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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) é caracterizada pela degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos
da substancia negra (SN) pars compacta, sendo o estresse oxidativo um dos mecanismos
envolvidos. Portanto, substancias antioxidantes tem um potencial para acdes neuroprotetoras
frente a processos neurodegenerativos. Estudos mostram que os extratos polifendlicos de
Euterpe oleracea protegeram células endoteliais vasculares humanas sob estresse oxidativo e
inflamacdo, e a ingestdo subcronica de polpa de acai melhorou a atividade oxidante em
encéfalos de ratos, e preveniu alteracfes na atividade das enzimas antioxidantes catalase
(CAT) e superoxido dismutase (SOD). O objetivo do trabalho foi avaliar as propriedades
neuroprotetoras e ansioliticas do extrato aquoso do fruto de E. oleracea em modelo de
hemiparkinsonismo em camundongos. Para isso foram utilizados 45 camundongos da
linhagem C57BL/6 que foram divididos em 3 grupos (6-OHDA/Veiculo; 6-OHDA/1g; 6-
OHDA/5g) de acordo com a concentragdo de antioxidante contido no extrato de E. oleracea
numa proporcdo de 1g e 5g de antioxidantes didrios para uma pessoa de 70Kg. A

administracdo do extrato foi feita via oral através de gavagem, e a solugéo feita com o extrato



foi preparada e aplicada diariamente. Foi feito um pre-tratamento durante 14 dias antes da
cirurgia, e um tratamento de 28 dias apds a cirurgia. A analise da lesdo foi feita a partir do
numero de rotac¢Ges induzidas por apomorfina nos dia O (antes da cirurgia), 7, 14, 21 e 28° dia.
O comportamento foi avaliado com os testes do campo aberto, das barras horizontais, teste
dos bastbes e barras paralelas. Os resultados foram expressos em valores de média e erro
padrdo, e foram analisados através da Andlise de Variancia (ANOVA) e teste Tukey,
adotando-se niveis de significancia de P < 0,05. Os resultados mostraram que 30% dos
animais tratados apresentaram uma possivel neuroprotecdo, aferida no teste da apomorfina.
Além disso, todos 0s grupos tratados com extrato apresentaram aumento na atividade
exploratdria no campo aberto. Desta forma os resultados sugerem que o tratamento com uma
Unica dose diaria de extrato de Euterpe oleracea nas concentracdes propostas foi capaz de
produzir melhoras nos parametros investigados no modelo de hemiparkinsonismo por 6-
OHDA.

Palavras-chave: Parkinson, 6-OHDA, Euterpe oleracea, antioxidante.



1. INTRODUCAO

A primeira descricdo da Doenga de Parkinson (DP) como uma condigdo
neuroldgica ¢ associada a James Parkinson hd 200 anos, com seu trabalho intitulado “An
Essay on the Shaking Palsy” (Um ensaio sobre a paralisia agitante), de 1817, a partir de
paciente que apresentavam quadro motor peculiar como, tremor em repouso, bradicinesia ou
acinesia, postura encurvada e marcha festinante (Przedborski, 2017). Desde entdo a DP é
caracterizada com um distdrbio motor, sendo a principal forma clinica na maioria dos casos
(Massano & Bhatia, 2012). Nos ultimos dez anos surgiram evidéncias de que a DP é mais do
que um disturbio motor, com o paciente apresentando também diversos sintomas ndo motores
como disfungdes autonémicas, distdrbios do humor, distarbios do sono, distdrbios sensoriais e
déficits cognitivos, e que podem se perceptiveis mesmo antes dos sintomas motores se
tornarem evidentes (Wolters & Braak, 2006; Siderowf & Lang, 2012).

A patologia da DP é caracterizada pela degeneracao de neurdnios dopaminérgicos
da substancia negra pars compacta (SNc) que emitem projecdes predominantemente para o
estriado. Devido a perda dos neurdnios nigroestriatais ocorre uma diminuigdo correspondente
na quantidade de dopamina (DA) tanto na SN como no estriado (Fahn & Sulzer, 2004,
Tagliaferro & Burke, 2016). Os mecanismos patogénicos que induzem a neurodegeneracao
dessa via nigroestriatal possivelmente sejam iniciados por fatores ambientais em associagdo
com fatores genéticos predisponentes. Dentre as vias patogénicas implicadas estdo aquelas
envolvendo disfuncBes mitocondriais, estresse oxidativo, disfuncdes na degradacdo proteica,
excitotoxicidade (Dauer & Pzredborski, 2003; Dexter & Jenner, 2013), disfuncbes nos
processos celulares de autofagia dirigidos as mitocondrias (Vives-Bauza & Pzredborski,
2011) e neuroinflamacéo (Przedborski, 2010; Ransohoff, 2016).

As formas familiares de DP e as mutacfes genéticas associadas representam
atualmente cerca de 10% dos casos que apresentam fendtipos clinicos e patolégicos distintos.
Varios estudos em casos familiares de DP esporadica sobre as mutaces genéticas revelaram
pistas importantes quanto aos mecanismos moleculares subjacentes ao processo da doenca.
Muitos desses mecanismos patogénicos descobertos na DP esporadica, como disfuncéo
mitocondrial, estresse oxidativo e manipulagdo de proteina alteradas se sobrepfem aos
mecanismos de neurodegeneracdo da forma familiar. Esses estudos da DP familiar até agora
revelaram pelo menos 17 genes autossémicos dominantes e autossémicos recessivos,
mutacgdes responsaveis por variantes da doenca. Estes incluem mutacdes nos genes da a-

sinucleina, phosphatase and tensin homolog-inducible kinase 1 (PINK1) e leucine-rich repeat



kinase 2 (LRRK2), como 0s grupos genéticos mais comum para o inicio precoce e inicio
tardio da PD, respectivamente, enquanto mutacGes em glucocerebrosidase (GBA) podem ser

o fator de risco mais comum (Houlden & Singleton, 2012; Dexter & jenner, 2013).

As evidéncias implicando as vias patogénicas citadas acima advém de estudos em
modelos animais, de estudos neuropatoldgicos pos-morte de pacientes, assim como a partir da
elucidacdo das vias moleculares afetadas nas diversas alteracfes genéticas associadas ao
parkinsonismo familiar. A via final que causa a morte neuronal implica uma multiplicidade de
mecanismos que incluem morte celular tanto por apoptose dependente e independente de
caspases, quanto por necrose (Gupta & Gollapudi., 2008).

Atualmente, a maior parte do arsenal terapéutico disponivel para o tratamento da
DP baseia-se em estratégias para reposi¢cdo do neurotransmissor dopamina, cuja producdo
encontra-se limitada. Nesse arsenal, encontram-se tratamentos medicamentosos e cirurgicos
que, em geral, sdo efetivos no controle dos principais sintomas nos primeiros anos da doenca.
Entretanto, com a evolucdo da doenca, invariavelmente, surgem complicaces decorrentes do
tratamento, tais como as discinesias e alteracdes neuropsiquiatricas, além de outras alteracdes
mais diretamente associadas com a neurodegeneracdo. Nesse estagio mais avancado da
doenca ndo ha terapias satisfatorias. Portanto, nos dltimos anos tem aumentado a busca por
alternativas que visem retardar, interromper, ou mesmo reverter a progressao da
neurodegeneracdo, estratégias essas que sdo denominadas de terapias neuroprotetoras, neuro-
restaurativas, ou ainda, terapias modificadoras da doenca (Olanow et al, 2008; Olanow &
Kordower, 2009; Stocchi et al, 2015).

Com base nos mecanismos patogénicos que antecedem as vias de morte celular na DP, vérias
terapias tem sido testadas tanto em modelos experimentais de DP como em ensaios clinicos,
para avaliacdo do seu potencial neuroprotetor, tais como: i) inibidores da enzima
monoaminooxidase B (MAO-B); ii) agonistas dopaminérgicos; iii) drogas que auxiliem na
producdo de energia (coenzima Q10, creatina, inibidores da GAPDH); iv) antagonistas de
canais de célcio; v) anti-inflamatérios; vi) antioxidantes (Hirsch & Hunot, 2009; Schapira,
2009). Vérios modelos de estudo da DP visam reproduzir um modelo ideal que devem conter
caracteristicas patoldgicas e clinicas da doenca. Existem hoje alguns modelos, divididos em
geneéticos e neurotdxicos, que apesar de certas limitacGes, esses modelos animais contribuem
significativamente para uma melhor compreensdo dos processos da doenca e possiveis alvos
terapéuticos na DP atualmente (Tieu, 2011; Przedborski, 2017).

Os estudos em busca de alimentos ou partes de alimentos que forne¢cam beneficios



médicos ou de saude, incluindo a prevencao e tratamento de doencas neurodegenerativas, tem
sido intensamente buscada. Como, terapias que podem restaurar a funcdo neuronal reduzindo
ou até mesmo eliminando o fator estressor. Os flavonoides estdo sendo amplamente estudados
para o desenvolver de uma nova geracdo de agentes terapéuticos que podem ser clinicamente
eficazes no tratamento de doengas neurodegenerativas (Whatson & Preedy, 2014; Solanki,
2015). Os flavonoides sdo um grande grupo de metabdlitos secundarios da classe dos
polifendis, componentes de baixo peso molecular encontrados em diversas espécies vegetais.
O consumo de alimentos ricos em flavonoides na dieta regular tem sido associado a um menor
risco para varias doengas, incluindo a doenca de Parkinson (Gao et al, 2012; Shah, 2015;
Pandareesh et al, 2015). Além das suas propriedades antioxidantes, 0s compostos
polifendlicos poderiam apresentar propriedades neuroprotetoras, através da modulacdo de vias
de sinalizacdo celular atuando em condi¢fes normais e patoldgicas (Kumar & Pandey, 2013;
Solanki et al, 2015).

A regido amazénica possui uma rica diversidade da flora, e nos Gltimos anos vem
aumentando o numero de estudos visando identificar nessa flora compostos com potencial
terapéutico farmacoldgico em diferentes estruturas, como, folha, flor, fruto, raiz, 6leos. Dentre
esses estudos da flora se destaca nos ultimos anos a espécie Euterpe oleracea Mart., da
familia das arecaceaes, que é uma palmeira generalizada das varzeas na Amazonia. Seu fruto,
conhecido popularmente como acai do Para (Pessoa & Texeira, 2012), inclui-se na classe das
"superfrutas" por ser especialmente rico em antioxidantes, como compostos fendlicos e
tocoferdis. As antocianinas sdo 0s seus principais compostos fenolicos, cianidina-3-glicosideo
e cianidina estdo em concentra¢6es maiores (Rogez et al, 2011), seguido de flavonoides como
orientin e homoorientin-3-rutinoside (Pacheco-Palencia & Talcott, 2010). Outros flavonoides
pertencentes as familias flavona, flavonol, flavonol, e di-hidroflavonol também estdo
presentes, bem como os acidos fendlicos (Mulabagal & Calderdn, 2012). Esses compostos sdo
bioativos em Euterpe oleracea e mostram propriedades antioxidante e antiflamatéria (Kang et
al., 2012).

Observou-se em estudos que os extratos polifenélicos de acai protegeram células
endoteliais vasculares humanas sobre o stress oxidativo e inflamagdo (Noratto et al., 2011).
Noratto et al. (2011) descreveram que extratos do agai inibiram a producdo de ROS induzida
por condi¢cbes de hiperglicemia. Machado F. (2016) demostra que a ingestdo subcronica da
polpa de acai melhora a atividade oxidante em encéfalos de ratos, prevenindo alteracfes na

atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD). Assim 0


https://pt.wikipedia.org/wiki/Arecaceae

acai possui determinadas propriedades bioquimicas e farmacologicas com um potencial
neuroprotetor frente as doencas neurodegenerativas.

2. OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar as propriedades neuroprotetoras do extrato aquoso do fruto de Euterpe oleracea

Mart. em modelo de hemiparkinsonismo em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar os efeitos do tratamento com o extrato de E. oleracea (Acai) sobre as
alteracbes do comportamento motor de camundongos com inducdo experimental de

doenca de Parkinson.

- Investigar o efeito do tratamento com o extrato de E. oleracea (Agai) sobre o

comportamento rotacional induzido por apomorfina no modelo experimental proposto.



3. MATERIAS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Todo os testes propostos foram realizados num periodo de 7 semanas. O
tratamento com extrato foi feito durante 2 semanas de pré-tratamento e 4 semanas de
tratamento. Sendo realizado dentro do periodo de pré-tratamento um teste de Campo aberto e
um teste de apomorfina, e dentro do periodo de tratamento foi realizado testes de apomorfina

de 7 em 7 dias. A Ultima semana (p6s-tratamento) realizou-se os testes de avaliacdo motora.

Delineamento experimental Barras
Paralelas
Campo aberto
Apomorfina Barras
Pré-Tratamento I Tratamento Horizontais

28 30 33 35

Campo aberto Cirurgia

estereotaxica

Apomorfina Campo aberto

Apomorfina Apomorfina

Apomorfina
Ambulagio

sobre Bast8es

Figura 1. Delineamento experimental.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados 45 camundongos Black da linhagem C57BL/6 provenientes do
Instituto Evandro Chagas (Levilandia, Pard), pesando em média 25g e idade de 10 semanas.
Os animais foram separados em grupos de 5 animais por caixa e mantidos em cabines para
biotério (Insight ©) com temperatura e umidade controladas (24 + 2°C; 60%), em um ciclo de
claro/escuro de 12/12h natural. A alimentacdo e agua ficaram disponivel Ad libitum e todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo comité de ética em pesquisa com animais
de experimentacdo (CEPAE-UFPA) sob o parecer N°. 674170716013 (ANEXO).



3.3 EXTRATO

O extrato purificado de Euterpe oleracea foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Hervé Louis Ghislain Rogez, socio da empresa Amazon Dreams S.A., localizada em Belém —
PA, incubada na UFPA.

O processo de obtencdo do extrato de acai como um todo, foi
patenteado em regime de co-titularidade pela UFPA e a empresa Amazon Dreams sob 0 nome
“Processo de extragdo, fracionamento e purificagdo parcial de compostos bioativos
hidrofilicos e lipofilicos de frutos de palmeiras do género Euterpe.” (P10906328-7 de
10/09/2009) e ndo podendo ser detalhado por motivos de propriedade intelectual (Pompeu,
2009). A empresa garante que os extrato liofilizado cedido contem 30% de polifendis totais de
pureza.

O fruto foi coletado em planta¢des de planicies de inundacdo da regido amazonica
oriental (Estado do Para’, Brasil), nos municipios de Abaetetuba e Acara. Frutos de arvores
com 6 anos de idade foram escolhidos conforme o estagio de maturidade e transportados até
a empresa, onde foram selecionados e lavados com agua corrente para remocdo de poeira e
material estranho, e lavagem na presenca de 50 ppm de cloro. Os frutos foram entéo
submetidos a um processo de extracdo hidraulica das camadas mais externas dos frutos
utilizando méaquinas convencionais para despolpamento do fruto. Seguida, de uma etapa de
filtracdo e outra de microfiltracdo, onde foi separada a borra e minimizados alguns compostos
indesejaveis como fibras, lipidios e proteinas. O filtrado foi encaminhado para um processo de
purificacdo parcial. O extrato aquoso purificado foi congelado a -40 °C por uma noite e
liofilizado por 48 horas até secagem quase completa (<2% de umidade residual) e
acondicionamento em saco plastico sob vacuo. A liofilizacdo foi feita para minimizar a

degradacdo dos compostos fendlicos até seu uso no experimento (Rogez et al., 2011).

3.4 TRATAMENTO
Foram divididos em 3 grupos (6-OHDA/veiculo; 6-OHDA/ 1g; 6-OHDA/5¢) de

acordo com a concentragédo de antioxidante contido no extrato de E. oleracea numa proporgéo
de 1g e 5g de antioxidantes diarios para uma pessoa de 70Kg. Essas doses foram baseadas nos
requisitos de vitaminas e minerais na nutricdo humana da Organizacdo Mudial da Saude
(OMS 2002) e trabalhos com ingestdo de polifendis na dieta (Middleton 1984; Scalbert 2000,



2005). A administracdo de 0,5ml da solucdo do extrato diluido em &gua natural foi feita via
oral através do método de gavagem, e a solugdo foi preparada e aplicada uma vez por dia e
nos mesmos horarios (Figura. 1B). Foi feito um pré-tratamento durante 14 dias antes da
cirurgia, e um tratamento de 28 dias ap0s a cirurgia. Durante o tratamento os animais tiveram

livre acesso a comida e &gua, e foram pesados de 3 em 3 dias.

3.5 CIRURGIA PARA O MODELO UNILATERAL DE LESAO

A anestesia para a cirurgia foi feita com uma mistura com cloridrato de cetamina
(Dopalen) na dose de 100 mg/kg e cloridrato de xilazina (Dopaser) na dose de 10mg/kg, e
aplicada intraperitonealmente. Apds certificacdo da profunda anestesia, o animal teve sua
cabeca fixada em aparelho estereotaxico (Insight). As cirurgias estereotaxicas foram
realizadas no estriado dorsal esquerdo com injecdo de 5 pug de 6-OHDA (Sigma-Aldrich). As
coordenadas estereotaxicas foram como referenda ao bregma: Antero posterior (AP) + 0,8;
médio lateral (ML) + 2,0; ventro medial (VM) -3,0 (Figura. 1A). Utilizou-se uma seringa
Hamilton de 10 ul para a injecdo, o volume injetado foi de 2ul (2,5ug/pl de 6-OHDA). A
velocidade de injecao foi de 0,5 pl/min, permanecendo a agulha fixada no local por 5 minutos
apos a injecao, e retirada lentamente para evitar o refluxo (Figura. 1A). A dose de 5ug de 6-
ohda e a regido do estriado foram baseados nos trabalhos de Alvarez-Fischer et al (2008),
Heuer (2012) e. Stott & Barker (2014)

A) B)
CIRURGIA ESTEREOTAXICA APLICACAO POR GAVAGEM
| AP+0,8 ML+2,0;DV-3,0 | y
/ ™

Figura 2. llustracdo. A) Cirurgia estereotaxica. B) Aplicacdo por gavagem.

Fonte: Mind the Graph. https://mindthegraph.com



3.6 TESTES COMPORTAMENTAIS
Utilizou-se testes comportamentais para avaliagdo da motricidade e dimensao da
lesdo gerada pela 6-OHDA. A motricidade foi avaliada pelo teste do campo aberto, teste das
barras horizontais, da ambulacdo sobre bastdes e barras paralelas; a dimensdo da leséo
cerebral foi avaliada pelo teste de rotacdes induzidas por apomorfina. Todos os testes foram

filmados e analisados posteriormente.

3.6.1 Teste do Campo Aberto
Para a avaliacdo da motricidade foi realizado 3 testes de campo aberto, o primeiro
antes do pré-tratamento de 14 dias, o segundo antes da cirurgia (dia 0) e o terceiro no fim do
tratamento, no 28° dia. O aparado de 30x30x30 cm dividido em éareas, centro e periferia. O
teste teve a duracdo de cinco minutos. O aparato foi previamente higienizado com éalcool
etilico a 10% e seco. A analise foi feita observando-se fatores, como distancia total percorrida,
velocidade média, velocidade maxima e tempo imovel. Na area do centro e na periferia,

distancia e tempo em cada area (Figura. 3).
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Figura 3. Andlise do campo aberto. Software ANY-maze Video Tracking System, versao

3.6.2 Teste das Barras Horizontais

Foram utilizadas 3 barras de ferro com 45 cm de comprimento e espessuras
diferentes (2; 3 e 6,2mm), que foram fixadas em duas colunas de ferro nas extremidades na
altura de 60 cm (Figura. 4A). No teste é avaliado a forca do camundongo onde ele € colocado
na barra em um ponto central, segura-se pela cauda e coloca-se somente as patas dianteiras
para que ele possa segurar na barra com firmeza. O teste tem duracdo de 30 segundos ou
qguando o animal atinge uma das extremidades da estrutura que suporta as barras, ou quando
cai, e caso ele caia com menos de 5 s repete-se o teste. O aparato foi previamente higienizado
com éalcool etilico a 10% e seco. Houve uma pontuagdo para o tempo em que cada animal
permaneceu na barra, quanto mais alta, melhor o desempenho motor. Os animais tiveram até 3
testes, onde a média dos 2 melhores tempos gerou a pontuacdo para a andlise estatistica. O
teste foi adaptado de Deacon (2013).

Tempo de queda entre 1-5sec =1
Tempo de queda entre 6-10 sec = 2
Tempo de queda entre 11-20 sec = 3
Tempo de queda entre 21-30 sec = 4
Tempo de queda a partir de 30 sec =5

Alcancar umas das extremidades até 30 sec = 5

3.6.3 Teste da Ambulacéao sobre Bastdes

Nesse teste é avaliado a capacidade ambulatéria dos animais sob bastdes de
diferentes diametros. Foram utilizados 3 bastdes de madeira de 70 cm de comprimento e com
espessuras diferentes (3,5; 2,2 e 1,0 cm) que foram fixados paralelamente em uma bancada
(Figura. 4B). Os animais tiveram 3 dias de teste, sendo 0s 2 primeiros como treino no aparato
e o 3° teste como oficial para analise quantitativa. Os animais foram colocados nas
extremidades dos bastbes virados para o lado oposto da bancada. Cada camundongo teve o
tempo de 120 s para se orientarem e percorrerem 0 bastdo até ultrapassar a marca de 60 cm
delimitada nos bastées (10 cm antes da bancada). Foi medido o tempo de orientagcdo 180°
graus e de percurso de volta a bancada (tempo em que o animal demorou a ultrapassar a

marca ou 0 tempo que ele ficou no bastéo caso caia). Se ele caiu com menos de 5 s repetiu-se
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0 teste e quando atingiu o tempo méaximo de 120s o animal foi retirado do bastdo, e o teste e
finalizado. O aparato foi previamente higienizado com alcool etilico a 10% e seco. O teste foi
adaptado de Deacon (2013).

3.6.4 Teste das Barras Paralelas

O aparato contem duas barras de metal paralelas de 1 m de comprimento, 0,5 cm
de didmetro, sendo fixadas separadas a 2,2cm por colunas de suporte de metal nas suas
extremidades, e ficando a 60 cm acima do chdo (Figura. 4C). Nesse teste é avaliado a
capacidade ambulatéria dos animais, onde foram colocados no centro das duas barras com o
seu eixo longitudinal perpendicular ao das barras, de modo que as patas dianteiras ficassem
em uma barra e as traseiras na outra barra. A analise é semelhante a dos Bastfes. Onde é
medido: o tempo em que o animal leva até que se oriente 90° graus e o tempo de
deslocamento para uma das extremidade. Se ele caiu com menos de 5 s repetiu-se o teste e
quando atingiu o tempo maximo de 120s o animal foi retirado, e o teste finalizado. O aparato
foi previamente higienizado com alcool etilico a 10% e seco. O teste foi adaptado de Deacon
2013).

3.6.5 Teste de Rotagbes Induzidas por Apomorfina

Para a avaliacdo da lesdo todos os animais foram submetidos ao teste de rotacéo
induzida por apomorfina para a avaliacdo da lesdo, 2 dias antes da cirurgia e nos dias 7, 14,
21, 28 do periodo de tratamento. A apomorfina (Sigma-Aldrich), na dose de 0,6 mg/Kg
(dissolvida em salina a 0,9%), foi injetada na regido subcutanea dos animais e, imediatamente
apos a aplicacdo, eles foram colocados em um aparato circular com 12 cm de didmetro e 9 cm
de altura (Figura. 4D). O aparato foi previamente higienizado com alcool etilico a 10% e seco.
O comportamento dos animais foi gravado durante 20 minutos. Depois, o video foi analisado

contando o0 numero de rotagdes que cada animal realizou em torno de seu proprio eixo.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados foi feita através do programa GraphPad Prism
5, adotando um nivel de significancia p < 0,05. Os testes para a avaliacdo da motricidade e da
lesdo foram representados em valores de média + erro padrdo. As comparaces dos testes
comportamentais entre os dias de teste foram analisadas através da andlise de variancia

(ANOVA) 2 critérios, seguido de pos-test de Bonferroni. Na anélise entre os grupos foi
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através da analise de variancia (ANOVA) 1 critérios, seguido de pos-test de Tukey.

Figura 4. Testes comportamentis. A) Teste das barras horizontais. B) Teste da

ambulacéo sobre os bastbes. C) Teste das barras paralelas. D) Teste da rotacao induzida por

apomorfina.
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4. RESULTADOS

As analises dos dados aqui mostrados sdo representativas de 30 animais, todos
infundidos com 6-OHDA no estriado. Nas analises preliminares, observou-se que nos grupos
tratados com extratos, mas ndo no grupo Veiculo, havia animais que apresentaram baixa taxa
de rotacdes no teste da apomorfina. Assim, 0s grupos tratados foram subdivididos em: 1g a
(n=7) e 5 g a (n=3) incluindo somente animais que rodaram acima de 5 rotacGes/min; e 1 g
(n=7) e 5 g B (n=3) incluindo animais que rodaram abaixo de 5 rotagdes/min. Esses 4
subgrupos foram comparados com o grupo Veiculo (n=10). Dos 45 animais iniciados no
experimento, 26,7% foram excluidos por ndo estarem bem fisicamente, e apenas 6,6 % dos

animais operados morreram devido a cirurgia.

4.1 AVALIACAO DA LESAO

4.1.1 Rotagdes induzidas por apomorfina

Como esperado, no teste realizado antes da cirurgia nenhum animal mostrou
comportamento caracteristico de rotacdo. Apds a cirurgia para injecdo de 6-OHDA, o nimero
de rotacGes aumentou da primeira para a segunda semana em todos 0s grupos, mantendo-se
relativamente constante nas outras semanas. Na primeira semana ap0s a cirurgia, 0 grupo
Veiculo apresentou média de 5,6 rotacGes/min contralaterais, o subgrupo 1g o obteve 6,3
rotacdes/min contralaterais e o subgrupo 5g o, 5,9 rotagdes/min contralaterais (Figura. 5A). Ja
0s subgrupos 1g B e 5g B apresentaram <1 rotagcdo/min ipsilateral ap6s uma semana. Nas
semanas subsequentes, o subgrupo 1g B apresentou rotacdes contralaterais, poréem em menor
namero do que o grupo veiculo, enquanto que de 5g B aumentou o numero de rotacdes

ipsilaterais (Figura. 5B).
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Figura 5. Andlise das Rotacfes induzidas por Apomorfina. A) Sem diferenca significativa
entre os grupos B) O grupo Veiculo teve maior nimero de rotagdes que os grupo 1g p (# P <
0,05) e 5g B (# P < 0,001) na 2°, 32 e 42 semana.

42 A AVALIACAO DA MOTRICIDADE

421 Teste do Campo Aberto

Realizamos trés testes de campo aberto, antes do pré-tratamento (LB, linha de
base), antes da cirurgia (Dia 0) e no final do tratamento (Dia 28). De uma forma geral, 0s
grupos tratados com extrato de EO apresentaram aumento percentual significativo na
exploracdo do aparato apds 2 semanas de tratamento em relacdo ao grupo veiculo e em

relacdo a linha de base.

Em relacdo a distancia total percorrida, os subgrupos tratados com extrato de EO
apresentaram um grande aumento na atividade exploratoria nos dias 0 e 28°, em compara¢do a
linha de base, e em relacdo ao grupo Veiculo nesses dias (Fig. 6A e B). Apenas o subgrupo 1g
B retornou a linha de base no 28°. dia (Fig. 6B). Padrdo muito semelhante se observou em

relagdo a velocidade média (Fig. 6C e D).

Em relacdo a velocidade méaxima no aparato, apenas os subgrupos 5g (a e B)
apresentaram diferencas estatisticamente significativas apds o tratamento. O subgrupo 5g o
apresentou aumento percentual na velocidade méaxima no dia 0 (ou seja, apés 2 semanas de
tratamento) em relagé&o aos grupos Veiculo e o 1g a (Figura 6E). O subgrupo 5g B apresentou

aumento da velocidade maxima no 28° dia em relagéo ao grupo Veiculo (Figura. 6F).
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Figura 6. Andlise do Teste do Campo Aberto. A) Distancia total percorrida: houve aumento
no grupo Veiculo no dia 0 em relagdo a LB (* P < 0,05); os grupos 1g o € 5g a tiveram um
maior deslocamento nos dias 0 e 28 em relacdo ao grupo Veiculo nesses dias (# P < 0,05) e
em relacdo as suas LB (* P < 0,05). B) Distancia percorrida: os subgrupos 1g B e 5g B
também tiveram maior deslocamento no dia 0 em relacdo ao grupo Veiculo (# P < 0,05), e 0
subgrupo 5g B com Veiculo e 1g B no dia 28. C) Velocidade média: os grupos 1g o e 5g a
tiveram uma maior velocidade média nos dias 0 e 28 em relagdo ao grupo Veiculo nesses dias
(# P <0,05) e em relagdo as suas LB (* P < 0,05). D) Velocidade média: os subgrupos 1g 3 ¢
S5g B também tiveram uma maior velocidade média no dia 0 em relagdo ao grupo Veiculo (# P
< 0,05). E) Velocidade Maxima: o grupo 5g a teve a maior velocidade maxima no dia 0 em
relacdo ao Veiculo (# P < 0,001) e ao grupo 1g a (& P < 0,01). F) Velocidade Méxima: o
grupo 5¢g B teve a maior velocidade maxima no dia 28 em relacdo ao Veiculo (# P <0,001)
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4.2.2 Teste das barras horizontais

Na analise do teste das barras horizontais apenas na barra de 6,2 mm o grupo
tratado com 5g obteve um melhor desempenho com relacdo ao grupo Veiculo. Quando

comparamos o grupo Veiculo com os subgrupos ndo observamos diferenca.
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Figura 7. Andlise da pontuacdo no teste das Barras Horizontais. A) Veiculo vs 5g a na barra
de 6,2 (# P <0,01). B) Sem diferenca entre os subgrupos.

4.2.3 Teste das barras paralelas

No teste 0s grupos ndo apresentaram diferenca significativa na orientagcdo 90°, e

no deslocamento para um dos lados do aparato também ndo houve diferenca entre 0s grupos.
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Figura 8. Analise do teste das Barras Paralelas. A) Sem diferenca na orientacdo 90°. B) Sem
diferenca no deslocamento.
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Na analise de orientacdo 180° nos diferentes bastdes ndo observamos diferenca

significativa. Na analise do deslocamento de volta a bancada observamos melhor desempenho

(menor tempo) do grupo 1g o em relacdo ao grupo Veiculo e ao grupo 5g a na barra de 2,2 e

1,0 cm (Fig. 9C).
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Figura 9. Andlise do teste de Ambulacgéo sobre os Bastbes. A) Sem diferenca significativa na

orientagdo 180°.

B) Sem diferenca significativa na orientagdo 180°.C) Tempo de

deslocamento: o grupo 1g a teve o menor tempo na barra de 1cm em relagcdo aos grupos
Veiculo e 1g a (# P <0,05). D) Sem diferenca significativa no deslocamento.
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4.3 AVALIACAO DO PESO CORPORAL

Na avaliacdo do peso corporal dos animais, 0s grupos ndo apresentaram diferenca
significativa na primeira pesagem, mostrando apenas uma queda na média na primeira semana
ap6s a cirurgia e uma melhora a partir da segunda, 0 que ja era esperado. E observada uma
diferenca significativa entre o grupo Veiculo e o grupo 5g o na 12 e 42 semanas de tratamento
pos-cirurgia, com o segundo apresentando menor massa corporal. Na relacdo do grupo
Veiculo com os subgrupos B, apenas o subgrupo 1g p mostrou menor massa corporal na
pesagem da 12 e 22 semana de pré-tratamento, e 12 e 42 semana de pos-tratamento (Fig. 10A).
Na comparacgdo entre os subgrupos 1g B e 5g B, 0 primeiro apresentou menor massa apenas na

12 semana pds cirurgia e na 22 semana pos tratamento (Fig. 10B).

A) B)
#
32 ) 32;
_a % \Veiculo -o- Veiculo
301 1 301 " lga
~ 28 -+ 53¢ % -+ 50q
2 S
o] - 0 -
% 26 ﬁ 26 . o
it . & oul L
221 221 *k
20 T T T T T T T 20 T T T T T T T T T
\4 <® \Q' N q’/b 'i)b 6‘} 0 ()9 4 \'Q’ {Q’ Y {ﬁ Ql)b b’? ) 09
r\/°<> ,\’IDQ (fQ »Q o0 ,\/06 \?Q ‘fQ \q:Q »Q
Semana Semana

Figura 10. Analise do peso corporal. A) Veiculo vs 5g, 12 semana (*P < 0,05) e 42 semana (*P
< 0,05). B) Veiculo vs 1g a, 1* pré (*P < 0,01), 2° pré (*p < 0,05), 1* semana (**P < 0,01) ¢ 4*
semana (**P < 0,01). 1g vs 5¢, 12 semana (# P < 0,05) e 22 pds (# P < 0,05).
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5 DISCUSSAO

51 MODELO DE HEMIPARKINSONISMO E ANALISE DA LESAO

O modelo de doenga de Parkinson unilateral com infuséo intraestriatal de 6-
OHDA é comumente utilizado em trabalhos como um modelo pré-clinico para avaliar os
efeitos antiparkinsonianos e de neuroprotecdo para novas terapias farmacologicas (Tieu,
2011). A 6-OHDA causa uma degeneracao retrograda dos terminais dopaminérgicos do
estriado em direcdo aos corpos celulares na substancia negra pars compacta devido ao
estresse oxidativo desencadeado pela producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) depois
de entrar no neurbnio através do transportador de dopamina. Hipotetiza-se que a auto-
oxidacdo pode explicar a geracdo de ROS, uma vez que em condigdes fisiologicas a 6-OHDA
é submetida a uma rapida auto-oxidacdo ndo enzimaética que gera espécies tdxicas como
quinonas, peroxido de hidrogénio, radicais superoxido e radicais hidroxila (Tieu, 2011; Bové
& Perier, 2012). Esse efeito tem duracdo de pelo menos 4 semanas, dando assim uma janela
temporal para um tratamento de intervencdo. Além disso, como provoca um desequilibrio no
nivel de dopamina entre os hemisférios, pode-se usar o lado ndo lesionado como controle no
proprio animal, possibilitando avaliar a lesdo a partir de comportamento rotacional induzido
por farmacos, como apomorfina e anfetamina (Ungerstedt, 1976; Schwarting & Huston, 1996;
Heuer, 2012; Stott & Barker, 2014).

Apomorfina ativa
receptores Corpo estriado
supersensiveis no
hemisfério lesionado e
induz rotacées
contralaterais a lesao

Neurdnios
dopaminergicos

Figura 11. Teste das rotacGes induzidas por agonistas dopaminérgicos. A lesdo unilateral com
6-OHDA provoca um desequilibrio na atividade dopaminérgica entre os dois estriados e causa
a assimetria no comportamento motor dos animais.

Fonte: Silvestrin 2008.
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Os animais do grupo Veiculo (lesados com 6-OHDA e tratados com veiculo)
tiveram em média 5,6 rotacbes contralateral por minuto na primeira semana e nas outras
semanas tiveram a média maior que 9 rotacBes, sendo que nenhum animal apresentou
rotacOes ipsilaterais ou menos de 4 rota¢cdes/min. Esse comportamento € caracteristico no
modelo unilateral com 6-OHDA e é correlacionado com lesbes graves (80-100%) e
intermediarias (60-79%) dos terminais dopaminérgicos pré-sindpticos no estriado, levando a
uma elevada queda do nivel de dopamina e a uma alta sensibilizacdo dos receptores
dopaminérgicos pos-sindpticos (Schwarting & Huston, 1996; Grealish et al, 2010). Nos
grupos tratados com 1 g e 5 g de extrato foi observado que 3 animais de cada grupo tiveram o
n° de rotacGes contralateral menor que 4 e/ou tiveram rotacdes ipsilaterais, e foram agrupados
em subgrupos de tratamento. Esse comportamento correlaciona-se a um percentual menor de
lesdo dos terminais dopaminérgicos pré-sinapticos no estriado exposto a toxina (cerca de <
60%), sem grande reducdo nos niveis de dopamina em relacdo ao lado ndo lesionado, e
consequentemente, sem o desenvolvimento da sensibilizacdo dos terminais pds-sinapticos
(Schwarting & Huston, 1996; Da Cunha, 2008; Grealish et al, 2010).

Segundo Stott & Banker (2014), os processos apoptéticos na SNc comegam 6-9
dias apdés a cirurgia, mas no estriado as fibras axonais ja apresentacdo uma grande
degeneracdo nesse periodo. Sugerindo que a janela de oportunidade para intervencédo
terapéutica neste modelo é de aproximadamente até 1-2 semanas ap0s a cirurgia. Nesse
trabalho foi feito um pré-tratamento e um pdés-tratamento justamente para tentar aumentar a
protecdo dos neurénios na SNc e das fibras axonais no estriado. Na anéalise do teste com a
apomorfina podemos interpretar que houve uma degeneracdo das fibras no estriado mas nédo

podendos confirmar se houve degeneracdo na SNc.
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Figura 12. Resposta a apomorfina.
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Fonte: Da Cunha (2008)
5.2 AVALIAQAO DO COMPORTAMENTO MOTOR

Alguns testes comportamentais foram propostos e testados na literatura para
avaliar a atividade motora, dentre eles o teste de atividade exploratoria no campo aberto, que
através da quantificacdo da frequéncia de locomocgdo pode-se inferir sobre a capacidade
motora dos animais (Santiago et al., 2010; Carvalho et al., 2013). Além do campo aberto,
foram adaptados novos testes propostos por Deacon (2013) para avaliar a atividade motora.
Nos resultados obtidos ndo se observou uma alteracdo motora significativa entre os grupos
estudados. A atividade locomotora em campo aberto depende das habilidades motoras, mas
também da motivacdo para explorar um novo ambiente. Por isso, testes de campo aberto

também sdo utilizados para avaliar compotamentos ndo motores (Carvalho et al., 2013).

O comprometimento comportamental é largamente dependente de trés fatores, o
local da injecdo, o grau da lesdo gerada e o teste de eficacia utilizado (Kirik et al, 1998).
Alguns testes sdo mais sensiveis a deplecdo de dopamina do estriado dorsolateral, como, por
exemplo, os testes de rotacdo induzidos por farmacos, outros sao mais sensiveis a deplecao de
dopamina ventromedial como a atividade locomotora (Heuer et al, 2012; Deumens, 2002).
Alguns trabalhos, como de Francardo et al (2011) e Vandeputte et al (2010), obtiveram mais
de 70% de desnervacéo das fibras dopaminérgicas estriatais injetando 6-OHDA na regido do
estriado e no feixe prosencefalico medial, porém os grupos ndo apresentaram diferenca nos
testes de atividade motora, como no campo aberto e na preferéncia por apoio em uma pata.

Os dados mostraram que o grupo infundido com 6-OHDA no estriado e tratado
com veiculo, ndo apresentou diferenca na atividade exploratdria ao longo do curso temporal
do experimento. Por outro lado, a analise no teste do campo aberto demonstrou que 0s grupos
tratados com extrato de EO aumentaram significativamente a atividade exploratéria depois
que iniciaram o tratamento com o extrato, sendo este efeito até maior no subgrupo a, que
supostamente teve menor efeito do extrato sobre a lesdo estriatal. Ou seja, apesar de ndo terem
melhorado no teste da apomorfina, 0s animais dos subsgrupos a apresentaram essa
modificacdo comportamental importante na atividade exploratéria no campo aberto. O

significado desse efeito ainda precisa ser esclarecido.
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53 A AVALIACAO DO TRATAMENTO

Em funcédo do teor de matéria seca da polpa de acai comumente comercializada é
classificado de tal forma: fino (até 11%), medio (11% a 14%) e o0 grosso (acima de 14%). A
polpa com teor de solidos entre 8 e 12% responde cerca a 90% do mercado (Pessoa &
Teixeira, 2012). Levando-se em consideracdo uma pessoa de porte médio possuir massa de 70
Kg, as concentracfes utilizadas foram de 1 g e 5 g de polifendis diarios, equivalentes cerca de
50 mg/kg e 240 mg/kg de extrato (1 g e 5 g de polifendis que equivaleria também a cerca de
300ml e 1,5 L de acai médio).

Segundo de Sousa et al (2010), uma dieta suplementada com polpa de acai pode
aumentar o peso dos ratos sem alterar na quantidade de ingestdo de alimento em animais
normais, e reduzir a ingestdo de alimentos em animais com dieta hipercolesterolémica.
Sugerindo como em outros trabalhos, que polifendis também desempenham um papel na
modulacdo do apetite. Sendo a reducdo da motivacdo na busca por alimento uma das causas
da mortalidade no modelo com 6-OHDA (Ferro et al., 2005), a ingestao insuficiente de racédo
e/ou agua tem um efeito importante na perda de massa corporal, como observamos na média
do peso na 12 semana apo6s a cirurgia (Figura. 11). Nesse experimento ndo se observou uma
clara relacdo de ganho ou perda de massa corporal entre 0s grupos durante os periodos de

tratamento.

Machado A. et al. (2016) descreveu em estudo in vitro importantes efeitos
protetores do acai em células de neuroblastoma humano SH-SY5Y expostas a toxina
rotenona, que causa disfuncdo dopaminérgica mitocondrial. O acai apresentou conferiu
protecdo que envolveu uma reversdo da disfungdo mitocondrial no complexo | e diminui o
estresse oxidativo causado pela rotenona. Sugerindo que a composi¢ao quimica encontrada no
fruto do acai poderia ser um potencial candidato para melhorar a funcdo do complexo
mitocondrial 1. Outro trabalho, agora com a ingestdo da polpa de acai, apresentou dados que
sugerem uma melhora na atividade oxidante em encéfalos de ratos, ajudando a prevenir
alteracdes na atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superdxido dismutase
(SOD) (Machado E. et al, 2016).

A degeneracdo neuronal na doenga de Parkinson é progressiva e leva anos, ou
mesmo décadas, para apresentar uma lesdo significativa que apresente sintomas. No modelo

utilizando a 6-OHDA, a degeneracdo dos corpos celulares na SN é estabelecida em 4
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semanas, sendo que no estriado os terminais degeneram na 12 semana e pode ocorrer uma
perda de até 70% no nivel de dopamina ainda nesse periodo, apresentando assim um periodo
muito curto para a intervencao terapéutica. 1sso pode ter contribuido para a baixa efetividade
(30% dos animais apresentaram baixa les@o) do extrato no modelo para avaliar a lesdo nessa

regiéo.

6 CONCLUSAO

O tratamento com uma dose diaria de extrato de E. oleracea no modelo de
hemiparkinsonismo diminuiu o nimero de rotagdes induzidas por apomorfina em 30% dos
animais tratados com as duas concentracdes empregadas e aumentou a atividade exploratoria
no campo aberto de todos os subgrupos tratados sugerindo que o extrato tem um potencial
neuroprotetor a ser explorado, sendo necessario estender a investigacdo para demonstrar sua

real eficiéncia.
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- UFPA Comissao de Etica no
Universidade Federal do Para Uso de Animais

CERTIFICADO

Cerificamos que o Projeto intitulado "BIOPROSPECCAD DE PLANTAS AMAZONICAS COM POTENCIAL NEUROMODULADOR EM
MODELOS EXFERIMENTAIS DA DOENCA DE PARKINSON®, protocolads sob o CEUA n° BT43170718, sob a responsabiidade de
Elizabeth Sumi Yamada e equipe; Anderson Valenle Amaral, Amaldo Jorge Marling Filha, Dielly Codina Favacho Loges; Edmar
Tavares Da Costa; Milon Mascmenlo Silva; Riky Douglas Melo Gomes; Valdina Salimar Cardoso Lapes, 'Walace Gomes Leal - que
envolve a produglo, manulengio slou ullizagio de animais perbencenies ao o Chordata, subfio Verebrata {excelo o homem), para
fing de pesquisa cienlifica (ol ansing) - enconbra-se de acordo com o8 preceilos da Lei 11704, de B de ovlubro de 2008, com a
Decrebo £.899, de 15 de julho de 3009, com a8 nomas editadas pelo Conselho Madonal de Conbrole da Experimentaciio Animal
{GONCEA), e foi aprovada pefa Comissdo de Elica no Uiso de Animass do Universidade Federal do Pard (CELAMUFPA) em reunido
de FROTR01E.

We: certify Sal the proposal "RIDPROSPECTING FROM AMAZON PLANTE WITH NEUROMODULATOR POTENTIALS M
EXPERIMENTAL MODELS OF PARKINSON?S DISEASE", ullizing 240 Heterogenics mice (240 males), protocal nismbes
CELA 6743170718, urder the responsibdily of Elizabelh Sumi Yamada and bsam; Andesson Valenbe Amaral; Amakdo Jorge
Masting Filho; Dielly Catina Favacho Lopes: Edmar Tavares Da Costa; Millon Nascmenta Siva; Riky Deughas Melo Gomes:
\aldina Solinar Cardoso Lopes; Wakice Gomes Leal » which vohves the production, mainlenance sndioe wse of animals
belonging lo the phylum Chordals, subphyium Versbrata jexcepl human beings), for scierfific ressarch purposss (or
Imaching) = i's in accardance with Law 11.754, of Oclober 8 2008, Decee BBSS, of July 15, 2009, with e ndes isued by fhe
Matianal Council for Contrel of Animal Experimentation [DONCEA), and was approved by e Efhic Commilles an Animal Uss
of e Federal University of Para [CELAUFPA) in the meetng of OTI2E/2016.

Vigineia da Propasta: de 012014 2 D&/2017 Area: Departamanta De Fisiogia

Procedénda: Bobério do Laboraddnio de nesropatalogia experimental

Espétie:  Camundangos heteraghnices Ginsre: Machas itkade: :Eﬂ::u K120
Linhagem:  Mus muscuusiCETBIE Pesai 3DadSg

Procedénca; atein do Lasoreidng de neurooatologa exerimentl

Espécie:  Camundongos heberogpénicos Génern: Machas ictade: ::::—L W20
Linhiagem:  Mus misssuusiSwiss Pess: 30adhg

Resuma: O bicma Amazonis represents ums das maiores fonies de biodversidade do planets. A preservacio & o wso susienbivel
dest fiqueza requer & squisicio = o dominia de conheciments centificn nas mais diversas reas. Em 2010, o periodo sntre 2011-2020
foi proclamado como 7a década da biodiversidade? pela Assembleia Geral da ONU, numa tentaliva de estimular spBes fuluras mais
conoelas mediame o frscasso dox pajses em afingir 28 metas tragadas em 2002 visanda diminuir & perda da biodivertidade global.
Rl das consequincias fegativas pars o meis ambienle 7 desde alensches dirdicas alé o comprameliments das fonles de Sgua
potivel 7 & diminucso da biodversidate implica na perda de polencisis fortes de noves Frmacos, Entrelanto, & preservacho da
biadrversidade de nada adiantard se ndo soubermos como wsdla de modo correto & em prol da sodedade, ndo havendo oubro
caminha sendo o meslimenio macipo de recursas Bnancsros pars fomentar 3 busca desse conhecimentn. A presenle proposta visa
condribuir em uma denire &8 inimeras dreas do conhacimanlo necessdias para se explorar os polencias beneficios da biodiversdade
amazonica: a descoberla de novos farmacos. Estedos prévios resullanies da parceria enire o Laboralinio de Meurcpatologia
Expeimental (LaMEx) & o Laboratdrio de Cromabografia Liguida de Ata Performance (LaNEx'LabCrol § da Universidade Federsl do
Pard indicéram propredades neuroproleloras no esfrate de folas de Swielenia macrophyla em modeo B ovive de dosnca de
Parkinson. Portanis, valerndo-se &a experiéntia g0 grupo em estudes na drea de neurodegeneracia, prelende-ss rasirear propriedabes
neummoduladoras em extralos adicionais de plantas da fiora amardnica, assim como aprofundar 8 imesBgagio dos efeilos
neumnprolelones da Swislenia macrophyla. Para tanin, serdo uliirados modelos experimentais i ovillo & in vive da doenca de
Parkin®an, & mais comum das descrdens moloras, & anda sem lerapias gee i T TR da. A proposta prelende
confribuic com & produgdo de conhedments cientifios de gualidade assim como com a formagio de recursos humanos na regido, que
poszam contribuir para incrementar o uso susientivel da biodiversidade amardnica.

Belém do Pard, 01 de agosto de 2016
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