Efeito neuroprotetor er
um modelo experimentd
da DPin vitro. Preveniu o
estresse oxidativo induzid
pelo MPP através da
ativacdo do fator nucled
eritréide-2 (Nrf2) (Wruck
et al., 2007).

—

|
1

Mangiferina

Folhas da
Mangiferaindica

Propriedades antioxidantg
e anti-apoptoticas. Reduz
o dano neuronal associa
com excitotoxicidadg
glutamatérgica em ur
modelo experimentalin
vitro (Campos-Esparza ¢
al., 2009).

bS
u
Ho

Naringenina

Flavonona
extraida d&Citrus
junoson

Preveniu o] estress
oxidativo induzido peld
proteina beta-amil6ide e
um modelo in vitro, e
reverteu a amnési
induzida por escopolamin
em camundongos (Heo
al., 2004).

Polifendis do cha
verde (GTP)

Folhas da
Camellia sinensis

Efeito neuroprotetor er
um modelo experimentd
da DP em ratos. Preven
0s neurdnios
dopaminérgicos n
estriado do estress

oxidativo induzido pela 6

hidroxidopamina (Guo €
al., 2007).

e

—

Polifendis do vinho

tinto (RWPC)

Fracdo vendida
comercialmente.

Neuroprotegdo em uf
modelo experimental d
isquemia cerebral em ratg
Diminuiu a
excitotoxicidade (Ritz ¢
al., 2008).

»n (0 3
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Puerarina Isoflavona Preveniu contra a lesgo
extraida da raiz daisquémica  em ratos.

Pueraria lobata. Diminuiu o volume dg

infarto, a morte celular

melhorou as  funcde

neurolégicas (Xu et all,

2005).

0 D

Quercetina Flavonoide Efeito neuroprotetor em
encontrado em um modelo de lesap
diversas plantas. cerebral traumatica em
Vendida ratos. Preveniu i1
comercialmente. diminuicdo nos niveis dp

glutationa e a diminuicap
|
e

da atividade da
mieloperoxidase (Schultk]
et al., 2005).
Resveratrol Principal Efeito neuroprotetor em
polifenol extraido um modelo experimental
do vinho tinto da doenca de Alzheimen

vitro. Inibiu a formacad
fibrilar do peptideo B4, €
atenuou a citotoxicidad
induzida pelo peptide
(Feng et al., 2009).

O @

Resveratrol Principal Efeito neuroprotetor em
polifenol extraido um modelo experimental
do vinho tinto da DP em camundongos.

Preveniu 0s déficits

comportamentais, estresse

oxidativo e morte celula%
n

induzida pela pré-toxi
MPTP (Lu et al., 2008).

Rutina Flavonoide Aumentou o aprendizado
encontrado emde ratos em um teste ge
diversas plantas.esquiva passiva (Nassili-
Vendida Al et al., 2009),
comercialmente.
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1.2. Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) é um distirbio neuratkgdivo,
caracterizado clinicamente por alguns sintomas imasd como
bradicinesia, tremor de repouso, rigidez, instdhde postural e
anormalidades na marchBagvson e Dawson, 2003De acordo com a
evolucdo da doenca, muitos pacientes desenvolvetbém sintomas
ndo-motores relacionados a disfuncdo cognitiva, occansiedade,
depressdo e deménci®afvson e Dawson, 2002 sendo que estes
sintomas muitas vezes antecedem os sintomas motrgsincipal
caracteristica neuropatolégica da DP é a lesdo wesronios
dopaminérgicos localizados na parte compacta dat&ubia negra
(SNpc), os quais enviam projecbes para o0s ganglias base,
ocasionando uma reducdo nos niveis de dopamina (DAgstriado
(Lindner et al., 1999; Blandini et al., 20000utra notavel peculiaridade
neuropatolégica da DP é o aparecimento de inclusiieslasmaticas
eosinofilicas denominadas corpos de Lewy, as ogéis constituidas
principalmente pelo acumulo das proteinasinucleina e ubiquitina
(Hagan et al., 1997; Blandini et al., 2000

O relato inicial da doenca foi descrito pelo médimgiés James
Parkinson no ano de 1817 em seu estugssay on the shaking palsy”
(Ensaio sobre a Paralisia Agitante), e caractesizéwbde entdo como
um distdrbio do movimento, sendo o seu diagnésbegseado na
presenca de dois ou mais sintomas motores (rigideaicinesia,
tremor, perda do reflexo postural, etc). Contudoadimitacdo deste
sistema de diagndstico é que pacientes parkinsmissomente
apresentam estes sintomas motores quando aproxireat 60—70%
dos neurbnios da SNpc encontrarem-se degenerados eiveis
estriatais de DA estarem reduzidos em 70-8@4rrip et al., 1997;
Lindner et al., 1999; Meissner et al., 2D0Assim, o diagndstico somente é
estabelecido quando o processo degenerativo eaesmm um estagio
avancado, o que pode ser o responsavel pela Hatkadade clinica de
diversas drogas e agentes neuroprotetores testadtvatamento desta
patologia.

1.2.1. Etiologia da doenca de Parkinson

Embora a etiologia do processo neurodegenerativonérado na
DP néo esteja completamente elucidada, diversadassugerem uma
associacao entre um estado de desbalanco oxidisencadeado por
um ou mais fatores, dentre os quais se destacaemvelhecimento

10
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cerebral, predisposicao genética, disfuncdes mitidais, producdo de
radicais livres e toxinas ambientaisafgston, 1996; Fukae et al., 2007;
Henchcliffe e Beal, 2008; Zhou et al., 200®esta maneira, a explicacdo
mais plausivel é que a DP seja uma doenca muttdhtbecorrente da
combinacéo de fatores genéticos e ambientaigéton, 1996

As evidéncias do estado de desbalanco oxidativaséndas da
analise de tecidos cerebramst-mortem, que sugerem o0 estresse
oxidativo e nitrativo como fatores essenciais noocpsso de
neurodegeneracdo da SNpc associada a ZbBu (et al., 2008 Por
exemplo, a diminuicdo dos niveis de glutationa,amioxidante ubiquo
nos sistemas vivos, na SNpc parece ser uma dagirdmmudancas
bioguimicas observadas na doenca. Nesta estrutoeiral também é
observado um aumento dos niveis de peroxidacadidii como
indicado pela diminuicdo nos niveis de acidos ggapali-insaturados
(substratos para a peroxidacdo lipidica) e aumaut® niveis de
malonaldeido e 4-hidroxinonenal, produtos da peemdo lipidica
(Hald e Lotharius, 2005; Zhou et al., 2008

A aparente vulnerabilidade seletiva dos neurdnios
dopaminérgicos ao processo de desbalanco oxidatige ser em parte
oriunda do metabolismo normal da dopamina o qudk poontribuir
para a formacdo de espécies reativas de oxigéRO@)Eitotoxicas na
presenca de ions de metais de transicdo como tmioe e manganés
(Giasson et al., 2002; Hald e Lotharius, 20@5m condi¢des fisiologicas, a
dopamina é oxidada n&o-enzimaticamente pelo oxdgémilecular a
peréxido de hidrogénigH,O,) e quinonas. A dopamina também é
desaminada enzimaticamente pela enzima monoamiigenase-B
(MAO-B) para formar HO, e 3,4-desidroxifenilacetaldeido. Por sua vez
este Ultimo é oxidado pela enzima aldeido desidragg para formar o
acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC), o qual étitalo pela enzima
catecolO-metiltransferase (COMT) para formar o acido honndh@o
(HVA) (Hald e Lotharius, 2005 Desta forma, tanto a auto-oxidacdo da
dopamina quanto o seu metabolismo mediado pela BA®Dvolvem a
formacdo de BD,, um composto que pode ser facilmente reduzido na
presenca do fon ferroso (Fe pela reacdo de Fenton, formando o
radical hidroxil (OH®), uma espécie altamente keate virtualmente
capaz de reagir com qualquer macromolécula ce(tlialt e Lotharius,
2005. A catdlise do radical hidroxil mediada pelo éepode ser um
mecanismo patogénico chave que contribui com eess#r oxidativo
observado na DP, visto que os niveis de ferro nac38o sdo maiores
que nas outras areas do céreb@erlach et al., 1994 mas estdo
aumentados em aproximadamente 35% nos pacientea E&Pnpexter

11
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et al.,, 1989. Desta forma, a oxidagdo da dopamina pode levama
vulnerabilidade seletiva dos neurénios dopaminésggicmorte celular.

1.2.2. Tratamento farmacoldgico atual da doenca dearkinson

Héa mais de dez anos, era crescente a expectatiyaed@rmacos
com mecanismos de acdo nao-dopaminérgicos pudessatrnibuir
decisivamente para o éxito no tratamento da WRigms et al., 199Y.
Corroborando esta afirmagdo, na mesma época folicadb um
relatério sobre resultados promissores com antagando receptor A
de adenosina em modelos animais da Riehérdson et al., 19)7A idéia
de amenizar os sintomas da DP através da influéobie sistemas nao-
dopaminérgicos € baseada em: (a) um melhor conbatimda
fisiopatologia dos sintomas motores e ndo motgbdgyuma visdo mais
profunda da fisiopatologia das complicagbes motasz®ciadas ao uso
cronico da levodopa, (3) na existéncia de modetonais da doenca, e
(d) no desenvolvimento de agentes farmacolégicasnahte seletivos
capazes de agir em vias de sinalizacbes espec(ficazasoro et al.,
2008).

Nos ganglios da base, a dopamina e os demais astem
neurotransmissao estdo intimamente conectado®lagdes complexas
e ndo completamente elucidadas (para revisdo vexzasoro, 2004;
Fox et al.,, 2006). A deplecdo de dopamina no ektrigva a um
aumento no tdnus glutamatérgico, colinérgico e asiagrgico a tal
nivel que, por sua vez, resulta em mudancas nasntiaséo
GABAEérgica, opidide e canabindide na via estriabeal. A direcao da
mudanca (aumento ou diminuicdo da atividade) ératife de acordo
com os efeitos da deplecdo de dopamina nos reesdipou D,. Além
disso, esse desequilibrio ndo é normalizado petanégtracdo crbnica
de levodopa o que acaba resultando em novas @leraelacionadas
com o desenvolvimento das discinesiasazasoro et al., 2008

Ao longo destes mais de dez anos, agentes atuasdsistemas
de neurotransmissdo glutamatérgico, adenosinérgiomadrenérgico,
serotoninérgico, GABAérgico, canabindide e opidiéim sido testados
em pacientes com DPIson et al., 1997; Richardson et al., 1997; Veehag
Metman et al., 1998; Henry et al., 1999; Bibbianalk, 2001; Sieradzan et al.,
2001; Samadi et al., 20p3Entretanto, os resultados obtidos ndo vém
sendo téo significativos como antecipados pelaglestcom animais. A
falta de eficacia preditiva dos modelos pré-cligice os efeitos
colaterais ndo esperados s8o 0s maiores respagilei insucesso.

12
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Além disso, resultados inconsistentes e as vegesoatraditorios tém
somado confusao para este cendrimagasoro et al., 2008

Contudo, mesmo com os efeitos colaterais, em csiatraom
outras doencas neurodegenerativas, na DP ha amhethte uma boa
terapia sintomatica. O atual tratamento padrdo padaenca continua
sendo baseado na terapia de reposicdo de dopamgumistas
dopaminérgicos, inibidores da enzima monoamina asad e/ou
antagonistas de receptores colinérgicos destinadmmtrabalancear o
desequilibrio neuroquimico provocado principalmgreta degeneracao
da via nigroestriatal dopaminérgicacbapira et al., 2006 Entretanto,
ainda ndo ha evidéncias e comprovacdes de umadaerap impeca a
morte dos neurdnios ou que restaure os neuréniws astado normal
(Dawson e Dawson, 2092 Conseqientemente, a progressdo da doenca
nao € bloqueada por nenhum recurso terapéuticordisgd e, conforme
a doenca evolui, faz-se necesséria a administrdeadoses cada vez
maiores dos farmacos paliativ@anet e Bjorklund, 1999

Novas estratégias de neuroprotecdo sustentam eagimi de
seqlestradores de espécies reativas do oxigéraanies de metais de
transicdo (por exemplo, ferro e cobre), antiinflidrias ndo esteroidais,
antioxidantes naturais (por exemplo, polifenois) deogas anti-
apoptoticas, em monoterapia ou como parte de umaufacdo de um
coquetel antioxidanteMandel e Youdim, 2004 Além disso, a etiologia
multifatorial da DP sugere que drogas com multigle®s terapéuticos,
tais como os polifendis, poderiam apresentar urenmidl terapéutico
na DP Ramassamy, 2006

1.3.Croton cdltidifolius Baill (Euphorbiaceae)

As plantas do génerGroton séo ricas em constituintes ativos,
como as proantocianidinas, taninos, terpenos, Gidtes, flavonas e
outros compostos fendlicos. Além disso, véarias @spéleCroton sdo
descritas como plantas medicinaisifta et al., 2004

A Croton cdtidifolius (Figura 3) é uma arvore nativa das regides
de Mata Atlantica, sendo freqlientemente encontiadstado do Rio
de Janeiro a Goias, Séo Paulo e regido Sul dol BEdsirecebe diversos
nomes populares, dependendo da regido aonde étaizgrcomo por
exemplo, Pau-Sangue, Sangue de Dragdo e Sangudade Amith et
al., 1989. A medicina popular em geral recomenda o0 seupasa O
tratamento de doencas inflamatorias (como artricgmatéide),
ulcerativas e diabetes, mascando a propria castazendo infuséo das
mesmasNardi et al., 2008

13
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Figura 3. (A) Retirada da casca, matéria prima
utiizada obtencdo da FRP. (B) Aroton
celtidifolius em seu habitat natural, viséo
panoramica; (C) Folhas de 10 — 25 cm de
comprimento. (Fotos gentiimente doadas pelo
Prof. Dr. Moacir Pizzolatti).

Os estudos acerca das atividades biologica€.dedltidifolius
demonstraram atividades antiedematogénica e datiiaféria Nardi et
al., 2003, efeito antiinflamatério no modelo de pleurisiuzida por
carragenina e modulacdo da atividade da enzima®uge dismutase
(Nardi et al., 200y, assim como um efeito analgésico de varios edrat
fracOes e sub-fracbes obtidas das cascas da (\andiaet al., 2005

Entre as sub-fracdes, a fracdo rica em proantatireas (FRP),
em especial, apresentou ainda uma pronunciadaaatiiociceptiva em
modelos animais de dor quimica e térmica, cujo misg® parece
envolver os receptores dopaminérgicos éDas fibras C sensiveis a
capsaicina falB6 et al, 2005; 2006 Também foram demonstrados
efeitos vasorelaxantes dependentes de endotél gdfRP, com o
envolvimento da via NO-GMPc e causados por estigdnlae canais de
célcio dependentes de potas$ialBo et al, 2008a, 2008bQuimicamente
a FRP é caracterizada pela presenca de catequpastequinas,
galocatequinas, catequinaa(8)-catequina, galocatequinas()-
catequina e proantocianidianas oligomériczsgo et al., 2008a

Desta forma, com base nas acdes anteriormentelifienpis ja
descritas, em especial as catequinas, e com o amba das
atividades bioldgicas ja descritas para a fragg&@oeim proantocianidinas
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obtida das cascas daroton cdtidifolius, o presente trabalho buscou
avaliar os possiveis efeitos neuroprotetores da ERPum modelo
experimental da DP, como também avaliar os posséfeitos centrais
desta fracdo, com a utilizacdo de diversos testespartamentais
amplamente padronizados para a triagem inicial tetas com
atividade sobre o sistema nervoso central.

Por causa da direta aplicabilidade em humanos,delmadeal da
DP deveria apresentar as seguintes caracterisfiraificits motores
facilmente detectaveis; (ii) perda de neurdniosadupérgicos seletivos
e graduais, desenvolvendo-se com a idade; e (@gjygéo de inclusdes
citoplasmaticas assim como o0s corpos de Lestjn{ohama et al., 2093
Todavia, estas caracteristicas ndo sédo frequentersaoontradas nos
modelos de DP que utilizam roedores. Apesar ddstamcdes 0s
modelos animais da DP s8o de grande valia na cemgie dos
mecanismos patogenéticos e na pesquisa de novos t@kapéuticos
para minimizar os sintomas da doenca. Entre o<ipars modelos
animais da DP esta a administracdo da pré-toximaetil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)P(zedborski et al., 2004 O modelo
experimental que utilizaremos no presente trabatfomsiste na
administracdo intranasal (i.n.) do MPTP em ratoscgdimento capaz
de induzir uma série de alteracbes comportamenfpigjuizos
olfatorios, cognitivos, emocionais e motores) eroguimicas (estresse
oxidativo, degeneracdo de neurdnios dopaminérgeoeducdo de
dopamina em diferentes &reas cerebrais) muito bamtek as
observadas na doenca de Parkingwadfger et al., 2006, 2009; Franco et
al., 2007.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho foi investigtividades
farmacolégicas da fragcao rica em proantocianidi{f®P) obtida das
cascas da plant@roton celtidifolius, no sistema nervoso central bem
como suas propriedades neuroprotetoras em um mexiedsimental da
doenca de Parkinson em ratos.

2.2. Objetivos especificos

0 Avaliar o perfil de atividade farmacoldgica centdal fracao rica
em proantocianidinas (FRP) obtida @acdltidifolius em ratos,
através dos modelos do campo aberto, caixa delati®j sono
induzido por éter etilico, ptose palpebral, congroento
estereotipado induzido por apomorfina, labirinto esruz
elevado, convulsdes induzidas por pentilenotetrazemperatura
retal.

0 Investigar o efeito do pré-tratamento com a FRP prefuizos
comportamentais induzidos pela administracdo iasah de
MPTP, avaliados nos testes do reconhecimento saaahpo
aberto, nado forgcado e caixa de atividade.

o] Investigar o efeito do pré-tratamento com a FRP déficits
neuroquimicos induzidos pela administracéo intrainds MPTP
em ratos, avaliados através da mensuracdo da aatévidio
complexo-l da cadeia respiratdéria mitocondrial nalbb
olfatério, estriado e substancia negra, e atragéexpressédo da
enzima tirosina hidroxilase no bulbo olfatério éstdncia negra,
com o auxilio das técnicas de imunohistoquimicaestéh blot.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Consideraces Eticas

Os procedimentos experimentais envolvidos nestedesioram
delineados de tal maneira a minimizar ao maximoofoinsento dos
animais. Além disso, foi utilizado um tamanho deoatra minimo e
adequado para as analises estatisticas e queiltassi® a obtencdo do
méximo de informacdes relevantes para o cumprimdaosoobjetivos
propostos, de acordo com o protocolo aprovado @etaisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federabdata Catarina
(PP00235).

3.2. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com aproximmade 3
meses de idade e peso corporal variando entre 230 g, provenientes
do biotério central da Universidade Federal de &&dtarina (UFSC).
Para o teste de Reconhecimento Social, foram aditig além desses
animais, ratos Wistar machos jovens com aproximadénl més de
idade e peso corporal variando entre 100 - 120 gga@mais foram
alojados em grupos de cinco animais por caixa (82 x 17 cm) e
mantidos em condi¢des controladas de umidade eetamopa (22 + 1°
C), com ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acdaa 06h as 18h),
tendo livre acesso a agua e comida.

3.3. Preparacdes, drogas e solucdes
3.3.1. Material botanico

A FRP foi extraida das cascas @iton celtidifolius Baill pelo
Prof. Dr. Moacir Geraldo Pizzolatti no Departamed® Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),izandlo a
metodologia descrita abaixo. As cascasCdeaton celtidifolius foram
coletadas em marco de 2008, na cidade de Aguas alsloi®anta
Catarina, e a espécie foi identificada pelo Prof.mManiel de Barcellos
Falkenberg no Departamento de Boténica, UFSC, aedencontra
depositada uma exsicata identificada pelo niumeroodeher, FLOR
31272.
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3.3.2. Extragdo e Caracterizacdo da FRP

Para a extracdo da FRP, as casca€rdton celtidifolius foram
secas sob ventilacdo, cortadas em pequenos pe@agoaceradas
exaustivamente com etanol 80 % a temperatura atebi@nextrato foi
filtrado e o solvente evaporado sob vacuo formamtioextrato bruto
hidroalcodlico que foi solubilizado em acetona deeira a obter uma
solucdo saturada. Em seguida, foi adicionada uaradgrquantidade de
agua que ocasionou a formacéo de um precipitade.Fscipitado foi
removido por filtragdo e a solugdo foi transferigmra um
rotaevaporador para eliminagédo da acetona. A solagéosa resultante
foi submetida a uma extragdo com acetato de etlpds remocédo do
solvente orgéanico, obteve-se a fracao rica em pooemidinas (FRP).

O estudo fitoquimico foi executado por fracionaroent
cromatografico em coluna de silica gel, seguido ahélise dos
compostos isolados por espectrometria de ress@namggnética
nuclear (RMN). A analise em cromatografia eletrétiza micelar
(MEKC) demonstrou que a fracdo FRP contém 27,4%alequina;
1,3% de epicatequina; 6,4% de galocatequina; 16l@%atequina-@-
8)-catequina; 4,9% de galocatequina-@)-catequina e 43,3% de
proantocianidianas oligoméricas. Procedeu-se sdidla FRP seguida
da analise em MEKC, a qual mostrou que as proantitnas
oligoméricas sdo 0s compostos majoritarios e doidtis por unidades
de catequina e epicatequina na razdo de 1,5 faxBb et al., 2008a

Nas analises eletroforéticas foi utilizado um albarea Agilent
Technologies HE'CE (Palo Alto, CA, EUA) equipado com um detector
de arranjo de iodos operado em 207 nm. Procedawssparacao a 25°
C em um capilar de silica fundida (60 cm x 3 diametro externo x
50 um didmetro interno) da Polymicro Tecnologies. Ectida andlise,
0 capilar foi lavado por 2 min com solugdo tampd®.amostras e 0s
padrées foram injetados hidrodinamicamente a 50rmba 6 s (50
mbar = 4996.2 Pa) com pressdo negativa. A voltagenseparacdo
aplicada foi de 20 kV de polaridade positiva. Aiagpdo e o tratamento
dos dados foram executados com software HP Cheomstaf
identificacdo dos picos foi feita por comparacadedopo de migracao e
os dados dos espectros obtidos foram comparadopadrdes.

A tidlise da FRP foi seguida pelo procedimento d&sgor
Herrero-Martinez e colaboradores (2003). A frag&PH10 mg) foi
dissolvida em metanol (1 mL) e em seguida uma at&y (P00 pL) foi
adicionada para reacdo de tidlise que consisteist@ira (50 mg) e
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37% de &cido cloridrico (20 uL) dissolvidos em meta930 pL). A
mistura foi mantida a 65° C por 20 min, e entdoeac#o foi
interrompida com 0,1 % v/v de solu¢do aquosa dioacifluor acético
(TFA) (1,2 mL), e injetado para eletroforese capila

3.3.3. Drogas padréo e solucdes

o Cloridrato de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidragina (MPTP-
HCI, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA). Dissdb em
etanol 10 %;

o 7-cloro-1,3-dihidro-1-metil-5-fenil-2H-1,4-dibenziedepin-2-
ona (Diazepam, Dienpax®, Sanofi-Winthrop Lab., BRsil);

o Cloral Hidratado (Vetec Quimica Fina Ltda, DuqueGiias,
RJ, Brasil). Dissolvido em solucéo salina (NaCl%)

o Cloridrato de apomorfina (Sigma Chemical Co., StispMO,
EUA). Dissolvido em solucéo salina (NaCl 0,9 %);

o Eter etilico (Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de i&sxRJ,
Brasil);

o Haloperidol (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA)
Dissolvido em solugéo salina (NaCl 0,9 %) contefd®% de
Tween-20;

o Isoflurano (Isothan®', Astrazeneca do Brasil Ltda, Cotia, SP,
Brasil);

o Paraformaldeido (Vetec Quimica Fina Ltda, DuqueCdwias,
RJ, Brasil). Dissolvido em PBS;

0 PBS (salina tamponada com potassio) (Sigma Che@malSt
Louis, MO, EUA): NaCl 137 mM, KCI 1,17 mM e tampéo
fosfato 10 mM, pH 7,4;

o Pentilenotetrazol (Sigma Chemical Co., St Louis, ,NEDJA).
Dissolvido em solucédo salina (NaCl 0,9 %).

3.4. Delineamento experimental

3.4.1. Protocolo experimental 1: Avaliacdo farmacobica da FRP
obtida da C. celtidifolius sobre o sistema nervoso central.

No protocolo 1, ratos Wistar machos receberam édrage
administracao intraperitoneal (i.p.) a FRP obtidaCdceltidifolius (0,3
— 60 mg/kg) em um volume constante de 0,1 ml/1@)geako corporal.
Os animais do grupo controle foram tratados pelsrmaevia e volume
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com veiculo (solugéo salina 0,9 %). O diazepanb(6,8 mg/kg; i.p.) e
o haloperidol (5 mg/kg; i.p.) foram utilizados commntroles positivos,
com o objetivo de garantir a validade preditiva dtesstes
comportamentais utilizados. As doses foram baseatasestudos
prévios palBé et al., 2005; Duarte et al., 2007; Sugimdtale 200§. Trinta
minutos apds os tratamentos, os animais foram didoeea diferentes
testes comportamentais (grupos independentes deaigniem cada
teste): campo aberto, caixa de atividade, ptoseepedl, hipnose
induzida por éter etilico, comportamento esteradiipinduzido por
apomorfina, labirinto em cruz elevado, convulsbesdluzidas por
pentilenotetrazol e temperatura retal, conformeritesadiante.

Esquema 1- Resumo do protocolo experimental 1.

- ~
Raros Wistar
Machos
. —
| |
] 1 M d FRP A (Diazepam (0.2? —5mg/kg)
Veiculo (i.p.) P Lp
30 mi P (0.3 —60 mg/kg: 1.p.) Haloperidol (5 mg/kg: i.p.)
20U min i i
\ | . L 30 min L 30 m|m y
e N s - ~
Campo Caixa de
Aberto Atividade
p / . J
s ~ -~ =~
Ptose Sono
Palpebral Etéreo
\ S e oy
( Comportamento 4 N
Estereotipado induzido Labirinto em
por apomorfina (0.5 cruz elevado
mgkg: s.c.)
A I A p A
e ~ s ~
Convulsdes induzidas Temperatura
por pentilenotetrazol
(60 mg/kg: i.p.) Retal
" = J o A
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3.4.2. Protocolo experimental 2: Avaliagdo dos efes
neuroprotetores da FRP obtida daC. celtidifolius em um modelo
experimental da doenca de Parkinson.

No protocolo 2, ratos Wistar machos receberam édrage
administracdo i.p. a FRP obtida Gaceltidifolius (10 mg/kg) em um
volume constante de 0,1 ml/100 g de peso corparande 5 dias. Esta
dose foi escolhida de acordo com estudos préwasdi( et al., 2003;
DalBé et al., 2006 Os animais do grupo controle foram tratados pela
mesma via, volume e duracdo com veiculo (soluchioasd,9 %). No
terceiro dia deste cronograma foi administrado pilantranasal (i.n.)
MPTP (1 mg/narina) ou veiculo em metade dos anithisada grupo,
totalizando quatro grupos experimentais. Os aninfaram entao
submetidos a uma bateria de testes comportameogaigpo aberto (6
dias ap6s a administracdo de MPTP/salina), recamkato social (10
dias apo6s), nado forcado (16 dias apos) e caixatidelade (33 dias
apos). Imediatamente apés o Ultimo teste comporte@hes animais
foram anestesiados com cloral hidratatado (400 gngfkp.) e
perfundidos pela via transcardiaca com solucdaasaliPBS contendo
paraformaldeido 4 %, para 0s posteriores experaente
imunohistoquimica. Em outra bateria experimerdal,animais foram
eutanaziados seis horas ap6s a administracdod.MRITP (ensaios
bioquimicos; Franco et al., 2007), ou apds 7 disdios devestern
blot), e seus cérebros foram removidos com suas estsuterebrais
(bulbo olfatério, estriado e substancia negrapidas.
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Esquema 2 Resumo do protocolo experimental 2.

MPTP L mgnarina Campo || Reconhecmento Nado ‘ Caixa de
owsalina.in, Aberto Social Forgado Afividade

Yyvvyyvyy \ Y

FRP 1O mgkeip.

" | Eutanasa

v

ou galina. ip.

Aposzzeishorasdaadm.1n

de MPTP—eutanasia

3.5. Equipamentos e testes farmacoldgicos
3.5.1. Administracao intranasal de MPTP

A administracdo i.n. de MPTP em ratos foi realizatlizando

um procedimento semelhante ao descrito por Dluzeafaas (1996) e
recentemente padronizada por Prediger e colab@ad@006). Os
animais foram levemente anestesiados com isoflueameceberam a
infusdo bilateral (nas duas narinas) de MPTP na& desl mg/narina
(solugao 20 mg/ml). A infusdo do MPTP foi realizamen o auxilio de
um tubo de polietileno (PE 50), que foi inseridoceede 10 mm de
profundidade na narina dos animais. O tubo de fdehe foi conectado
a uma micro-seringa de %0 (Hamilton, USA) acoplada a uma bomba
de infusdo (Insight, Brasil), permitindo o contrala velocidade (12,5
ul/min) e do volume (5@l/narina) de infuséo.

3.5.2. Testes Comportamentais
3.5.2.1. Teste da Caixa de Atividade

A avaliacdo da atividade locomotora dos animaisdalizada na
caixa de atividade durante 30 minutd@al et al., 2009 O aparato

consiste em uma caixa de madeira (40 x 12 x 20com)piso gradeado
gue apresenta trés células fotoelétricas instaladdsm de altura do
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chéo, espacadas igualmente ao longo de sua exterssfpladas a um
contador digital que registra o niumero de vezesoqaigimal interrompe
os feixes de luz (cada interrupcdo do feixe dedomsiste em uma
medida de atividade). Assim, somente os movimehtrgontais dos
animais foram detectados pelas fotocélulas.

3.5.2.2. Teste do Campo Aberto

Para a avaliagdo da atividade estimulante ou degmesie um
dado composto, também foi utilizado o teste do caaigerto Archer,
1973. A arena, feita de madeira e formica, é formadaym chéo de
cor branca (100 x 100 cm), dividida em 25 quadsade 20 x 20 cm,
com paredes brancas de 40 cm de altura. Duramepasimentos, cada
rato foi colocado no centro do campo aberto, sepdoum sistema de
camera de video captava as imagens do aparato. ividade
exploratéria dos animais teve como parametro a meniacdo
espontdnea dos animais aferida a partir da contatgemumero de
cruzamentos transpassados com as quatro patas @merm de
comportamentos de levantar, registrados durantgeniodo de cinco
minutos.

3.5.2.3. Teste da Ptose Palpebral

A ptose palpebral é uma manifestacdo comportameadal
roedores produzida por algumas classes de drogassderas centrais e
consiste no fechamento dos olhos, podendo serificaad através de
escalas fixadas em grauarfssen et al., 1975; Almeida, 2060 grau da
ptose foi avaliado apés 30 e 60 minutos dos trattosee foi
qualificada de acordo com Chen e Bohner (1961plfes bem abertos,
1= olhos ligeiramente fechados (¥4), 2= olhos phngiate fechados
(*2), 3= olhos totalmente fechados. A soma total plastuacdes dos
graus de ptose para cada animal nas duas medmideslizada para
obter a mediana dos valores dentro de cada grupo.

3.5.2.4. Hipnose Induzida por Eter Etilico

Para a avaliagdo do efeito sedativo/hipnético de dexo
composto foi utilizado o teste da hipnose induzua éter etilico
(Duarte et al.,, 2007 Os animais foram colocados em uma camara
saturada (30 cm x 20 cm de diametro) de vidro pamnte
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hermeticamente fechada. A saturacdo deu-se atdavésnedecimento
de uma bola de algoddo de tamanho padrdo (6 g)1€oml de éter
etilico colocado em uma plataforma localizada ac20de altura em
relacdo a superficie da camara, 10 min antes daag@o dos testes
farmacoldgicosQuarte et al., 2097 Transcorrido o tempo para saturacao
da camara, os animais foram introduzidos indivichgaite na mesma,
registrando-se a laténcia para a perda do reflexendireitamento. Uma
vez perdido o reflexo, esperou-se mais 1 min paretieada de cada
animal da camara de saturacéo, e em seguida cdmcanem decubito
dorsal para registro da duragdo da hipnose, cujmirté foi
caracterizado pela recuperagdo da postura no@aain( et al., 1985

3.5.2.5. Comportamento estereotipado induzido pomp@morfina

Para a avaliacdo do potencial neuroléptico de wh damposto
foi utilizado o teste do comportamento estereotpénduzido por
apomorfina Getler et al., 1976 Os animais foram isolados em caixas de
plastico por 45 minutos e somente depois os trateoeeom a FRP da
C. cdtidifolius foram feitos. Apdés trinta minutos dos tratamentss
animais foram tratados com apomorfina pela via sifipea (s.c.) (0,5
mg/kg) e foram observados em gaiolas de arame @B5x26 cm) por
10 segundos a cada 10 min durante 90 min pdés-astraiciio de
apomorfina para a quantificacdo do comportamerievexgtipado.

O comportamento estereotipado foi classificadoaedn com a
escala proposta por Setler e colaboradores (1976adormecido ou
parado; 1= ativo; 2= predominantemente ativo, noas pgeriodos curtos
de farejar e/ou levantar estereotipado; 3= ativedagbtereotipada
constante, tal como farejar, levantar ou balancaalzeca, mas com
atividade locomotora ainda presente; 4= atividadsereotipada
constante realizada em um sO local; 5= atividaderestipada
constante, mas com periodos curtos de lamber e&uer morder as
barras da gaiola; 6= lamber e/ou roer e morderaasb da gaiola. A
soma total das pontuacdes obtidas para cada aimsaite o periodo de
observacéao foi utilizada para obter a mediana gosres dentro de cada

grupo.
3.5.2.6. Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O LCE foi utilizado com base na sua capacidadeetiecthr tanto
efeitos do tipo ansiolitico quanto do tipo ansiagérem ratosKellow et
al., 1985. O aparato, feito de madeira e férmica, consistelois bracos
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abertos (50 x 10 cm), opostos a dois bragos fesh@dbx 10 x 40 cm),
elevados 50 cm do chdo. A éarea de juncdo dos @udiracos
(plataforma central) mede 10 x 10 cm. Cada animakcdlocado no
centro do labirinto de frente para um bragco fechadles foram
observados por um periodo de 5 min, com 0s seguimaeametros
sendo observados: o nUmero de entradas nos bizexssae nos bragos
fechados, o tempo de permanéncia nos bracos ateros fechados
(foi considerada uma entrada quando as quatro pddasanimal
estivessem no interior do brago). Estes dados fartiizados para
calcular a porcentagem de entradas nos bracooalfsEA: entradas
nos bragos abertos / (entrada nos bracos aberosradas nos bracos
fechados) x 100]; porcentagem de permanéncia nasosrabertos
[%TBA: tempo nos bragos abertos / (tempo nos brabestos + tempo
nos bracgos fechados) x 100]. O nimero de entraulabracos fechados
foi usado como um indice da atividade locomotdrad@ers e Dalvi,
1997).

3.5.2.7. Convulsdes induzidas por pentilenotetrazol

Para a avaliacdo do potencial anticonvulsivanteude dado
composto foi utilizado o teste das convulsbes ithsz por
pentilenotetrazolRisher, 198% Trinta minutos apds os tratamentos com
a FRP daC. cdtidifolius, as convulsdes foram induzidas com
pentilenotetrazol (PTZ) (60 mg/kg; i.p.Figher, 198D Os seguintes
pardmetros foram observados: total de mortes popogrtotal de
animais que desenvolveram convulsdo por grupmdaté duracdo da
primeira convulsdo clénica ou tdnico/clénica, assmmo sua duragéo
(medida com um tempo limite de 1800 s).

3.5.2.8. Temperatura Retal

A temperatura retal dos animais foi medida atra\emsercao de
uma sonda térmica dentro do reto de cada animiditéra do registro
da temperatura foi realizada poneio de um termbmetro digital
(Dixtal®). A sonda térmica foi colocada com vaselinmserida 2 cm
dentro do reto até a estabilizacdo da temperaagmaxXimadamente 30
s). Atemperatura retal foi mensurada duas vezes, ahfee (L h apos
os diferentes tratamentos [T A variacdo da temperatura\T) foi
estimada comaT=T,-T,, para cada animgCarlini et al., 1986; Duarte et
al., 2007.
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3.5.2.9. Teste do Reconhecimento Social

O teste de reconhecimento social € utilizado comonodelo
vélido para o estudo da memodria olfativa de cutteagho Prediger e
Takahashi, 2003 Os ratos foram isolados em caixas de plastico
individuais por sete dias antes do experimento. €3tet de
reconhecimento social consistiu em duas apresesgagiicessivas (5
min cada), separadas por um intervalo de 30 mimamie a primeira
apresentacdo, um rato jovem (1 més de idade) focado na gaiola-
moradia do rato adulto, e foi registrado o tempe guato adulto gastou
investigando (cheirar, lamber, se aproximar, etcdto jovem. Ao final
da primeira apresentacdo, o rato jovem foi retirddocaixa do rato
adulto, ficando isolado em outra caixa durante terualo entre as
apresentacfes. Apdés o intervalo de 30 min, o rawen foi
reapresentado ao rato adulto, e registrou-se nouane tempo de
investigagdo gasto pelo rato adulto durante a skgapresentacdo. O
gue acontece neste modelo é que quando o mesirjovato (familiar)
€ reapresentado apdés um intervalo pequeno (memoA@uminutos), o
rato adulto “reconhece” este rato jovem sendo icadfh uma reducao
no tempo de investigacdo durante a segunda apredentEsta reducao
ndo é decorrente de uma simples habituacdo par garrato adulto,
uma vez que ndo é observada quando um rato joviaremte (nédo-
familiar) daquele utilizado no primeiro encontr@gresentado ao rato
adulto Prediger e Takahashi, 2003

3.5.2.10. Teste do Nado Forgado

O estado emocional do tipo-depressivo dos aninwhiavaliado
com o auxilio do teste da natacdo forcada, comerittepor Porsolt e
colaboradores (1978). Os ratos foram colocadosilemdros de plastico
individuais (40 cm de altura e 17 cm de diametmjtendo agua (até a
marca de 30 cm; 25+ °C). Duas sessOes de natag#io fealizadas
(uma sesséo de treino de 15 min seguida de umaosdssteste de 5
min, 24 horas apo6s). A duracdo total de imobilidemlemanualmente
marcada durante os 5 min. Um rato foi considerativél quando ficou
flutuando imével ou apenas fazendo os movimenta®ssdrios para
manter sua cabeca acima da agua.

26



Material e Métodos

3.5.3. Ensaios Neuroquimicos
3.5.3.1. Atividade do complexo | da cadeia respirétia mitocondrial

Os animais foram sacrificados por decapitacdo @€rebco foi
rapidamente removido sobre uma placa de Petri adéosobre gelo e
recoberta com papel filtro umedecido. As estrutwaebrais (bulbo
olfatorio, estriado e substancia negra) foram dada pesadas e
mantidas refrigeradas até a homogeneizacdo. Ast@sts cerebrais
foram homogeneizadas em 20 volumes de tampéo dogi#t 7,4
contendo 0,3 M sucrose, 5 mM MOPS, 1 mM EGTA e @lde
albumina sérica bovina. Os homogenatos foram feg#idlos a 1000 x
g por 10 minutos a 4° C, o precipitado foi descirta o sobrenadante
foi mantido a -70 °C até a determinacdo enzimatica.

A atividade do complexo-I foi medida pela taxa dducdo do
ferricianeto dependente de NADH a 420 nn¥(1 mM* cm ™) como
descrito por Cassina e Radi (1996) e com algumatficergdes como
detalhado por Latini e colaboradores (2005). Aiddigde do complexo-I
da cadeia respiratéria foi calculada como nmol/mindle proteina.

3.5.3.2. Eletroforese seguida de imunodeteccdo deroteinas
(Western Blot)

Os animais foram submetidos & eutanasia por dacapite seus
cérebros foram removidos e lavados com solucaaasélaCl 0,9%)
gelada (4 °C). Imediatamente apds, o cérebro $siedado rapidamente
sobre uma placa de Petri rodeada por pedras desgetm O bulbo
olfatorio foi isolado e armazenado em freezer G0°

As amostras coletadas foram homogeneizadas em dadepbse
A gelado (HEPES 10 mM, pH 7,9), contendo: 2 mM dgd¥}, 10 mM

de KCI, 1 mM de EDTA, 1 mM de NaF, 2 mM dedNa,, 10 mM def-
glicerolfosfato, 1 mM de DTT, 10 pg/ml de aprotminlO pug/ml de
leupeptina e 1 mM de PMSF, posteriormente incubadagelo por 15
min e logo apds foram centrifugadas a 15.000 »og6p min (4° C). O
sobrenadante foi coletado como extrato citosolfealeterminacdo da
concentracdo de proteinas das amostras foi realiméiizando o kit
Bio-Rad para determinacao de proteinas (Bio-Radelrd\ssay Kit)
segundo recomendacdes do fabricante. Os extratmsolatos foram
armazenadas em freezer a —70° C até o moment@mdo us
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Com o objetivo de verificar possiveis alteracdespadrao de
expressdo da enzima tirosina hidroxilase (TH) apdsatamento i.n.
com MPTP, foi realizado o ensaio de imunodetecc@oprbteinas
(Western blot). A fracdo citosolica, obtida como descrito amberiente,
foi submetida a eletroforese em gel desnaturan®Of&-poliacrilamida
(12%), sendo logo depois transferida para membdanaitrocelulose
(Amersham Hybond'-C Extra). Apés a transferéncia, a membrana foi
blogueada em solucdo de leite desnatado (5 %) terjmomente
incubada com anticorpos primarios contra TH-actina (Santa Cruz
Biotechnology, CA, EUA). A visualizacdo das protsirfoi realizada
utilizando anticorpo secundario especifico conjugad peroxidase
(Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA) e as bandasnomeativas
foram visualizadas através do uso de kit de aumed®
quimiluminescéncia (Amersham ECL PlusTM Western ttisig
Detection Reagents) e filme radiografico (Amershayperfim ECL),
segundo recomendacgdes do fabricante.

3.5.3.3. Ensaios de Imunohistoquimica

Apéds serem anestesiados com cloral hidratado (49Rgni.p.),
os animais foram perfundidos pela via transcardiaoa solucéo salina,
seguido de PBS contendo paraformaldeido 4 %. Osbisy foram
retirados e fixados na solucdo de paraformaldefdoddirante 24 h,
armazenados em etanol 70%, e posteriormente sulmseth um
processamento histolégico para realizacdo dos @&stie microscopia.
No processamento histolégico as amostras foramdm¢sdas em
concentracdes crescentes de etanol (50%, 60%, 80%, 90% e
100%), seguido de diafanizacdo em trés banhos aatnszs de xilol
absoluto e finalmente inclusas em parafina.

A deteccgédo do padrdo de expressao da enzima Taddéssada em
seccOes de tecido em parafina utilizando-se apticaronoclonal anti-
TH (1:200; Millipore Chemicon International Techaogy, Billerica,
MA, EUA). A restauragéo antigénica por alta tempeeafoi procedida
pela imersédo das fatias em banho-maria em tempasatie 95-98° C
com 10 mM de tampao citrato trissédico com pH @6; 45 min.
Ligacdes nao-especificas foram bloqueadas poressisdincubacéo de
1 h com soro de cabra diluidos em PBS. Ap6s unogerde incubacao
de uma noite dvernight) a 4°C com o anticorpo primario, as fatias
foram lavadas com PBS e incubadas com o anticogmoinslario
Envision plus (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, AJpor 1 h em
temperatura ambiente. As seccdes foram lavadas B®, B a
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visualizacdo foi completada utilizando-se 3,3'-diambenzidina (Dako
Cytomation) em solucdo cromdgena e contramarcag@osolucdo de
hematoxilina de Harri. Amostras dos diferentes gsupxperimentais
foram colocados no mesmo tipo de lamina e processads mesmas
condi¢cBes. As imagens foram capturadas utilizadors microscopio
(Eclipse 50i; Nikon) com uma camera digital acopld®S- 5M-L1;
Nikon). Foram obtidas quatro imagens da substamegaa para cada
rato. As imagens foram digitalizadas e transferjgiaa um computador,
sendo a medida da intensidade dos pixels para imamcacdo de TH
calculada com o auxilio do programa NIH ImageJ K.36lIH,
Bethesda, MD, USA).

3.6. Analise Estatistica

Os dados paramétricos foram expressos como médégrat
padrao da média (E.P.M.) e a analise estatistia@dtizada utilizando-
se a analise de variancia (ANOVA) de uma ou mais,vadequadas ao
protocolo experimental. Comparacfes entre grupoanforealizadas
com o emprego dos testpsst hoc de Dunnet ou Newman-Keuls. Os
resultados das drogas utilizadas como controlestiymss foram
analisados separadamente em relacdo ao grupo leorftreiculo)
utilizando um teste “ttle Student ndo pareado.

Os dados nao-paramétricos foram expressos comadasedas
medianas (intervalos interquartis) e analisadas/ésr do teste Kruskal-
Walllis seguido do testpost hoc de Dunn. Os resultados das drogas
utilizadas como controles positivos foram analisasiegparadamente em
relacdo ao grupo controle (veiculo) utilizando sidede Mann-Whitney.
O nivel de significAncia aceito para todos os $efieP < 0,05. Todas
as comparacdes estatisticas foram efetuadas mtiizee o0 pacote
estatistico STATISTIE (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacdo farmacoldgica da FRP obtida d&. cdltidifolius sobre
0 sistema nervoso central.

A avaliagdo da atividade motora espontanea de resdé
amplamente utilizada para analisar os possiveigogfeentrais de
drogas Carpenedo et al.,, 1994No presente trabalho, a locomocao dos
animais foi avaliada em dois testes — caixa dédatie e campo aberto
— com a utilizagdo de grupos independentes de &ntuoen o intuito de
avaliar os efeitos da FRP @aceltidifolius na locomocédo geral (sesséo
longa, 30 min) e na locomocao induzida por um rawibiente (sessao
curta, 5 min), respectivamente.

A andlise de variancia efetuada através da ANOVAimea via
revelou um efeito significativo do fator tratamentwom FRP
[F(4,40710,60; P<0,001] na locomocgéo de ratos avaliada na caixa de
atividade. Posterior teste de Dunnet indicou gadrainistragdo da FRP
nas doses de 10<0,01) e 30 mg/kgR<0,0001) causou um decréscimo
dose-dependente no ndimero de cruzamentos na ceixatiddade
(Figura 4). O controle positivo haloperidol, comgperado, também foi
capaz de diminuir a locomocéao dos animais (t=708D,001; teste “t”
de Student).
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Figura 4. Efeitos do tratamento intraperitoneal (i.p.) colARP obtida
da C. cdtidifolius (1 - 30 mg/kg) na atividade locomotora de ratos
avaliada na caixa de atividade durante 30 min. ptaidol (HAL 5
mg/kg; i.p.) foi utilizado como controle positivBada coluna representa
a média dos resultados obtidos e as barras veriidicam os E.P.M. O
ndmero de animais utilizados em cada tratamentmwagntre 6-10
animais. P<0,05, quando comparado com o grupo controle (ANOVA
de uma via seguido pelo teste de Dunri€§0,05, quando comparado
com o grupo controle (teste “t” de Student).

No teste do campo aberto, a ANOVA de uma via revelm
efeito significativo do fator tratamento com FRRttano nimero total
de cruzamentos efetuados na arenasff16,54;P<0,001] quanto no
numero total de comportamentos de levantgy:$F17,12;P<0,0001],
respectivamente. Posterior teste de Dunnet indiscna curva dose-
dependente bifasica com a administracdo de dosisshaiaas da FRP
(3 mg/kg; P<0,05) causando um aumento significativo no numexro d
cruzamentos e comportamentos de levantar, e as dogis altas da
frac8o, 10 P<0,05) e 30 mg/kgR<0,005), produzindo uma diminuigcao
significativa nestes parametros avaliados no caatyeoto (Figura 5A e
5B, respectivamente). O controle positivo halopgsridomo esperado,
também foi capaz de diminuir a 0s cruzamentos & @olevantar dos
animais na arena (t=4,9®<0,001; teste “t" de Student) e (t=3,85;
P<0,01; teste “t” de Student), respectivamente.
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Figura 5. Efeitos do tratamento intraperitoneal (i.p.) corARP obtida
da C. cdtidifolius (1 - 30 mg/kg) na atividade locomotora de ratos
avaliada através do (A) nUmero de cruzamentos e @ys de levantar
no campo aberto durante 5 min. Haloperidol (HAM§/Kg; i.p.) foi
utilizado como controle positivo. Cada coluna reprea a média dos
resultados obtidos e as barras verticais indicaf.Bdvl. O numero de
animais utilizados em cada tratamento variou e®4E) animais.
*P<0,05, quando comparado com o grupo controle (ANGI¢Auma
via seguido pelo teste de Dunnéf<0,05, quando comparado com o
grupo controle (teste “t” de Student).
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Com o intuito de confirmar os efeitos sedativo/bipos da FRP
obtida daC. cdtidifolius, a fracdo foi avaliada em dois testes mais
especificos para avaliar drogas com perfil sedasebre o SNC:
hipnose induzida por éter etilico e ptose palpebral

A andlise de uma via revelou um efeito significatido fator
tratamento com FRP {>g=4,02;P<0,05] na hipnose induzida por éter
etilico. Posterior teste de Dunnet indicou que miaidtracdo da FRP
prolongou significativamente a hipnose induzidepikr na dose de 10
mg/kg <0,05) (Figura 6). O controle positivo diazepam, oom
esperado, também prolongou significativamente @ stéreo (t=-3,02;
P<0,01; teste “t” de Student).
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Figura 6. Efeitos do tratamento intraperitoneal (i.p.) colARP obtida
da C. cdltidifolius (3 - 30 mg/kg) na hipnose induzida por éter etilico
Diazepam (DZP 0,75 mg/kg; i.p.) foi utilizado cormontrole positivo.
Cada coluna representa a média dos resultadososbéidas barras
verticais indicam os E.P.M. O nimero de animaizatios em cada
tratamento variou entre 6-8 animaiB<9,05, quando comparado com o
grupo controle (ANOVA de uma via seguido pelo tedée Dunnet).
P<0,05, quando comparado com o grupo controle (t€ste Student).

O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis revelon efeito
significativo do fator tratamento com FRP [H=31,R40,001] na ptose
palpebral em ratos. Posterior teste de Dunn indigeua administragéo
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da FRP foi capaz de induzir ptose palpebral nodam@s nas doses de
30 e 60 mg/kg B<0,001) (Figura 7). O controle positivo haloperidol,
como esperado, também foi capaz de causar ptgsebpal nos animais
(t=25,00;P<0,01; teste de Mann-Whitney).
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Figura 7. Efeitos do tratamento intraperitoneal (i.p.) colARP obtida

da C. cdtidifalius (10 - 60 mg/kg) sobre a ptose palpebral em ratos.
Haloperidol (HAL 5 mg/kg; i.p.) foi utilizado comoontrole positivo.
Cada coluna representa a mediana dos resultadmoolat as barras
verticais indicam os intervalos interquartis. O ®rifon de animais
utilizados em cada tratamento variou entre 6-9 alim*P<0,05,
guando comparado com o grupo controle (teste n@amgdrico de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn}P<0,05, quando
comparado com o grupo controle (teste de Mann-Wjtn

Com o objetivo de avaliar se o efeito sedativo/bijmo da FRP
seria derivado de uma atividade neuroléptica, gdfrfoi avaliada no
comportamento estereotipado induzido pela aponorfd teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis revelou um efeitonffigativo do fator
tratamento com FRP [H=8,8<0,05] na estereotipia induzida por
apomorfina. Posteriormente o teste de Dunn indicgue a
administracdo da FRP foi capaz de reduzir a edipi®@causada pela
apomorfina na dose de 30 mg/kg<0,05) (Figura 8). O controle
positivo haloperidol, como esperado, bloqueou cetaptiente o
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comportamento estereotipado (t=0,08<0,001; teste de Mann-
Whitney).
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Figura 8. Efeitos do tratamento intraperitoneal (i.p.) colARP obtida

da C. cdtidifolius (3 - 30 mg/kg) no comportamento estereotipado
induzido por apomorfina (0,5 mg/kg; s.c.). Halogeli(HAL 5 mg/kg;

i.p.) foi utilizado como controle positivo. Cadalwma representa a
mediana dos resultados obtidos e as barras verticaicam os
intervalos interquartis. O numero de animais wdas em cada
tratamento variou entre 6-8 animai®<9,05, quando comparado com o
grupo controle (teste ndo paramétrico de KruskaligVaeguido pelo
teste de DunnfP<0,05, quando comparado com o grupo controle (teste
de Mann-Whitney).

Com base na curva bifasica observada na locomadaaida por
um ambiente novo no teste do campo aberto, osveissifeitos do tipo
ansiolitico da FRP foram observados no LCE. A agétle varidncia
efetuada através da ANOVA de uma via revelou uritceségnificativo
do fator tratamento com FRP na porcentagem dedasraos bragos
abertos no LCE [g267~3,86;P<0,05]. Posterior teste de Dunnet indicou
que a administracdo da FRP causou um aumento is@ivib na
porcentagem de entradas nos bragos abertos nasd#8e3 e 3 mg/kg
(P<0,05) (Tabela 3), indicando um possivel perfil gmw-ansiolitico
para a FRP. Entretanto, a ANOVA de uma via ndoloevam efeito
significativo do fator tratamento na porcentagemtelbpo gasto nos
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bracos abertos do LCE §he=2,25;P=0,11]. Os resultados obtidos nédo
foram devido a uma estimulacdo da atividade locoraaima vez que a
ANOVA de uma via ndo revelou um efeito significarde fator
tratamento no ndmero total de entradas nos bragmhados
[F2672,19;P=0,11], um indice da atividade locomotora dos afmm
no LCE Rodgers, 1997 O controle positivo diazepam, como esperado,
aumentou a porcentagem do tempo gasto nos braeo®aljt=3,39;
P<0,05; teste “t” de Student], aumentou a porcentaderentradas nos
bracos abertos [t=4,2P<0,01; teste “t” de Student], e ndo alterou o
total de entradas nos bracos fechados [t=1F38),23; teste “t” de
Student].

Tabela 3. Efeitos do tratamento intraperitoneal com a FRP (0.3 — 3 mgkg) obtida da C.
ceitidifolius no comportamento de ratos avaliado no labirinto em cruz elevado (LCE).

Tratamento % Tempo nos % Entradas nos Total de entradas
bracos abertos bracos abertos nos bracos fechados
Controle 24.65=6.21 3322533 8.37+0.62
FRP 0.3 mg/kg 4401 =596 50,13 = 3.42% 6.33+0.76
FRP 1 mg/kg 3425512 43.74=2.40 7.25+0.56
FRP 3 mg/kg 41.81+5.77 45,44 = 3.25% 6.37+ 0.68
DZP 0.25 mg/kg 61.03=9.907 50.36=9.05" 6.57+2.02

Cada valor representa a média = EP.M.de 6 — 8 animais. *P<0.05. quando comparado com o
grupo controle (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnet). "P<0.05, quando
comparado com o grupo controle (teste “t” de Student).

Com o intuito de avaliar as propriedades anticaivahtes da
fracdo, a FRP foi avaliada nas convulsdes induziéés PTZ. O teste
nao paramétrico de Kruskal-Wallis ndo revelou usitefsignificativo
do fator tratamento com FRP na duragéo da princeinaulséo induzida
pelo PTZ (P>0,05), porém revelou um efeito sigatiio do fator
tratamento com FRP [H=13,19<@®01] na laténcia para a primeira
convulséo induzida pelo PTZ. Posteriormente o tdst®unn indicou
que a administracdo da FRP foi capaz de aumengtafisativamente a
laténcia para a primeira crise convulsiva nos aisimas doses de 10
(P<0,05) e 30 mg/kgR<0,01) (Tabela 4).
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Tabela 4 Efeitos da fragio rica em proantocianidinas (FRP) (3-30 mgke: ip.) da Croron
celtdifolius  nos parametros comportamentais avaliados nas convulsdes induzidas por
pentilenotetrazol.

Tratamento Duraciio primeira  Laténcia p/ primeira Desenvolvimento  Mortes
convulsio (s) convulsio (s) de convulsio

Controle 10 (7—-12,75) G8 (51 —83.50) 6/6 36

FRP 3 mg/'kg 10,50 (7,50 — 12,75) 566.50 (58 — 1480) 5/6 1/6

FRP 10 mg/'kg 8(4.5-13) 484 (98 — 1800)* 5/6 1/6

FRP 30 mg/'kg 8,5(5.25-11,25) 537 (237 - 1095)* 5/6 0/6

DZP 5 mg/kg 0(-oyr 1800 (1800 — 1800)° 0/6 0/6

Cada valor representa a média = EP.M. de 6 animais. Os dados estdo representados como mediana
¢ intervalos interquartis. *P=0.05. quando comparado com o grupo controle (teste nio parameétrico
de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn). "P<0.05. quando comparado com o grupo controle
(teste de Mann-Whitney).

Os efeitos benéficos da hipotermia na atenuacacaasilsdes
induzidas pelo PTZ foram demonstrados por Raucal&baradores
(2000). Desta maneira, foi avaliado o possivel bBiwvento da
hipotermia na prote¢céo parcial da FRP contra agegiinduzidas pelo
PTZ através da medida da temperatura retal dosa@mid ANOVA de
uma via revelou um efeito significante do fatortdraento com FRP
[F(3,2078,59;P<0,001] na temperatura retal dos animais. Postegie
post-hoc de Dunnet indicou que a administracdo B Eausou um
decréscimo significativo na temperatura retal daes na dose de 30
mg/kg (<0,001) (Figura 9). O controle positivo diazepammoo
esperado, também foi capaz de diminuir a temperatial dos animais
[t=5,14;P<0,005; teste “t” de Student].
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Figura 9. Efeitos do tratamento intraperitoneal (i.p.) colARP obtida
da C. cdtidifolius (3 - 30 mg/kg) na temperatura retal de ratos.
Diazepam (DZP 1,5 mg/kg; i.p.) foi utilizado comontrole positivo.
Cada coluna representa a média dos resultadososbéidas barras
verticais indicam os E.P.M. O ndmero de animaizatios em cada
tratamento foi de 6 animaisP%0,05, quando comparado com 0 grupo
controle (ANOVA de uma via seguido pelo teste denat). “P<0,05,
quando comparado com o grupo controle (teste “Stelent).

4.2. Avaliacdo dos efeitos neuroprotetores da FRPbitida da C.
celtidifoliusem um modelo experimental da doenca de Parkinson.

Com o objetivo de investigar as propriedades neatefras da
FRP obtida d&. cdtidifoliusem um modelo animal da DP, a fracéo foi
testada no modelo da administracéo i.n. de MPTRaéada com o
auxilio de técnicas comportamentais e neuroquimicas

4.2.1. Testes comportamentais

Seis dias ap6s a administrac@o intranasal de MB3Rnimais
tiveram o seu comportamento exploratério e loconestoaferidos
através do teste do campo aberto (Figura 10). Aisende variancia
efetuada através da ANOVA de duas vias revelou ugitoe
significativo do fator pre-tratamento com FRR, B5=8,28;P<0,01] no
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nimero de cruzamentos na arena. Entretanto, a AN@&®Aevelou um
efeito significante do fator tratamento com MPTR {}~2,09;P=0,16]
e nem uma interacao entre os dois fatorggJfF0,34;P=0,56].
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Figura 10. Efeitos do pré-tratamento intraperitoneal (5 d@sh a FRP
(10 mg/kg) obtida d&C. cdltidifolius na atividade locomotora de ratos
avaliada no campo aberto durante 5 min, 6 dias apdsninistracao i.n.
de MPTP. Cada coluna representa a média dos masiltitidos e as
barras verticais indicam os E.P.M. O nimero de aisimtilizados em
cada tratamento variou entre 8-10 animais.

Dez dias ap6s administracdo i.n. a memdria olfatde curta
duracdo dos animais foi aferida através do testeedonhecimento
social (Figura 11). A andlise de variancia efetuanlavés da ANOVA
de duas vias para medidas repetidas revelou uto ef@d significativo
para a interacdo entre o pré-tratamento com FRPfatoo repeticéo
([F(1,3173,44,P=0,07]. Entretanto a ANOVA de duas vias para medida
repetidas revelou um efeito significante para aeragdo entre
tratamento com MPTP e fator repeticaq f=6,62;P<0,05], e para a
interagéo entre os trés fatores, Bfr=6,74; P<0,05]. Posteriormente o
teste de Newman-Keuls revelou que o0s animais dopogru
controle/MPTP gastaram 0 mesmo tempo investigandat® jovem
guanto na primeira exposi¢cadB=0,84), indicando um distirbio na sua
habilidade de reconhecimento social. Todavia, agpasacdepost-hoc
mostraram gque 0s animais dos demais grupos apeegeniama redugao
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significativa no tempo de investigagdo do animaéjo quando este foi
reapresentado ap6s 30 mitx(,05).
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Figura 11. Efeitos do pré-tratamento intraperitoneal (5 d@sh a FRP
(10 mg/kg) obtida deC. cdtidifolius na memdéria olfatéria de curta
duracdo de ratos avaliada no teste de reconheansecial, 10 dias
apos a administracao i.n. de MPTP. Cada colun&septa a média dos
resultados obtidos e as barras verticais indicafs.BV. O numero de
animais utilizados em cada tratamento variou e@4E) animais.
*P<0,05, quando comparado com a primeira apresen@gamesmo
grupo (ANOVA de duas via para medidas repetidasidegpelo teste
de Newman-Keuls).

Dezesseis dias ap0s a administracdo i.n. de MP3Rnimais
tiveram o seu comportamento emocional do tipo-degre aferido
através do teste do nado for¢ado (Figura 12). A XN@e duas vias
revelou um efeito significativo do fator pré-tratamo com FRP
[Fa,30711,66; P<0,005] no tempo total de imobilidade. Entretanto, a
andlise de variancia ndo revelou um efeito sigmifie do fator
tratamento com MPTP {f0=3,32;P=0,07] e nem uma interagéo entre
os dois fatores [[30=2,55;P=0,12]. Posterior teste de Newman-Keuls
indicou que o grupo controle/MPTP apresentou um ptende
imobilidade significativamente maior que o grupontcole/controle
(P<0,05), enquanto que a administracdo da FRP preestéuprejuizo,
pois ndo houve diferencas significativas entre upgrFRP/MPTP e o
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grupo controle/controlePE0,27), e houve diferengas significativas entre
0 grupo FRP/MPTP e o grupo controle/MPTHR(,01).
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Figura 12. Efeitos do pré-tratamento intraperitoneal (5 d@sh a FRP
(10 mg/kg) obtida d&. celtidifolius no comportamento tipo-depressivo
ratos avaliada no nado forcado, 16 dias apls anstraicéo i.n. de
MPTP. Cada coluna representa a média dos resuli@otidos e as
barras verticais indicam os E.P.M. O nimero de aisimtilizados em
cada tratamento variou entre 8-10 animas0;05, quando comparado
com o grupo controle/controléP<0,05, quando comparado com o
grupo controle/MPTP (ANOVA de duas via seguido ptdgte de
Newman-Keuls).

Trinta e trés dias apds a administracéo i.n. de RJRTlocomocao
dos animais foi aferida através do teste da cadxatididade durante 30
min (Figura 13). A ANOVA de duas vias revelou uneief ndo
significativo do fator pre-tratamento com FRR, p5=0,87;P=0,36] no
nimero de cruzamentos. Entretanto, a analise dé&nea revelou um
efeito significante do fator tratamento com MPTP, §=10,28;
P<0,005]. Porém, a ANOVA nédo revelou um efeito sigaifite na
interacéo entre os dois fatores; flg=1,00; P=0,32]. Posteriormente o
teste de Newman-Keuls indicou que o grupo contvit#d/P apresentou
um numero de cruzamentos significativamente men@ g grupo
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controle/controle K<0,05), enquanto que n&o houve diferengas
significativas entre os grupos controle/controlRE/MPTP P=0,26).

300

200

100+

Cruzamentos/30 minutos

Controle MPTP Controle MPTP
Controle FRP

Figura 13. Efeitos do pré-tratamento intraperitoneal (5 da@sh a FRP
(10 mg/kg) obtida d&. cdltidifolius na locomogé&o dos ratos avaliada na
caixa de atividade, 33 dias apds a administragaode MPTP. Cada
coluna representa a média dos resultados obtidss marras verticais
indicam os E.P.M. O nimero de animais utilizadoscana tratamento
variou entre 8-10 animaisP%0,05, quando comparado com 0O grupo
controle/controle; *P<0,05, quando comparado com o0 grupo
controle/MPTP (ANOVA de duas via seguido pelo tedteNewman-
Keuls).

4.2.2. Testes Neuroquimicos

Apds seis horas do tratamento intranasal, a atleidao
complexo-l da cadeia respiratdria mitocondrial &érida no bulbo
olfatério, estriado e substancia negra dos animaanalise de variancia
efetuada através da ANOVA de duas vias ndo revelou efeito
significativo do fator pré-tratamento com FRR; 5=1,66; P=0,21],
nem do fator tratamento com MPTPR.[k=1,3; P=0,26] na atividade
do complexo-I mitocondrial no bulbo olfatério (Frgul4A). Entretanto,
a andlise de variancia revelou um efeito significaha interacédo entre
os dois fatores [E33=14,89; P<0,001]. Posteriormente o teste de
Newman-Keuls indicou que o grupo controle/MPTP s@néou uma
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atividade do complexo-l significativamente menoreqo grupo
controle/controle F<0,01), enquanto que a administracdo da FRP
preveniu este prejuizo, pois ndo houve diferengasfisativas entre o
grupo FRP/MPTP e o grupo controle/contrée@,92), enquanto houve
diferencas significantes entre o grupo FRP/MPTP egropo
controle/MPTP [P<0,005).

A ANOVA de duas vias revelou um efeito significatido fator
pré-tratamento com FRP ({Rs=12,72; P<0,005] na atividade do
complexo-I mitocondrial no estriado (Figura 14B) ANOVA revelou
um efeito ndo significante do fator tratamento ddRTP [R134~0,91;
P=0,35], porém, revelou um efeito significativo dderacdo entre os
dois fatores [f34712,28;P<0,005]. Posterior teste de Newman-Keuls
indicou que o grupo controle/MPTP apresentou unteidatie do
complexo-| significativamente menor do que o grgpatrole/controle
(P<0,01), enquanto que a administracdo da FRP preestéuprejuizo,
pois ndo houve diferencas significativas entre upgrFRP/MPTP e o
grupo controle/controle PE0,17), enquanto houve diferencas
significantes entre o grupo FRP/MPTP e o grupo roteiMPTP
(P<0,001).

A ANOVA de duas vias revelou um efeito ndo sigmifico do
fator pré-tratamento com FRP([ks=3,24;P=0,08], do fator tratamento
com MPTP [k 3670,22; P=0,64], € nem na interagdo entre os dois
fatores [k 3671,35; P=0,25] na atividade do complexo-I mitocondrial
na substancia negra (Figura 15).
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Figura 14. Efeitos do pré-tratamento intraperitoneal (3 d@sh a FRP
(10 mg/kg) obtida daC. cdtidifolius na atividade do complexo-I
mitocondrial no (A) bulbo olfatério e (B) estriad6, horas apds a
administracdo i.n. de MPTP. Cada coluna represantaédia dos
resultados obtidos e as barras verticais indicafe.BdV. O nimero de
animais utilizados em cada tratamento variou e®4E0 animais.
*P<0,05, quando comparado com o grupo controle/cantf&k0,05,
quando comparado com o grupo controle/MPTP (ANO\Addas via
seguido pelo teste de Newman-Keuls).
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Figura 15. Efeitos do pré-tratamento intraperitoneal (3 d@sh a FRP
(10 mg/kg) obtida daC. cdtidifolius na atividade do complexo-I
mitocondrial da substancia negra, 6 horas apdsranadracao i.n. de
MPTP. Cada coluna representa a média dos resuliaiolidos e as
barras verticais indicam os E.P.M. O nimero de aisimtilizados em
cada tratamento variou entre 8-10 animais:(0;05, quando comparado
com o grupo controle/controléP<0,05, quando comparado com o
grupo controle/MPTP (ANOVA de duas via seguido ptdgte de
Newman-Keuls).

A expressdo da enzima tirosina hidroxilase (TH)aealiada no
bulbo olfatério dos animais sete dias apds a adimagido i.n. de MPTP
através do ensaio deestern blot. A andlise de variancia efetuada
através da ANOVA de duas vias revelou um efeito signoificativo do
fator pré-tratamento com FRP({[=0,714;P=0,41] na expressao da
enzima TH (Figura 16). Entretanto, a ANOVA revelom efeito
significante do fator tratamento com MPTR f=12,57;P<0,005] e
um efeito significativo na interagéo entre os datsres [k 12~13,81;
P<0,005]. Posteriormente o teste de Newman-Keulsmdgue o grupo
controle/MPTP apresentou uma significativa dimifoigha expressao
da enzima TH em relacdo ao grupo controle/cont(®e0,005),
enquanto que a administracdo da FRP preveniu ésiauitdo, pois
nao houve diferencas significativas entre o gru@/MPTP e o grupo
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controle/controle B=0,08), enquanto houve diferencas significantes
entre o grupo FRP/MPTP e o grupo controle/MPR€0(05).
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Figura 16. Efeitos do pré-tratamento intraperitoneal (5 d@sh a FRP
(10 mg/kg) obtida d&C. celtidifolius na expressdo da enzima tirosina
hidroxilase (TH) no bulbo olfatério, 7 dias apéadministracdo i.n. de
MPTP. Cada coluna representa a média dos resuliaiolidos e as
barras verticais indicam os E.P.M. O nimero de aisimtilizados em
cada tratamento foi de 4 animai®<9,05, quando comparado com o
grupo controle/controle”P<0,05, quando comparado com o grupo
controle/MPTP (ANOVA de duas via seguido pelo tedteNewman-
Keuls).
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Apés 33 dias da administracéo i.n. de MPTP, a ssf® da
enzima TH foi avaliada na substancia negra atral&&gécnica de
imunohistoquimica. A andlise de variancia efetuagtiavés da ANOVA
de duas vias revelou um efeito significativo d@fatré-tratamento com
FRP [R1,34712,72;P<0,01] na expressdo da enzima TH (Figura 17). A
ANOVA revelou um efeito ndo significativo do fattatamento com
MPTP [R1,340,91;P=0,35]. Entretanto, a analise de variancia revelou
um efeito significativo na interagéo entre os datsres [k 34~12,28;
P<0,005]. Posterior teste de Newman-Keuls indicou quegrupo
controle/MPTP apresentou uma diminuicdo signifiGatha expressao
da enzima TH em relacdo ao grupo controle/con{f@,05), enquanto
gue a administracdo da FRP preveniu esta diminufmédis ndo houve
diferencas significativas entre o grupo FRP/MPTP oe grupo
controle/controle B=0,44), enquanto houve diferencas significantes
entre o grupo FRP/MPTP e o grupo controle/MPR€0(05).
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Figura 17. Efeitos do pré-tratamento intraperitoneal (5 d@sh a FRP
(10 mg/kg) obtida d&C. celtidifolius na expressdo da enzima tirosina
hidroxilase na SNpc, 33 dias ap0s a administragéale MPTP. Cada
coluna representa a média dos resultados obtidss mrras verticais
indicam os E.P.M. O niimero de animais utilizadoscada tratamento
foi de 4 animais. P<0,05, quando comparado com O grupo
controle/controle; *P<0,05, quando comparado com o0 grupo
controle/MPTP (ANOVA de duas via seguido pelo tedgeNewman-
Keuls).
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5. DISCUSSAO

Estratégias terapéuticas que cessem ou atenuenargoavdo
processo neurodegenerativo encontrado na DP apassgmum grande
impacto no tratamento desta doengaigsner et al., 2004As veementes
investigacBes em torno dos mecanismos pelo quat@dnios entram
em processo apoptotico ou necrotico tém impelideeaca de que o uso
terapéutico de antioxidantes pode ser benéfico namcepso de
envelhecimento e nos distirbios neurodegenerati@s Matteo e
Esposito, 2003; Zhou et al., 200&Seguindo esta linha de evidéncia, nos
Ultimos anos vém crescendo a quantidade de estodogompostos de
origem natural que apresentam possiveis e/ou higmgépropriedades
neuroprotetoras, entre os quais 0os compostos pdlifes ou polifendis
(Ramassamy, 2006; Mandel et al., 2D08lém disso, pesquisas com novas
moléculas de origem natural oferecem uma grandsilplidade para
avaliar novas classes quimicas de medicamentos) tammbém, novos
e relevantes mecanismos de ac&mh@dy, 2001; Rocha et al., 2001;
Balunas e Kinghorn, 2005

Os polifenéis de origem natural, como os flavongjdexibem
algumas atividades biolégicas bem caracterizadasp gor exemplo,
uma potente atividade sequestradora de radicaeslig queladora de
ferro (Salah et al.,, 1995; Guo et al., 1396além de propriedades
antiinflamatoérias flaqqi et al., 1999 Recentemente também tem sido
caracterizadas acBes sobre o SNC para estes cos)ptsts como
propriedades analgésicas, ansioliticas e sedatReasdini et al., 1999;
Goutman et al., 2003 Todavia, diversas evidéncias vém demonstrando
que estas propriedades dos polifendis ndo seriancamante
responsaveis por suas a¢fes neuroprotetdfasd¢l e Youdim, 2004
Estes compostos parecem apresentar um especitrdgpéo de alvos
moleculares intracelulares, como a regulacdo doiccahtracelular
(Ishige et al., 2004 a ativacdo de proteinas quinase ativadas por
mitdgeno (MAPK) Gchroeter et al., 2002; Chung et al., 20a$a proteina
quinase C (PKC)Lgvites et al., 2002; Levites et al.,, 20p%la proteina
serina/treonina quinase AKTLdrenz et al., 2008e a modulag¢do de
diversos genes envolvidos na sobrevivéncia ce(ukuites et al., 2003;
Weinreb et al., 2003

As catequinas s8o um grupo de flavondides natuyais
recentemente estdo sendo intensamente estudadastete de suas
altas concentracdes no cha verdgan(ellia sinensis), uma planta
largamente utilizada na medicina tradicional chanegaponesaCfespy
e Wiliamson, 200% Diversas acdes centrais, como ansioliticas e
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sedativasAdachi et al., 2006e neuroprotetoras em modelos animais das
doencas de Parkinson e Alzheimieg\tes et al., 2003; Mandel e Youdim,
2004 estdo sendo atribuidas a diversas catequinas,0 cam
epigalocatequina-3-galato (EGCG). As catequinasoanpocianidinas
oligoméricas (constituidas por unidades de cateqeliepicatequina) séo
as principais moléculas encontradas na fragacert@roantocianidinas
(FRP) obtida das cascés celtidifolius. Como citado anteriormente, ja
foram caracterizadas propriedades antinociceptigatiinflamatorias,
antioxidantes, moduladora da enzima superoxido wEse e
vasorelaxantes para a FRPGlacdtidifolius (Nardi et al., 2003; Dalbo et
al., 2005, 2006, 2003a

No presente trabalho foi demonstrado que a FRRiaktaC.
celtidifolius apresenta um amplo espectro de agéo central em Nas
doses mais altas testadas a fracdo significativeemeiminuiu a
locomocao espontanea dos animais no campo aben® &ixa de
atividade indicando um efeito sedativo, o qual ¢orroborado pela
potenciacao da hipnose induzida pelo éter etijieda habilidade em
causar ptose palpebral nos animais e pela protegémal contra as
convulsdes induzidas pelo PTZ. Além disso, as dosgs altas da FRP
atenuaram o comportamento estereotipado induzitdo ggmorfina e
causaram hipotermia nos animais. Baixas dosesagady no entanto,
apresentaram uma atividade do tipo ansiolitica cderaonstrada pela
maior freqliéncia de entradas nos bracos abertb€Hce pelo aumento
na locomogéo observada no campo aberto. Foi deradnstambém,
gue o pré-tratamento com a FRP preveniu os défioitsportamentais,
disfungdo mitocondrial e morte celular dopaminéginduzida pela
administracao i.n. de MPTP em ratos.

A avaliacdo da atividade locomotora espontaneaeédores tem
sido utilizada para avaliar efeitos putativos cantde drogasOarpenedo
et al., 199} Esse parametro comportamental mensura o nivel de
excitabilidade do SNC e agentes que suprimem d8sdade podem
possuir propriedades sedativas centraisot et al., 2004 Por exemplo,
a locomocao e a atividade exploratéria de roeds@esinfluenciadas
pelos neurolépticos ou benzodiazepinicos que agemp csedativos
(Mohler et al., 2002; Geyer e Ellebroek, 2DONo0 presente trabalho, a
locomocao dos animais foi observada em dois testsa de atividade
e no campo aberto, com o intuito de avaliar ostefeda FRP na
locomocdo geral e na locomoc¢do induzida por um nawibiente,
respectivamenteR({al et al., 200 Nossos resultados demonstraram que
a administracdo aguda da FRP aos ratos causou enéscieno dose-
dependente na atividade locomotora espontaneavaldsena caixa de
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atividade. Entretanto, no campo aberto a andliseloe uma curva
dose-resposta bifasica em forma de “U invertidahde doses mais
baixas da fracdo significativamente aumentaram anh@¢do e o
comportamento  exploratério e altas doses signifiaatente
diminuiram este comportamento. Este tipo de curvisiba,
denominada hormese, é comum em agonistas benzoitigos (Vang
et al., 2003; Calabrese et al., 2@ pode ser atribuida a uma reducéo da
ansiedade no ambiente novo em baixas doses e it gfdativo em
altas doses, o qual leva a uma redu¢éo no compamtarexploratorio.

Com o intuito de ratificar o efeito sedativo da FRR C.
celtidifolius, a fracdo foi posteriormente aferida em dois sestem
maior especificidade para efeitos sedativo/hipoétino SNC: ptose
palpebral e hipnose induzida por éter etilico. pnbse induzida pelo
éter etilico segue os mesmos principios da hipriedezida pelos
barbitaricos, diferindo apenas no agente indutoragentes com
propriedades sedativo/hipnoéticas sdo capazes dtenpes esta hipnose
(Duarte et al., 2007 Porém, devido a possibilidade de interacbes
farmacocinéticas ocorrerem quando barbitUricos @Wiizados como
agentes indutoressyamfi et al., 200p) e o fato que muitos compostos
polifendlicos sdo conhecidos por inibirem enzimgsr&einas Zhu et
al., 199%, o éter etilico foi escolhido como agente indutona vez que
este agente ndo é metabolizado hepaticamente. Nogsnltados
demonstraram que a FRP prolongou o sono etéredrroanfio a
propriedade sedativo/hipnética, a qual foi aindarofmrada pela
habilidade da fracdo em induzir ptose palpebralarisiais. A ptose é
uma manifestacdo comportamental produzida por aguoasses de
drogas depressoras centraikd et al., 1979 incluindo os neurolépticos
ou agentes analgésicos centrais, e consiste narfectio dos olhos dos
animais, podendo ser mensurada em escalas fixadaga Chen e
Bohner, 1961; Janssen et al., 1975

Com a ratificacao do efeito sedativo/hipnotico &PFo préximo
objetivo foi aferir se esta propriedade seria atairde uma acgéo
neuroléptica, e para isso, avaliamos o efeito dacdlr no
comportamento estereotipado induzido pela aponaorénpropriedade
de uma droga de antagonizar a estereotipia indpa@eapomorfina em
roedores tem sido correlacionada com uma potenatalidade
neuroléptica Geyer e Ellenbroek, 2003 Além disso, esta atividade é
sugestiva de bloqueio de receptores de dopamjr&/dd 0, uma vez
que drogas como olanzapina, clozapina e halopegigi@sentam acao
preventiva neste comportamentdopre et al., 1992 Nossos achados
demonstraram que a FRP foi capaz de atenuar o ctamEnto
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estereotipado induzido pela apomorfina, e sugengenugn mecanismo
dopaminérgico pode estar envolvido nas acBes sadate/ou
antipsicoéticas da fracdo. Estes efeitos parecerasggrcificos, uma vez
que as respostas comportamentais foram dose-deyiesd® nenhum
evento adverso como hipoatividade induzida porargies abdominais
(writhing) ou diarréia foram observadas apos os trataméptos

Com base na curva bifasica observada no testerdpocaberto,
0s possiveis efeitos do tipo ansiolitico da fraftfam posteriormente
avaliados no LCE. Este teste é 0 mais popular pa@squisa de novos
agentes ansioliticos do tipo benzodiazepinicoshaséado no fato que
espacos abertos sdo extremamente aversivos a esefeliow, 1986.
Um aumento na exploracdo das é&reas abertas do LG&esuma
resposta do tipo ansiolitic2dllow et al., 1986 No presente trabalho foi
demonstrado que doses menores da fracdo signifioadnte
aumentaram a porcentagem de entradas nos bragiossabeexibiram
uma tendéncia em aumentar a porcentagem de tensgurangos abertos
do labirinto, indicando um putativo efeito do tipmsiolitico. Estes
resultados ndo ocorreram devido a uma estimulagiocatividade
locomotora uma vez que a FRP n&o influenciou o ndirde entradas
nos bracos fechados, que representa um indicentmstalidado da
atividade locomotora dos animais no L3¥odgers e Dalvi, 1997

A ansiedade e as crises epilépticas séo resultgraiesmenos em
parte, de um desequilibrio entre a excitabilidade diterminados
circuitos neuronais e a inibicdo dos disparos ietétr Hansen et al.,
2004). Este desequilibrio parece ser, dentre outrasefat decorrente de
uma diminuicdo da neurotransmissao inibitoria GARf&a mediada
pelo receptor GABA (MacDonald e Olsen, 1994Desta maneira, drogas
que aumentam a atividade GABAérgica apresentamerdigmdo da
dose, efeitos ansioliticos e anticonvulsivantéscDonald e Olsen, 1994;
Hansen et al., 2004 As convuls@es induzidas pelo PTZ sdo acopladas a
marcacdes anormais na atividade elétrica cerebatdb{Contini et al.,
2009. Embora o mecanismo exato pelo qual o PTZ exsues acdes
ainda ndo é completamente compreendido, sugengesestp droga atue
como um antagonista do sitio sensivel a picrotoxdoacomplexo
receptor GABA (Ramanjaneyulu e Ticku, 1984deprimindo a corrente
ativada pelo GABA. Nossos resultados demonstraraenas animais
tratados com a FRP foram parcialmente protegidosa&as convulsbes
induzidas pelo PTZ, sugerindo que, possivelmentecamsmos
GABAérgicos possam estar envolvidos na modulacée efeitos
induzidos pela fracéo.
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Tem sido demonstrado também que a hipotermia pardétis na
reducdo das crises epilépticas e no dano ceredsatiado a elas, sendo
que a hipertermia deveria ser evitada no estadépsipp (iu et al.,
1993; Lundgren et al., 19940 beneficio da hipotermia na atenuacéo das
convulsdes induzidas pelo PTZ também jé foi demadstRauca et al.,
2000. Desta maneira, nés posteriormente investigaraas lsipotermia
poderia estar envolvida na protecdo parcial da E®fra as crises
induzidas pelo PTZ em ratos. De maneira interessaenas a dose
mais alta da FRP que apresentou protecdo contraises induzidas
pelo PTZ, causou também uma reducdo significatevatemperatura
retal dos animais. Desta maneira, outros mecanisalém da
hipotermia parecem estar envolvidos nos efeitoe@ntulsivantes da
FRP. Além disso, é bem sabido que a hipotermia éfeito comum de
benzodiazepinicosFfosini et al., 2004 o que foi mais uma vez
demonstrado no presente trabalho com a administidegd@roga padrao
diazepam.

Um estudo coordenado por Chang e colaboradores9)200
demonstrou que a atividade neuronal no locus cegsub inibida por
diversas catequinas, o0 que pode fornecer a exfbcggara o0s
mecanismos acerca dos efeitos sedativos e/ou idos®lobservados
nos testes comportamentais. Entretanto, as basdsculawes que
permeiam essas ac¢des ainda ndo sdo completametgrdidas.
Algumas possibilidades incluem uma interagcéo diceta proteinas de
canal para alterar o gatilho ou cinética de caiBaisos dependentes de
voltagem ou receptores de neurotransmissores, cGABA,, M-
opidide eay-adrenérgico Aghajanian e Wang, 1986; North et al., 1987;
Lugue et al, 1994 Em especial, as propriedades dos flavondides
envolvendo os receptores GABAEmM sido reconhecidaBdladini et al.,
1999; Goutman et al., 20D3 De peculiar interesse, Fernandez e
colaboradores (2008) demonstraram que os derivdglflavan-3-ol sdo
moduladores positivos dos receptores GABAmM alta eficacia para o
subtipoa, e agao ansiolitica em camundongos. De acordo cohigvle
colaboradores (2002), a subunidageo receptor GABA é responsavel
por mediar a sedacdo, memoria anterograda e paneotecdo contra
crises, enquanto que a subunidagldo receptor GABA a ansiolise.

Entretanto, com base no modelo de estrutura-atieigaoposto
por Dekermendjian e colaboradores (1999) para flas@gindo no sitio
benzodiazepinico, as catequinas seriam preditiviariaativas no sitio
benzodiazepinico do receptor GABA uma vez que elas nao
apresentam o grupo 4-carbonil, possuem um grugdrdxi e sdo nao-
planares. Contudo, diversos estudos tém exibidoultag®s
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contraditérios a esta interpretacdo, demonstrangfiesa ansioliticas
(Vignes et al.,, 2006 e sedativa/hipnéticas — parcialmente mediadas
através de receptores GABA de catequingger se (Adachi et al., 2006

As propriedades farmacolégicas da FRP sobre o aMBém séo
validadas por estudos de biodisponibilidade que odstraram que
oligbmeros de proantocianidinas sédo rapidamenteradss em ratos
(Schotz e Noldner, 200 & flavonéides, incluindo catequinas, permeiam as
membranas bioldgicas e a barreira hemato-encefalicenulando-se no
cérebro ap6s administracdo sistémicav(adias et al., 2004; Suganuma et
al., 1998; Youdim et al., 2004 Além disso, flavondides, incluindo a
epicatequina, podem ser transformadasvivo por glicuronizacao
(Schroeter et al., 2092Corroborando com esses achados, a presenca da
epicatequina glicuronideo e da@*metil epicatequina glicuronideo no
tecido cerebral de ratos ap6s a administracdofaralemonstrado por
Abd EI Mohsen e colaboradores (2002).

As acdes farmacoldgicas ja descritas e caractaiszpdra a FRP
obtida daC. cdtidifolius, juntamente com a habilidade das catequinas
em penetrarem no cérebro apds administracdo ststéprieenchem os
requisitos para uma potencial/hipotética acao ratetora. A hipétese
atual acerca da patogénese da DP idiopatica appata danos
oxidativos a biomoléculas neuronais, acimulo deofegm areas
cerebrais especificas e processo inflamatério coolifgracdo de
micréglia reativa como aspectos patolégicos inciai onipresentes
(Mandel e Youdim, 2004; Hald e Lotharius, 2005; Ble#ski e Ischiropoulos,
2005. Além disso, estudos neuroquimicos em pacienterodelos
animais da doenca tém fornecido evidéncias quehsmoprocessos
suplementares na fisiopatologia da DP, tais comeurotoxicidade
glutamatérgica, elevacdo de O6xido nitrico e disfionglos sistemas
ubiquitina-proteossoma e mitocondrial, o que levaiuma quebra do
metabolismo energético seguida de uma elevagdo dlzioc
intraneuronal, aumento da expressao de proteidaapmptoticas e uma
diminuicdo de glutationa reduzida tecidual (um rfagéesencial para a
remocao do peroxido de hidrogénio). Todos estesdmsh indicam
claramente que o processo de neurodegeneragdo idépgica é
multifatorial, e ajudam a explicar porque as teapieuroprotetoras que
utilizam apenas uma classe de drogas, ndo temeapael® resultados
animadores até o presente momemangel e Youdim, 2004

O desenvolvimento de novas terapias neuroprotetneaaDP
depende da existéncia de modelos animais reprégesnfa que
permitam a avaliacdo de novos agentes farmacol®gcestratégias
terapéuticas antes que estes sejam aplicados ta tdigicos Gerlach
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et al.,, 2003. A DP é uma das varias doencas humanas que padiece
ocorrer espontaneamente em outros animais. Enetaas
caracteristicas desta doenca podem ser mimetizaglagnimais de
laboratério (como roedores) através da administragé diferentes
compostos, como por exemplo: reserpina, 6-hidrgpadtna, rotenona
e MPTP Dawson, 2000; Beal, 20).1

O MPTP é uma pré-toxina cuja toxicocinética é caxa)
composta de varias etapas e com o envolvimentsilesse oxidativo
(Przedborski et al., 2004Uma vez no cérebro, o MPTP é rapidamente
convertido ao ion toxico 1-metil-4-fenil-piperidinffMPP) pela enzima
MAO-B, principalmente nas células da glia. O MRPuma molecular
polar, ao contrario do seu precursor MPTP, e ndavedsa as
membranas bioldgicas livremente. Entretanto, estmd apresenta alta
afinidade de ligacédo ao transportador de dopand ), fazendo com
que seja captado nos terminais dopaminérgi®esal,( 200). Os
neurdnios dopaminérgicos acumulam o MRBR mitocondria a niveis
que inibem o complexo-l da cadeia transportadora etigrons
ocasionando uma severa deplecdo de ATP e aumerdgmmbalucao de
espécies reativas do oxigénio (ERO), em especil auperdxido. A
producdo de ERO, em decorréncia da inibicdo do g
mitocondrial, parece ser um dos eventos primarinsnécanismo de
neurotoxicidade do MPPE embora néo seja o responsavel direto pela
morte neuronal, a formagdo de ERO funciona comoativador de
diferentes cascatas celulares que acarretam marte n@urdnios
dopaminérgicosHasegawa et al., 1997; Beal, 2001; PrzedborsKi,e2G04).

Franco e colaboradores (2007) demonstraram queaiattacao
i.n. de MPTP causou mudancas tempo-dependente aaadores de
estresse oxidativo no tecido cerebral de ratosyidds através de um
aumento significativo nos produtos finais da petagéo lipidica e do
metabolismo da glutationa. Estas mudancas forarsersddas
principalmente no bulbo olfatério e estriado dosreis, atingindo um
pico de resposta em seis horas apds a administdga®urotoxina.
Entretanto os autores nao observaram, em nenhuiodpetde tempo
analisado, mudancas significativas nos pardmegasstiesse oxidativo
na substancia negra dos animais.

No presente trabalho, a atividade do complexo-beomndrial foi
avaliada ap0s seis horas da infusdo i.n. do MPTEstmturas cerebrais
sabidamente acometidas na DP. Este tempo foi édagitstamente por
ser o pico do estresse oxidativo induzido pela otemna. Como
esperado, o MPTP foi capaz de inibir significatiesmte a atividade do
complexo-l no bulbo olfatério e no estriado dosn@is, porém néo
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alterou a atividade do complexo na substancia negreoborando com
os estudos que demonstraram que a administracadai.neurotoxina
nao causa mudancas significativas nos marcadorestasse oxidativo
nesta estrutura. Uma provavel explicagdo para esi@téncia da
substancia negra pode ser devido ao MB& basicamente captado
pelos terminais dopaminérgicos, sendo que o estéadstitui 0 maior
sitio para esta captaca@rdnco et al., 2007 Todavia, de maior interesse,
0 pré-tratamento com a FRP foi capaz de impedir estirotoxicidade
do MPTP, mantendo a atividade do complexo-I mitdciah em niveis
normais tanto no bulbo olfatério quanto no estridekia atividade pode
ser ao menos em parte, oriunda de uma protecdoRéa déntra o
estresse oxidativo na mitocondria. De fato, comestmesse oxidativo
mitocondrial € um ponto chave em doengas neuroéegiras como a
DP, as pesquisas atuais estdo focando na descottertaovos
antioxidantes que sejam seletivos para a mitocar{dniao et al., 2006
Com respeito as catequinas, um estudo com culteranalrénios
cerebelares conduzido por Schoroeder e colabodd2909)
demonstrou que apds incubacdo cAMEGCG, 90 a 95% desta
catequina se acumulou na fracdo mitocondrial, dsimamdo que estas
moléculas podem apresentar certa seletividadegparestrutura celular.
Este mesmo estudo demonstrou ainda que esta cwegpresentou
acdo neuroprotetora em modelos que envolviam apeptaluzida por
insultos causadores de estresse oxidativo mito@naorroborando
com nossos achados acerca das propriedades da BRR &
neurotoxicidade do MPTP.

Com relacdo a sintomatologia da DP, nos Ultimoss av@&m
crescendo o numero de trabalhos demonstrando gugielesta restrita
somente as alteragcdes motoras. Na realidade, aaideepse tratar de
uma doenca multidimensional, estando associada) digs déficits
motores, a uma série de distirbios emocionais eitbams que resultam
em uma perda na qualidade de vida do individugpia e Bathia, 2000
Dentre os sintomas verificados na DP destacam-sgresséo
(Cummings e Masterman, 199@nsiedadeR(chard et al., 2004 prejuizos
cognitivos Goldman et al., 1998e prejuizos olfatérioDpty et al., 198R
Os prejuizos comportamentais induzidos pela adtrag&o intranasal
de MPTP em ratos foram estudados por Prediger aa@dores
(2006). Neste estudo foi demonstrado que apoOs dnetiacdo da
neurotoxina 0s animais apresentaram prejuizosodliat cognitivos e
motores, semelhantes e correlacionados aos obseendgrante as
diferentes fases do desenvolvimento da DP.
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De acordo com a hip6tese de Braak, o bulbo olfa#i primeira
estrutura cerebral a exibir a patologia relacior@ma a DP Eraak et al.,
2004). Corroborando esta hipétese, aproximadamentedf¥fpacientes
parkinsonianos exibe uma disfuncéo olfatéria ja faaes iniciais da
doenca, que nao responde aos tratamentos atudid® d@oty et al.,
1989. Esta disfuncdo ocorre porque a DA aparentaesggssaria para a
memdria olfatéria, uma vez que a sua liberacdo atandurante o
aprendizado olfatérioQpopersmith et al., 1991 e 0s antagonistas de
receptores de DAWeldon et al., 1991; Prediger et al., 2004, J00%
tratamentos que reduzem a neurotransmissédo dopgitané&omo a
reserpina Frediger et al., 2004, 20p® 0 MPTP Dluzen e Kreutzberg,
1993 inibem a memodria olfatéria. Corroborando estebados, no
presente estudo, os ratos infundidos com MPTP rmgasta
significativamente mais tempo investigando o raieein durante a
segunda apresentacdo, assim como fizeram no poineFicontro,
sugerindo um prejuizo na habilidade em reconhegatmjovem apds
um curto periodo de tempo. Além disso, este prejuiagnitivo foi
correlacionado temporalmente com uma reducdo Egtifa na
expressao da enzima TH no bulbo olfatério de r&esmaior interesse,
os achados do presente estudo demonstraram qéet@jamento com
a FRP preveniu significativamente tanto o défiagmitivo quanto a
reducdo na expressao da TH, indicando mais umaaveropriedade
neuroprotetora da fragdo contra a neurotoxicidad€llTP em ratos.

Além das disfuncdes olfatorias, desordens depmrEssiv
comumente ocorrem em pacientes com @REmmings e Masterman,
1999 afetando aproximadamente 40% dos pacientes ntgiEs
iniciais da doencarblosa et al., 2097 Todavia, de acordo com diversos
estudos, a patofisiologia acerca das desordensierhna DP parece
ser diferente dos mecanismos acerca dos sintomapoc@mentais
observados na populacdo em getaberman, 2006 Em acordo com a
literatura, nds observamos que a infusado i.n. d@MBRos ratos causou
um quadro do tipo depressivo, desamparo comportaineefletido por
um aumento no tempo de imobilidade no teste do fagado, o qual
reflete um estado emocional negatiRorgolt et al., 1978 Esse estado do
tipo depressivo pode ser correlacionado com afiesag@euroquimicas
ao nivel estriatalTadaiesky et al., 2008 Os efeitos protetores da FRP
foram demonstrados mais uma vez, sendo que a frpg&eniu
significativamente esse prejuizo comportamentalizidb pelo MPTP,
visto que manteve o tempo de imobilidade dos asinmais niveis
normais, semelhantes ao grupo controle.
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Adicionalmente, nés observamos que a infusdo erMBTP aos
ratos gerou apenas um prejuizo locomotor tardierebslo na caixa de
atividade, em acordo com o observado por Predigeola&oradores
(2006). Entretanto, nossos achados contrastam studaos préviosha
Cunha et al., 2001; Gevaerd et al., 2001; Miyoshi.e2002; Ferro et al., 20p5
que demonstraram que a infusdo bilateral de MPTietadhente na
SNpc, ndo foi capaz de alterar grosseiramente canmlo¢cdo dos
animais. Contudo, a administracdo de MPTP pelai.niapode estar
atuando de um modo mais difuso do que o diretamieftadido na
SNpc. Assim, estruturas cerebrais (como o bulbatd@ib, amigdala e
loco ceruleo) implicados nas respostas sensorio:ambdnais podem
ser afetadas pela administracdo i.n. de MPTP. Augéu no
comportamento exploratério de ratos tratados contMBbservada na
caixa de atividade pode ndo ser inteiramente mrlada a
anormalidades motoras. Todavia, essa reducdo tawaiaatividade
locomotora foi acompanhada por uma diminuicdo B@miiva da
expressdao da enzima TH na substancia negra dosaianim
administracdo da FRP novamente demonstrou suasriqutages
neuroprotetoras, visto que preveniu significativatee o déficit
locomotor e a reducdo na expressdo da TH na sulzstAagra dos
animais, corroborando mais uma vez o potencial apeatetor dos
polifendis.

Um possivel mecanismo pela qual a FRP pode estanga para
exercer os efeitos protetores contra a neurotadeddo MPTP
demonstrados no presente trabalho, pode envolestratura do tipo
catecol presente nas catequindagvifes et al.,, 2001 Compostos
contendo a estrutura do tipo catecol sdo potentdimxaantes e
gueladores do ion férrico, como a (R-) e (S-) apéin® (Gassen et al.,
1996; Grinberg et al.,, 1997 A estrutura catecol também pode estar
correlacionada com uma atividade inibitéria na ago da 3H] DA,
algo que foi demonstrado por Pan e colaboradoré®3f2 em
sinaptossomas estriatais extraidos de camundoraiadds pela via i.p.
com uma Unica dose de catequinas do cha verde.ifibiedo do
transportador de dopamina por catequinas prese&ateSRP poderia
acarretar blogueio da captagdo do produto metabdix MPTP, a
neurotoxina MPP, assim protegendo os neurdnios dopaminérgicos
contra a toxicidade do MPRWeinreb et al., 2009 Todavia, estas acées
neuroprotetoras das catequinas ndo parecem oocderédo a uma
interferéncia na conversdo do MPTP ao seu metabifitico MPP,
uma reacao mediada pela MAO-B, uma vez que asuwiatesdo maus
inibidores desta enzimasdyites et al., 2001
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Além disso, é bem caracterizado que as catequirssIem uma
vasta atividade seqlestradora de radicais livresagem como
antioxidantes biol6gicosviandel e Youdim, 2004 As catequinas podem
seqlestrar tanto o radical superéxido quanto ooRiigrassim como
radicais peroxil, 6xido nitrico, oxigénio singledeperéxidos lipidicos,
como também peroxinitritos por prevenir a nitracda tirosina.
Adicionalmente, estes compostos podem quelar i@télicos, como o
cobre (I) e o ferro (lll) para formar complexosiivos e prevenir a
geracdo de potenciais radicais livres toxicos. Aegquinas tem sido
reconhecidas como mais eficientes que antioxidamme® as vitaminas
E e C yeinreb et al., 2009 Ademais, como ja descrito anteriormente,
diversos dados na literatura vém demonstrando quepabifendis

exercem seus efeitos neuroprotetores independemierde suas acdes
antioxidantes.
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6. CONCLUSOES

0 Os resultados do presente estudo demonstraranes acd
sedativo/hipnoticas, neurolépticas e ansioliticasapa FRP
obtida das cascas @aoton celtidifolius;

0 O pré-tratamento com a FRP @a cdtidifolius foi capaz de
prevenir os déficits cognitivos, emocionais e lootmres
induzidos pela administragdo intranasal de MPTP (1
mg/narina).

o0 O pré-tratamento com a FRP @a cdltidifolius foi capaz de
prevenir a disfuncédo mitocondrial no bulbo olfadée estriado
dos animais tratados pela via intranasal com MPTIP (
mg/narina).

0 O pré-tratamento com a FRP @a cdtidifolius foi capaz de
prevenir a morte celular dopaminérgica no bulbatétio e
substancia negra dos animais tratados pela vianesal com
MPTP (1 mg/narina).

0 Nossos achados reforcam a hipétese de que potifgodem

ser ferramentas terapéuticas Uteis como agentespmnetetores
na doenca de Parkinson.
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