UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM NEUROCIENCIAS E BIOLOGIA CELULAR

Natalia Pontes Lima

Caracterizacao dos efeitos do extrato de folhas de Swietenia
macrophylla em modelo experimental de doenca de Parkinson.

BELEM/PARA
2014



Natalia Pontes Lima

Caracterizacao dos efeitos do extrato de folhas de Swietenia
macrophylla em modelo experimental de doenca de Parkinson.

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Po6s-Graduacdo em  Neurociéncias e
Biologia Celular da Universidade Federal
do Para como pré-requisito para a
obtencdo do titulo de mestre em
Neurociéncias e Biologia Celular.

Area de Concentracdo: Neurociéncias

Orientador: Prof. Dr. José Luiz Martins do
Nascimento

Co-orientadora: Prof2. Dra. Elizabeth Sumi
Yamada.

BELEM
2014



Lima, Natalia Pontes, 1988-

Caracterizacdo dos efeitos do extrato de
folhas de Swietenia macrophylla em modelo
experimental de doenca de Parkinson / Natélia
Pontes Lima. - 2014.

Orientador: José Luiz Martins do
Nascimento;

Coorientadora: Elizabeth Sumi Yamada.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal do
Pard, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,

Programa de P6s-Graduacdo em Neurociéncias e
Biologia Celular, Belém, 2014.

1. Parkinson, Doenca de Tratamento. 2. Mogno
Andlise. 3. Antioxidantes. 4. Plantas Analise.
5. Modelos animais em pesquisa. . Titulo.
CDD 22. ed. 616.833




Caracterizacao dos efeitos do extrato de folhas de Swietenia
macrophylla em modelo experimental de doenca de Parkinson.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-graduacdo em
Neurociéncias e Biologia Celular, Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Par4, como requisito para a obtencédo do
titulo de Mestre em Neurociéncias pela comissdo julgadora
composta pelos membros:

COMISSAO JULGADORA

Prof.Dr. Arnaldo Jorge Martins Filho
Instituto Evandro Chagas

Prof2 Dr2 Gilmara de Nazareth Tavares Bastos
Laboratorio de Neuroinflamacao Molecular e Celular — ICB/UFPA



A Deus que me ilumina em todos 0s momentos e
aos meus pais que séo a minha base.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais Ana Rosa e Jodo Luiz que sdo os grandes responsaveis por
esta conquista, que em momento algum mediram esforgos para me ajudarem.
Amo voceés!

As minhas irmds Raissa e Isabela por serem pacientes nos momentos de
estresse.

Ao meu namorado Affonso por ser meu companheiro, por estar sempre ao meu
lado em todos os momentos, me incentivando e sempre dizendo que tudo daria
certo. Te amo'!

A todos os meus familiares (tios, tias, avés, primos, primas e a minha madrinha
Angela) por estarem sempre torcendo por mim e sempre disponiveis para
ajudar.

A professora Elizabeth Yamada pela dedicacdo, pelo apoio e pela paciéncia
nesses sete anos de parceria e orientacgao.

Ao professor José Luiz Martins do Nascimento pelo apoio e orientagéo.
A todos os amigos de Belém (Ideal, Cesupa e Ana Paula) e de Sao Paulo
(aprimoramento, em especial Mariana e Aline) pelo carinho, pelos momentos

de lazer e por torcerem pelo meu sucesso.

A Renata Machado pela amizade e pela disponibilidade em me ajudar com as
figuras do trabalho.

A Solimar pelo grande companheirismo.

As grandes amigas que encontrei no LANEX (Luciana, Gabriela e Daniela)
pelos momentos de aprendizagem e apoio mutuo.

Aos alunos de iniciacéo cientifica Anderson e Riky pela ajuda.

Ao Professor Milton Nascimento da Silva pelo fornecimento do extrato de
mogno.

Aos professores Arnaldo Filho e Gilmara Bastos por aceitarem o convite para
fazerem parte da banca.

A todos que diretamente ou indiretamente me ajudaram para a realizacéo deste
sonho, meu muito obrigado.



O comeco de todas as ciéncias € o espanto de as
coisas serem o que s&o.
Aristoteles



RESUMO

Estudos prévios indicam que o extrato de folhas de mogno Swietenia
macrophylla possui composi¢éo quimica rica em substancias antioxidantes com
efeito neuroprotetor em cultura. Um dos principais mecanismos envolvidos na
neurodegeracao da Doenca de Parkinson (DP) € o estresse oxidativo. Portanto,
substancias antioxidantes s&o candidatas potenciais para terapias que
retardem o processo neurodegenerativo da doenca. Este estudo tem por
objetivo caracterizar os efeitos do extrato de folhas de mogno frente a
degeneracao nigroestriatal e alteragcdes comportamentais de camundongos
expostos a uma unica injecao intraestriatal de 6-OHDA unilateralmente. Foram
utilizados camundongos machos, 0s quais foram submetidos a cirurgia
estereotaxica para a injecdo de 20 ug de 6-OHDA no estriado esquerdo. Os
animais foram subdivididos em 4 grupos, de acordo com a dose de extrato de
mogno administrada. O extrato foi aplicado por via intraperitoneal nos 7
primeiros dias apés a injecdo de 6-OHDA nas doses de 0,0 (controle), 0,5 (G1),
1,0 (G2) e 5,0 mg/kg (G3). O grupo controle (GC) recebeu injecdes de salina a
0,9% (veiculo). Foi feita analise da ambulacdo no campo aberto antes, no 7° e
no 21° dias e do numero de rotac¢des induzidas por apomorfina no 7° e no 21°
dias apoés a cirurgia. Avaliacdo da neurodegeneracéo foi realizada através da
contagem de neurbnios dopaminérgicos TH+ na substancia negra por
estereologia. Como resultado, encontrou-se diferenca estatisticamente
significativa no 21° dia, onde os grupos G2 e G3 apresentaram reducao no
comportamento ambulatorio em relagéo aos grupos G1 e GC; este dois ultimos
tiveram comportamento ambulatério equivalente entre si. Em relacdo as
rotacdes induzidas por apomorfina, no 21° dia, o G1 apresentou média de
rotacdes significativamente menor do que os grupos GC, G2 e G3. Na
contagem de células, G1 apresentou diminuicdo na perda dos neurbnios
dopaminérgicos estatisticamente significativa em relacdo ao controle. Assim,
concluimos que o extrato de mogno na concentracdo de 0,5 mg/kg promoveu
neuroprotecdo na neurodegeneracao do sistema nigroestriatal induzida por 6-
OHDA.

Palavras-Chaves: Parkinson, Swietenia  macrophylla, Mogno, 6-
Hidroxidopamina.



ABSTRACT

Previous studies indicate that the leaf extract of Swietenia macrophylla has
abundant antioxidants in its chemical composition with neuroprotective effects
in culture. One of the main mechanisms involved in neurodegeneration of
Parkinson's disease (PD) is oxidative stress. Therefore, antioxidants are
potential candidates for therapies aiming to slow the neurodegenerative process
of the disease. This study aims to characterize the effects of the S.macrophylla
leaf extract regrading the nigrostriatal degeneration and behavioral changes in
mice exposed to a single unilateral injection of 6-OHDA in the striatum. Male
mice were used, which underwent stereotactic surgery andwere injected 20 ug
of 6-OHDA in the left striatum. The animals were divided into 4 groups
according to the dose of mahogany extract administered. The extract was
administered intraperitoneally in the first 7 days after injection of 6-OHDA at the
doses of 0.0 (control) 0.5 (G1), 1.0 (0G2) and 5.0 mg/kg (G3). The control group
(CG) received 0.9% saline (vehicle). Ambulation analysis in the open field was
performed before, on the 7th and 21th days post-surgery and the number of
apomorphine-induced rotations, in the 7th and 21th days after surgery.
Evaluation of the neurodegeneration was performed by counting TH+
dopaminergic neurons in the substantia nigra by stereology. As a result, we
found a statistically significant difference at day 21, where G2 and G3 showed a
reduction in the ambulatory behavior in relation to G1 and GC; the latter two
groups showed equivalent behavior. by, At day 21, G1 had significantly lower
average apomorphine-induced rotations than GC, G2 and G3. In cell counts,
G1 presented statistically significant reduction of the dopaminergic neurons loss
compared to control. Thus, we conclude that the leaf extract of S.macrophylla in
the concentration of 0.5 mg/kg provided neuroprotection for the nigrostriatal
system neurodegeneration induced by 6-OHDA.

KeyWords: Parkinson, Swietenia macrophylla, 6-hydroxydopamine.
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1. INTRODUCAO

1.1. EPIDEMIOLOGIA

A doenca de Parkinson (DP) € uma das doencas degenerativas mais
comuns do sistema nervoso. Estima-se que ela afeta cerca de 6 milhdes de
pessoas no mundo. (BOVE; PERIER, 2012). A DP afeta cerca de 1 a 2% da
populacdo acima de 65 anos de idade, sendo considerada o segundo distlrbio
neurodegenerativo progressivo mais comum, estando atras apenas do mal de
Alzheimer (SUBRAMANIAN; CHESSELET, 2013).

Na Escdcia a prevaléncia da doenca é de 17,9/100.000 hab por ano,
sendo em homens 21,1 e em mulheres 14,7, ndo sendo encontrado diferenca
na prevaléncia em relacéo a posicédo socioeconomica ( CASLAKE et al., 2013).
Na Suécia a prevaléncia € de 19,7/100.000hab, no entanto n&o houve
nenhuma diferenca na incidéncia em relagdo ao sexo (LINDER; STENLUND;
FORSGREN, 2010).

Na Russia o tempo entre o primeiro sintoma e o diagndstico da doenca e
de 8,4 meses. Os primeiros sintomas se desenvolveram em média 2 anos
antes nas mulheres. A prevaléncia da DP foi de 9,95/100.000hab e aumentou
continuamente com a idade, atingindo o seu maximo aos 70 anos (WIINTER
et.al., 2010).

Na india a incidéncia da DP é de 5,71/100.000 por ano, e a mortalidade
alcanca 2,89/100,000 por ano tendo como risco relativo o valor de 8,98 (DAS et
al., 2010).

A prevaléncia da DP em pacientes com idade maior que 55 anos € de
0,3, enquanto que em pacientes com idade maior que 85 anos a prevaléncia
aumenta para 4,4, sendo o risco maior para o sexo masculino (LAU et al.,
2011).

Um estudo de meta-analise indicou que a mortalidade em pacientes com
DP, independente das causas, € maior em 2,22 vezes em compara¢cao com a
populacdo em geral (XU et al., 2013).

No Brasil, ndo ha estudos de prevaléncia e incidéncia da doenca de
Parkinson em grande escala, mas um estudo na comunidade de Bambui (MG)
relatou uma prevaléncia de 3,3% em pessoas acima de 64 anos (BARBOSA et
al., 2006).
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1.2. ETIOLOGIA

A etiologia da DP ainda é desconhecida. Ela vem sendo considerada
como uma desordem multifatorial causada pela combinagéo de varios fatores
como a idade, a genética e fatores ambientais. Os principais fatores ambientais
implicados sdo: o uso de pesticidas e herbicidas, quimicos industriais,
traumatismo craniano e fatores dietéticos (SULZER; SURMEIER, 2013).

A idade é considerada um grande fator de risco para o desenvolvimento
e para a progresséo da DP devido a mesma afetar muitos processos celulares
que predispdem a degeneracdo como danos somaticos e falha nos
mecanismos compensatorios (e.g. oxigenacdo mitocondrial, ubiquitinizacdo e
protedlise mediada por proteassomo), levando a uma aceleracdo da doenca.
Mudancas moleculares e celulares que ocorrem com o envelhecimento
interagem com genes e fatores ambientais determinando assim a degeneragéo
celular (HINDLE, 2010).

O envelhecimento também esta associado com o aparecimento de
disfuncdo mitocondrial, com o aumento na producdo de radicais livres e
aumento de estresse oxidativo, 0 que pode propiciar mutacdes no DNA
(MIGLIORE; COPPEDE, 2009). Outras alteracbes associadas com o
envelhecimento sdo uma diminui¢do na tirosina hidroxilase (TH) e dopamina no
estriado, reducdo no numero de neurdnios pigmentados na substancia negra
(SN) e na densidade de receptores dopaminérgicos (RUDOW et al., 2008),
alteracoes essas que favorecem o aparecimento da DP.

A DP atribuida a alteragcbes genéticas aparece em 5% a 10% dos
parkinsonianos, e tem sido associada a diversos genes, dentre 0s quais
destacam-se os genes dominantes que codificam as proteinas oa-sinucleina e
LRRK2, e os genes recessivos que codificam as proteinas parkina, DJ-1 e
PINK1 (JAIN et al., 2005; OLANOW et al., 2007). A mutagao na a-sinucleina
seria responsavel por gerar uma DP familiar responsiva a dopamina, com
presenca de corpos de Lewy, enquanto a mutacao na parkina resultaria em DP

sem a presenca dos mesmos (HATTORI et al., 2003).
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1.3. FISIOPATOLOGIA E CARACTERIZA(;AO DA DOENCA DE
PARKINSON

A DP foi descrita pela primeira vez por James Parkinson em Nova York
no ano de 1817. A sua fisiopatologia decorre da perda progressiva de
neurbnios dopaminérgicos da substancia negra parte compacta (SNpc), com a
presenca de inclusbes proteinaceas, citoplasméticas e eosinofilicas chamadas
de corpos de Lewy (THOMAS; BEAL, 2007).

Os neurbnios dopaminérgicos que partem da SNpc vao em direcdo ao
estriado, constituindo a via nigroestriatal (Figura 1). A degeneracdo desses
neurbnios causa uma alteracdo funcional e organizacional nos nucleos da
base, os quais possuem papel na execucdo dos movimentos voluntarios.
Fazem parte dos nucleos da base o estriado (caudado e putamen), o globo
palido, a substancia negra e o nucleo subtalamico (BLANDINI et al., 2000).

DOENCA DE PARKINSON

NORMAL
w; A CAUDADO,,
< _ /
X /
UTAMEN UTAMEN /
‘
\
\J
|
\
\
\
\
¥
N
N\
SNpc _—P SNpc

Figura 1: Neuropatologia da doenca de Parkinson
Fonte: Adaptado de DAUER,W ; PRZEDBORSKI,S. Parkinson’s
disease: mechanisms and models. Neuron,vol.39,p.889-909,2003.
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A aferéncia da parte compacta da substancia negra ao estriado tem
como funcdo excitar os neurbnios espinhosos médios, que se projetam
diretamente ao globo palido interno; e inibir os neurénios espinhosos médios
gue se projetam para o globo péalido externo. Em condi¢cdes normais, ambas as
aferéncias dopaminérgicas servem para diminuir o efluxo inibitério dos nucleos
da base, aumentando a excitabilidade dos neurdnios motores superiores. No
entanto, quando as células da SNpc séo destruidas, como ocorre na DP, o
efluxo inibitério dos nlcleos da base aumenta consideravelmente e a ativacdo
talamica dos neurénios motores superiores do cértex motor fica comprometida
e mais dificil de ser obtida (Figura 2) (BLANDINI et al., 2000; PURVES, 2005).

Acredita-se que o0 processo neurodegenerativo na DP inicie mais ou
menos 20 anos antes da ocorréncia das manifestagcdes motoras classicas, o
gue € denominado o periodo pré-clinico da doenca. Neste periodo, o paciente
poderia apresentar sintomas nao-motores como constipagdo, ansiedade, dano
olfatorio, depresséo e o disturbio comportamental do sono (SAVICA et al.,
2010). Acredita-se que estes sintomas motores iniciam-se na fase tardia da
doenca, quando 50 a 80% dos neurbnios dopaminérgicos ja estado
degenerados (BEZARD et al.,2001).

NORMAL PARKINSON
Via Via
Indireta Cortex do associacdo Cértex motor Indireta Cértex de associacdo Cértex molor
(transitonio) Degenerado (transitdrio)
L da 3] [ —> VAL Parte . >
compacta ; Compléxo s B
substdncia gy I CalkapATen do télamo substéncia ., Caudadoputamen P
nigra v nigra
(transitério) ® o Q o} ° :
) ! (transitorio) Avetkadc Diminuido
Segmento © Segmento Segmento Segmento
m'::odogbbo phosi 96 gk o extemo do globo interno do globo =)
pa (tonico) palido paido (tonico)
(tonica) (transitorio) “If)rgo] (transitorio)
Nicleo Nicleo
subtalamico subtaldmico

Aumentado

Figura 2: Vias dos Nucleos da Base no estado normal e no Parkinson
Fonte: Adaptado de Purves, Neurociéncias. 2005.
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1.4. MECANISMOS DE MORTE CELULAR NA DOENCA DE PARKINSON

Nas ultimas décadas, inimeros estudos tém implicado varios fatores na
patogénese e morte neuronal na DP idiopatica. Dentre eles destacam-se:
estresse oxidativo, disfungdo mitocondrial, inflamacgédo, excitotoxicidade,
estresse proteolitico, e apoptose. As varias mutacdes genéticas associadas
com a DP familiar, tais como as dos genes da alfa-sinucleina, da parkina, da
hidrolase C-terminal da ubiquitina (UCH-L1), PINK1, DJ1 e LRRK2, em geral,
estdo associadas aos casos de DP de inicio precoce, e os estudos dos
mecanismos fisiopatogénicos subjacentes a tais mutacdes tém fornecido pistas
adicionais de fatores que contribuem para a DP. Apesar desses avancgos, fica
claro que, por enquanto, nenhum desses fatores isoladamente pode ser
responsabilizado pela degeneracdo neuronal que ocorre na DP idiopatica.
Abaixo, séo revistos alguns aspectos relacionados aos fatores patogénicos que
tém sido implicados na DP (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

1.4.1 Disfuncdo Mitocondrial

A disfuncdo mitocondrial tem sido considerada um dos principais
mecanismos que contribuem para o inicio da morte celular dopaminérgica na
DP. Esta disfuncéo ocorre devido a inibicdo do complexo |, que com o aumento
do consumo de oxigénio pela mitocondria, acaba resultando em acumulo de
espécies reativas de oxigénio, que geram radicais hidroxilas ou reagem com
oxido nitrico formando peroxinitrito, levando assim ao estresse oxidativo. O
aumento de espécies reativas de oxigénio resultaria no aumento de proteinas
danificadas (DAWSON; DAWSON, 2003). Em alguns casos, suspeita-se que 0
déficit no complexo | seria herdado do genoma mitocondrial ou ocorreria por
uma toxicidade sistémica que levaria a uma mutacdo do DNA mitocondrial.
Entretanto, nenhuma mutacdo mitocondrial especifica foi encontrada em
paciente com DP (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; SCHAPIRA, 2007).

1.4.2. Agregacéao de Proteinas

Em células eucariontes, proteinas mutadas, danificadas ou com defeitos
no seu enovelamento sdo normalmente degradadas pelo sistema de
degradacéo ubiquitina-proteassoma (UPS). Uma producao excessiva dessas

proteinas pode exceder a capacidade do UPS de degrada-las, resultando
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assim no seu acumulo e agregacédo, gerando estresse proteolitico (OLANOW,
2007). Esse estresse também pode surgir se algo interferir na funcdo do
proteassoma, ou ainda pela combinacdo dos dois fatores (OLANOW, 2007).
Outra forma de evitar o acumulo de proteinas modificadas ocorre através das
proteinas chaperonas que atuam no desnovelamento de proteinas com
configuragéo incorreta (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

A agregacdo de proteinas danificadas pode ser neurotdxica por varios
mecanismos. Proteinas agregadas podem causar danos diretos como pela
deformacéo celular ou pela interferéncia no trafico intracelular nos neurénios,
ou ainda podem sequestrar proteinas importantes para a sobrevivéncia celular.
Esse mecanismo ficou particularmente evidenciado em formas familiares de DP
envolvendo as mutacdes nos genes da UCH-L1 e da parkina, que ocasionam
uma disfuncdo no sistema ubiquitina-proteassoma, gerando o acumulo de
proteinas defeituosas, e culminando na morte neuronal (DAUER, 2003;
OLANOW 2007).

1.4.3. Inflamacéo

Exames em encéfalos pos-morte de pacientes parkinsonianos revelaram
a presenca de microglias ativadas e aumento na expressao de citocinas e
outros fatores pro-inflamatorios no estriado e liquor de paciente com DP
(OLANOW, 2007). A liberacdo de mediadores inflamatérios potentes como o
fator de necrose tumoral a, interleucinas e interferons tém sido vistos como
importantes mediadores da morte celular de neurdnios dopaminérgicos (BLUM
et al., 2001).

1.4.4. Estresse Oxidativo

O excesso de espécies reativas de oxigénio pode levar ao estresse
oxidativo. O aumento na degradacdo de dopamina pode resultar na formacao
em excesso de peréxidos, quinonas e radicais hidroxila (OLANOW, 2007). Em
suporte ao possivel envolvimento desse mecanismo da patogénese da DP séo
os achados de deficiéncia significativa nos niveis de glutationa reduzida, o
principal anti-oxidante cerebral, e 0 aumento nos niveis de ferro, o qual é um

pré-oxidante que promove a reacdo de Fenton, com a formacao de radicais
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hidroxila altamente reativos (FLEURY; MIGNOTTE; VAYSSIERE, 2002,
OLANOW, 2007).

1.4.5. Excito-Toxicidade

A excito-toxicidade resulta do aumento dos niveis de glutamato que
desencadeia o0 aumento no calcio citosélico, o qual promove a ativacdo da
sintase de éxido nitrico (NOS). Esta enzima cataliza a conversao de arginina
em citrulina, formando 6éxido nitrico (NO), os quais reagem com radicais
superoxidos, formando peroxinitrite e hidroxil, poderosos agentes oxidantes
(OLANOW; TATTON, 1999; OLANOW, 2007). Em tese, a ocorréncia da excito-
toxicidade na doenca de Parkinson poderia surgir a partir de uma reducéao da
energia metabolica (consequente a uma disfuncdo mitocondrial), o que
causaria a abertura do canal de N-metil-D-aspartato (NMDA) blogqueado por
Mg, e consequentemente o aumento do fluxo de calcio para dentro da célula
(OLANOW; TATTON, 1999; OLANOW, 2007).

1.4.6. Apoptose

A apoptose € um tipo de morte celular programada, caracterizada por
cascatas de eventos morfologicos e bioquimicos, resultantes da ativacdo de
uma familia de proteases de cisteina/acido aspartico denominadas de
caspases. Células que evoluem para a morte apoptotica exibem caracteristicas
morfolégicas como: condensacdo da cromatina, fragmentacdo nuclear,
condensacao citoplasmatica e formacédo de corpos apoptoéticos. A ativacdo da
caspase-3 € um dos principais fatores indicativos de apoptose. As evidéncias
indicam que pelo menos uma fracdo da morte celular na DP ocorre por
mecanismos apoptoéticos, reforcando a importancia de se pesquisar terapias
anti-apoptoéticas (OLANOW, 2007). Alguns autores defendem que a ativacao de
BAX, um fator pré-apoptotico que antecede a ativacdo das caspases, teria um
papel importante na morte de neurbnios dopaminérgicos na DP, e que essa
etapa poderia ser um bom alvo para terapias neuroprotetoras (VILA; PERIER,
2008).
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1.5. NEUROPROTECAO

A neuroprotecdo € um termo designado para estratégias terapéuticas
que visem diminuir, parar ou reverter o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas. Com base nos mecanismos fisiopatogénicos e de morte
celular ja citados na DP, estratégias neuroprotetoras deveriam reduzir o
estresse oxidativo, combater a excitotoxicidade, melhorar a funcéo
mitocondrial, neutralizar a inflamacé&o e/ou inibir a apoptose (FAHN; SULZER,
2004; OLANOW et al., 2008).

O dano causado pelo estresse oxidativo é a caracteristica mais
importante das doencas neurodegenerativas, por isso € o maior alvo
farmacolégico das terapias neuroprotetoras. Até o momento, alguns compostos
foram desenvolvidos para aplicacdo clinica, mas poucos estdo sendo bem
sucedidos, devido a sua toxicidade e o seu potencial cancerigeno. Por outro
lado, o uso de compostos antioxidantes usados na dieta € atraente, no entanto
seu uso esta sendo limitado pela dificuldade em atingir uma concentragéo ativa
no cérebro (ALBARRACIN et al., 2012).

As atuais terapias sao ditas como sintomaticas (diminuem sinais e
sintomas) e sdo baseadas na estratégia de substituicdo da dopamina. Nao ha
duvida que essas estratégias vém melhorando a qualidade de vida, a
independéncia, a empregabilidade e até mesmo a sobrevida desses pacientes,
no entanto com a doenca em progressdo, outras caracteristicas clinicas
emergem que ainda ndo sao passiveis de controle (KIEBURTZ; 2003).

Algumas terapias farmacoldgicas vem sendo estudadas quanto ao seu
potencial neuroprotetor para DP, tais como os inibidores da monoamino
oxidase B (MAO-B), coenzima Q10, vitamina E, e a propria levodopa, com
resultados promissores em estudos com modelos animais. No entanto
nenhuma dessas terapias foi estabelecida como neuroprotetora realmente, pois
ainda ndo se conseguiu mimetizar os efeitos das mesmas em pacientes com
DP (OLANOW et al., 2008; OLANOW, 2009).

Estudos com vitamina E mostram que 0 seu uso como pré-tratamento da
lesdo com 6-OHDA, diminui os efeitos toxicos ocasionado pela neurotoxina
através da diminuicdo de radicais livres e pelo seu efeito de estabilizar as

membranas celulares contra os efeitos deletérios ocasionados pela
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peroxidacdo lipidica subsequente ao estresse oxidativo (PERUMAL et al.,
1992; CADET et al., 1998).

A Coenzima Q10 € um popular suplemento dietético e que pode prevenir
a perda de neur6nios dopaminérgicos devido a sua propriedade de aceptora de
elétrons, que permite a manutencé@o da correta transferéncia dos elétrons na
mitocondria. Além disso, possui 0 poder antioxidante pois, reduz o alfa-
tocoferol oxidado, o que é importante na peroxidacéo lipidica (BEAL et al.,1998;
CLEREN et al., 2008).

A Levodopa desde sua aparicdo em 1961 tem sido tida como a droga
mais eficaz para o tratamento sintomatico da DP. Sua prescricdo se baseia na
sua habilidade de como precursor da dopamina conseguir realizar a
compensacao da mesma no cérebro. Sua eficacia clinica declina apos longo
tempo de tratamento, adicionalmente comeca a aparecer flutuacdes motoras
como a discinesia. O surgimento deste fendmeno ir4 depender da integridade
dos terminais dopaminérgicos, da sua capacidade de sintese e recapacao da
dopamina. Até o momento a levodopa € ineficaz contra a morte de células
dopaminérgicas (RADAD et al., 2005; KATZENSCHLAGER; LEES, 2002) .

1.5.1. Potencial Neuroprotetor de Antioxidantes Naturais

O uso de produtos naturais como medicamento € uma realidade vivida
desde os tempos antigos, quando os seres humanos tinham apenas a natureza
como fonte de cura para as suas doencas. Apés séculos de exploracdo apenas
como produto comercial, os produtos naturais passam da posicdo de
commodities, para produtos com alto valor agregado para fins industriais
relacionados a saude humana (CRAGG et al., 1997).

A busca por novos medicamentos tem causado um interesse renovado
pelo potencial terapéutico de produtos naturais. O estudo sistematico dessas
plantas é fundamental para a comprovacao de seus beneficios terapéuticos e
dos mecanismos bioquimicos subjacentes, além de identificar os possiveis
riscos a saude devido as ac0fes toxicas (CAMPOS et al., 2011)

Antioxidantes naturais, como os polifendis podem ser neuroprotetores
devido a variedade de suas acfes biologicas tais como: interacdo com metais

de transicao, inativacdo de radicais livres, modulacéo na atividade de diversas
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enzimas, efeitos na sinalizagdo intracelular e na expressdo génica
(ALBARRACIN et al., 2012).

A classe mais abundante de componentes fendlicos em plantas séo os
flavonoides. Os flavonoides sdo compostos polifendlicos biossintetizados a
partir das vias dos fenilpropandides e do acetato, precursores de Varios grupos
de substancias como aminoacidos alifaticos, terpendides, acidos graxicos
dentre outros. Mais de 8.000 flavondides ja foram identificados e sua estrutura
basica consiste em um nudcleo fundamental, constituido de quinze atomos de
carbono arranjados em trés anéis (C6-C3-C6), sendo dois anéis fendlicos
substituidos (A e B) e um pirano (cadeia heterociclica C) acoplado ao anel A
(Figura 3) (DONAS et al., 2007).

b2
+

Figura 3: Estrutura geral dos flavondides

Os principais flavonoides sédo: flavondis, flavonas, flavavonas,
isoflavonas e antocianidinas (Figura 4) (ALBARRACIN et al., 2012).
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Figura 4: Principais classes dos flavonoides.

Os flavonois (quercetina e catequina) sdo os mais comuns utilizados na
dieta, encontrados em macas, chas, alcaparras e cebolas (ALBARRACIN et al.,
2012).

1.6. Swietenia macrophylla

A floresta amazbnica com sua gigantesca biodiversidade oferece um
cenario fabuloso para a descoberta de novos farmacos. Sob esse ponto de
vista, a S.macrophylla é uma das espécies com maior valor comercial e uma
das mais valiosas espécies da floresta tropical brasileira (ANGELO et al.,2001).

Ele é da familia Meliaceae, € conhecido por varios nhomes vulgares
como: mogno, mogno-brasileiro, aguano, araputanga, cedrorana e cedroi
(JUNIOR; GALVAO, 2005).

O S.macrophylla € uma arvore robusta que domina o dossel da floresta.
Seu tronco pode atingir 3,5 metros de diametro e uma altura total de 70 metros.
Sua area de ocorréncia estende-se do México, passando pela costa atlantica
da América Central, até a um amplo arco ao sul da Amazbnia, através da
Venezuela, Colémbia, Equador, Bolivia e a porcdo oriental da Amazbnia
Brasileira. No Brasil ocupa areas do Estado do Para, Tocantins, Mato Grosso,
Amazonas, Rondbnia e Acre (GROGAN et al.,2002).
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Na literatura ha poucos estudos que avaliem os efeitos antioxidantes dos
compostos do mogno. Falah et al.(2008) isolaram 3 compostos antioxidantes
do caule de Swietenia macrophylla: catequina, epicatequina e uma nova
catequina fenilpropanoato substituida.

Em 2006, foram isolados dois limondides, L3 e L4, obtidos do extrato
hexanico das folhas de mogno e dois flavondis, F1 e F2, isolados do extrato
metandlico das folhas (Lobo et al., 2006).

A andlise através de espectrofotometria de massa -cromatografia liquida
(LC-MS) das folhas de Swietenia macrophylla demonstraram a presenca de
compostos fendlicos, entre acidos fendlicos (gentistico, siringico,gélico,p-
hidroxi-benzdico, benzdico, p-cumarico,0-cumarico, cindmico e protocatéquico),
resveratrol e flavondides (epicatequina, quercetina, miricetina, apigenina,
naringenina, epigalocatequina, crisina e galocatequina) (SA, 2010). Estudos
preliminares indicam que o extrato de folhas de mogno possui determinadas
propriedades bioquimicas e farmacologicas que sugerem um potencial
neuroprotetor (LOPES, 2009; SA, 2010).

1.7. MODELOS EXPERIMENTAIS

Existem dois tipos de modelos animais desenvolvidos para a analise da
degeneracao neuronal da DP. Os modelos genéticos e 0s que se baseiam em
intoxicar os animais com toxinas que mimetizam alguns eventos patoldgicos e
comportamentais. Algumas das toxinas usadas séo: 1-methyl-4phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP), rotenona, Paraquat (PQ) e 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) (HIRSH, 2007).

1.7.1.MPTP

O aparecimento do MPTP como toxina causadora do parkinsonismo foi
em 1982 na Califérnia, onde alguns individuos fizeram uso intravenoso de
heroina sintética contendo 1-methyl-4-phenyl-4-propionoxypiperidine (MPPP),
do qual o MPTP é subproduto (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003). Em poucas
semanas apos esta administracdo, o0s individuos desenvolveram
parkinsonismo.

O MPTP, por ser lipofilico, consegue ultrapassar a barreira

hematoencefélica sem dificuldade. Ele é metabolizado em MPDP+ pela
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enzima monoaminooxidase-B nas glias e nos neurdnios serotoninérgicos. Apos
isso ele é convertido para a sua forma ativa MPP+ que tem alta afinidade pelo
transportador de dopamina (DAT), bem como para transportadores de
noropinefrina e serotonina (HODAIE et al., 2007). Dentro dos neurdnios
dopaminérgicos o0 MPP* pode seguir 3 vias. Na primeira via ele pode se ligar ao
transportador de monoamina vesicular (VMAT2), que transporta o MPP™ para
dentro de vesiculas sinpticas; na segunda via ele pode ser concentrado na
mitocondria, pelo mecanismo que se baseia no potencial de transmembrana
mitocondrial; na terceira via ele pode permanecer no citosol, para interagir com
citocinas citosélicas (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

Ele é usualmente sistemicamente administrado, por via subcuténea,
intraperitoneal, intravenoso ou intramuscular. A sua toxicidade em primatas
replica os principais sinais clinicos encontrados na DP: tremor, rigidez acinesia
e instabilidade postural (BEAL, 2001).

Na mitocéndria o MPP™, e ndo o MPTP prejudica a fosforilagdo oxidativa
pela inibicdo do complexo | da cadeia de transporte de elétrons (NICKLAS et
al., 1985). Em 1986, o primeiro estudo in vivo com camundongos obteve como
resultado que o MPTP inibe o complexo | mitocondrial e ndo o complexo Il e 1l
(MIZUNO et al.,1986).

Estudos com camundongos pré-tratados com mazindol (bloqueador de
absorcdo de dopamina) ndo evidenciou diminuicdo nos niveis de ATP,
demonstrando a preferéncia do MPTP por neurénios dopaminérgicos (CHAN
et al., 1991).

1.7.2- Rotenona

A rotenona € o mais potente membro da familia dos rotendides, os quais
sdo citotdéxicos naturais extraidos de plantas leguminosas. Ela é comumente
usada como inseticidas e pesticidas (HODAIE et al.,, 2007). Ela é altamente
lipofilica, por isso consegue ultrapassar facilmente a barreira hemato-
encefalica, ndo necessitando de transportadores. Ap6s uma simples injecao
intravenosa, a rotenona atinge a maxima concentragcdo no sistema nervoso
central em 15 minutos. Ela atravessa livremente as membranas celulares,

podendo se acumular nas organelas subcelulares como a mitocondria. Na
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mitocondria a rotenona impede a fosforilagdo oxidativa pela inibicdo do NADH-
ubiquinona (HODAIE et al., 2007).

Ela é responséavel pela formacéo de inclusdes positivas de ubiquitina e
a-synucleina nas células nigrais morfologicamente similares aos corpos de lewy
na DP (BETARBET; GREENAMYRE, 2007).

Estudos em culturas demonstraram que a microglia possui um papel
importante na degeneracdo de células neuronais induzidos pela rotenona,
devido a suscetibilidade para culturas mistas neurdnio/glia (MARTINS-FILHO,
2006).

Seu método de administracdo pode ser sistemicamente por infusdo
intrajugular ou subcutaneo. Seu efeito neurotdxico ainda € muito discutido.
Alguns autores acreditam na degeneracdo seletiva para neurbnios
dopaminérgicos (BETARBET et al., 2000; ANTONY; DIEDERICH; BALLING,
2011), no entanto outros estudos verificaram degeneracdo neuronal em
diversas areas do encéfalo e em diferentes populagbes neuronais
(HOGLINGER et al.,2003; ALAM; SCHMIDT, 2002). Seu uso em modelos de
neuroprotecdo é limitado devido a grande variabilidade na sensibilidade dos

animais frente a sua lesédo (BEAL, 2001).

1.7.3- Paraquat

Paraquat (PQ) (1,1°dimetil 4,4 bipiridino) € um dos herbicidas mais
usados no mundo. O seu uso para induzir a DP teve origem na sua
similaridade estrutural com o MPP* (BETARBET; GREENAMYRE, 2007).

Experimentos com ratos demonstram que o PQ ndo ultrapassa a
barreira hematoencefélica por destruicdo da mesma e sim por um sistema de
transporte de aminodacidos, sendo transportado para as células neurais por um
mecanismo dependente de sodio (SHIMIZU et al.,2001).

Estudo em 2004, realizado tanto in vitro quanto in vivo sugere que o PQ
nao utiliza o transportador de dopamina (DAT) para entrar nas células e nem é
um inibidor do complexo | mitocondrial (RICHARDSON et al., 2005).

Ao contrario do MPP* em que sua toxicidade ocorre devido a diminui¢éo
da respiracdo mitocondrial pela inibicdo do complexo I, a toxicidade do PQ
envolve o ciclo redox celular, havendo a producéo de superéxidos (BONNEH-
BARKAY .,2005).
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A mitocbndria seria o primeiro sitio envolvido na producdo de
superoxidos ocasionado pelo PQ, sendo o complexo Il da mitocéndria
participante desta producéo (CASTELLO et al., 2007).

Estudo em camundongos sem o gene Ndufs4, que faz com que seja
abolido a atividade do complexo | mitocondrial, confirma que a toxicidade do
PQ independe do complexo | mitocondrial, pois houve morte de neurbnios

estriatais mesmo sem a atividade do mesmo (CHOI et al., 2008).

1.7.4. 6-hidroxidopamina

A 6-OHDA é um agente quimico com efeito neurotéxico especifico em
neurbnios catecolaminérgicos, sendo um analogo do neurotransmissor
dopamina; é encontrada em encéfalos humanos, como resultado da auto-
oxidacdo da dopamina. Para se observar seus efeitos toxicos é preciso que
seja administrada por via intracerebral, pois a mesma n&do consegue
ultrapassar a barreira hematoencefalica. A 6-OHDA é preferencialmente
injetada na SNpc ou no estriado, onde promove a degeneracdo seletiva de
neurdnios dopaminérgicos (BETARBET et al., 2002) .

Quando injetada no estriado produz uma degeneracdo retrograda e
prolongada dos neurbnios nigro-estriatais, levando a diminuicdo da
concentragcdo da dopamina ao longo de varias semanas, com 0O mais
importante declinio das células ocorrendo apés 7 dias de lesdo (FISCHER et
al.,2008).

Estudos apds 12hs de lesdo da toxina demonstraram a degeneracao
apenas do corpo celular neuronal, com auséncia da degeneracao das fibras. A
partir do 7° dia, a morte de neurbnios da SNpc é acompanhada da
degeneracéao de fibras no estriado. Observa-se ainda que nao ocorre alteracéo
da morfologia do neurénio tanto na fase inicial da lesdo quanto na fase tardia,
sugerindo que o mecanismo responsavel pela morte neuronal se mantém
durante todo o curso da lesédo (JEON; LEWIS; BURKE, 1995) .

O processo exato de morte celular induzido pela 6-OHDA ainda nao é
muito bem esclarecido. Sabe-se que esta toxina inibe o complexo | da
mitocdndria, o que leva a diminuicdo da funcdo metabdlica, consequentemente

hd uma diminuicdo na producdo de ATP e um aumento na producdo de
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radicais livres, os quais levardo a quebra e mutagcbes no DNA e
desorganizacao do citoesqueleto (WOODGATE et al., 1999).

A injecao intracerebral unilateral de 6-OHDA produz um comportamento
rotatério nos animais em resposta a apomorfina e anfetamina, sendo que a
magnitude e o sentido deste comportamento depende do tamanho e do local
da lesdo na via nigroestriatal (HISAHARA; SHIMOHAMA, 2010). Dentro dos
neurbnios, a 6-OHDA fica acumulada no citosol, gerando espécies reativas de
oxigénio  (ROS), inativando  macromoléculas biolégicas (DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003). A sua lesdo néo resulta na presenca de corpos de lewy
na SN (BEAL, 2001).

1.8. JUSTIFICATIVA

Os modelos animais que utilizam a injecdo de 6-OHDA no estriado,
induzem morte neuronal retrograda, lenta e progressiva, mimetizando melhor a
morte celular progressiva da DP. Uma caracteristica interessante desse modelo
€ a alteracdo comportamental rotatéria estereotipada que ele é capaz de gerar
nos animais lesados apoés inducédo farmacolégica. Por isso, o0 modelo da 6-
OHDA continua sendo bastante utlizado para se testar o potencial
neuroprotetor de certas drogas ou terapias celulares (NISHIMURA et al., 2003;
CANNON; GREENAMYRE, 2010).

Como o estresse oxidativo parece ser um dos principais mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da DP, o uso do mogno como agente
neuroprotetor poderia ser promissor, Vvisto que 0 mesmo possui em sua
composicao agentes antioxidantes (SA, 2010).

Desta forma o presente trabalho teve por objetivo caracterizar os efeitos
do extrato de folhas de mogno em modelo de DP que utiliza injecdo unilateral
intraestriatal de 6-OHDA.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar os efeitos do extrato de folhas de Swietenia macrophylla
frente & degeneracdo nigroestriatal e alteragcdes comportamentais em um
modelo de DP baseado na injecdo unilateral intraestriatal de 6-OHDA em

camundongos.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Caracterizar os efeitos do extrato de folhas de Swietenia macrophylla
sobre a degeneracdo dopaminérgica nigroestriatal 7 e 21 dias apds a injecdo
de 6-OHDA através de parametros comportamentais.

2.2.2. Caracterizar os efeitos do extrato de folhas de Swietenia macrophylla
sobre a degeneracdo dopaminérgica nigroestriatal 7 e 21 dias ap0s a injecéo

de 6-OHDA atraves de parametros histolégicos.

2.2.3. Verificar se o0 tratamento com extrato de Swietenia macrophylla
promoveu efeito neuroprotetor.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

No presente trabalho foram utilizados 20 camundongos machos adultos,
da linhagem suico albino, com idades entre 10 e 12 semanas, provenientes do
biotério do Instituto Evandro Chagas. Durante todo o periodo dos
procedimentos experimentais, os animais foram mantidos no biotério do
Laboratério de Neuropatologia Experimental em gabinetes préprios para
animais, com temperatura controlada a 24° + 2°C, em ciclo claro/escuro natural
de 12/12h, com agua e racdo a vontade. Este projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica e Pesquisa com Animais de Experimentacdo da Universidade Federal
do Para (CEPAE-UFPA), com o numero BIO015-11. Nossa taxa de mortalidade

foi de 15%, sendo nossa amostra final de 17 animais.

3.2. DROGAS

Foram utilizados em nossos experimentos:
- 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Sigma-Aldrich- H4381): foi dissolvida em
solucdo salina (cloreto de sédio a 0,9%) contendo acido ascoérbico a 0,02%
(Sigma-Aldrich). A solucdo foi preparada minutos antes da cirurgia
estereotaxica e armazenada em recipientes protegidos da luz até o seu uso.
- Apomorfina (Sigma-Aldrich-A4393): foi dissolvida em solucdo salina
fisiologica, preparada minutos antes do teste comportamental e armazenada
em recipientes protegidos da luz até o seu uso.
- Extrato de folhas de S.macrophylla: foi cedido na forma liofilizada pelo
Laboratério de Cromatografia Liquida (LabCrol) do Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Para, obtido a partir de fracionamento para
identificacdo de acidos fendlicos e flavonodides. Ele foi dissolvido em solucao
salina sendo congelado em seguida. O mesmo sé foi descongelado no

momento da aplicacdo nos animais.
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3.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.3.1. Grupos Experimentais
Os 17 animais foram divididos em 4 grupos. Todos 0s grupos receberam
dose Unica de 2ul contendo 10ug de 6-OHDA no estriado esquerdo e tiveram

sobrevida de 21 dias. Os grupos foram divididos como mostra a Tabela 1.

Tabela 1- Delineamento experimental.

GRUPOS n 6-OHDA Extrato (dose) Salina
Gl 4 10mg/2ul 0,5 -
G2 5 10mg/2ul 1,0 -
G3 4 10mg/2ul 5,0 -
GC 4 10mg/2ul - +

3.4. TRATAMENTO COM S.macrophylla E SALINA

O extrato de S.macrophylla ou a salina 0,9% (veiculo) foram injetados
intraperitonealmente nos animais nos sete primeiros dias apds a cirurgia
estereotaxica, sendo a primeira dose injetada 1 hora depois da cirurgia. A

salina foi utilizada como controle da injecdo de mogno (Figura 5).
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T dias de tratamento

|:| com mogno ou salina

CA Cirurgia CA
Estereotaxica Apomorfina CA
7°d Apomorfina
21°d
+
Perfusao

Figura 5: Linha do tempo do tratamento e dos testes comportamentais. CA: Campo Aberto.

3.5. AVALIACAO MOTORA

3.5.1. Teste do Campo Aberto

Para se avaliar o desempenho motor antes e depois da administracédo da
6-OHDA, os animais foram submetidos ao teste do campo aberto por 5 minutos
(Figura 6). O aparato do teste era retangular, transparente e com 21 cm de
largura x 30 cm de comprimento x 20 cm de altura e sendo sua base (assoalho)
dividida em 9 campos. A ambulacéo foi avaliada através da quantificacdo do
numero de vezes que o animal cruzava as linhas do assoalho. Os grupos foram
submetidos ao teste antes da cirurgia, 7 e 21 dias depois. O teste foi filmado

para analise posterior.
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Figura 6: Aparato do Campo Aberto

3.5.2. Rotacao Induzida por Apomorfina

Os animais também foram submetidos ao teste da apomorfina com o
intuito de avaliar, comportamentalmente, o grau de degeneracao dos neurdnios
dopaminérgicos da substancia negra, pois a medida que as mesmas se
degeneram, os animais tendem a girar para o lado contralateral a lesédo apés
injecdo de apomorfina. Os grupos foram submetidos ao teste 7 e 21 dias apés
a cirurgia. A injecado de apomorfina foi na dose de 0,6 mg/kg sendo injetada por
via subcutanea. Apos a sua administracao, os animais foram colocados em um
aparato circular. O teste teve a duracdo de 30 minutos, sendo filmado para
analise posterior. Foram contabilizados giros de 360° tanto para o lado ipsi

lateral, quanto para o lado contralateral (Figura 7).
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Figura 7: Aparato do teste da Apomorfina

3.6. CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Antes da cirurgia, os animais receberam doses anestésicas de cloreto de
cetamina (Vertanacol) na dose de 75 mg/kg misturado com cloreto de xilazina
(Rompum) na dose de 10 mg/kg, por via intraperitoneal (i.p.). O nivel
anestésico foi avaliado através do reflexo flexor e reflexo corneano. Apds nos
certificarmos de que o animal estava profundamente anestesiado, o0 mesmo foi
imobilizado no aparelho estereotaxico através de duas barras intra-auriculares
e uma barra de fixacdo dos incisivos. Em seguida foi feita a tricotomia da
cabeca para expor a superficie craniana entre o bregma e o lambda, onde se
realizou um orificio do lado esquerdo, com o auxilio de uma broca elétrica, a
partir das seguintes coordenadas: antero-posterior (A-P), 0,8 mm a partir do
bregma; médio-lateral (M-L), 1,8 mm a partir da linha média; e dorso-ventral (D-
V), 3,0 mm a partir da calota craniana. Estas coordenadas foram baseadas no
Atlas de Estereotaxia para camundongos de Paxinos e Franklin (2004). Através
deste orificio, em todos os animais foram injetados com 2 pl de 6-OHDA, por
um periodo de 10 min, usando seringa de Hamilton de 10 pl, a taxa de infuséo

foi de 0,2 pl/min.
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A area exposta da superficie craniana foi fechada com fio de sutura.
Apds a cirurgia os animais receberam injecao profilatica de pentabiotico 60.000
u.i (0,02 ml) por via intramuscular, e depois foram colocados em suas gaiolas

com agua e racao ad libitum.

3.7. PERFUSAO E SECCIONAMENTO DOS ENCEFALOS

ApOs o periodo de sobrevida os animais foram perfundidos com a ajuda
de uma bomba peristadltica com uma pressdo de 30 cm/H,O. Cada
camundongo foi perfundido com 100 ml de tampé&o fosfato salina (TFS) 0,1 M
durante 5 minutos com pH entre 7,2 - 7,4, seguido de 250 ml de solucéo
fixadora de paraformaldeido (PFA) a 4% em TFS a 0,1 M, com pH entre 7,2 -
7,4 durante um periodo entre 5 - 10 minutos. Terminada a perfuséo foi
realizada a craniotomia, o encéfalo foi removido e pos-fixado em PFA a 2% em
TFS a 0,1 M por 10 - 12h, a 4 °C. Depois de pos-fixado o encéfalo foi
transferido para solucéo crioprotetora de sacarose a 30% em TFS a 0,1 M,
onde permaneceu por 72 h. Ap0Os isso 0s animais sofreram um processo de
congelamento rapido no solvente metilbutano mantido a temperatura de -30°C
com gelo seco, e em seguida foram armazenados em congelador a -20°C.

Na etapa seguinte, os encéfalos foram seccionados para a obtencao de
seccOes na espessura de 40 um, com auxilio de um criostato (Leica CM 1850),
sendo coletadas 6 séries intercaladas. As seccfes ficaram armazenadas em

PFA a 2% até o processo de imunoistoquimica.

3.8. IMUNOISTOQUIMICA

As seccOes foram marcadas com coloracdo imunoistoquimica para TH,
utilizando anticorpo primario anti-tirosinahidroxilase (Chemicon- T8700), com o
objetivo de identificar os neurdnios dopaminérgicos da via nigroestriatal.

Antes dos procedimentos relativos a coloracdo propriamente dita, as
seccOes foram submetidas a etapas de recuperagdo antigénica, inativacdo da
peroxidase enddgena e permeabilizacdo do tecido, na sequéncia a seguir:
incubacdo em tampéao borato a 60° por 30min; incubacdo em solucéo contendo
90% de metanol e 10% de H»0, a 30% por 20 minutos; incubacdo em
detergente tritona 5% por 30 min, divididos em duas vezes de 5 minutos e uma

vez de 20 minutos.
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O procedimento de imunoistoquimica foi realizado da seguinte forma:
incubagdo em soro normal de jumento (SNJ) a 5% por 30 minutos; incubacao
em anticorpo primario TH na titulacdo de 1:1000 por cerca de 12 h; incubacéo
em anticorpo secundario na titulagdo de 1:500 durante 2 horas; incubacdo no
ABC (complexo avidina-biotina — Vector- PK-4000 ), na titulagdo de 1:500
durante 1 h. O SG (Vector/SK-4700) foi o substrato utilizado para visualizagéo
do complexo formado. Nesta etapa, as seccdes ficaram cerca de 10 minutos da
solucdo de SG. Apés cada etapa as seccbes foram lavadas 3 vezes por 5
minutos, com TFS 0,1 M com pH 7,2 - 7,4. ApGs as reacdes, as sec¢des foram

montadas em laminas previamente gelatinizadas.

3.9. CONTAGEM DO NUMERO DE NEURONIOS

A analise do numero total de neurbnios dopaminérgicos na substancia
negra foi feita por meio de estereologia com o método do fracionador oOptico.

A estereologia fornece descricdbes quantitativas significativas da
geometria das estruturas tridimensionais a partir de medicbes que sao feitas
em imagens bidimensionais. E uma contagem realizada através de uma
amostragem sistematica para no final ser realizada uma estimativa do nimero
total de células. Esta contagem é tida como imparcial, pois independe do
tamanho, forma, orientacdo espacial e distribuicdo espacial do tecido

(www.stereology.info).

A delimitacdo da das estruturas de interesse, SNpc e estriado, foram
feitas utilizando-se a objetiva de 2x; para a contagem utilizou-se a objetiva de
40X em um microscopio (Nikon Labophot-2), , dotado de platina motorizada
com movimentos nos eixos X, Y e Z, e camera CCD (Toshiba IK — C44MD),
acoplados a um computador o qual possui o programa Stereologer verséao 2.0.
A delimitacdo da SNpc foi feita pelo atlas de coordenadas estereotaxicas de
Paxinos e Franklin (2004), sendo excluidas as outras regides da SN (Figuras 8
e9).


http://www.stereology.info/
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Figura 8: Delimitacdo da substancia negra parte compacta
no programa de estereologia.

Stereokoper 2000 - Your Guide To Unbiased Stereolopy
Bl Tutonal Ldt Stersdlogy (msge Tock Zenp Wirndow Hep
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Figura 9: Distribuicdo dos pontos (em verde) a serem contados
na estereologia.
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Foram contadas 32 sec¢Oes por animal adotando-se uma caixa de
contagem de 2500um? , com uma altura de 15 pm, espassados por 125 um .

As células dopaminérgicas foram reconhecidas pelo seu padrdo de
imunoreatividade para TH e o critério para a definicAo da contagem foi a
visualizacdo do corpo celular. Foram contadas as células cujo corpo celular
localizava-se totalmente dentro da caixa de contagem ou que interceptasse as
linhas de inclusédo (linhas verdes) ndo tocando nas de exclusao (linhas

vermelhas) (Figura 10).

Stersokoper 2000 - Your Guide To Unbiased Stereology
Pl Ttonsl Ldt Stersclogy Imsge Tock Zetp Wirdom Hep

Image. Live Staga [Acthe  Mag 240 Sec:dofd  fr5or1d ®¥-0514 [Y.-0941 Z-765.04

Digector : neuronios | [RumCbjacts:1 NumCormars: ¢

Focus through Mie ophical eesector. Chck on obyact af interest (nauronios) as It comes into facus. Vehen done click

Figura 10: Caixa de contagem demonstrando linhas de
inclusé@o (verde) e as linhas de exclusédo (vermelha).
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3.10.ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados foi feita através do programa
GraphPad Prism verséo 6 adotando um nivel de significancia p<0,05. Os testes
do campo aberto e da apomorfina, assim como o namero de células foram
representados em valores de média + erro padrdo. As comparacgdes dos testes
comportamentais tanto intragrupos e intergrupos; e as comparacgoes realizadas
intergrupos dos lados injetados e os lados nao-injetados da SNpc foram
analisados através da andlise de variancia (ANOVA) um critério, seguido do
teste de Newman-Keuls. A andlise intragrupo da SNpc foi realizada através do
Teste t. A correlacao entre a perda de neurénios dopaminérgicos com o campo

aberto e com a apomorfina foi feita pela correlacao de Pearson.
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4. RESULTADOS

Em nosso estudo avaliamos os efeitos de diferentes doses de mogno no
comportamento de camundongos injetados unilateralmente com 6-OHDA no
estriado. Utilizamos os testes do campo aberto e rotacdo induzida por
apomorfina. Os grupos analisados foram: grupo 6-OHDA + mogno 0,5 mg/kg
(G1), grupo 6-OHDA + mogno 1,0 mg/kg (G2), grupo 6-OHDA + mogno 5,0
mg/kg (G3) e grupo controle (6-OHDA + Salina 0,9%). Todos os grupos eram
constituidos de uma amostra de 4 animais, exceto o grupo 2 que continha 5

animais.

4.1. TESTE DE CAMPO ABERTO

Avaliou-se a ambulacdo dos camundongos no teste de campo aberto
antes, 7 dias e 21 dias depois da injecdo de 6-OHDA. Foi feita uma analise
intragrupo e intergrupo do teste nos diferentes tempos.

Na analise intragrupo, o grupo controle (Figura 11) apresentou diferenca
estatisticamente significativa quando comparado o teste antes com os testes 7
dias e 21ldias, (antes: 114+20; 7dias: 59+11; 21dias: 80+19), comportamento
também apresentado pelo grupo 1 (antes: 142+24; 7dias: 59+25; 2ldias:
79+47) (Figura 12).

O grupo 2 apresentou indices significativos entre todos os tempos de
teste (antes: 146+15; 7 dias: 72+37; 21 dias: 27+ 10), comportamento
apresentado também no grupo 3 (antes: 163+48; 7 dias: 91 + 58; 21 dias: 20 +

6) (Figuras 13 e 14, respectivamente) .
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Figura 11: Comportamento ambulatério de animais com lesédo
por 6-OHDA e tratamento com salina. A barra preta representa
a média de ambulacdes antes da cirurgia, barra cinza claro 7
dias e barra cinza escura 21 dias. Nota-se diferenca
estatisticamente significativa entre Antes e 7 dias e Antes e 21
dias (0*'<0.05).
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Figura 12: Comportamento ambulatério de animais com lesédo
por 6-OHDA e tratamento com S.macrophylla 0,5 mg/kg. A
barra preta representa a média de ambulacdes antes da
cirurgia, barra cinza claro 7 dias e barra cinza escura 21 dias.
Nota-se diferenca estatisticamente significativa entre Antes e 7
dias e Antes e 21 dias (p**<0,05).
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Figura 13: Comportamento ambulatério de animais com
lesdo por 6-OHDA e tratamento com S.macrophylla 1,0
mg/kg. A barra preta representa a média de ambulacdes
antes da cirurgia, barra cinza claro 7 dias e barra cinza
escura 21 dias. Nota-se que ocorreu diferenga
estatisticamente significativa entre todos os tempos do teste
(p*<0,05).
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Figura 14: Comportamento ambulatério de animais com
lesdo por 6-OHDA e tratamento com S.macrophylla 5,0
mg/kg. A barra preta representa a média de ambulagfes
antes da cirurgia, barra cinza claro 7 dias e barra cinza
escura 21 dias. Nota-se que ocorreu diferenca
estatisticamente significativa entre todos os tempos do
teste (p*<0,05).
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Além da analise intragrupo, foi feita também uma analise intergrupos da
ambulacdo no teste de campo aberto. Foi realizada uma comparacao
conservando o mesmo tempo nos diferentes grupos (Figura 15). N&o foi
encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os testes antes e 7
dias nos diferentes grupos. No teste feito em 21 dias ap0s a cirurgia, ndo houve
diferenca entre o grupo 1 e o grupo controle, mas encontrou-se diferenca
estatisticamente significativa quando se comparou tanto o grupo controle

guanto o grupo 1 com os grupos 2 e 3.

Comparacao do Teste do Campo Aberto entre todos os Grupos
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Figura 15: Comparacao entre 0s grupos nos mesmos tempos de teste do campo aberto .
GC (6-OHDA+ Salina); G1 (6-OHDA+ S.macrophylla 0,5 mg/kg); G2 (6-OHDA +
S.macrophylla 1,0 mg/kg); G3 (6-OHDA+ S.macrophylla 5,0 mg/kg). Nota-se diferenca
estatisticamente significativa apenas no teste de 21 dias, entre o grupo controle versus G2
ou G3; e G1 versus G2 ou G3 (p*+*<0,05).

4.2. ANALISE DO COMPORTAMENTO ROTATORIO INDUZIDO POR
APOMORFINA

O teste de rotacdes induzidas por apomorfina foi feito 7 e 21 dias apos a
cirurgia. Para questao de comparacao, foi considerado o teste antes da cirurgia
como zero, visto que animais normais sem lesdo nao apresentam rotacfes
apos injecdo de apomorfina. Todos os animais apresentaram comportamento

contraversivo.
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Na andlise intragrupo, o grupo controle (Figura 16) apresentou
diferencas significativas entre todos os tempos do teste: 7 dias (140£35) e 21
dias (256+79). O grupo 1 (Figura 17) apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre as médias de rotacfes antes e 7 dias (7d: 121 + 27; 21d: 24+
34). O grupo 2 (Figura 18) apresentou indices estatisticamente significativos
guando comparamos 0 antes e o 7 dias (137+65), e o 7 dias com o 21dias
(414+174). O grupo 3 (Figura 19) apresentou diferengca estatisticamente
significativa quando comparado o teste antes e o 21 dias (7d: 144+84; 21d:
236+193).

Teste da Apomorfina no Grupo Controle

400 - * |
o 3004
@
0
[ &0
g 200 -
x |
100 -
n 1 I
& £ &
‘_B a\ h'.\"b
?-Q' 4 "l:\

Figural6: Média de rotacdes do grupo controle (6-OHDA + Salina)
apos injecdo de apomorfina. O teste antes da cirurgia ndo esta com
a barra visivel devido ter sido considerado zero. As barras cinza
claro e cinza escuro representam os testes aos 7 e 21 dias depois
da cirurgia, respectivamente. Nota-se diferenca estatisticamente
significativa entre todos os tempos do teste (p*<0,05).
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Figura 17: Média de rotacdes do grupo 1 (6-OHDA +
S.macrophylla 0,5 mg/kg) apds injecdo de apomorfina. O teste
antes da cirurgia ndo estd com a barra visivel devido ter sido
considerado zero. As barras cinza claro e cinza escuro
representam os testes 7 e 21 dias depois da cirurgia
respectivamente. Nota-se diferenca estatisticamente
significativa entre Antes e 7 dias (p*<0,05).
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Figura 18: Média de rotagbes do grupo 2 (6-OHDA +
S.macrophylla 1,0 mg/kg) apés injecéo de apomorfina. O teste
antes da cirurgia ndo esta com a barra visivel devido ter sido
considerado zero. As barras cinza claro e cinza escuro
representam os testes 7 e 21 dias depois da cirurgia,
respectivamente. Nota-se diferenca  estatisticamente
significativa entre antes e 21 dias e entre 7dias e 21 dias
(p*"<0,05).
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Teste da Apomorfina no Grupo 3
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Figura 19: Média de rotagdes do grupo 3 (6-OHDA +
S.macrophylla 5,0 mg/kg) apés injecédo de apomorfina. O teste
antes da cirurgia ndo esta com a barra visivel devido ter sido
considerado zero. As barras cinza claro e cinza escuro
representam os testes 7 e 21 dias depois da cirurgia,
respectivamente. Nota-se diferenca  estatisticamente
sianificativa entre Antes e 21 dias (p*<0.05).

Na analise intergrupo igualmente como foi feito no teste do campo
aberto, foi realizada comparacéo entre 0os 4 grupos conservando-se a variavel
tempo dos testes (Figura 20). Nao foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa entre os testes antes e 7 dias nos diferentes grupos. No teste feito
em 21 dias apdés a cirurgia, encontrou-se diferenca estatisticamente
significativa quando se comparou o grupo 1 com todos 0s grupos, e entre 0s

grupos 2 e 3.
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Comparacao do Teste da Apomorfina entre todos os Grupos
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Figura 20: Comparagédo entre as médias dos grupos no teste da apomorfina,
conservando 0s mesmos tempos de sobrevida. GC (6-OHDA + Salina), G1 (6-
OHDA+ S.macrophylla 0,5mg/kg), G2 (6-OHDA + S.macrophylla 1,0 mg/kg),
G3 (6-OHDA+ S.macrophylla 5,0mg/kg). Nota-se diferenca estatisticamente
significativa apenas no teste de 21 dias entre o grupo G1 e todos os outros
grupos. (p**<0,05).

4.3. ANALISE DA VIA NIGROESTRIALTAL
4.3.1 Estriado

Na analise qualitativa do estriado observamos a perda acentuada na
reatividade das fibras dopaminérgicas do estriado esquerdo no grupo controle,
nos grupos tratado com S.macrophylla 1,0 mg/kg e com 5,0 mg/kg e uma perda

discreta no grupo tratado com S.macrophylla 0,5 mg/kg (Figura 21).
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Figura 21 : Fotomicrografias representativas do
estriado do lado n&o-injetado (esquerda) e lado
injetado (direito). De Cima para baixo, grupo
controle (6-OHDA +salina), G1 (6-OHDA +
S.macrophylla 0,5 mg/kg), G2 (6-OHDA +
S.macrophylla 1,0 mg/kg) e G3 (6-OHDA +
S.macrophylla 0,5 mg/kg).

4.3.2 Substancia Negra
Na analise dos neurénios dopaminérgicos da substancia negra, quando
comparamos o do lado injetado e o lado ndo-injetado de cada grupo, podemos

observar diferenca estatisticamente significativa no grupo controle, no grupo
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tratado com S.macrophylla 1,0 mg/kg e no grupo tratado com S.macrophylla
5,0 mg/kg. Nao havendo diferenca no grupo tratado com S.macrophylla 0,5
mg/kg (Figura 22 e 23) (Tabela 2).
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Figura 22: Comparacéo entre os numeros de neurdnios dopaminérgicos do lado injetado
e do lado nao-injetado de cada grupo. A: Grupo Controle (6-OHDA + Salina), B: Grupo 1
(6-OHDA+ S.macrophylla 0,5mg/kg), C:Grupo 2 (6-OHDA + S.macrophylla 1,0mg/kg), D:
Grupo 3(6-OHDA+ S.macrophylla 5,0mg/kg). Nota-se diferenca estatisticamente
significativa no grupo controle, no grupo 2 e 3. (p*<0,05).
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Figura 23 : Fotomicrografias representativas da SN do lado
ndo-injetado (esquerda) e lado injetado (direito). De Cima
para baixo, grupo controle (6-OHDA +salina), G1 (6-OHDA +
S.macrophylla 0,5 mg/kg), G2 (6-OHDA + S.macrophylla 1,0
mg/kg) e G3 (6-OHDA + 0,5 mg/kg).
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Tabela 2- Média de neurbénios dopaminérgicos do lado ndo-injetado

e do lado injetado de cada grupo. 50

Lado Nao-
Injetado 5784 7438 5790 8116
(Média)
Lado Injetado 2370 5722 2494 3392
(Média)
Valor de P p= 0,02 p=0.3 p=0.007 p= 0,02

Quando realizada a analise intergrupo dos neurbnios dopaminérgicos
do lado néo-injetado, ndo foi encontrada nenhuma diferenga estatisticamente
significativa (Figura 24). No entanto, na analise do lado injetado encontramos
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo 1 e todos 0s outros grupos
(Figura 25), com o G1 apresentando maior numero de neurdnios

dopaminérgicos do que os demais grupos
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Figura 24: Comparacdo intergrupo do numero de neurdnios
dopaminérgicos do lado n&do-injetado. GC: Grupo Controle (6-OHDA
+ Salina), G1: Grupo 1 (6-OHDA+ S.macrophylla 0,5mg/kg), G2:
Grupo 2 (6-OHDA + S.macrophylla 1,0mg/kg), G3: Grupo 3 (6-
OHDA+ S.macrophylla 5,0mg/kg). N&o houve diferenca
estatisticamente significativa. (p>0,05).
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Figura 25: Comparagdo intergrupo do numero de neurdnios
dopaminérgicos do lado injetado. GC: Grupo Controle (6-OHDA +
Salina), G1: Grupo 1 (6-OHDA+ S.macrophylla 0,5mg/kg), G2:
Grupo 2 (6-OHDA + S.macrophylla 1,0mg/kg), G3: Grupo 3 (6-
OHDA+ S.macrophylla 5,0mg/kg). Houve diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo 1 e todos os outros grupos. (p**<0,05).

Quando calculada a porcentagem de perda de neurdnios
dopaminérgicos da substancia negra, observou-se que o grupo controle e os
grupos tratados com 1,0 mg/kg ou 5,0 mg/kg de S.macrophylla apresentaram

cerca de 60% de perda no lado injetado, contra 20% do grupo tratado com

S.macrophylla 0,5 mg/kg (Figura 26).
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Percentual da Perda de Neurénios Dopaminérgicos
na Substancia Negra

o 80+ ’_*; # .
E | |
g 60- T
T

:

3 40+

Lok)

c

2 T

o i

o 20

o

| .

@

o 0- '

& < <l <

Figura 26: Célculo em porcentagem da perda de neurfnios dopaminérgicos em
cada grupo, considerando o lado ndo-injetado como 100%. GC: Grupo Controle
(6-OHDA + Salina), G1: Grupo 1 (6-OHDA+ S.macrophylla 0,5mg/kg), G2: Grupo
2 (6-OHDA + S.macrophylla 1,0mg/kg), G3: Grupo 3 (6-OHDA+ S.macrophylla
5,0mg/kg). Nota-se que houve diferenca estatisticamente significativa entre o
grupo 1 e todos os outros grupos. (p*<0,05).

Quando realizamos a correlacdo entre a perda neuronal, e o0s
parametros comportamentais de ambulacdo e rotacdo no 21° dia, foi
encontrado que apenas 0 comportamento rotatorio da apomorfina apresentou
correlacdo com a perda neuronal (p< 0,05; r* 0,69) (Figura 27). A perda
neuronal em porcentagem do lado injetado foi calculada em relacdo ao lado

nao-injetado.



53

Correlagdo da Perda de Neurdnios
Dopaminérgicos com o Campo Abertoe a
Apomorfina

1000+ < CA-21d
A Apomorfina-21d

Ambulagdo (no. linhas cruzadas)
No. Rotagdes Contralaterais

Perda de Neurénios TH+ (%)

Figura 27: Correlacdo entre a perda de neurdnios dopaminérgicos em porcentagem do
lado injetado e pardmetros comportamentais do campo aberto (CA) e da apomorfina no 21°
dia. Nota-se correlacdo apenas com o teste da apomorfina (p< 0,05; r*: 0,69).
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5- DISCUSSAO

Em nosso estudo, camundongos sui¢cos sofreram lesdo através de uma
Unica injegdo no estriado esquerdo e foram tratados com veiculo ou com
extrato de folhas de S.macrophylla nas doses de 0,5, 1,0 e 5,0 mg/kg durante 7
dias ap6s a lesdo com 6-OHDA. A ambulacéo foi avaliada pelo teste de campo
aberto enquanto que a neuroprotecao no sistema nigroestriatal foi aferida pelo
teste das rotacdes induzidas por apomorfina e pela andlise histolégica dos
neurdnios nigroestriatais. Os resultados obtidos séo discutidos a seguir.

5.1- Swietenia macrophylla

A Swietenia macrophylla € uma importante planta medicinal utilizada nas
regides tropicais e subtropicais do mundo (MOGHADANTOUSI et al., 2013).
Alguns estudos demonstram que seus principais compostos sédo limondides e
componentes fendlicos, como os flavonoides, os quais |he conferem uma
caracteristica antioxidante (LOBO et al., 2006; SA, 2010).

Em diversos paises a Swietenia macrophylla vem sendo usada para
tratar diversas doencas devido a seus efeitos antimicrobial, anti-inflamatoério e
antioxidante (MOGHADANTOUSI et al., 2013).

Na Malasia, seu caule é usado tradicionalmente para tratar hipertensao,
diabetes e alivio da dor (MOGHADANTOUSI et al, 2013). Em uma
comunidade na Bolivia, seu uso foi retratado para tratamento de leishmaniose
(BOURDY et al., 2000). Na Indonésia ha relatos do seu uso em diabetes,
hipertensédo e malaria (KADOTA, 1990).

Estudo prévio em culturas mistas de cerebelo expostas a metilmercurio
(MeHg) mostrou que o tratamento realizado durante a lesdo em regime
subcroénico do extrato aguoso de mogno, resultou em evidente protecédo ante a
perda celular induzida por MeHg, restaurando os valores de viabilidade celular
para valores proximos encontrados em pocos-controle. Por sua vez, estratégias
de pré-exposicdo ao extrato resultaram em efeitos mais discretos, enquanto

gue a pés-exposicao nao mostrou efeitos significativos (LOPES, 2009).

5.2- ANALISE COMPORTAMENTAL: TESTE DO CAMPO ABERTO
Em nossos resultados encontramos uma diminuicdo na ambulacdo dos

animais, avaliada pelo teste do campo aberto, em todas as concentragfes de
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mogno utilizadas. Ramos (2012) ao fazer uso do extrato aquoso de
S.macrophylla na concentragéo de 0,5 mg/kg em camundongos com modelo
de 6-OHDA como pos-tratamento, também  encontrou diminuicdo na
ambulacdo dos animais ap0s 7 dias de lesdo. Este resultado também foi
encontrado por Tapias et al. (2013) ao utilizarem o suco de pomegranato
(rom&) que possui polifendis em seus constituintes na concentragdo de 0,6-0,7
mg via oral 7 dias antes da lesdo com rotenona.

No entanto outros estudos de neuroprotecdo e modelo de DP com 6-
OHDA encontraram resultados diferentes do nosso. Chaturvedi et al. (2006),
por exemplo, utilizou o ch&a preto via oral, que possui em sua composicdo
catequinas e flavondides, em ratos antes e apdés a injecdo de 6-OHDA,
totalizando 42 dias de tratamento e no outro grupo o cha era dado somente
depois da injecdo (21 dias de tratamento). Eles encontraram um grau de
melhora maior na atividade locomotora, na diminuicdo da perda de neurdnios
TH" e na diminuicdo de express&o dos receptores D2 no grupo que recebeu
tratamento antes e depois da 6-OHDA. Nesse trabalho, o cha utilizado no
tratamento possui alguns constituintes do mogno, mas seus resultados séo
diretamente comparaveis jA que o mesmo foi realizado em ratos, recebeu
tratamento pré e pos leséo, além da duracdo do tratamento ter sido maior do
gue no nosso estudo.

Shobana et al. (2012) utilizaram extrato alcoolico de Bacopa Monniera
Linn (planta medicinal utilizada para epilepsia e ansiedade) por via oral na
concentracdo de 20 e 40 mg/kg, 21 dias antes da cirurgia com 6-OHDA,
também encontraram melhora na atividade locomotora dos animais, com
diminuicdo da glutationa redutase, glutationa-s-transferase, glutationa
peroxidase, superoxido dismutase e catalase. Esse estudo foi realizado em
ratos, sendo a via de administracao do extrato diferente da nossa.

Ahmad et al. (2005;2006) em seus dois trabalhos utilizaram os extratos
de Ginkgo biloba e Nardostachy jatamansi nas concentracdes de 50, 100, 150
e 200, 400 e 600 mg/kg, respectivamente, por trés semanas em ratos antes
da injecdo de 6-OHDA, obtiveram como resultado uma melhora na atividade
locomotora, sendo esta melhora associada a um aumento da densidade das

fibras TH* para os dois tratamentos.
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A maioria dos estudos de neuroprotecdo (AHMAD et al., 2005; 2006;
SHOBANA et al,.2012; CHATURVEDI et al.,2006) utilizam o campo aberto para
avaliar melhora ou piora da atividade locomotora dos animais. No entanto, o
campo aberto foi criado por Hall em 1934 para o estudo da emocionalidade em
ratos. Portanto, um baixo grau de ambulac&o dos animais poderia refletir uma
resposta de medo ou de ansiedade frente a exposicdo de um novo ambiente
(PRUT; BELZUNG, 2003). Alguns autores propdem o emprego deste modelo
na avaliacdo da ansiedade, considerando-se que uma diminuicdo na
ambulacdo do animal poderia ser indicativo de uma reducdo da mesma
(CAROLA et al., 2002). Neste contexto, nossos resultados demonstraram uma
diminuicdo na ambulagdo dos animais, especialmente acentuada com as doses
maiores de extrato de S.macrophylla (1,0 e 5,0 mg/kg), o que pode sugerir que
0 mogno tenha tido algum efeito ansiolitico nos mesmos visto que ndo houve,
nesses grupos, incremento na morte de neurdnios dopaminérgicos que
pudesse indicar um efeito toéxico. Seria fundamental confirmar esse efeito em

futuros estudos utilizando mais testes para afericdo de ansiedade.

5.3 - TESTE DA APOMORFINA E CONTAGEM DE NEURONIOS
DOPAMINERGICOS DA SUBSTANCIA NEGRA

O teste comportamental com apomorfina, um agonista dopaminérgico,
tem como objetivo avaliar o grau de degeneracédo da via nigroestriatal, pois em
modelos de hemiparkisonismo, ocorre um aumento da expressdo dos
receptores dopaminérgicos na porcao lesada do estriado, ou seja, 0s agonistas
dopaminérgicos terdo seus efeitos potencializados pela hipersensibilizacdo dos
receptores de dopamina nos neurbnios pos-sinapticos estriatais do lado
injetado (BETARBET et al., 2002; PRZEDBORSKI et al., 1995).

Em nossos resultados encontramos que o S.macrophylla na
concentracdo de 0,5 mg/Kg provocou diminuicdo no nuamero de rotacdes
contralaterais, associada com diminuicio da perda de neurbnios
dopaminérgicos em relacdo ao controle, enquanto que as concentracdes 1,0 e
5,0 mg/kg ndo aumentaram as rotacfes, e hem a perda neuronal em relacao
ao grupo controle injetado com 6-OHDA e tratado com veiculo. Ramos (2012),
em seu estudo com extrato de folhas de S.macrophylla (0,5 mg/kg) em

hemiparkisonismo com 6-OHDA também ndo encontrou aumento Nno numero
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de rotacbes, ou diminuicdo no niumero de neurbnios dopaminérgicos no grupo
tratado com o extrato em comparacgéo ao grupo 6-OHDAveiculo apds sobrevida
de 7 dias. Portanto, os efeitos neuroprotetores com a dose de 0,5 mg/kg s6
ficaram evidentes apd6s 21 dias de sobrevida, sugerindo que o extrato de
S.macrophylla potencializou a recuperagdo dos neurbnios e impediu a
progressédo da morte celular. A dose maiores, de 1,0 e 5,0 mg/kg usadas neste
trabalho ndo protegeram mas também n&o aumentaram a toxicidade da 6-
OHDA.

Estudo em culturas primarias mistas derivadas de mesencéfalo ventral,
onde as mesmas foram expostas a rotenona e ao extrato de folhas de
S.macrophylla nas doses de 1, 10, 15, 20 e 30 pg/ml descreveram um efeito
toxico apenas na concentracdo de 30 pg/ml. As demais concentracdes nao
ocasionaram reducéao significativa na viabilidade celular, quando comparadas
ao controle (MARTINS-FILHO, 2011).

Varios estudos de neuroprotecdo com o0 modelo de 6-OHDA tém
relatado resultados positivos. Por exemplo, Cadet et al. (1989) encontraram
diminuicdo no numero de rotagcdes com o pré-tratamento com vitamina E 14
dias apos lesdo com 6-OHDA em ratos. Ahmad et al. (2005; 2006) como ja
citado anteriormente, em seus dois trabalhos utilizaram os extratos Ginkgo
biloba e Nardostachy jatamansi nas concentracdes de 50, 100, 150 e 200,
400 e 600 mg/kg, respectivamente, por trés semanas em ratos antes da injecéo
de 6-OHDA , também encontraram uma diminuicdo de rotacbes dose-
dependentes.

Estudos testando o efeito de drogas antimicrobiais, como a doxiciclina e
a minociclina, em modelos de 6-OHDA, também demonstram neuroprotecéo ja
com 14 dias de tratamento (LAZZARINI et al.,2013; HE et al., 2001).

Pesquisas com modelos com MPTP, utilizando extratos de plantas com
polifenol, curcumindide e Acorus gramineus, demonstram que a diminuicdo na
perda de neurbnios dopaminérgicos, vem sendo associado com diminuicdo da
expressado da proteina GFAP, das citocinas IL-18 e TNF-a (OJHA et al., 2012,
JIANG et al., 2012).

As concentracdes de S.macrophylla 1,0 e 5,0 mg/kg, como ja citado
anteriormente, aumentaram a perda de neurdnios dopaminérgicos dose-

dependentes, que apesar de ndo serem estatisticamente diferentes do controle,
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potencializaram os efeitos da 6-OHDA. Tapias et al. (2013), ao utilizarem o
suco de pomegranato (roma), que possui polifendis em sua constituicdo, na
concentragédo de 0,6 mg via oral 7 dias antes da lesdo com rotenona,
encontraram um aumento da perda de neurdnios TH+, o que foi associado ao
aumento de nitrotirosina, a inducdo da formacdo de 6xido nitrico e a ativagcdo
de caspase 3 nos neurbnios dopaminérgicos, o que eles colocam como
consistente com um potencial pro-oxidante.

Zbarsky et al. (2005) utilizaram os flavonoides curucumina (50 mg/kg),
guercetina (20 mg/kg), naringenina (50 mg/kg) e fisetina (20 mg/kg) em um
esquema de 4 dias de pré-tratamento a injecdo de 6-OHDA em ratos e
obtiveram como resultados que a curucumina e a quercetina conseguiram
neuroproteger. No entanto a naringenina e a fisetina ndo alcancaram a mesma
finalidade, o que foi associado a variabilidade do metabolismo, a flora intestinal,
a disponibilidade sistémica e a capacidade de atravessar a barreira hemato-
encefalica. Na espectrofotometria de massa das folhas de mogno, como ja
citado anteriormente, foi encontrada a presenca dos flavonoides quercetina e
naringerina (Sa, 2010).

Estudos que envolvem o uso de terapias para cancer demonstram que o
uso de polifendis para este objetivo envolve a caracteristica pro-oxidante dos
mesmos. Eles estariam envolvidos na producdo de espécies reativas de
oxigénio, na disfuncdo mitocondrial, efeitos esses que levariam a apoptose dos
tumores (GALATI; O’'BRIAN, 2003; HADI et al, 2007; HANIF et al, 2008 ).

Ndo sabemos quais mecanismos estdo envolvidos na terapia com
mogno, mas Cao et al (2007) observou a atividade antioxidante e prooxidante
de algumas flavonas através da capacidade de absorcéo de espécies reativas
de oxigénio e propds que a eficacia dos mesmos para as duas atividades
dependia do numero de hidroxilas substituidas no anel principal. Em geral
aquele composto que tem maior niumero de hidroxilas substituidas possui maior
atividade tanto antioxidante quanto préoxidante. Ao analisarem diversas
flavonas, entre elas a quercetina e a miricetina, que estao presentes no extrato
de mogno, viram que sado as duas com maior poder antioxidante e pro-oxidante
(5 e 6 OH substituidas, respectivamente), atuando como antioxidantes quando
estavam na presenca de radicais peroxilas e hidroxilas, e pré-oxidantes na

presenca de Cu”.
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Segundo Babich et al (2011) pode-se esperar trés respostas celulares
distintas da exposicao a polifendis, com cada resposta dependente da natureza
e da concentracdo da atividade pro-oxidante dos mesmos. A primeira seria,
frente a uma exposicdo moderada, tem-se um estresse oxidativo leve, e assim
inflamag&o nos sistemas de defesa antioxidantes celulares. A segunda, uma
exposi¢cdo de intermediéria para alta, domina gradualmente o sistema de
defesa e induz a morte celular por apoptose. A terceira, uma exposi¢cdo muito
elevada, rapidamente domina a defesa de antioxidantes celulares, causando
dano oxidativo, e assim levando a morte celular por necrose. Portanto,
dependendo da dose utilizada, o extrato de S.macrophylla poderia ter efeito
pro- ou anti-oxidante.

Bouayed e Bohn em uma revisdo de 2010 ressaltam que o equilibrio
entre a oxidacdo e a antioxidacdo € essencial para a manutencdo das
condicOes fisiolégicas normais. Nossos sistemas de defesa antioxidante
endoégeno sédo incompletos sem a presenca do sistema de defesa exdgeno
originarios de compostos como: vitamina C, vitamina E, carotenoides e
polifendis; portanto ha uma demanda continua por antioxidantes exdgenos,
com a finalidade de prevenir o estresse oxidativo, entretanto doses elevadas de

compostos isolados podem ser toxicos, levando a alteracéo do equilibrio redox.

5.4 PRINCIPAIS ACHADOS DO TRABALHO

Resumidamente, o tratamento com S.macrophylla nas concentracdes de
0,5, 1,0 e 5,0 mg/kg durante 7 dias apés a lesdo com 6-OHDA provocou
diminuicdo na ambulacdo dos animais, avaliada pelo teste do campo aberto em
todas as concentracfes. Quando analisamos o teste da apomorfina, a
concentracdo de mogno 0,5 mg/kg causou diminuicdo no numero de rotacfes
contralaterais em relacdo ao grupo controle, sendo confirmado pela analise
histolégica, onde também encontramos diminuicdo na perda de neurbnios
dopaminérgicos nesta concentracao.

Por outro lado, as concentracdes de 1,0 e 50 mg/kg ndo conferiam
neuroprotecdo, sendo o numero de rotacdes contralaterais e percentual de
perda dopaminérgica equivalente ao obervado no grupo controle (6-
OHDA/veiculo).
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6- CONCLUSAO

O nosso estudo demonstrou que todas as concentragdes de extrato de
folhas de Swietenia macrophylla utilizadas, ocasionaram uma diminuigdo na
ambulacdo dos camundongos, sugestiva de um possivel efeito ansiolitico.

Encontramos ainda que a concentracdo de 0,5 mg/kg promoveu um
efeito neuroprotetor na via nigroestriatal, ocasionando uma diminuicdo no
namero de rotagdes contralaterais induzidas por apomorfina, associado com
uma diminuicdo significativa na neurodegeneragdo dos neurdbnios
dopaminérgicos no modelo de doenca de Parkinson com 6-hidroxidopamina em
camundongos.

Sugerimos que outros estudos para a andlise dos mecanismos do
tratamento com Swietenia macrophylla em modelo de Parkinson devem ser

desenvolvidos, para melhor avaliarmos seus efeitos.
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